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RESUMO

A articaina (ATC) é um anestésico local (AL) relativamente novo no mercado e, apesar disso,
é 0 segundo mais utilizado na clinica odontolégica. Uma vantagem de seu uso provém de
peculiaridades quimicas pois, mesmo pertencendo a familia das amino-amidas, possui um anel
tiofeno e um grupamento éster que permite sua utilizagdo em maior concentracdo clinica.
Apesar de todos os AL apresentarem neurotoxicidade, ha relatos de maior taxa de parestesia
associado ao uso de ATC, sem evidéncias do mecanismo que comprove maior neurotoxicidade
da ATC em relacdo aos outros AL. Além disso, outro problema relacionado a anestesia
odontoldgica é a falha anestésica ou um menor grau de analgesia que pode ocorrer em locais
com processos inflamatorios instalados. Neste caso, o tratamento clinico se torna extremamente
doloroso, estressante e sem alternativas para o controle eficaz da dor. Diante destas duas
limitacGes relacionados ao uso do AL, o foco desta tese foi a utilizacdo de toxicometabolémica
para aprofundar os conhecimentos sobre a neurotoxicidade da ATC, comparativamente a
lidocaina (Parte 1) e o desenvolvimento de formulacdes de carreadores lipidicos
nanoestruturados (NLC) para a liberacéo sustentada de ATC, visando aumentar sua poténcia
anestésica em tecidos inflamados (Parte 2).

Parte 1: Nesta primeira etapa utilizamos metabolémica por Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio (RMN-1H) para estudar a toxicidade da ATC em relac&o a lidocaina (LDC, “padrio
ouro” em odontologia) através das alteragdes metabdlicas ocasionadas em células neuronais.
Apesar da literatura indicar que ndo ha diferencas entre ATC e outros AL em relacdo a
toxicidade in vitro, a analise metabolémica em células de Schwann (CS) mostrou que a ATC
produz alteracGes metabdlicas diferentes em relacdo a LDC. Especificamente em CS,
descobriu-se que a ATC estimula a glicélise e induz aumento nos niveis intracelulares de varios
aminoéacidos (leucina, isoleucina, valina, fenilalanina, metionina, histidina, tirosina e glicir=)
cuja concentragdo diminuiu nas células tratadas com LDC. Além disso, a expresséo de protei

de estresse de reticulo e de apoptose foram encontradas nas células tratadas com ATC. Assu,
0 estudo in vitro da metaboldmica identificou respostas metabdlicas diferenciais que nos
permitem questionar se sua toxicidade da ATC é a mesma que a de aos outros AL.

Parte 2: Nesta parte, utilizou-se de forma associada o planejamento experimental (DoE) e
modelo de peixe-zebra para selecionar o melhor excipiente funcional, 6leo de copaiba (OC) e
uma formulacdo otimizada de NLC-ATC. A formulagéo otimizada foi caracterizada por DSC,
DRX e MET e in vivo, no modelo de dor inflamatéria induzida por carragenina, promoveu
aumento (50%) da atividade anestésica e prolongamento da ac¢éo, em comparacdo com ATC
livre, com a acdo sinérgica (entre OC e ATC) no controle da dor inflamatéria. Além disso, os
resultados de farmacocinética, utilizando microdialise in situ, identificaram que o maior efeito
anestésico decorre da liberacdo prolongada do AL pela NLC-ATC no tecido inflamado,
evitando sua remocdo sistémica acelerada, em resposta ao processo inflamatério. Assim, a
formulacdo NLC-ATC (funcionalizada e otimizada) apresentou resultados promissores contra
a falha anestésica em tecido inflamado, constituindo possivel opcéo inovadora para 0 mercado
odontoldgico.

Descritores: Articaina, toxicometabolémica, carreadores lipidicos nanoestruturados, falha
anestésica.



ABSTRACT

Articaine (ATC) is one of the newest local anesthetics (LA) released in the market, although it
is already the second most used LA in the dental clinic. While belonging to the amino-amide
class of LA, it has peculiarities such as a thiophene ring and an ester group, which allows its
use at higher clinical concentration. Although neurotoxicity has been observed with all LA
agents, there are reports of a higher rate of paresthesia associated with the use of ATC.
However, the reason for this is not clear and there is no concise literature about the greater
neurotoxicity of ATC compared to other LA. In addition, another problem related to dental
anesthesia is anesthetic failure, or a lower degree of analgesia, that can occur in places with an
inflammatory process. In this case, the clinical treatment becomes extremely painful, stressful
and without alternatives for effective pain control. Given these two drawbacks related to LA
therapeutics LA, the focus of this work was the use of toxicometabolomics to deepen the
knowledge about ATC neurotoxicity - in comparison to lidocaine (LDC) (Part 1) and the
development of formulations of nanostructured lipid carriers (NLC) for the sustained release of
ATC, aiming at increasing its anesthetic potency in inflamed tissues (Part 2).

Part 1: In this part, we used Hydrogen Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR) metabolomics
to study the biological effects of ATC in relation to LDC (LDC, “gold standard”) through the
detection of metabolic changes caused in neuronal cells. Although the literature reports of no
differences between ATC and other LA in relation to in vitro toxicity, metabolomics analysis
in Schwann cells (SC) showed that ATC produced different metabolic changes in relation to
LDC. Specifically, ATC was found to stimulate glycolysis and to increase the intracellular
levels of several amino acids (leucine, isoleucine, valine, phenylalanine, methionine, histidine,
tyrosine, and glycine), whereas the concentration of these amino acids decreased in lidocaine-
treated SC. ATC also induced greater changes in the rate of cellular oxygen consumption
compared to LDC. Besides, the expression of specific proteins indicated the presenc
reticulum stress and apoptosis in ATC-treated cells. Thus, the in vitro metabolomics study us
ATC identified differential metabolic responses which allow us to question whether its toxicity
is the same in relation to other LA.

Part 2: In this part, Design of Experiments (DoE) and zebrafish model were used to select the
best functional excipient, copaiba oil (CO), and to obtain an optimized formulation of NLC-
ATC. Afterwards, optimized NLC-ATC were characterized by DSC, XRD and MET. In vivo,
in the carrageenan-induced inflammatory pain model, NLC-ATC showed an increase (50%) in
the anesthetic activity and a prolonged action time compared to free (non-encapsulated) ATC,
with a synergistic activity between ATC and CO being observed on inflammatory pain control.
In addition, using local tissue microdialysis, pharmacokinetic analyses revealed that the
observed increase in anesthetic effect is due to the ability of NLC-ATC to prolong the delivery
of ATC in the inflamed tissue, preventing its accelerated systemic removal by the inflammatory
process. Thus, the functionalized NLC-ATC formulation developed showed promising results
in relation to anesthetic failure in inflamed tissue, with an innovative perspective for the dental
market.

Keywords: Articaine, toxicometabolomics, nanostructured lipid carriers, anesthetic failure.
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I. INTRODUCAO

1. ANESTESICOS LOCAIS

A associacdo internacional dos estudos de dor (IASP) define dor como sendo “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante aquela associada a
dano tecidual real ou potencial (RAJA et al., 2020). Essa sensacdo sensorial e emocional
processada pelo sistema nervoso central ocorre através de uma cascata de sinalizacdo induzida
por estimulos nocivos e transmitidas por receptores especificos, os nociceptores (KHAN;
KHAN; KIM, 2019) . Assim, a percepcdo da dor pode ser bloqueada, ou minimizada, pela
inibicdo da ativacdo desses nociceptores. Agentes antinociceptivos incluem vérias classes de
medicamentos como 0s AL, analgésicos, opidides, anti-inflamatorios e barbitdricos (GERNER,;
WANG, 2010).

Os AL sdo moléculas capazes de interromper a geracao do potencial de acdo e prevenir
a transmissé@o da informagdo nociceptiva para o sistema nervoso central (SEWARD, 1981).
Sendo assim, os AL previnem, reversivelmente a geracdo e conducéo de impulsos nervosos na
regido onde sdo aplicados, sem afetar a consciéncia do paciente (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012; MALAMED, 2013).

Os AL comerciais tém sua estrutura caracterizada por uma fracdo hidrofilica e outra
hidrofobica, separadas por uma cadeia intermediaria polar, com ligacdo éster ou amida
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012), que determina a atividade e
biotransformacdo do agente anestésico. Sua solubilidade aquosa €, em geral, determinada pelo
grupamento amina da porc¢do hidrofilica, que é a parte ionizavel da molécula. A poténcia e
toxicidade relacionam-se com a porcdo lipofilica do AL (em geral um anel aromatico),
responsavel por sua insercdo na membrana da célula nervosa (GAZI; SAKATA; ISSY, 2008).
A maior parte dos AL apresenta pKa entre 7,6-8,9, o que implica na existéncia de uma fracédo
que se apresenta na forma neutra (com maior particdo em membranas) e outra protonada (mais
soluvel e que é responsavel pela velocidade de acdo) em pH fisiolégico (DE ARAUJO; DE
PAULA; FRACETO, 2008). O mecanismo de acdo dos AL envolve sua interacdo com a
proteina canal de sodio voltagem-dependente, seja pela ligacao da forma protonada na interface
interna da membrana neuronal (FRAZIER; NARAHASHI; YAMADA, 1970), seja pela
interacdo da forma neutra com algas intracelulares da cadeia alfa do canal (RAGSDALE et al.,
1994, 1996) inativando-o e impedindo a propagacdo do estimulo nervoso (Figura 1). No
entanto, a direta relacdo entre hidrofobicidade do agente anestésico e sua poténcia, bem como

a necessidade de concentracdes da ordem de dezenas de milimolar para manutencédo dos niveis
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de anestesia (DE ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA, 2019) justificam a “hipétese do lipidio”,
que aponta a interacdo dos AL com a fase lipidica da membrana como determinante para a
inativacdo, reversivel, do canal de soédio (DE ARAUJO; DE PAULA; FRACETO, 2008).
Assim, tanto a forma neutra quanto a protonada dos AL tém papel decisivo no blogueio

sensorial.

H ; _>< pH e pKa dependente

)
H* H H*

|]

}Hll#Hi’

H* = N

W »n . il m f.dmmlJﬁr.ﬂmuﬂmu

|,| " 1“”{']“”'"|||'|"||“' |||l|[ ||||
'o'u' O
. A g Intracelular
H+

H*

H+
H*
AL-H* Anestésico local na forma protonada
AL: Anestésico local na forma desprotonada

Figura 1. Mecanismo de acao dos anestésicos locais (AL). Adaptado de: de Aradjo, de Paula, Fraceto, 2008.

A interacdo dos AL néo é especifica a canais de sddio voltagem dependente. A literatura
mostra varias evidéncias da interacdo de AL com outras proteinas, principalmente de
membrana, como: calmodulina, canais de potassio, receptores de acetilcolina, ATPases
microssomais e mitocondriais, citocromo oxidase, proteina G, proteina EnvZ, receptores de
serotonina 1A, proteina tirosina quinase, receptores de opioides, etc. A interagdo com outras
proteinas pode explicar o potencial dos AL para outras finalidades terapéuticas. Dentre
atividades farmacoldgicas ja descrita para AL como LDC e bupivacaina, como anti-
inflamatérias (CASSUTO; SINCLAIR; BONDEROVIC, 2006; FISHER; HOLLMANN;
DURIEUX, 2000; GRAY et al., 2016) e antitumorais (CHANG et al., 2014; DE MOURA et
al., 2021; GERONIMO et al., 2021; HU et al., 2016; WANG et al., 2016). Porém o mecanismo

de acdo responsavel por esses efeitos ainda ndo foi completamente elucidado.
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2. FALHA ANESTESICA

A falha anestésica, ou um menor grau de analgesia, frequentemente ocorre na presenca
de inflamacao, e € bastante comum (70% dos casos) em procedimentos odontol6gicos (BERDE;
STRICHARTZ, 2016), quando processos de pulpite ou periodontite estdo instalados (UENO et
al., 2008a). Especificamente no caso de pulpite, ha relatos de falha anestésica do nervo alveolar
inferior em aproximadamente 30 a 45% dos casos (COHEN; CHA; SPANGBERG, 1993;
POTOCNIK; BAJROVIC, 1999). Fatores fisioldgicos como maior fluxo sanguineo, além da
alteracdo de pH e maior sensibilizacdo nervosa sdo apontados como razdes da falha anestésica
(MILLER et al., 2014).

A principal teoria para explicar a falha anestésica relaciona a acidose instalada no tecido
inflamado com a reducdo na poténcia anestésica dos farmacos administradas (BECKER;
REED, 2012; MEECHAN, 1999; UENO et al., 2008a). Em geral, o pKa dos AL é proximo ao
fisioldgico (7,4), no qual fracBes das formas neutra e protonada sdo encontradas. Em caso de
acidose, aumenta a fragdo de anestésico na forma protonada, cuja interagdo com a membrana
bioldgica é mais fraca (UENO et al., 2008a, 2008b). Por exemplo, o coeficiente de particdo em
membranas modelo da forma neutra da lidocaina é 5 vezes maior que o da protonada
(STRICHARTZ et al., 1990). Desta forma, a atividade terapéutica ineficaz se daria pela baixa
disponibilidade do AL na forma neutra, com maior solubilidade na membrana bioldgica, onde
esta seu sitio de acdo. Outro mecanismo proposto € o da hiperalgesia causada por varios
mediadores inflamatdrios (ROCHA et al., 2007), tal que um estimulo minimo seria capaz de
desencadear a conducdo nervosa (MEECHAN, 1999). Neste caso, haveria a necessidade de
aumentar a concentracdo anestésica para obter a acdo antinociceptiva desejada. No entanto, o
aumento da dose do AL eleva o risco de toxicidade sisttmica do farmaco, limitando a dose total
administrada (GRANT et al., 1997). Assim, ndo existem alternativas eficazes para a anestesia
local em casos de patologias inflamatérias, principalmente odontoldgicas. Por isso, um dos
focos deste trabalho (Parte 2) é desenvolver um sistema com maior eficacia, utilizando

nanotecnologia, a fim de solucionar este problema clinico, com o anestésico articaina.

3. ARTICAINA

A ATC (Figura 2) foi lancada no mercado em 1984, com aspectos inovativos Unicos
dentro das classes dos AL, quanto a sua estrutura quimica. Mesmo sendo classificado dentro
das classes dos anestésicos do grupo amino-amida, ela apresenta um anel tiofeno (SEWARD,
1981), como aromatico, ao invés de um anel benzeno —mais comum (DE ARAUJO; RIBEIRO;
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DE PAULA 2019) e, ligado a este, um grupamento éster. Seu uso tem se tornado cada vez mais
popular nos ultimos 20 anos, tornando-a o segundo AL mais utilizado em odontologia
(BARTLETT; MANSOOR, 2016; KAKROUDI; MEHTA; MILLAR, 2015) ap6s a LDC.
Malamed e col. propuseram que o anel tiofeno conferiria @ ATC uma maior lipofilicidade e
habilidade de atravessar melhor as barreiras teciduais (MALAMED; GAGNON; LEBLANC,
2000). Entretanto, estudos recentes mostram que a ATC tem um coeficiente de particdo (P)
entre fosfatidilcolina de ovo/agua uma ordem de grandeza menor que a LDC (DE ARAUJO;
RIBEIRO; DE PAULA, 2019), e se insere na cabeca polares de lipossomas (PRATES et al.,
2020), um comportamento similar a AL mais hidrofilicos (FRACETO et al., 2005).
Coerentemente, a solubilidade aquosa da ATC na forma neutra (62,1 mM) é alta em relaces
aos outros anestésicos amino-amida (LDC = 13,1 mM) (DE ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA,
2019), o que pode explicar sua melhor difusdo tecidual. Além disso, o onset de acdo da ATC é
rapido (2-3 min para bloqueios em odontologia), compardvel ao dos agentes anestésicos mais
hidrofilicos (LDC, prilocaina, mepivacaina).

Outra caracteristica da ATC é seu grupamento éster, adicional ao grupo amina ionizavel,
que Ihe confere rapida hidrdlise por esterases plasmaticas (KAKROUDI; MEHTA; MILLAR,
2015). A ATC possui curta meia-vida (20 — 27 min.) na corrente sanguinea, 0 que reduz sua
toxicidade sistémica, em comparacdo a outros AL (ONAL; SALTALI; APILIOGULLARI,
2016). Assim, a concentragdo comercializada para anestesia infiltrativa com ATC € de 4 %, a
mais alta entre os AL de uso odontoldgico como a prilocaina (3%), LDC (2-3%) e mepivacaina
(2%) e significativamente maior que a de agentes anestésicos mais hidrofobicos como a
tetracaina, bupivacaina, ropivacaina ou etidocaina (0,5%) (MALAMED, 2013). Com a
possibilidade de uso de dose maior, tem sido relatado na literatura que, o uso da ATC em casos
de inflamacdo pulpar levou a um ligeiro aumento na eficacia anestésica, seja ela livre
(MONTEIRO et al., 2015; NAGENDRABABU et al., 2020; PETERS; BOTERO, 2017) ou
encapsulada em lipossomas (DA SILVA et al., 2016). Por todas estas caracteristicas, nesta tese
ATC foi escolhida para ser encapsulada em NLC visando aumento da anestesia em tecidos

inflamados.
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Anel Tiofeno

Figura 2. Estrutura quimica da articaina (ChemDraw 21.0 software).
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1. OBJETIVO

Esta tese esta dividida em duas partes, cujos objetivos foram: Parte 1) Estudar o efeito
da ATC no metabolismo celular in vitro, através da técnica de metabolémica por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN-1H), em comparagdo com o AL padrdo LDC, a fim de
elucidar mecanismos de sua toxicidade celular e, Parte 2) Desenvolver nanoformulacGes de
base tecnoldgica, inovadoras e contendo ATC, para bloqueio da dor em locais com processos

inflamatorios instalados.

1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos das duas partes desta tese sdo apresentados a seguir.
11Partel

Nesta parte da tese estudos de citotoxicidade utilizando metabolémica de RMN-H
foram conduzidos em duas linhagens celulares pertencentes ao sistema nervoso in vitro (células
de Schwann (ou neurolemacitos) e células neuronais derivadas de neuroblastoma — SH-SY5Y)
tratadas com ATC. O estudo nas células de Schwann sdo descritas nesta tese, enquanto os
resultados com as células neuronais SH-SY5Y ja foram publicados e sdo apresentados no fim
desta parte. Os objetivos especificos com as células de Schwann foram:

a) Determinar a viabilidade celular e metabolémica por RMN das células apos tratamento
(24 horas) com ATC, em comparagdo com LDC, em duas doses (IC10 e 1C50).

b) Determinar a taxa de consumo de oxigénio e a taxa de acidificacdo extracelular das
células, no equipamento Seahorse, ap6s tratamento (24 horas) com ATC, em
comparacdo com LDC.

c) Determinar por Western Blotting, a expressdo de proteinas relacionadas com o
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, além do estresse do reticulo
endoplasmatico e inducéo de apoptose, em células tratadas com ATC ou LDC.

d) Correlacionar os resultados de metaboldmica, consumo de oxigénio e Western Blotting

para compreender os efeitos da ATC no metabolismo celular em relacéo a LDC.

1.2 Parte 2

Nesta parte, os objetivos especificos de preparo e caracterizagcdo de formulacbes de

liberacdo sustentada de ATC em carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), foram:
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a) A partir de 6 composicbes de NLC pré-definidas, selecionar por planejamento
experimental e peixe-zebra aquelas com as concentracOes ideais de excipientes e
atividade bioldgica desejaveis.

b) Caracterizar as formulacGes otimizadas por microscopia eletrbnica de transmisséo
(MET), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e difratometria de Raios-X (DRX).

c) Testar a citotoxicidade das formulagdes otimizadas in vitro, em células de Schwann.

d) Testar in vivo, em roedores, usando dois modelos de dor inflamatoria (carragenina e
prostaglandina E2, PGE2), para avaliar a eficacia das formulacdes otimizadas, bem
como elucidar o mecanismo de acdo antinociceptiva, da ATC e do excipiente 6leo de
copaiba (OC).

e) Avaliar a farmacocinética da formulagédo otimizada, em comparacdo com a ATC livre,

através da técnica de microdialise in sito, em roedores.

A Figura 3 ilustra as etapas descritas nesta parte (2).

Testes preliminares

lSeIegﬁo de formulacdo (F) com composicdo estavel

v v v v v v
P—
) [r2 F4| |E| | Fo
I T
Planejamento . Liberacdo in In vivo: Peixe-
experimental Estabilidade vitro zebra

1 Selec¢do das formulagBes otimizadas

L4

—
”
T

DSC In vitro:
MET DRX Citotoxicidade
In vivo: Modelo de In vivo: Modelo de In vivo:
dor carragenina dor PGE2 Farmacocinética

Figura 3. Fluxograma dos experimentos relativos a parte 2 da tese.
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I11. PARTE 1

TOXICOMETABOLOMICA
Utilizacdo de metaboldmica de RMN-'H para estudo das alteracdes metabolicas
induzidas por articaina, comparativamente a lidocaina, em células neuronais a fim de

elucidar seu mecanismo de neurotoxicidade

1. CONSIDERACOES INICIAIS

1.1 Toxicometabolomica

No processo candnico da biologia celular, o &cido desoxirribonucleico (DNA) é
transcrito em acido ribonucleico (RNA), que por sua vez é responsavel pela sintese de proteinas.
A atividade proteica (enzimatica) leva a producdo de milhares de moléculas menores,
denominadas de metabdlitos (Figura 4). Assim, 0s metabdlitos sdo a parte final de todo um
processo regulado, sendo as moléculas mais proximas representativas da atividade bioquimica

em resposta a estimulos fisiologicos ou patoldgicos (GOMASE et al., 2008).

[+]
\l)kOH
» » »
AN f‘ oH r
DNA RNA Proteinas Metabolitos
v & . n . a Fenotipo
= Gendmica Transcritdmica Protedmica Metabolomica
[=] é (0 que pode (o que parece estar (0 que faz acontecer?) (o que aconteceu ou
-‘8 ) acontecer?) acontecendo?) estd acontecendo?)

Figura 4. Papel das ciéncias “Gmicas” no contexto da biologia molecular. Adaptado de (ARAUJO et al.,
2021).

Para cada etapa do processo, do DNA aos metabolitos, existe uma ciéncia “6mica”
envolvida. A ciéncia “dmica” aplicada aos metabdlitos, ou metaboldmica, se refere ao estudo

das mudancas dos metabdlitos de baixo peso molecular (<1 kDa) em amostras bioldgicas como
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biofluidos, células ou tecidos, em resposta a diferentes estimulos (DUARTE et al., 2009;
QUARTIERI et al., 2022). Se considerarmos 0s metabdlitos como sendo o final de toda uma
cascata de processos celulares, teciduais ou de um organismo frente a alteracdes fisiologicas ou
patoldgicas, a metabolémica se torna uma das ferramentas mais preditivas do fenotipo do objeto
em estudo (DETTMER; ARONOV; HAMMOCK, 2007). Para além disso, o metaboloma
reflete a influéncia de fatores externos, como dieta, medicagdo ou exposicdo a agentes
ambientais (RYAN; ROBARDS, 2006).

A metabolémica tem sido uma abordagem amplamente explorada em estudos sobre 0
desenvolvimento de farmacos, mecanismos de morte celular, de processos patoldgicos, etc.
(DUARTE et al., 2009). A toximetaboldmica (metabolémica aplicada a estudos toxicoldgicos)
vem despontando como uma ferramenta poderosa nos campos da toxicologia alimentar,
ambiental, forense (ARAUJO et al., 2021) e como nova ferramenta em toxicologia regulatoria
(OLESTI et al., 2021). Com seu uso é possivel estudar a toxicologia de farmacos (estudo pré-
clinico e/ou clinico), por ser possivel a andlise da perturbacdo que estes podem trazer ao
metabolismo normal e, consequentemente, apontando alteracbes em vias candnicas normais
(ARTATI; TOKARZ, 2020; COMBRINK; LOOTS; DU PREEZ, 2020; GRIFFIN, 2020).

As duas técnicas mais utilizadas para o estudo metabolémico sdo a espectrometria de
massas e a ressonancia magnética nuclear (RMN). Ambas possuem vantagens e desvantagens,
sendo que as vantagens das medidas por RMN residem na maior simplicidade de preparo das
amostras (ja que ndo € necessaria a ionizacdo/derivatizacdo dos componentes), capacidade de
distincdo de compostos de mesma massa molecular e monitorizacdo dindmica das
transformacdes metabdlicas, especialmente através do uso de substratos marcados com isdtopos
estaveis. Para além disso, a RMN é uma técnica altamente reprodutivel, n&do-destrutiva
(permitindo a recuperacdo das amostras) e quantitativa. A sua maior limitacdo € a baixa
sensibilidade, j& que, tipicamente, s6 consegue detectar compostos presentes em concentraces

superiores a alguns micromolar (MARKLEY et al., 2017).
1.2 Toxicologia dos anestésicos locais

Todo AL apresenta neutotoxicidade dose-dependente (MALAMED, 2016). Uma das
principais alteracGes toxicoldgicas desencadeadas por eles referem-se a bioenergética celular,
relatadas desde os anos 60 (MELA, 1969). Devido as suas caracteristicas lipofilicas, AL ndo sé
perturbam a integridade da membrana plasmatica, mas também da mitocondrial (NOUETTE-
GAULAIN et al., 2011). Assim, relatos de efeitos em proteinas de membranas mitocondriais

ocasionando disfuncdo da cadeia de transporte de elétrons e da F1-ATPase (ADADE;
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CHIGNELL; VANDERKOOI, 1984; CELA etal., 2010; CHAZOTTE; VANDERKOOI, 1981;
DABBENI-SALA; PALATINI, 1990), desacoplamento da fosforilacdo oxidativa (DABADIE
etal., 1987; TERADA et al., 1990), quebra do gradiente protons (NOUETTE-GAULAIN et al.,
2009), inibicdo da adenina nucleotideo translocase mitocondrial (SPENCER; BYGRAVE,
1974) e alteragdo na concentracdo de ions célcio (MELA, 1969) sdo descritos e atribuidos a
toxicidade causada por AL. Todos esses efeitos levam a uma diminuig&o na sintese de ATP e a
uma diminuicdo no contetido de ATP da célula (LA MONACA; FODALE, 2012). Além disso,
a miotoxicidade dos AL pode ser causada pela inibicdo do transporte de &cidos graxos pelo
sistema da carnitina acil-transferase, afetando o metabolismo lipidico como demonstrado em
mitocOndrias cardiacas (GARLID; NAKASHIMA, 1983).

1.3 Articaina e neurotoxicidade

Como dito anteriormente, todos os AL possuem neurotoxicidade. Contudo AL como a
ATC e prilocaina sdo utilizados na clinica em altas concentracdes (4 e 3%, respectivamente).
Devido a este fato, a literatura descreve que a incidéncia de casos de parestesia (leséo no nervo)
é maior quando estes dois agentes anestésicos sao utilizados, em rela¢do a LDC (GARLSTO et
al., 2010; HOPMAN; BAART; BRAND, 2017). Apesar de a neurotoxicidade dos AL ser
conhecida, ndo existem na literatura trabalhos que comparem a toxicidade dos diferentes
agentes anestésicos, explicando, por exemplo os casos de parestesia (APS; BADR, 2020) e se
a dose é a causa determinante nos casos de parestesia. Inserindo-se neste contexto, ndo foi
encontrada nenhuma evidéncia de que a ATC possua neurotoxicidade maior que a de outros
anestésicos, ou se existe uma diferenca significativa nos testes de toxicidade in vitro ou in vivo,
sendo assim necessario mais pesquisas moleculares a este respeito (HOPMAN; BAART,;
BRAND, 2017; MALAMED, 2016; STIRRUP; CREAN, 2019).

Dentro deste contexto, a toxicometabolémica € uma ferramenta promissora para trazer
novas percepgdes sobre as respostas neurocitotoxicas dos AL. A ATC, sendo um AL
relativamente novo no mercado e com uma estrutura quimica peculiar, possui uma literatura
escassa sobre sua neurotoxicidade (WERDEHAUSEN et al., 2012; WU et al., 2018) que ndo
evidencia diferencas em relagdo a LDC, por exemplo. Assim, o estudo realizado neste trabalho
¢ pioneiro, e de importancia para a literatura, ja que avaliar um AL muito usado na clinica
odontoldgica, administrado em alta concentracdo, com estrutura quimica unica e com Varios
relatos de dano ao tecido nervoso.

Como comparacdo para este estudo toxicometabolémico da ATC, utilizamos a LDC

(Figura 5), que é o AL amino-amida mais comum na pratica médica, sendo considerado um
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“gold standard” em anestesia local (KATYAL, 2010; ZHANG et al., 2019). Em relagéo a
ATC, a lidocaina possui 0 mesmo pKa (7,8), maior lipossolubilidade, menor solubilidade
aquosa (13,1 mM na forma neutra) e meia vida 3 vezes maior (DE ARAUJO; RIBEIRO; DE
PAULA, 2019). Devido a sua metabolizacdo hepética, que aumenta sua toxicidade sistémica
em relacdo a ATC, a lidocaina é comercializada a 2% (JESKE, 2019). Embora bastante
utilizada, ha relatos in vitro de sua citoneurotoxicidade (PEREZ-CASTRO et al., 2009), por
mecanismos como a disrupcdo do citoesqueleto (HASCHKE; BYERS; FINK, 1974;
NICOLSON; SMITH; POSTE, 1976) e a ativacdo do mecanismo de apoptose (KAMIYA;
OHTA; KANEKO, 2005) em diversos tipos celulares. Em suma, a LDC afeta a estrutura das
membranas plasméatica e mitocondrial, causando alteracbes na estrutura celular, na

bioenergética e ativando mecanismo de morte celular de forma dose-dependente.

0
H3CO H H\/\ H —
—= ﬁ j(\N
{ I | K

ARTICAINA - ATC LIDOCAINA - LDC
Propriedades
Coeficiente de partigao (P)? 10 Coeficiente de parti¢io (P)? 144
Solubilidade aquosa da forma neutra 62,1 mM Solubilidade aquosa da forma neutra 13,1 mM
Meia vida plasmatica 20 min Meia vida plasmatica 1,5h
Concentragdo comercial 4% Concentragao comercial 2%

Figura 5. Comparacéo entre as estruturas e algumas propriedades da articaina e da lidocaina. 2 Determinada entre
fosfatidilcolina de ovo/tamp&o aquoso, para as formas neutras. Adaptado de:(SILVA et al., 2022).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), soro fetal bovino, penicilina, sulfato de
estreptomicina, MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) e cloridrato
de LDC foram obtidos em Sigma-Aldrich (MA, USA). O cloridrato de ATC foi doado pela
empresa DFL Ind. Farm. A linhagem de células de Schwann (RSC96) foi adquirida da
“American Type Culture Collection” (ATCC, EUA).
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2.2 Cultivo celular in vitro e teste de viabilidade celular

Células da linhagem RSC96 (celulas neuronais de Schwann de Rattus norvegicus de
imortalizacdo espontanea; ATCC® CRL-2765) foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (100 UL.mL™ de penicilina e
100 ug.mL™ de sulfato de estreptomicina). As células foram plaqueadas em garrafas de 75 cm?
e incubadas a 37 °C sob atmosfera tmida com 5 % de CO. por 48 horas, até atingirem a semi-
confluéncia. Todos os experimentos foram realizados em células entre as passagens 6 a 12.

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o método do cloreto de tetrametiltetrazolio
(MTT). Esse método avalia a capacidade de células vidveis reduzirem o sal de tetrazolio a
formazan, composto insolivel e de coloracdo roxa (MOSMANN, 1983). Para tanto, 0 meio de
cultura presente em cada poco da placa de 96 pocos (plaqueada 24 horas antes, na densidade de
4 x 10* células.mL™), foi substituido pelas amostras diluidas dos AL em meio DMEM
suplementado (de 0,25 a 9 mM) e as células foram incubadas por 24 horas em atmosfera imida
contendo 5% de CO». Depois desta etapa, 0 meio foi removido, lavado com PBS 5mM e as
células foram incubadas com MTT por 3 horas. Ao final desse periodo, 0 meio contendo MTT
ndo reduzido foi removido e alcool etilico foi adicionado para dissolucdo dos cristais de
formazan produzidos. As placas foram agitadas vigorosamente para solubilizacdo do formazan,
cuja absorbancia foi lida em 570 nm (WELDER, 1992). Foram realizadas 4 réplicas para cada
concentracdo testada e o experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos
em % de viabilidade celular em relagéo ao controle e tratados com o software GraphPad Prism®
6.0.

2.3 Metaboldmica in vitro baseada em RMN de 'H
2.3.1 Exposicdo das células aos tratamentos

Apds atingir a semi-confluéncia, 10 mL de células (1x10° células.mL?) foram
plaqueadas em placas de cultura de 100 mm de diametro e incubadas por 24 horas. Cada placa
foi exposta & concentracao necessaria para reduzir a viabilidade celular em 10% (IC10) e 50 %
(IC50), com LDC ou ATC. Em seguida as células retornaram a incubacéo por 24 horas, sempre
em atmosfera umida contendo 5% de CO». Apds coleta do meio e lavagem das placas, as células
foram extraidas, como descrito abaixo. Cada exposicdo foi realizada em duplicada, em 3

diferentes ensaios.
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2.3.2 Coleta das amostras para as medidas de RMN (extracao)

2.3.2.1 Processamento do meio de cultura

Os meios de cultura foram coletados de cada placa (incluindo meio sem células, nas
mesmas condi¢des de incubacdo) em tubos conicos e centrifugados a 1000x g por 10 min. O
sobrenadante (300 pL) foi coletado e submetido ao protocolo de precipitacdo proteica
(KOSTIDIS et al., 2017). Neste, 600 pL de metanol 100% (v/v) a -80 °C foi adicionado ao
sobrenadante coletado (na propor¢édo 1:3). As aliquotas foram mantidas a -20 °C por 30 min e
entdo centrifugadas a 13000x g por 20 min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
secado a vacuo (SpeedVac, Eppendorf). As amostras secas foram estocadas a -80 °C até a
aquisicdo dos espectros de RMN. Para as analises de RMN, as amostras secas foram
ressuspendidas em 600 pL de tampéo fosfato deuterado (PBS 100 mM, pH 7) contendo 0,1 mM
de 3-(trimetilsilil) acido propanoico (TSP-d4), e 550 uL de cada amostra foi transferido para
tubos de RMN de 5 mm.

2.3.2.2 Extracéo celular

Para a extracdo dos metabdlitos celulares foi utilizado o protocolo com extracéo bifasica
(metanol:cloroférmio:agua; 1:1:0,7) (Figura 6) (CARROLA et al., 2016). Assim, apds remocdo
do meio de cultura, as placas contendo as células foram lavadas 4 vezes com 5 mL de PBS,
gelado. Depois, 800 puL de metanol gelado (80% v/v) foi adicionado para lisar e parar a
atividade metabolica celular. Apos, as células foram raspadas da placa de cultura e transferidas
para microtubos contendo 150 mg de esferas de vidro e agitadas em agitadores tipo vortex por
2 min. Em seguida, 320 uL de cloroférmio (-20 °C) foi adicionado e o microtubo foi agitado
por mais 2 min, seguindo-se a adi¢do de mais 320 pL de cloroférmio (-20 °C) e 288 L de agua
desionizada. Apos a adicdo os tubos foram agitados por mais 2 min e colocados em banho de
gelo para repouso, por 20 min. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 10000x g for 15 min,
a 4 °C. Por fim, 400 pL da fase organica (inferior) foi coletado para um frasco de vidro ambar
de 2 mL e seco sob fluxo de nitrogénio. Da fase superior (aquosa) 800 uL foram coletados e
transferidos para um microtubo, para secagem sob vacuo (SpeedVac, Eppendorf). Ambas as
fases, apds secagem, foram estocadas a -80 °C ate a realizacao das analises de RMN.

Para as analises de RMN, a fase polar seca foi ressuspendida em 600 pL de tampéo
fosfato deuterado (PBS 100 mM, pH 7) contendo 0,1 mM de TSP-d4. A fase lipidica foi
ressuspendida em 600 uL de cloroférmio deuterado contendo 0,03% de tetrametil silano
(TMS). Em ambas os casos, 550 pL de cada amostra foi transferido para tubos de RMN de 5

mm.
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Meio celular

Centrifugacio Precipitacdo Centrifugagdo
| 1000 g proteica | 13000g,4°C  secagema | Estocagem
P . ; 80°¢
| Smin MeOH (-80 oC) 20 min vacuo 80 °C

H,0 +CHCl,
Agitacdo

Gelo, 20 min.
<—— Secagem a véacuo < — Fase polar « ] .
Estocagem Centrifugagdo
-802C 10000 g, 4 °C.
* Secagem N, <«— Faseapolare «
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Figura 6. Esquema de extracdo dos metabdlitos do meio de cultura de células.

2.3.3 Aquisicéo dos espectros de RMN-H

Todas as amostras foram analisadas no espectrometro de RMN Bruker Avance 111 HD
500 (Universidade de Aveiro, Rede Nacional de RMN, Portugal) operado a 500,13 MHz para
observacéo de 'H, a 298 K, usando uma sonda Bruker 5 mm TXI 5 mm. Espectros 1D H com
pré-saturagdo de agua (programa do pulso ‘noesyprld’, Bruker library; RD-90°-t-90°-tm-90°-
ACQ, t tendo um pequeno atraso de 3 ps) foram adquiridos com 32k de pontos, 7002,801 Hz
de faixa espectral, a 2 s de periodo de atraso e 512/2048 scans (para meio/extrato polar,
respectivamente). Para os extratos lipidicos, o espectro 1D H foi adquirido usando-se uma
sequéncia de pulsos padrdo Bruker proton (‘zg’) com um pulso de 90°. O tempo de aquisigdo
(ACQ) para cada FID foi de 2,34 s e 0 periodo de atraso de 2 s. Espectros foram processados
com o programa Topspin 3.2 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany). Cada FID foi zero-
filled para 64 k pontos e multiplicado por uma funcéo cosseno (ssb 2), anterior a transformada
de Fourier. Espectros foram ajustados manualmente em relagdo a fase e linha de base e os
deslocamentos quimicos foram referenciados pelos padrdes internos TSP (nos meios e extratos
polares) ou TMS (extratos lipofilicos). A Tabela 1 resume os parametros de aquisi¢cdo e
processamento dos experimentos 1D. Espectros 2D-RMN foram coletados para amostras
selecionadas visando a identificagdo metabdlica, a saber: *H-H TOCSY, J-resolved e 'H-3C
HSQC. A atribuicdo de metabdlitos foi baseada na correspondéncia das informacGes espectrais

1D e 2D com os espectros de referéncia disponiveis no Chenomx NMR Suite v. 8.5 (Chenomx
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Inc., Canada); BBIOREFCODE-2-0-0 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany) e Human
metabolome database (HMDB, 2010).

Tabela 1. Principais pardmetros utilizados para a aquisi¢do e processamento de espectros de 500 MHz 1D RMN-
'H de meios de cultura, extratos polares e extratos lipofilicos.

Meio de cultura Extrato polar Extrato apolar
Parametros de aquisicéo
Programa do pulso* noesyprld noesyprld zg
FID data points, TD 32768 32768 32768
Ndmero de scans 512 512 512
Faixa espectral (ppm) 14,0019 14,0019 14,0019
Periodo de atraso, RD (s) 2 2 2
Mixing time, tm (ms) 100 100
Parametros de processamento
Funcéo de apodizagéo Co-seno Co-seno Co-seno
Spectrum data points, SI 65536 65536 65536

*biblioteca Bruker

2.3.4 Andlise multivariada

ApoOs processamento, o0s espectros foram visualizados e preparados para andlise
multivariada no software Amix-Viewer 3.9.15 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Germany). Cada
espectro foi normalizado por sua rea total e excluidas a regido de supressao de agua e de alguns
contaminantes solventes residuais como cloroformio, etanol e metanol. Além disso, nos meios
de cultura foram excluidas todas as regides da LDC e ATC, obtidas a partir dos espectros
acelulares (puro) desses farmacos puros. Os dados foram organizados em matrizes (‘bucket
tables’), contendo as informag6es das intensidades dos sinais (variaveis) de cada deslocamento
quimico nos diferentes espectros (observacdes).

A matriz de dados foi inserida no software SIMCA-P 14.1 (Umetrics, Umega, Suica),
onde PCA (Analise dos componentes principais; Principal Component Analysis) e PLS-DA
(Regressdao por Minimos Quadrados Parciais; Partial Least Squares Discriminant Analysis)
foram aplicados. Foi utilizado Autoscaling (conhecido como unit variance scaling (UV)), no
gual cada coluna contendo as intensidades de cada desvio quimico € dividida por seu desvio
padrédo. Esse procedimento iguala a variancia de todas as variaveis, permitindo que alteracfes
nos picos de metabdlitos menos abundantes tenham o mesmo peso, em modelos multivariados,
que os sinais mais intensos. Os resultados foram visualizados por distribuicdo fatorial (Scores)
e carga fatorial (loadings), coloridos de acordo com a importancia a projecdo (Variable
Importance in the Projection; VIP (w.DP)). Para os modelos PLS-DA, os valores de Q? e R?

que refletem a relevancia preditiva e o coeficiente de determinacdo (variancia explicada),
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respectivamente, obtidos de validagdo cruzada interna (n=7), foram usados para avaliar a
robustez da discriminagéo de classe.

2.3.5 Andlise univariada

Para fornecer uma medida quantitativa das variacbes metabolicas, a integracao espectral
dos sinais selecionados e a normalizacdo pela area total da area dos sinais selecionados foram
realizadas no software Amix-Viewer 3.9.15 (Bruker Biospin, Rheinstetten, Alemanha). Para
cada metabdlito, a porcentagem de variacdo nas amostras foi calculada em relacdo aos
respectivos controles, juntamente com o tamanho do efeito (ES)(BERBEN; SEREIKA,
ENGBERG, 2012) e a significancia estatistica (valor de p). As variacbes com maior magnitude
(JES|> 0,8) foram expressas em um heatmap gerado com o software R versdo 3.4.1. (R
Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria).

2.4 Determinacdo da taxa de consumo oxigénio e da taxa de acidificacdo
extracelular

O analisador de fluxo extracelular Seahorse XF24 (Seahorse Bioscience, EUA) foi
usado para acessar a taxa de consumo de oxigénio (do inglés, oxigen consuption rate, OCR) e
a taxa de acidificacdo extracelular (do inglés, extracellular acidification rate, ECAR) nas
células de Schwann RSC96 (CS) utilizando placas do fabricante incubadas com 4,9 x 10*
células/pogo 24 horas antes do inicio do experimento. Apos, as células foram tratadas com ATC
e LDC na concentragdo de IC10 por 24 h antes da analise.

Para a medida de OCR, dois experimentos foram conduzidos. 1) para determinacéo da
capacidade respiratéria maxima: CS foram tratadas com 3 injecdes de cianeto de carbonila 3-
clorofenilhidrazona (CCCP, 5 uM) e uma de antimicina (1 pM) + rotenona (1 pM). 2) Para
determinacéo de outros parametros: uma injecao de oligomicina (1 pg.mL™), duas injecoes de
cianeto de carbonil 3-clorofenilhidrazona, CCCP, (10 + 5 uM) e uma de antimicina (1 uM) +
rotenona (1 uM). Os resultados de OCR foram compilados em um grafico usando o resultado
da respiragdo maxima obtido com o primeiro experimento de OCR e o restante, com 0s
resultados do segundo experimento, para evitar a subestimacao da respiragdo maxima devido a
presenca de oligomicina (RUAS et al., 2018).

Para o experimento de ECAR, o meio celular foi trocado por meio DMEM sem glicose
e mantido em incubadora livre de CO2 a 37°C, por 1h antes do experimento. Apds, foram

levadas ao equipamento e realizadas trés adi¢cbes com glicose (10 mM), seguida de uma adicédo
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de antimicina A + rotenona (1 pM + 2 uM) e uma adigéo de monensina + CCCP (200 uM + 10
HM).

Ao final dos experimentos de OCR e ECAR, as células foram lavadas duas vezes com
PBS, fixadas com paraformaldeido a 4% e o numero de células foi determinado por coloracao
com cristal de violeta e os resultados normalizados pela quantidade de células presentes. Estas
analises foram realizadas em parceria com o Dr. Roger Castilho e Dra Juliana Ruas, do

Departamento de Patologia da Faculdade Ciéncias Médicas da Unicamp.

2.5 Andlise da expressao de proteinas por Western Blotting

Ap0s incubacdo das CS por 24 horas na concentracdo de 1C50 de ATC ou LDC, o meio
foi removido e as células foram lavadas com solucéo fisioldgica (0,9% NaCl). Apds a lavagem,
as placas foram raspadas com o auxilio de um raspador de células e esse material obtido foi
transferido para um microtubo. No precipitado obtido foi adicionado o tampé&o de lise (Cell
lysis Buffer 1X) com a seguinte composic¢ao: 20 mM TrisHCI (pH 7,5), 150mM NaCl, 1 mM
Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton, 2,5 mM pirofosfato de sodio, 1 mM B-glicerofosfato, 1
mM NazVOs, 1 pug. mL? leupeptina, 1 mM PMSF. Em seguida, o lisado celular foi sonicado
em 2 ciclos de 10 s (Sonics Vibra Cell Tm) e centrifugado em centrifuga refrigerada Hettich
Universal 320R (Hettich Lab Technology, Alemanha) por 14000x g por 10 minutos. A
quantificacdo de proteinas totais foi feita pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976). Apds
a quantificacdo de proteinas, o tampdo de amostra (Tris-HCI 100 mmol/L pH 6,8; azul de
bromofenol 0,1%, fosfato de s6dio 1 mol/L, glicerol 20%, SDS 4%, contendo 200 mmol/L de
-mercaptoetanol) foi adicionado na propor¢do 1:1 (v/v) nos lisados celulares e as amostras
foram fervidas a 100 °C por 10 minutos. Na etapa seguinte, 50 pg de proteinas foram aplicadas
em gel de poliacrilamida (12% e 10%) e submetidas a corrida de eletroforese por 1,5 horas,
inicialmente a 80 Volts e depois a 120 V. Ap0s a corrida de eletroforese, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de PVDF por 2 horas a 400mA. Antes do processo de
transferéncia, a membrana foi incubada em metanol por 10 minutos para ser ativada. Apds o
processo de transferéncia, as membranas foram bloqueadas por 2 horas em soluc¢do de BSA 3%.
Apbs o bloqueio, as membranas foram incubadas overnight a 4 °C sob agitacdo com o0s
anticorpos primarios especificos, listados na Tabela 2, na diluicdo de 1:1000.

Ap0s a incubagdo com os anticorpos primarios, as membranas foram lavadas 3 vezes
por 5 minutos com TBS-T e incubadas 3 horas com o anticorpo secundario especifico
conjugado com peroxidase-HRP (diluicédo de 1:10000). Apds este periodo, as membranas foram

lavadas 3 vezes por 5 minutos com TBS-T. A detec¢do dos imunocomplexos foi realizada por
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quimioluminescéncia com reagente ECL (eletroquimioluminescente), constituido por: solugao
A — 1% luminol, 0,44% de &cido cumérico em Tris-HCI pH 8,5 1M; solucdo B — 0,061%
perdxido de hidrogénio em TrisHCI pH 8,5, 1 M. A revelacao foi feita no fotodocumentador
Alliance 6.7 -UVITEC (Cambridge, UK). Estas analises foram realizadas em parceria com a
Dra Carmen V. F. Halder e Msc. Helon Cordeiro, do Departamento de Bioquimica e Biologia
Tecidual do 1B/Unicamp.

Tabela 2. Fabricante e cédigo dos anticorpos utilizados no experimento.

ANTICORPO FABRICANTE CODIGO
Anti-Rabbit Cell Signaling #7074
FAS Cell Signaling #3180
GLUT 1 Cell Signaling #12939
PARP Cell Signaling #9532
IREI 1 Cell Signaling #3294
GAPDH Cell Signaling #2118

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao da viabilidade celular

As células de Schwann (CS) constituem uma parte importante do sistema nervoso
periférico. Elas sdo responsaveis, principalmente, por formar a bainha de mielina em torno dos
axonios, fazendo parte da fibra nervosa. Sdo também suas funcgdes: crescimento, regeneragédo
axonal e a condutividade eletrofisiologica normal (KIDD; OHNO; TRAPP, 2013). Assim,
danos a estas celulas, que podem ser provocados pela acdo de AL, podem desencadear
patologias na funcdo neuronal. Devido a isso, estudos de toxicidade in vitro de AL sao
importantes neste tipo celular.

Primeiramente, a fim de determinar as doses dos AL que seriam testadas no estudo de
metabolomica, foi realizado o ensaio in vitro de viabilidade celular em CS. Os resultados deste
teste sdo apresentados na Figura 7. Em relacdo ao cloridrato de ATC, o IC10 (dose necesséria
para diminuir a viabilidade celular em 10%) calculado foi de 2,0 mM e o IC50 (dose necessaria
para diminuir a viabilidade em 50%) foi de 5,8 mM. Para o cloridrato de LDC, os resultados
de IC10 e IC50 foram de 1,5 e 3,6 mM, respectivamente.

A citotoxicidade de AL sobre diferentes tipos celulares ja é bem descrita na literatura
(ARAUJO et al., 2005; GRILLO et al, 2010). A citotoxicidade estd relacionada a
lipossolubilidade do AL, concentracéo e tempo de exposicdo (FERREIRA et al., 2016; KROG
et al., 2002; RADWAN; SAITO; GOTO, 2002; YANG et al., 2011). Em cultura priméria de
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CS, utilizando o teste da lactato desidrogenase (LDH) como medida de morte celular, Yang e
col. mostraram que ap6s 24 horas de exposi¢do, a LDC em uma concentragdo de 1,0 mM néo
apresentou efeito significativo na atividade de LDH, em relacdo ao controle (YANG et al.,
2011). Da mesma forma, os resultados da Figura 7 mostram que na concentracao de 1,0 mM de
LDC néo houve comprometimento da viabilidade celular de CS, avaliada pelo teste de MTT.
Em relacdo a ATC ha poucos testes in vitro relatados na literatura, porém, em fibroblastos de
camundongos (3T3), no mesmo tempo de incubacdo, Melo e col. encontraram IC50 de 4 mM
(MELO et al., 2014). Assim, os valores maiores de 1Cso observados com ATC em relagédo a
LDC sdo compativeis com sua menor lipossolubilidade (DE ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA,
2019), j& que para o AL produzir seu efeito, ele necessita particionar na membrana, sendo a
citotoxicidade diretamente relacionada ao carater lipofilico do AL, representado pelo
coeficiente de particdo. As concentracdes de 1C10 e IC50 determinadas foram escolhidas para
0 estudo metaboldmico por representarem concentragdes de minimo (IC10) e significativo
(IC50) comprometimento da viabilidade celular pelo farmaco.
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Figura 7. Viabilidade celular apds 24 horas de tratamento na linhagem de células neuronais imortalizadas de
Schwann RSC96 (ATCC® CRL-2765).

Em relacdo a morfologia celular, a Figura 8A mostra uma imagem representativa
(controle) da linhagem de CS estudada, revelando células esféricas e com prolongamento

citoplasmatico, em conformidade com seu padrdo morfolégico normal (“RSC96 cell line”).
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Figura 8. Micrografia da linhagem de células neuronais imortalizadas de Schwann RSC96 (ATCC® CRL-2765)
controle A ou ap0s exposi¢ao de 24 horas a articaina na concentragdo de 1C10 B ou IC50 C; ou ap6s exposicao de
24 horas a lidocaina na concentracdo de 1C10 D ou IC50 E. Barra de escala = 100 pm.

Sob exposicdo aos anestésicos na concentracdo de 1C10 (Figuras 8B e 8D) houve uma
perceptivel mudanca na morfologia, observando-se células mais esféricas e com menos
prolongamentos, principalmente apds tratamento com ATC (Figura 8B). No IC50 a alteracéo
da morfologia celular € bem mais evidente, tanto para o tratamento com ATC (Figura 8C)
quanto com LDC (Figura 8E). AL particionam na membrana celular, o que determina sua a¢éo
terapéutica (DE ARAUJO; DE PAULA; FRACETO, 2008). Entre varios AL comerciais, a
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LDC é a que causa maior perturbacdo na estrutura e dindmica de membranas modelo (DE
PAULA; SCHREIER, 1995; FRACETO et al., 2005). Contudo, no caso das CS, uma menor
quantidade de ATC, utilizada no IC50, causou uma perturbacdo semelhante a das células
tratadas com LDC. Para LDC, ja existem estudos sobre seu efeito na membrana plasmatica e
citoesqueleto, como citado anteriormente, contudo néo foi encontrado um estudo sobre a causa
da perturbacdo causada pela ATC na membrana plasmatica e/ou citoesqueleto, nem
comparativo deste efeito com o de outros AL. Burga-Sanchez e col. (BURGA-SANCHEZ et
al., 2020), utilizando fibroblastos gengivais humanos (células HGF), demostraram por
imunofluorescéncia que a perda da morfologia celular induzida por ATC se devia a perda do

volume citoplasmatico e formagéo de corpos apoptéticos.

3.2 Metaboldémica
3.2.1 Anélise metabol6mica do meio de cultura (exometaboloma)

Como primeira etapa do estudo metabolémico, o exometaboloma foi analisado, ou seja,
0 que é consumido e excretado pelas CS. Para isso, 0 meio DMEM completo, ap6s 24 horas de
cultivo, foi extraido e analisado, para comparagdo com o meio acelular. Na Figura 9A mostra-
se Uum espectro 1D de RMN de 1H padrdo de meio condicionado pelas CS, com algunsos
metabolitos atribuidos sdo mostrados na Figura 9A. Também apresentamos uma Tabela (Tabela
S1) com a composicdo do meio DMEM puro, fornecida pelo fabricante.

No espectro do meio condicionado pelas CS, foi possivel atribuir 24 metabodlitos
(Tabela S2), sendo que destes, 17 apresentaram diferenca significativa nos seus niveis, em
relacdo ao meio acelular. Os resultados da variagdo dos metabdlitos do meio acelular e do meio

com células (controle, sem tratamento) sdo apresentados na Figura 9B.
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Figura 9. A, Espectro 1D RMN-'H do meio DMEM suplementado controle apés 24 horas de cultura de células
Schwann e; B, Variagdo dos metabdlitos consumidos e excretados no meio apds 24 horas de cultura de células de
Schwann sem tratamento (controle). * p< 0,05; **** p< 0,001.

Dentre as funcdes ja citadas das CS, destaca-se a de sustentacao energética dos axénios
(BROWN et al., 2012). Assim, seu metabolismo € intrinsicamente ligado ao metabolismo
neuronal. No catabolismo, o glicogénio presente nas CS e degradado em glicose e esta é
convertida a lactato, que é transportado aos axonios para sua producao de energia (MEDEIROS
etal., 2016). Especificamente as CS mostram alta atividade de LDH (enzima responsavel pela
reacdo reversivel de lactato a piruvato) em comparacdo a outras células da glia (RUST et al.,
1991).

Como se nota pela variacdo dos metabdlitos, a glicose do meio de cultura é consumida
pelas CS, apresentando uma diminuicdo em relagdo ao meio acelular maior que 50%,

confirmando ser este um importante substrato para este tipo celular, assim como beta-
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hidroxibutirato, que pode ser utilizado pelas CS para sintese lipidica (CLOUET; BOURRE,
1988; JANA; PAHAN, 2016). Além disso, o0 metabdlito formiato (sal de acido férmico), um
intermediario normal do metabolismo, também é utilizado como substrato pelas CS, sendo sua
diminuicdo maior que 50% no meio de cultura. Em contrapartida, existe uma alta excrecao de
lactato (> 500%), alanina (> 300%) e acetato (> 100%) por estas células. Estes trés compostos
(mais a glicose) podem ser utilizados como fonte de energia pelas células neuronais (JHA;
MORRISON, 2018; TSACOPOQULOS et al., 1994). Assim, este resultado € compativel com
uma célula de suporte energético neuronal. O lactato produzido é transportado (por
transportadores de monocarboxilato, MCT) para a célula neuronal e, no sistema nervoso
periférico, pode até substituir a glicose como fonte de energia, mantendo a funcéo dos axonios
(BALTAN, 2014) ao ser oxidado a piruvato e gerar energia através da respiracdo aerobica
(MILLER; RICHARDS; KRIEBEL, 2002). Acetato, assim como o lactato, é considerado
também um substrato energético utilizado pelo SNP em situagdes de alta atividade neuronal,
ou quando h& limitacdo de glicose e/ou oxigénio (JHA; MORRISON, 2018). Este, ap0s ser
transportado, é convertido em acetil-CoA e entra no Ciclo de dos acidos tricarboxilicos (TCA)
formando citrato (WILLIAMS; O’NEILL, 2018). Devido a alta atividade glicolitica da CS, a
alanina pode ser produzida a partir de piruvato, por transaminagdo. Assim, a alanina excretada,
quando transportada para os neurdnios, além de ser utilizada para producdo de glutamato
(ERECISKA et al., 2008) pode também ser utilizada como substrato energético (piruvato)
(TSACOPOULOS et al., 1994; ZWINGMANN et al., 2000).

Em células gliais é normal a ocorréncia de metabolismo de aminoacidos (aa). Em
relagdo aos outros aa que apresentaram variacdo em relacdo ao meio acelular, notamos o
aparecimento dos dois subprodutos da quebra incompleta de aa de cadeia ramificada (BCAA),
a saber, 2-oxoisocaproato e 3-metil-2-oxovaleriato, indicativos de atividade metabdlica de aa
pelas CS. Além da producdo destes compostos, piroglutamato (PiroGlu), fenilalanina (Phe),
leucina (Leu), glicina (Gly) e glutamina (GIn) s&o consumidos pelas CS. O glutamato (Glu) é
um aa também produzido pelas CS, com um aumento cerca de 50%. Sendo um aa excitatorio,
sua liberagdo pelas CS é relatada na literatura (JEFTINIJA; JEFTINIJA, 1997).

Como uma das funcdes das CS é a producdo de mielina, constituida principalmente
(70%) por lipideos ((FLEDRICH et al., 2018), a sintese de acidos graxos é importante neste
tipo celular (KIDD; OHNO; TRAPP, 2013). Assim é necessaria uma alta quantidade de
intermediérios do CK para que existam niveis de citrato que possam ser destinados & producédo
de acidos graxos. Por isso, nestas células, reacGes anapleréticas sdo importantes a fim de
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sustentar a sintese de &cidos graxos (VIADER et al., 2013) e explicando a homeostasia celular
pelo metabolismo de aa.

Em suma, nossos achados com CS sdo compativeis com o metabolismo normal células
da glia que possuem alta atividade glicolitica e apresentam como funcgdo, dar suporte ao
metabolismo dos axdnios, provendo metabdlitos que irdo se converter em energia. Além disso,
CS sdo responsaveis pela producdo de mielina. Esta, para ser produzida, necessita de acidos
graxos, sintetizados a partir de altas quantidades de citrato, que podem ser mantidas atraves do

metabolismo de aa.

3.2.2 Impacto no exometaboloma causado pela exposicdo das CS aos anestésicos locais

A fim de avaliar as mudancas metabdlicas induzidas por ATC e LDC nas CS, os perfis
metabdlicos dos meios foram primeiramente analisados, através de analise multivariada. Os
resultados destas analises sdo apresentados na Figura 10. Além disso, 0s espectros dos
farmacos, no meio sem células e nos meios celulares apds exposicao aos AL sdo apresentados
no material suplementar na Figura S1.

A anélise multivariada, mostrada na Figura 10A, se refere as amostras expostas a ATC.
No grafico de PCA (esquerda), vé-se uma razoavel separacdo do meio controle em relacdo a
amostras do meio exposto a ATC no IC50; o que é menos evidente no 1C10. Tal discriminacdo
das amostras na concentracdo 1C50 € confirmado por PLS-DA (grafico do meio, Figura 10A)
onde se vé& um gréafico de scores com clara separacdo em LV1 entre o grupo controle e o grupo
IC50, além de um alto valor de Q? (0,89). Ao inspecionar o grafico de PLS-DA loadings (Figura
10A, a direita), que mostra qualitativamente os principais metabolitos responsaveis pela
discriminacdo das amostras, tem-se uma avaliacdo imediata das principais semelhancas e
diferengas entre os efeitos metabdlicos produzidos no meio de cultura das células controle e no
meio das células expostas a ATC no IC50. Loadings negativos indicam que a glucose é mais
intensa nas amostras com scores negativos (ATC10), ou seja, se 0 meio dessas células tem mais
glucose, quer dizer que ela foi menos consumida. Pelo contrério, o lactato mostra-se bastante
aumentado no 1C50. Acetato mostrou-se diminuido, enquanto os BCAA estdo aumentados. Em
relacdo a exposicéo a LDC, os scores de PCA (Figura 10B esquerda) ndo mostram uma evidente
separagdo entre as concentracdes testadas, em relacdo ao controle. Porém, na dose de 1C50
(LDC50) ha maior separacéo, claramente evidente nos dois grupos distintos na analise de PLS-
DA, com Q? de 0,821 (Figura 10B centro). No grafico de PLS-DA loadings (direita, Figura
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10B) encontramos também uma diminuicdo da glicose e um aumento do pico de lactato, porém
menos intenso que o encontrado com ATC50.

Quando realizada a analise por PCA com todos os grupos (Figura 10C esquerda), ndo
se notou separacdo evidente entre controle e as amostras LDC10 e LDC50; porém, nas amostras
de ATC10 notou-se uma pequena separagéo e, nas amostras de ATC50 uma evidente separacgéo.
Quando analisado por PLS-DA LDC50 vs. ATC50, notou-se uma clara separacdo (Q%=0,85)
destes grupos, sugerindo uma resposta celular diferente frente a exposicéo aos 2 anestésicos. O
gréfico de PLS-DA loadings, confirmou a diferenca entre estes dois grupos, principalmente nos

metabolitos lactato e glicose.
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Figura 10. Analises multivariadas dos espectros 1D de RMN de *H dos extratos do meio de cultura de células de
Schwann. A, Articaina; B, Lidocaina e C, todos os grupos. Controle (control); Articaina na concentracdo IC10
(ART10) e IC50 (ATC50); Lidocaina na concentracdo IC10 (LDC10) e IC50 (LDC50). Escala de importancia da
Variavel na Projegdo (VIP).
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A magnitude e a significancia das diferengas nos metabdlitos individuais, em cada
concentracdo de anestésico (comparativamente aos controles) foram avaliadas através da
integracdo espectral 1D, possibilitando uma anélise mais detalhada das variacdes metabolicas.
Os resultados foram resumidos em um mapa de calor (Figura 11) com cddigo de cores em
funcdo da % de variacdo em relagdo aos controles. Somente foram incluidos os metabdlitos
com magnitude de efeito (“effect size”) absoluto maior que 0,8, representativos de efeitos
relevantes (BERBEN; SEREIKA; ENGBERG, 2012).

Glicose % variagdo
em relagdo
ao controle

- 100

Piroglutamato

Consumidos Leucina

Glicina

Glutamina
- 50

Isoleucina

Piruvato

Valina

Excretados Glutamato

2-oxoisocaproato

3-m-2-oxovaleriato

- -100
Lactato

Figura 11. Andlise univariada das amostras do meio de cultura. Mapa de calor representativo da % de variacao
em relacdo ao controle das amostras expostas a articaina no IC10 (ATC10) e IC50 (ATC50) e lidocaina no IC10
(LDC10) e IC50 (LDC50). Teste estatisticos de Mann Whitney. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,005.

A primeira vista, 0 mapa de calor indica uma variagio mais pronunciada nos metabdlitos
das células tratadas com ATC (ATC10 e ATC50). Especificamente vemos um maior consumo
de glicose nas amostras expostas a ATC, onde a variacdo foi de quase 100%, em relacdo
enquanto nas amostras de LDC houve consumos, menores de 50%, em relagéo ao meio acelular.
Assim também o lactato, produzido pela via glicolitica (respiracdo anaerdbica), foi mais
excretado das celulas expostas a ATC (12 e 24% com ATC10 e ATC50, respectivamente), e
praticamente ndo variou nas CS expostas a LDC. Este parece ser um indicio que a ATC induz
um aumento do metabolismo anaerdbico. Além disso, 0 piruvato que antes era excretado,
apresentou uma diminuicao de excrecdo em todos os tratamentos, efeito mais pronunciado em
ATC10 e ATC50. Interessante notar que os metabdlitos referentes a quebra incompleta de

BCAA, 2-oxoisocaproato (2-Ol) e 3-m-2-oxovaleriato (3-MQO), mostraram uma diminui¢do de
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excrecdo evidente nas amostras tratadas com ATC (23 e 31% para 3-MO; 38 e 55% para 20l)
em relagdo a LDC (8 e 5% para 3-MO; 6 e 7% para 2-Ol); sugerindo uma alteracéo significativa
no metabolismo de aa, nas amostras tratadas com ATC. Também, Glu, GIn e PiroGlu sofreram
diminuicdo nas amostras tratadas com ATC; enquanto ao contrario, nas amostras tratadas com
LDC, GIn foi mais consumida (12% com LDC10 e 48% com LDC50). A leucina foi mais
consumida em ATC50, LDC10 e LDC50 enquanto a excregdo de valina foi diminuida nos
tratamentos com ATCS50 e LDC50.

3.2.3 Analise metabolémica do extrato celular polar e apolar

Em relacdo ao extrato celular polar, ou extrato aquoso, foram identificados 38
metabolitos, como demonstra o espectro 1D de *H de uma amostra controle atribuido (Figura
12A). Espectros 2D e a Tabela com a atribuicdo sdo dadas no material suplementar, Figura S2
e Tabela S3 respectivamente. Da mesma forma, os espectros do extrato celular apolar, com 10
diferentes classes de lipidios, sdo apresentados nas Figuras 12B (espectro 1D) e S3 (espectros
2D).
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As diferengas encontradas no extrato aquoso foram analisadas, primeiramente, por
anélise multivariada e os resultados sdo apresentados na Figura 13. Em relagdo a variacdo dos
metabolitos intracelulares sollveis em agua das células expostas a ATC vemos, quando
aplicado PCA (Figura 13A, esquerda), uma discreta separacdo entre amostras controle e
expostas a ATC no IC10 (ATC10), além de uma separacdo evidente quando as CS foram
expostas a IC50 (ATC50), sugerindo que a ATC afeta o metabolismo intracelular, mesmo na
concentragdo mais baixa. E evidente, quando aplicado PLS-DA, a separacdo entre o grupo
controle e ATC50, com Q? igual a 0,96. No gréafico de loadings (Figura 13A, direita), vé-se
varios metabdlitos importantes na discriminagdo dos grupos, como lactato, glicina, creatina e
aa de cadeia ramificada (BCAA) fortemente coloridos positivamente, além de alanina, Glu,
Gln, fosfocolina (PC), UTP/UDP, ATP+ADP e NAD?, fortemente coloridos negativamente.

Quando as celulas foram expostas a LDC, a analise por PCA (Figura 13B, esquerda)
mostrou que a separacdo € evidente somente no grupo exposto a maior concentracdo de LDC
(LDC50); neste caso, quando comparado com o controle na analise por PLS-DA, uma forte
separacio é encontrada (Q? = 0,895). No grafico de loadings (Figura 13B, direita), varios sinais
sdo assinalados como variaveis importantes na separacdo, a saber: creatina e lactato
(positivamente) e BCAA, Glu, GIn, Ala, PC e UTP/UDP (negativamente).

Para verificar se havia diferencas no efeito desencadeado por cada anestésico no
metabolismo, realizou-se a analise PCA com todos 0s grupos, de forma simultanea (Figura 13C,
esquerda). Nesta, é possivel visualizar que as amostras expostas a ATC sofrem uma separagédo
janalC10 (ATC10), que fica evidente na ATC50 e que é diferente da separacdo observada para
LDC na IC50 (LDC50). Esses resultados indicam uma resposta celular diferente frente a
exposicdo a estes dois anestésicos. Além disso, ndo detectamos diferenca entre as celulas
controle e as expostas a LDC em baixa concentracdo (LDC10). Analisando os grupos ATC50
e LDC50 por PLS-DA (Figura 13C, centro) detectamos clara separagdo entre estes grupos
(Q?=0,975), confirmando o diferente padrdo de variacio metabolica entre os dois tratamentos,
que no gréafico de loadings (Figura 13C, direita) aparece como forte coloracdo (diferenca entre

0S grupos importantes) para os metabolitos BCAA, lactato, alanina, GIn, Glu e Creatina.
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Figura 13. Analises multivariadas dos espectros 1D de RMN de 1H dos extratos aquosos intracelulares de células
de Schwann. A, Articaina; B, Lidocaina e C, todos os grupos. Control, controle; Articaina na concentragdo 1C10
(ATC10) e IC50 (ATC50); Lidocaina na concentragéo IC10 (LDC10) e IC50 (LDC50). Importancia da Variavel
na Projecgdo (VIP).

Em relacédo aos extratos apolares, lipofilicos, a analise multivariada por PCA nédo houve
distingdo clara entre o grupo controle e os tratados (Figura S4) sendo, por este motivo, nao
discutidos aqui. Porém, mostraremos na analise univariada os metabolitos que sofreram
variacoes significativas.

Da mesma forma que nas amostras do meio de cultura, o extrato celular aquoso e o
lipidico tiveram seus espectros 1D integrados, permitindo a avaliacdo de cada metabolito. Os
resultados sdo apresentados nas Figuras 14 e 15, como mapa de calor. Além disso, um resumo
com as alteragdes encontradas é mostrado na Figura 16.

em relacdo ao controle, as células expostas a concentracdo menor de ATC (ATC10)

apresentaram variacdo significativa em 19 metabdlitos hidrofilicos, a maioria exacerbada na
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concentragdo maior (ATC50), mostrando efeito dose-dependente, em conformidade com o
delineamento pratico proposto. Esse mesmo efeito (alteragdes mais pronunciadas na maior
concentracdo), também foi visualizado com o anestésico LDC. Porém, na IC10, as variacdes
metabolicas significativas deram-se apenas em 12 metabolitos. Este dado esta de acordo com a
analise multivariada, que mostrou menor variagdo nas amostras tratadas com LDC10, em

relacdo ao controle.

Fumarato

Glicolise & Citrato
Ciclo Krebs NAD+

Lactato & *

Alanina = % variagio
Glutamato em relagdo ao
controle

150

Glutamina ok

Aspartato

Glicina * *

Tirosina

100

Histidina

Aminoacidos Metionina *

Fenilalanina

Leucina

Isoleucina 5

Valina

L=

Treonina & & L

2-oxoisocaproato SR

3-metil-2-oxovaleriato

ATP+ADP

urp

Metabolitos UDP
relacionados com
energia

UDP-n-acetilglicosami.

UDP-Glicose

Creatina

Met. Oxidativo | Taurina

Colina
Metabolitos PC
relacionados com
membrana

GPC

Mio-Inositol

Figura 14. Analise univariada do extrato polar. Mapa de calor representativo da % de variagdo em relagdo ao
controle das amostras expostas a articaina no 1IC10 (ATC10) e IC50 (ATC50) e lidocaina no IC10 (LDC10) e IC50
(LDC50). Teste estatistico de Mann Whitney. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0.005.

J& é de conhecimento que AL provocam alteracdes na bioenergética celular, afetando
principalmente a atividade mitocondrial. Assim, em relacdo aos metabdlitos identificados e
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pertencentes a glicolise e TCA, identificamos que na concentra¢do mais baixa de ATC10 ja se
nota prevaléncia da via glicolitica, com grande producdo de lactato e diminui¢do dos
intermediarios do CK: fumarato e citrato. Com LDC na concentracdo mais baixa (LDC10),
houve apenas um pequeno aumento na producdo de lactato. Além disso, metabdlitos
relacionados a producdo de energia ja estdo diminuidos no tratamento com ATC10, como
também UDP-glicose, significando que a célula esti programada para um maior consumo de
glicose. Essas alteracGes ndo sdo vistas com LDC10, a ndo ser pela formacdo de creatina,
presente na exposicao aos dois farmacos, nas duas concentrac@es estudadas. Na IC50 para a
ATC, estdo mais pronunciadas todas as alteragdes provocadas, com diminuicdo de quase 100%
nos intermediérios do CK. Se nota, claramente, que a célula ja ndo esta conseguindo manter a
producdo de energia com a falta de lactato e baixa razdo ATP/ADP. Ja na LDC50, mesmo
diminuidas as concentra¢6es de fumarato e citrato, ainda ha producéo de lactato e a célula ainda
manter uma maior razio de ATP/ADP. E de se notar, que nos meios das amostras ATC50
ocorreu 0 consumo de praticamente toda a glicose disponivel, o que ndo aconteceu com LDC50.
A falta de glicose do meio, devido ao alto consumo por exposi¢do a ATC, pode ser 0 motivo
dos resultados encontrados. Estes dados indicam que, na presenca de ATC, a célula depende
exclusivamente do uso deste metabdlito. Ao contréario, na LDC50 ainda ha glicose no meio,
indicando que LDC promove outras alterac6es celulares para ndo depender exclusivamente da
glicose do meio e do estoque de glicogénio da CS (Figura 16).

As alteracOes inversas, nas concentracdes de alguns aa (Gly, Tyr, His, Met, Phe, BCAA,
Tre e 2-Ol) - aumentados em ATC50 e diminuidos em LDC50 - nos indicam que, com a
exposicdo a LDC, aa estdo sendo degradados a fim de prover energia. Ou seja, reacdes
anapleroticas devem estar sustentando o metabolismo celular, comum em CS e como ja
relatados para a LDC (BOONE et al., 2017). A producdo de metabdlitos 2-Ol e 3-MO,
provenientes da quebra de BCAA, é indicio de um maior uso de aa, pds tratamento com LDC.
Interessantemente, ATC nédo provoca, ou ndo permite tais alteracdes celulares, provocando um
aumento desses aa, possivelmente ndo utilizados para homeostasia energética celular.

Taurina, um aa relacionado com a protecéo celular ao estresse oxidativo (RIPPS; SHEN,
2012), esta aumentado em todos os testes realizados, de forma mais pronunciada quando ha
maior exposicdo ao AL. Ja é sabido que AL provocam estresse oxidativo (NOUETTE-
GAULAIN etal., 2011), tal que o aumento deste metabolito pode confirmar a tentativa celular
de conter processos oxidativos promovidos pelos AL.

Em relacdo aos metabdlitos aquosos relacionados com a membrana, a colina apresentou

um aumento na ATC50. Considerando que este metabdlito pode ser fonte de grupos metil para
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producdo energética, através da sua conversdo a betaina e metionina (NELSON; COX, 2006),
podemos relacionar este aumento a ndo utilizagdo de aa pela CS exposta a ATC, conforme ja
relatado. Niveis maiores de colina podem, ainda, ser um reflexo da degradacdo de lipidios da
membrana plasmatica. A glicerofosforilcolina (GPC) é um derivado da colina e uma das duas
principais formas de armazenamento da colina (juntamente com a fosfocolina, PC) no citosol.
Estes compostos podem também ser usados como substrato energético (LIN et al., 2009). A
diminuicdo de PC em todos os tratamentos (>70%) é indicativo do uso deste como suporte
energético. Porém na ATC50 e LDC50 houve um aumento de GPC de quase 50%. Além disso,
GPC pode estar relacionada a osmorregulacéo celular. Desta forma, anestésicos como LDC
provocam aumento na concentracdo intracelular de célcio (GOLD et al., 1998). Essa
desregulacdo osmotica, acentuada nas maiores concentracdes dos AL estudados, poderia ser o
motivo do aumento de GPC (KIM; JUNG, 1998). Além disso, 0 metabolito mio-inositol que
também se relaciona com mecanismos de osmorregulagdo e detoxificacdo (LAMEGO et al.,
2014) estd diminuido na ATC50, sugerindo alto estresse oxidativo e desregulagdo osmotica nas
CS apos exposicdo a maiores concentracfes de ATC. Além disso, estudos demostraram que CS
regulam varios aspectos da funcdo axonal e uma desrupg¢éo no seu metabolismo pode causar o
acumulo de intermediarios neurotdxicos que comprometem a fungdo de suporte neural desta
célula, desencadeando patologias axonais (GONCALVES et al., 2017).

Em relacdo ao extrato celular lipofilico (Figura 15), CS expostas a ATC mostraram as
maiores alteracfes. Os niveis de colesterol total (>5%) e esterificado (>15%) foram alterados
nos tratamentos com ATC10 e ATC50. Estes dados sdo compativeis com uma deplecdo na
producdo de ATP na presenca de ATC, pois a producdo e esterificacdo do colesterol estdo
relacionadas aos niveis de energia celular, em resposta ao funcionamento das vias metabolicas
(CHEN et al., 2014; LAY et al, 2001; SKIBA et al.,, 1996). Assim, o metabolismo
predominantemente glicolitico provocado pela ATC, ja foi relatado ser o motivo do aumento
dos niveis de colesterol in vitro, em células de hepatoma (CAMPBELL; CHAN, 2008). Na
mesma direcdo, em astrocitos (células de suporte da glia) depletados de ATP houve aumento
de &cidos graxos poliinsaturados (PUFA), como observado neste estudo, apds tratamento com
ATC (>5%) (Figura 10) (SUN; FLEMING; TAYLOR, 1993). Outro dado interessante é o
aumento da producéo de esfingomielina na ATC10 (>15%) e nas células tratadas com LDC em
IC10 e IC50 (>5%), sugerindo uma resposta celular de estresse, com maior producdo de

componentes da bainha mielina pelas CS.
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Figura 15. Resultados da analise univariada do extrato apolar. Mapa de calor representativo da % de variagdo em
relagdo ao controle das amostras expostas a articaina no IC10 (ATC10) e IC50 (ATC50) e lidocaina no 1C10
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Figura 16. Resumo das alteragdes metabodlicas encontradas nas células de Schwann frente a exposicdo aos
anestésicos locais articaina (ATC) e lidocaina (LDC). Cédigos de trés letras sdo usados para identificar os
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KG, a-cetoglutarato; NAD, nicotinamida adenina dinucleotideo; PC, fosfocolina; PtC, fosfatidilcolina.
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3.3 Medidas das taxas de consumo de oxigénio e de acidificacdo extracelular

A taxa de consumo de oxigénio (OCR) é utilizada como um parametro indicador da
fungdo mitocondrial, ja que o consumo de oxigénio esta diretamente relacionado a sintese de
ATP e a captacdo de elétrons dos metabolitos (DIVAKARUNI et al., 2014). O experimento de
OCR consiste na adi¢do de varios reagentes que causam estresse mitocondrial como a
oligomicina (inibidor da ATP sintase), cianeto de carbonil 3-clorofenilhidrazona (CCCP,
desacoplador mitocondrial) e, por ultimo, antimiicina A e rotenona (inibidores do complexo 111
e |, respectivamente). Apos cada adi¢do é medida a variacdo da OCR e um grafico é construido
mostrando a varia¢do da OCR de acordo com o reagente adicionado (Figura 17A) e em funcdo
do tempo da medida. A partir destes dados é possivel acessar diversos parametros mitocondriais
especificos como: OCR basal, OCR convertida em ATP, capacidade respiratoria mitocondrial
maxima, respiracdo relacionada ao vazamento de protons mitocondrial (proton leak), reserva

respiratoria e consumo de oxigénio ndo relacionado a mitocondria.
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Figura 17. Resultados da determinacgdo da taxa de consumo de oxigénio (OCR). A, Esquema representativo
de uma anélise padrdo de OCR. B, Resultados da curva de OCR das células de Schwann controle e das expostas
a articaina e lidocaina por 24 horas no 1C10. C, Graficos representativos dos pardmetros mitocondriais acessados
através do experimento de OCR de células de Schwann, controle e tratadas com articaina ou lidocaina por 24 horas
no 1C10. Oligomicina (Oligo), cianeto de carbonil 3-clorofenilhidrazona (CCCP), antimicina A (AA), rotenona
(Rot). Estatistica: ANOVA com p0s teste T de Tukey: ns, ndo-significativo; * p<0,05; ** p<0,01.

Os resultados da curva de OCR em CS expostas a ATC ou LDC (na concentragdo mais
baixa, de 1C10) sdo mostrados na Figura 17B e o resultado individualizado de cada parametro
medido é dado na Figura 17C. Na curva, enquanto as células controle mostram variacfes

consistentes com a adi¢ao dos agentes estressantes, a exposi¢do aos AL causa uma diminuigéo
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da resposta celular em toda a curva, especialmente nas CS tratadas com ATC. Ao analisarmos
a respiracéo basal celular vemos que ATC causa uma diminuicéo desta em ~65% e a LDC em
~40%, ambos significativos (p<0,05) em relacdo ao controle e entre si. Além disso, parte desta
respiracdo basal estd relacionada ao consumo de oxigénio por reacdoes celulares néo
mitocondriais e, neste parametro, vemos que as células tratadas com ATC sofrem uma
diminuicdo do consumo de oxigénio basal de 66%, enquanto a CS tratadas com LDC de 26%.

Assim, a diferenca entre a respiracéo basal das CS expostas a ATC em relacdo a LDC é
de 32 pmol/min/10° cel e a diferenca da OCR para reagdes ndo mitocondriais entre os AL € de
27 pmol/min/10° cel. Estes dados mostram que a diferenca na respiragdo basal entre os AL esta
relacionada as reacOes que consomem oxigénio ndo mitocondriais, que podem estar
comprometidas nas células tratadas com ATC. Uma das enzimas relevantes, que pode
influenciar na taxa de consumo de oxigénio nao mitocondrial ¢ a NADPH oxidase. A NADPH
oxidase é uma enzima ligada a membrana citplasmatica e responsavel pelo consumo de
oxigenio e producdo de H20, (LADDHA; KULKARNI, 2020), ou seja uma enzima ligada a
espécies reativas de oxigénio (ROS). Esta enzima tem sido estudada em CS pois pode causar
alteracdes em sua funcGes normais levando a neurotoxicidade (EID et al., 2022;
IMPELLIZZERI et al., 2011; MEDA et al., 2016). Assim, a NADPH oxidase é um interessante
alvo de investigacdo para entender mecanismos relacionados a neurotoxicidade da ATC e LDC
e sua diferenciagdo.

O dados relativos ao consumo de oxigénio relacionado a producédo de ATP (Fig. 17C)
mostram gue as CS expostas aos AL diminuiram sua taxa de consumo destinada a producao de
ATP em 75 % (ATC) e 65% (LDC). Ou seja, a producdo de ATP estd comprometida. Apesar
do maior comprometimento na presenca de ATC, a diferenca ndo mostrou significancia
estatistica com a LDC. Como ja estudado, AL causam disfuncdo mitocondrial dose-dependente
em diversas linhagens celulares (GONG et al., 2018; JOHNSON et al., 2004,
WERDEHAUSEN et al., 2007; ZHUANG et al., 2015). Assim, os resultados encontrados em
CS confirmam este efeito dos AL na respiracdo celular, tal que a célula deve estar se
reprogramando para a producgdo de ATP pela via ndo aerobica.

Em relacdo ao OCR relacionado ao vazamento de prétons (proton leak), encontramos
que nas CS, a ATC diminuiu o vazamento em 31% e a LDC em 69%. Interessantemente, em
células de polpas dentais expostas a ATC ou LDC a 2,0 mM por 16 horas, houve um aumento
da OCR relacionado ao vazamento de prétons (ZHUANG et al., 2015).

A capacidade respiratoria maxima (Fig. 17C) reflete a habilidade celular em responder

a alta demanda de producdo energética e € interessante para estudar o efeito de farmacos no
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metabolismo celular (DIVAKARUNI et al., 2014). Neste caso, vemos uma diferenca
significativa entre os AL estudados. Enquanto ATC diminui a capacidade respiratoria maxima
das CS em 86%, LDC diminui em 65%. Assim, CS expostas a ATC possuem menor capacidade
de producdo de ATP. Em células de polpas dentais, a diminui¢do da respiragdo maxima foi
similar para os anestésicos ATC e LDC (ZHUANG et al., 2015), resultado contrario aos
observados em CS. Assim, em CS, este dado parece indicar que a capacidade respiratoria das
CS expostas a ATC é menor que a da LDC, abrindo um campo para aprofundamento de
pesquisas em relacdo ao efeito da ATC.

Os dados encontrados nos experimentos de OCR com um todo parecem corroborar os
de metabolémica (em que CS expostas a ATC exibiram maiores alteragdes celulares, com
menor controle do metabolismo energético). Assim, os dados de OCR parecem indicar que a
funcdo mitocondrial esta menos afetada nas células expostas a LDC e que elas mantém uma
capacidade maior de producdo de ATP, em relacdo a ATC. N&o h& outros estudos com ATC
em CS para confrontarmos nossos resultados. Assim, evidencia-se a necessidade de estudos
mais detalhados com este tipo celular (ja que a funcdo mitocondrial é especifica para linhagem)
para identificar/compreender a diferenca dos efeitos causados pelos AL estudados neste
trabalho.

A medida da taxa de acidificacdo extracelular (ECAR), € realizada através da medi¢édo
da variagédo do pH extracelular e pode ser considerada um parédmetro indireto da producédo de
prétons intracelulares (DIVAKARUNI et al.,, 2014). Assim, esta medida pode ser
correlacionada com a capacidade glicolitica da célula, ja que o consumo de glicose celular para
producdo de ATP gera produtos acidos (lactato ou bicarbonato) que sdo excretados com prétons
para o meio extracelular. Entretanto, na via glicolitica ambas as formas de producéo de prétons
sdo possiveis através da metabolizagdo da glicose a lactato ou por fosforilagdo oxidativa. Assim,
apesar da maior contribuicdo da via anaerdbica na glicolise para produgdo de prétons (1
H*/ATP), ha uma fracdo representada pela respiracdo aerébica (~0,18 H'/ATP)
(DIVAKARUNI et al., 2014).

Os resultados obtidos da analise de ECAR (Figura 18) das CS mostram que ndo ha
diferenga estatistica significativa entre as células tratadas com ATC ou LDC nos pardmetros
analisados. Contudo, é notado em todos os parametros que, em relacdo aos controles, a
exposicdo das CS aos AL promove uma diminuicdo da ECAR. Na privacdo de glicose
(determinacdo da acidificacdo ndo glicolitica) vemos uma diminui¢cdo na ECAR de 70% para
ATC e 60% para LDC, contudo sem diferenca estatistica (p>0,05) entre esses tratamentos.

Assim, este parece ser um indicativo de uma menor atividade metabolica celular, que poderia
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estar relacionada ao dano mitocondrial causado pelos AL. Contudo, com a adicdo de glicose
(determinacdo da glicolise basal) vemos que ha um aumento da ECAR, em relagdo ao seu
respectivo ECAR basal de 50% para as células controle, de 207% para as células tratadas com
ATC e de 140% para as células tratadas com LDC. Assim, em uma CS normal, com mitocondria
funcional, a ECAR produzida pela adi¢do de glicose produz menor quantidade de proétons,
possivelmente pela producao de energia via fosforilacdo oxidativa, aerébica. Porém, nas células
tratadas com os AL, com a mitocondria afetada, hd um aumento muito mais pronunciado de
ECAR em relacdo a sua condicdo basal, sugerindo que a atividade glicolitica ndo aerdbica pode
estar sendo preferida para producdo de ATP. Além disso, as células tratadas com ATC
mostraram uma elevagdo maior na ECAR em relagdo a LDC. Esses dados estéo de acordo com
os resultados de metabolédmica que indicam uma sustentacdo energética provocada
especialmente pela glicélise nas CS tratadas com ATC.

Enguanto o bloqueio da Cadeia de Transporte de Elétrons (CTE) promove um aumento
da ECAR de 60% nas CS controle em relagdo ao seu nivel basal, as CS expostas a ATC e LDC
sofrem um aumento de 37% na ECAR, em relacdo aos seus respectivos niveis basais. Assim,
possivelmente, devido ao dano mitocondrial causado pelos AL, as CS ndo conseguem aumentar
muito sua taxa glicolitica. Na mesma linha, o desacoplamento da CTE a fim de atingir a
glicolise méaxima ndo sofre alteracdo significativa nas células tratadas com AL, indicando que
a célula ja estad usando o maximo de sua capacidade glicélitica para a producdo de energia,
devido ao dano causado pelos AL na fosforilacdo oxidativa.

Assim, os testes de ECAR demostraram, a principio, que a via glicolitica esta se
comportando de maneira semelhante nas células tratadas com AL. Porém, parece que a taxa de
ECAR esta afetada nestas células, pela falta de respiracdo aerobica, provavelmente devido ao
dano mitocondrial provocado pelos AL e evidenciados nas analises de OCR (Fig. 17). Além
disso, a taxa de ECAR é maior na glicolise basal nas células tratadas com ATC. Assim, de

maneira geral, estes dados corroboram os resultados encontrados no estudo metabolémico.



48

>
w

Mon/CCCP 150 Glicose AA/Rot Mon/CCCP
f + 4 — Controle

— Articaina

— Lidocaina
— Reserva

glicolitica

100+

ECAR

Glicélise Maxima
CTE glicolise
bloqueada

ECAR (mpH/min/10° cels)

Taxa de acidifica¢io extracelular

Glicose
|

Acidificagdo ndo glicolitica 0 : T : T

. 0 20 40
Tempo (min) Minutos
C Acidificacao ndo o Glicdlise com Maxima Reserva
glicolitica Glicdlise Basal CTE bloqueada Glicdlise Glicolitica
60 ok ok 80 150 — 150 ok ko 'L
—_ = — —_ — 100 ELd
= = = = =
g e ™ g |7 L g L R
£ a0 £ e < 100 £ 100 ns E —
E £ E s E £
I I 40 T — T T
= ns [ S = S 5
E [k E 3 E E
x 20 ® x 50 50
x = z
o w b e} i}
0 0 0 [ 0
¢ & &P & &
‘@g "n‘oo cP\(\'b ‘o\ :."’\Q y d‘}‘\ \@\ Oé\o'b é\ﬁ& & a’i’\o b’b\o” ‘0\“ 05“\ ) dlb\o
& & & R & & & F & & F

Figure 18. Resultados da determinacdo da taxa de acidificacdo extracelular (ECAR). A, Esquema
representativo de uma andlise padrdo de ECAR. B, Resultados da curva de ECAR das células de Schwann controle
e das expostas a articaina e lidocaina por 24 horas no 1C10. C, Gréficos representativos de cada pardmetro
glicolitico acessado através do experimento de ECAR em células de Schwann, controle e tratadas com articaina e
lidocaina por 24 horas no IC10. Oligomicina (Oligo), cianeto de carbonil 3-clorofenilhidrazona (CCCP),
antimiocina A (AA), rotenona (Rot) e monenzina (Mon). Estatistica: ANOVA com teste T de Tukey: ns, ndo-
significativo; ** p<0,01; *** p< 0,005; **** p< 0,001.

3.4 Andlise da expressao de proteinas por Western Blotting

A fim e aprofundar anélises relativas aos resultados do estudo metabolémico foi
realizada a andlise da expressdo de algumas proteinas selecionadas, por Western Blotting.
Ressaltamos que estes resultados sdo preliminares e mais testes ainda serdo conduzidos, visando
publicacdo cientifica deste trabalho.

A primeira via analisada, foi a glicolitica. Relativa a ela, verificamos a expressao do
transportador de glicose tipo 1 (GLUT 1) e da enzima-chave gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) que participa da sexta reacdo da glicélise e que também foi utilizada
como controle enddgeno. Os resultados sdo mostrados na Figura 19. Nos ensaios de
exometaboldmica identificamos um maior consumo de glicose pelas CS tratadas com ATC em
relacdo a LDC; contudo ndo houve alteracdo significativa na expressdo do GLUT 1 entre 0s
grupos analisados, em relagéo ao controle. Da mesma maneira, a expressdo de GAPDH ndo
mostrou diferenca entre os grupos. Assim, a diferenca encontrada da maior ativacdo da via
glicolitica nos experimentos anteriores parece estar relacionada a maior necessidade de uso da

glicose pelas CS tratadas com ATC, como discutido anteriormente.
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Figura 19. Resultados dos testes de expressao proteica, por Western Blotting.

Uma segunda alteracdo evidente na metabolémica (Figura 15) foi que as CS tratadas
com ATC mostraram alterac6es do conteddo lipidico, principalmente no IC10. Além disso, foi
notada uma menor atividade do CK, na presenca dos AL. Assim, analisamos, inicialmente, a
expressdo da enzima acido graxo sintase (FAS), responsavel pela sintese de acidos graxos a
partir de acetil-CoA. Vemos na Figura 19 que a expressdao desta estd aumentada no grupo
tratado com ATC e LDC, com aparente maior expressdo no grupo tratado com LDC. Os
resultados de metabolémica ndo revelaram alteracdes no contetido de &cido graxos totais nos
tratamentos com os AL. Contudo, os &cidos graxos poliinsaturados no grupo tratado com ATC
se mostraram aumentados. Apesar da maior expressdao de FAS, parece ndo estar havendo
aumento da sintese de acidos graxos, provavelmente devido ao desbalango energético gerado
pelos AL. Assim, pretendemos ainda analisar a via de degradacdo de &cidos graxos, a fim de
elucidar os distarbios relacionados ao metabolismo dos mesmos.

Um outro achado evidente na analise metabolémica foi a diferenca entre o conteudo de
alguns aa das células tratadas com ATC em relacdo a LDC, associada a menor producdo de
ATP nas células expostas a ATC. Nestas, alguns aa se mostraram em concentracdes superiores,
enguanto com LDC, em quantidades diminuidas. Como ja proposto, parece que a LDC ativa
reacOes anaplerdticas, conseguindo manter um melhor balanco energético celular em relagéo as

células tratadas com ATC. Além disso, decidimos verificar se o aumento do teor de
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aminoacidos com ATC pode estar relacionado ao estresse de reticulo endoplasmatico (RE) que
poderia induzir degradacdo proteica. Além das fun¢des de montagem e enovelamento proteico,
ou maturacdo proteica o RE é responsavel por outras funcdes celulares como a estocagem de
calcio e a sintese lipidica (YANG et al., 2021). Assim, um estresse de RE pode ser resultado de
uma provacdo de nutrientes, acuimulo de ROS e outras injurias celulares ativando vias para
restauracdo da homeostasia celular ou programando o destino final celular (YANG et al., 2021).
Uma enzima considerada marcador de estresse de RE é a que requer inositol 1o (IRE 1a).
Assim, maior expressdo de IRE la indica que no RE ha um aumento da concentracdo de
proteinas desnoveladas, caracteristico de estresse de reticulo (CHEN; BRANDIZZI, 2013). Um
dos motivos do comprometimento do enovelamento proteico esta relacionado a geragdo
prejudicada de ATP (CLARKE et al., 2014). Além disso, verificamos que a proteina homdloga
C/EBP (CHOP), uma enzima diretamente relacionada ao estresse de reticulo (HU et al., 2019),
também esta mais expressa no grupo tratado com ATC.

O resultado encontrado no Western Blotting mostra claramente que no grupo tratado
com ATC ha uma maior expressdo da IRE 1a e CHOP (Figura 19). Uma outra funcdo dessas
proteinas é serem sensores e executores do destino celular (CHEN; BRANDIZZI, 2013). Neste
sentido o estresse de reticulo esta associado a inducdo de apoptose celular (FAITOVA et al.,
2006). A enzima poli-ADP-ribose polimerase (PARP) é um marcador de apoptose. PARP esta
envolvida no processo de reparo de DNA e é clivada em células em apoptose, durante a
degradacdo de DNA, impedindo seu reparo (MULLEN, 2004). O resultado da expressdo de
PARP clivada (Figura 19D) mostra que hd um aumento significativo de sua expressao no grupo
tratado com ATC, evidenciando a programacéo da sinalizacao celular das CS expostas a ATC
para apoptose.

4. CONCLUSAO DA PARTE 1

Nesta parte da tese estudamos o efeito dos anestésicos ATC e LDC em células de
Schwann, a fim de compreender os mecanismos envolvidos com a neurotoxicidade destes AL.
Resultados de metabolémica por RMN identificaram alteracGes celulares diversas nas CS
tratadas com ATC ou LDC. Foram notadas alteragdes na via glicolitica, principalmente nas CS
tratadas com ATC, além de alteragcdes na concentracao intracelular de varios aa: aumentados
nas CS expostas a ATC e diminuidos naquelas tratadas com LDC. A partir destes resultados,
foram feitas medidas da taxa de consumo de oxigénio celular que identificaram uma maior

interferéncia das funcGes mitocondriais quando as CS foram tratadas com ATC. Contudo,
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resultados de taxa de acidificacdo extracelular ndo revelaram diferenca significativa entre os
tratamentos com os dois AL. Assim, os dados de metabolémica, OCR e ECAR evidenciaram
que CS tratadas com ATC se tornam menos eficientes em manter seu balanco energético. Os
dados de expressdo génica corroboraram tais achados, pois enzimas relacionadas ao
metabolismo da glicose ndo sofreram alteracBes apds ambos os tratamentos, porém houve
estresse de reticulo - compativel com dificuldade da CS exposta a ATC em produzir a ATP - e
inducdo da morte celular, via apoptose.

Por fim, do nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho que revela diferencas
moleculares no processo de neurotoxicidade da ATC em relagdo a LDC. Assim, abrem-se novas
possibilidades de pesquisa visando o entendimento das alteragdes moleculares causadas pela
exposicdo a ATC, sua correlagdo com a dose clinica utilizada e os relatos de casos de parestesia,

frequentemente associados a este AL.

5. CONSIDERACOES FINAIS PARTE 1

Além das CS, outro tipo celular foi estudado nesta tese: células de origem neuronal SH-
SY5Y. Estas células, derivadas de neuroblastoma, expressam diversas caracteristicas de uma
célula neuronal. Os resultados deste estudo foram publicadas e podem ser visualizadas no
artigo: “Comparative Metabolomics Study of the Impact of Articaine and Lidocaine on the
Metabolism of SH-SY5Y  Neuronal Cells; Metabolites 2022, 12(7), 581,
https://doi.org/10.3390/metabo12070581”.

Nesta linhagem, ATC e LDC induziram respostas celulares muito similares, exceto no

metabolismo lipidico, no qual a exposicio & LDC causou maiores alteracdes. E importante ter
em mente que esta linhagem €é derivada de um tipo de tumor, cujo metabolismo pode ser
diferente de uma célula neuronal normal e das CS. Contudo, é interessante notar que a
neurotoxicidade dos AL pode estar associada ao tipo celular da glia analisado. Sendo assim,
entendemos que a utilizacdo de toxicometabolémica para identificacdo e classificacdo da
neurotoxicidade dos AL é uma ferramenta promissora que pode trazer avangos no

conhecimento e na utilizacdo clinica, principalmente da ATC.
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IV. PARTE 2

Desenvolvimento de carreadores lipidicos nanoestruturados com articaina para

aumento da poténcia anestésica em tecidos inflamados

1. CONSIDERACOES INICIAIS

Dentre os sistemas de entrega de farmacos (DDS, drug delivery systems) constituidos
por lipidios (emulsdes, lipossomas, etc) no comeco dos anos 90 foram descritas as
nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) (PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009).
Diferentemente das emulsdes, constituidas por um lipidio liquido na temperatura ambiente e
estabilizadas por surfactante, as SLN sdo constituidas por lipidio sélido na temperatura
ambiente ou corporal (KECK; SPECHT; BRUSSLER, 2021). Com o passar dos anos algumas
limitacbes das SLN ficaram evidentes, tais como a expulsdo do farmaco durante o
armazenamento e a limitada eficiéncia de encapsulacdo, dependente da solubilidade do ativo
no lipidio sélido (FREITAS; MULLER, 1998). Neste contexto foi desenvolvida uma segunda
geracdo de nanoparticulas lipidicas, os carregadores lipidicos nanoestruturados (NLC,
nanostrutured lipid carriers) cujo interior é formado por uma mistura de lipidios liquido e
solido (KECK; SPECHT; BRUSSLER, 2021; PUGLIA et al., 2011), também estabilizada por
surfactantes. O lipidio liquido aumenta a solubilidade dos ativos no “core” lipidico dos NLC,
aumentando a eficiéncia de encapsulacdo e impedindo a expulsdo do farmaco devido a reducéo
da cristalinidade da matriz lipidica (1ZZA et al., 2022; MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).

Os NLC sdo excelentes carreadores de AL, podendo prolongar o tempo de anestesia,
conforme relatado para diversos agentes, principalmente quando administrado por via topica
(DE ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA, 2019; PUGLIA et al., 2011; RIBEIRO et al., 2016,
2017; RODRIGUES DA SILVA et al., 2017). Outra vantagem desse sistema € que os AL
podem ser encapsulados no interior lipidico dos NLC na sua forma neutra (sem carga), de maior
solubilidade em lipidios. Deste modo, NLC contendo AL, ao contrario das formas comerciais
de AL injetaveis (pH < 6) podem ser preparadas com pH acima de 7 (RODRIGUES DA SILVA

etal., 2017, 2020a), favorecendo a poténcia anestésica.

1.1 Excipientes Funcionais

Para se produzir uma formulacdo de NLC é possivel utilizar uma vasta gama de
excipientes lipidicos, de origem sintética ou natural (PUGLIA et al., 2019). Excipientes
funcionais sdo assim chamados porque, além de exercerem sua funcdo estrutural, fornecem aos

DDS propriedades adicionais desejaveis. Eles sdo, normalmente, de origem vegetal ou animal.
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Os 6leos vegetais, por exemplo, tém sido largamente utilizados como promotores de absor¢ao
de antimicrobianos, apresentando atividade anti-inflamatoria, antineoplésica e analgeésica,
dentre outras (SHINDE, RAJSHREE L.; JINDAL, ANIL B.; DEVARAJAN, 2011). Nesta tese,
testamos a utilizacdo, da manteiga de abacate, do 6leo de oliva e do 6leo de copaiba, como
excipientes funcionais com possiveis propriedades anti-inflamatérias. As nanoparticulas
desenvolvidas com excipientes funcionais foram comparadas com NLC preparados com
lipidios sintéticos. Uma breve descricdo de cada excipiente funcional utilizado é fornecida a
sequir.

O abacate é o fruto de uma arvore originada nas Américas, principalmente no México e
América Central. Possui em sua composicdo, além de alta quantidade de &cidos graxos
monoinsaturados, esterois, tocoferdis e carotenoides (MOOZ et al., 2012). Vaérios dos
componentes presentes neste fruto (como a persenona A e B e &cidos graxos insaturados)
possuem atividade anti-inflamatoria (GABAY et al.,, 2008; KIM et al., 2000a, 2000b;
ROSENBLAT et al., 2011; TARABALLI et al., 2014).

O ¢6leo de oliva provém da extracéo feita da azeitona, fruto das oliveiras (Olea europaea)
(WARDHANA; SURACHMANTO; DATAU, 2011). E um produto utilizado desde a
antiguidade, com diversas finalidades. Seu uso medicinal aponta para sua agdo anti-
inflamatoria, devido a presenca de acidos graxos insaturados (BAYLAC; RACINE, 2003;
CARDENO; SANCHEZ-HIDALGO; ALARCON-DE-LA-LASTRA, 2013; LUCAS;
RUSSELL; KEAST, 2011; WARDHANA; SURACHMANTO; DATAU, 2011). Além disso,
foi comprovado que o composto oleocantal, presente no 6leo de oliva, apresenta propriedades
anti-inflamatorias similares ao ibuprofeno (BEAUCHAMP et al., 2005). Cabe citar que o 6leo
de oliva ja foi empregado como componente de NLC, tendo apresentado baixa citotoxicidade
(HOW; RASEDEE; ABBASALIPOURKABIR, 2013).

Aprovado pela FDA em 1972 para fins alimenticios, o 6leo de copaiba (OC) possui
propriedades analgésica, antimicrobiana, anti-inflamatdria e antitumoral (GOMES et al., 2007;
VEIGA et al., 2007). Extraido de varias espécies de arvores (Copaifera L.) nativas da américa
latina e principalmente do Brasil, OC é caracterizado pela presenca de sesquiterpenos e acidos
diterpénicos (LEANDRO et al., 2012). Gomes e col. relataram em ratos a atividade analgésica
avaliada pelo teste de tail flick, e a atividade anti-inflamatdria, medida através dos testes de
diminuicdo do edema de pata e contor¢do abdominal, do 6leo de copaiba (GOMES et al., 2010).

Assim, nesta parte da tese, mostramos a encapsulagdo da ATC em NLC contendo
excipientes sintéticos e funcionais (manteiga de abacate, 6leo de oliva e éleo de copaiba). Como

o foco deste trabalho foi o0 desenvolvimento de uma formulacdo inovadora para aumentar a
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poténcia anestésica em tecidos inflamados, os excipientes funcionais foram selecionados a fim
de trazer propriedades sinérgicas as do AL, para atuar na falha anestésica em tecidos

inflamados, um problema ainda sem solucéo eficaz na clinica odontoldgica.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

Cloridrato de ATC (ATC) foi doado pela DFL Ind. Com. S.A. (Rio de Janeiro, Brasil)
e a partir deste preparou-se sua forma neutra como previamente descrito (MELO et al., 2017).
Palmitato de Cetila (CP) e Dhaykol® 6040 LW (DK) (triglicerideos caprilico/acido caprico)
foram adquiridos da Dhaymers Quimica Fina (Sdo Paulo, Brasil). Pluronic® F68 (P68),
Tween® 80 (T80), 6leo de copaiba (OC) (Copaiba balsam oil, CAS 8001-61-4), metilcelulose,
metanossulfonato de 3-aminobenzoato de etila (Tricaina), DMEM, soro fetal bovino e A-
carragenina foram fornecidos pela Sigma— Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Manteiga de abacate
(MA) e 6leo de oliva (OO) foram adquiridos da empresa Engenharia das Esséncias Ltda (Séo
Paulo, Brasil). Liss Rhodamine PE (1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
(lissamina rodamina B sulfonil)) foi adquirido a Avanti Polar Lipids, Inc. (Alabaster, AL,
EUA). A agarose de baixo ponto de fusdo foi obtida na Cleaver Scientific Ltd (Warwickshire,
Reino Unido). O meio E3 (NaCl 5 mM, KCI 0,17 mM, CaCl, 0,33 mM; MgCl, 0,3 mM,
calibrado para pH 7 com NaHCO3) foi preparado no laboratorio de Imunologia de Peixes da
Universidade Andres Bello. Agua desionizada (18 Q) foi obtida com um purificador de 4gua
ultra-puro Elga USF Maxima.

2.2 Quantificacdo de articaina por CLAE e verificacdo da metodologia analitica

A ATC foi quantificada por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), de
acordo com as condi¢Oes descritas na Tabela 3. As condi¢des adotadas na metodologia analitica
para quantificagdo foram adaptadas de (AL-MAHALAWY et al., 2018). O equipamento
utilizado foi um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia marca Waters, modelo Breeze 2 (Waters
Technol., MA, EUA).

Tabela 3: Condicdes cromatogréficas para quantificacdo de articaina.

Pardmetros Condicbes

Coluna C18 Gemini-NX 5u 150 x 4.60 mm
Temperatura forno 40°C

Fase movel Acetonitrila:KH2PO4 50 mM, 25:75 (v/v)
Fluxo 1 mL.min?

Volume de injecédo 30 pL

Comprimentode onda 273 nm
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Para a verificacdo do método analitico avaliou-se 0s seguintes parametros: limites de
quantificacdo e deteccdo e linearidade. A linearidade do método foi determinada com intuito de
demonstrar que os resultados obtidos eram proporcionais a concentragdo do analito na amostra,
no intervalo especificado. Cinco concentragdes distintas, realizadas em triplicata e em trés dias
consecutivos, foram utilizadas para construcao da curva analitica sendo o célculo de regressao
linear feito pelo método dos minimos quadrados (ANVISA, 2003; ICH, 2005).

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram determinados
utilizando-se as Equacdes 1 e 2, respectivamente, onde DP é o desvio padrao (intercepto com

o eixo y) e IC € a inclinacdo da curva analitica média.

DP x 3
IC

LD = Equacgéo 1

DP x 10
IC

LQ = Equacéo 2

LD refere-se a menor quantidade do analito que pode ser detectado em uma amostra,
porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢bes experimentais estabelecidas.
Através da andlise de solucdes de concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o
menor nivel detectavel, pode-se mensurar o limite de detec¢do. O limite de quantificacdo (LQ)
é a menor quantidade do analito em uma amostra a ser determinada com precisao e exatidao

admissiveis sob as condi¢fes experimentais ja determinadas.

2.3 Preparo dos NLC

O preparo foi feito pelo método da emulsificacdo-ultrasonicacdo (SCHWARZ et al.,
1994). Ambas as fases, lipidica e aquosa, foram aquecidas em banho-maria até 10 °C acima da
temperatura de fusdo do lipidio solido: 67 °C para formulagGes com palmitato de cetila (ponto
fusdo = 57 °C) e 65 °C para aquelas preparadas com manteiga de abacate (ponto de fusdo = 55
°C). Logo apds, a ATC na forma basica foi incorporada a fase lipidica e mantida sob agitacédo
magnética até completa solubilizacdo do farmaco na fase oleosa. Para a formacdo da pré-
emulsdo, a fase aquosa foi adicionada, gota-a-gota, a fase lipidica, sob agitacdo de 10000 rpm
por 3 min, utilizando-se um ultra agitador (Ultra-turrax T18, IKA WerkeStaufen, Alemanha).
A pré-emulsdo formada foi imediatamente submetida a sonicacdo de ponta. Nesse processo, a

pré-emulsdo sofreu agitacdo ultrassénica com uma microponta de titdnio no equipamento
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Vibracell (Sonics & Mat. Inc., Danbury, USA), na poténcia de 50W e 20 kHz de frequéncia
nominal, em ciclos de 30 segundos (ligado/desligado) durante 10 min. Ao término desta etapa,
a nanoemulsdo formada foi arrefecida em banho de gelo, até 25 °C a fim de solidificar as
nanoparticulas formadas originando a formulacdo NLC-ATC. FormulacGes controle, sem

articaina, foram também preparadas.

2.4 Planejamento experimental

As 6 formulacdes de NLC-ATC selecionadas através dos testes empiricos (necessarios
para encontrar misturas lipidicas estaveis), foram delineadas experimentalmente. 3 variaveis
independentes (fatores): concentragdo total lipidica (TL), concentracdo de ATC e concentragdo
do tensoativo foram analisadas em dois diferentes niveis, contando com o ponto central em
triplicata. As variaveis dependentes escolhidas (respostas) foram: tamanho de particula, indice
de polidispersdo e potencial Zeta. O preparo das formulagdes foi realizado de maneira
randémica e os dados foram tratados com o software Design Expert 11 (Stat-Ease Inc., MN,
EUA).

2.5 Caracterizacao fisico-quimica dos NLC
2.5.1 Medida de Tamanho e indice de polidispersao

O tamanho médio das particulas e o indice de polidispersdo (PDI) foram determinados
por espalhamento dindmico de luz dindmico, DLS (dynamic light scattering) no aparelho
Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Reino Unido). As medidas foram realizadas em triplicata,
diluindo-se 1000 vezes a dispersdo de nanoparticulas em agua desionizada, a temperatura de 25
°C, em cubetas de poliestireno (10 mm de caminho 6ptico). Os dados foram expressos como a

média + desvio padréo.

2.5.2 Medida do Potencial Zeta

O potencial Zeta (PZ) foi determinado por microeletroforese Doppler a laser, utilizando-
se 0 equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Reino Unido). Nessa técnica um campo
elétrico € aplicado a uma dispersdo de particulas que passam a se mover com velocidade
relacionada ao seu potencial elétrico de superficie (LOWRY et al., 2016). Essa velocidade é
medida por uma técnica interferométrica a laser, chamada M3 PAL (espalhamento de luz com
analise de fases). Com ela, é possivel calcular a mobilidade eletroforética e, a partir desta, inferir

0 potencial Zeta das particulas e sua distribuicdo. As medidas de PZ foram feitas em triplicata,
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apos diluicdo (1000x) das suspensdes de NLC com &gua desionizada, em cubetas apropriadas,
de poliestireno, a temperatura de 25 °C. Os dados foram expressos como a média = desvio

padréo.

2.5.3 Medida do numero de particulas

O numero de particulas por mL das formulagdes de NLC foi determinado a partir de sua
diluicdo (100000x) e medidos no equipamento de andlise por rastreamento NS300 NTA

(NanoSight, Amesbury, UK) equipado com um laser verl de, a 532 nm.

2.5.4 Determinacao de articaina nos NLC

Para avaliacdo do teor de ATC nas formulag6es, retirou-se 50 pL da amostra, dissolveu-
se em 1950 L de fase movel e colocou-se em banho ultrassénico por 20 minutos, seguido de
centrifugacdo a 4100x g, por 20 min. Dos sobrenadantes obtidos coletou-se aliquotas de 200
WL, que diluidas em 1800 pL de fase movel foram analisadas por CLAE, segundo o método
descrito (item 2.2).

2.5.5 Eficiéncia de encapsulacéo e capacidade de carregamento

A eficiéncia de encapsulacdo de ATC pelas formulacdes de NLC foi determinada pelo
método de ultrafiltragio-centrifugacio (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002). Aliquotas de
0,4 mL da amostra foram transferidas para uma unidade de filtragdo com poros de 10 kDa
(Millex, Millipore) acoplada a tubos Eppendorf e centrifugadas por 20 min a 4100x g. A solucao
filtrada foi coletada e os AL livres foram quantificados por CLAE, de acordo com o método
validado (item 2.2). A porcentagem de eficiéncia de encapsulacdo (% EE) do anestésico foi
calculada, conforme a Equacéo 3.

%EE = ATC total—ATC livre x 100 Equa(;éo 3

ATC total

Onde: ATC total corresponde a quantidade total de articaina quantificada na suspensédo de NLC
e ATC livre (ndo encapsulada) corresponde a ATC quantificada no filtrado da ultrafiltracéo-
centrifugacdo.

A quantidade de ATC carregada nos NLC foi também expressa em termos de
capacidade de carregamento, %DL (Drug loading) e calculada de acordo com a Equacéo 4
(CHEN et al., 2015):

massa de ATC encapsulada

% carregamento = x 100 Equacéo 4

massa da nanoparticula
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2.5.6 Microscopia Eletronica de Transmisséo

Para a analise de Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET) as formulacdes de NLC
(10 uL) foram adicionadas a uma grade de microscopia eletronica (Cu, 300 mesh; Koch LTDA,
SP). Ap6s 2 min, foram adicionados 10 pL. de uma solucao aquosa de acetato de uranila a 2%
(p/p), para contraste negativo. Apds 1 min, o excesso de volume foi removido ¢ 10 puL de agua
desionizada foram adicionados a amostra. A grade preparada permaneceu em repouso por 24
h, em temperatura ambiente, para secagem. As micrografias eletronicas foram realizadas em
um microscopio eletrénico de transmissdo LEO 906 Zeiss (Carl Zeiss, Alemanha), operando a
60 kV.

2.5.7 Medidas de Calorimetria Diferencial de Varredura e Difracéo de Raios X

Os termogramas de DSC (Differential Scanning Calorimetry) foram obtidos em um
Calorimetro Diferencial de Varredura Modelo 2910 (TA Instruments), em porta-amostra padrao
de aluminio selado e analisadas no programa Thermal Solutions v.1.25 (TA Instruments, EUA).
As amostras foram liofilizadas antes da realizacdo das analises. A taxa de aquecimento foi de
10 °C.min’t, entre 20 e 150 °C.

As andlises de Difracdo de Raios-X (XDR) foram realizadas com as amostras
liofilizadas, em um difratométro Shimadzu XRD7000 (Quioto, Japéo), utilizando-se uma fonte

de Cu-Ka e corrida de 2 °/min entre valores de 20 de 5 e 50°.

2.6 Estabilidade fisica

As formulacdes de NLC, foram avaliadas por acompanhamento dos seguintes
parametros: tamanho de particula, PDI e PZ em intervalos de tempo pré-determinados durante

12 meses a temperatura ambiente (25 °C).

2.7 Teste de liberacao in vitro

A liberacdo in vitro foi estudada utilizando um sistema de células de difusdo do tipo
Franz de 12 mL, com tampdo PBS 5 mM (pH 7,4, 37 °C), separado da amostra por uma
membrana de celulose (membrana de dialise Spectra/Por®, MWCO 12-14 kDa) (n = 6). Foram
adicionadas 50 pL das amostras no compartimento doador. Em intervalos de tempo (15 min,
30 minedepoisem1, 2, 3,4,5,6, 7, 8 e 24 horas) amostras de 200 uL foram coletadas da porta
coletora do compartimento aceptor e substituidas por tamp&o, para manter a condi¢do sink. A
ATC presente nas amostras retiradas do compartimento aceptor foi quantificada por CLAE. O

software KinetDS 3.0 foi utilizado para a analise quantitativa das curvas de liberacdo obtidas



59

(MENDYK et al., 2012). Vérios modelos cinéticos foram testados e, de acordo com o
coeficiente R2, o modelo de Weibull (Equagéo 5) apresentou o melhor ajuste para todas as
formulagGes NLC (PAPADOPOQULOU et al., 2006).

m=1-—exp [_Ttn] Equacéo 5

Onde, “m” é a quantidade de ATC liberada em func¢éo do tempo (t), e “a” denota um parametro

de escala que descreve a dependéncia de tempo e “n” caracteriza a curva obtida.

2.8 Estudo in vitro da viabilidade celular

Células da linhagem RSC96 (células neuronais de Schwann de Rattus norvegicus de
imortalizacdo espontanea; ATCC® CRL-2765) foram cultivadas em meio DMEM e
suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibi6tico (100 Ul.mL™ de penicilina e
100 pg.mL* de sulfato de estreptomicina). As células foram plaqueadas em garrafas de 75 cm?
e incubadas a 37 °C sob atmosfera tmida com 5 % de CO: por 48 horas, até atingirem a semi-
confluéncia. Todos os experimentos foram realizados com células entre as passagens 6 a 12.

Para avaliar a viabilidade celular foi utilizado o método de MTT (MOSMANN, 1983),
ja descrito nesta tese (item 2.2 da parte 1). Os resultados obtidos foram expressos em % de

viabilidade celular em relacdo ao controle e tratados com o software GraphPad Prism® 6.0.

2.9 Testes in vivo utilizando peixe-zebra

2.9.1 Linhagens e manutencao

Os protocolos experimentais e de manutencdo do peixe-zebra foram aprovados pelo
Comité de Etica Animal da Universidade Andrés Bello, de Santiago/Chile (Certificado
007/2016). As linhagens Tg (BACmpx:GFP)* (RENSHAW et al., 2006) e TgBAC
(cldn15la:GFP)PI10%* (ALVERS et al., 2014) foram utilizadas. Os peixes foram mantidos e
criados de acordo com protocolos-padrdo (RICH; KONSTANTINIDIS; DELONG, 2008).
Todos os embrides foram coletados por meio de desova natural e criados a 28 °C em placas de
Petri contendo meio E3, de acordo com (KIMMEL et al., 1995). Todas os experimentos foram

realizados com larvas de 5 dias pos-fertilizacdo (dpf).

2.9.2 Absorcao das NLC pelas larvas
Oito larvas TgBAC (cldn15la:GFP)P41%4 foram incubadas em meio E3 com os NLC

desenvolvidas (10'° nanoparticulas.mL™) preparados com 0,01% m/m de rodamina PE. Apds
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a incubacdo, as larvas foram anestesiadas com 0,017% de tricaina e montadas em Iaminas com
4% de metilcelulose ou 1% de agarose de baixo ponto de fuséo, para serem analisadas sob um
estereomicroscopio de fluorescéncia ou um microscopio confocal, usando os filtros RFP

(fluorescéncia vermelha) e GFP (fluorescéncia verde).

2.9.3 Atividade anti-inflamatdria dos excipientes das NLC

Oito larvas Tg (BACmpx: GFP)1'4 foram selecionadas com quantidade semelhante de
neutrofilos no tecido hematopoiético caudal e menos de 5 neutrofilos na regido do somito
(ZUNIGA-TRASLAVINA et al., 2017). As larvas selecionadas foram incubadas em meio E3
livre ou contendo formulagdes de NLC (102 nanoparticulas.mL™), sem ATC ,por 1 hora. Ap6s
incubagdo as larvas foram lavadas, anestesiadas com tricaina 0,017% e a nadadeira caudal foi
amputada com bisturi microcirdrgico (World Precision Instruments, UK) para induzir um
processo inflamatorio agudo, conforme descrito por (ELKS; LOYNES; RENSHAW, 2011). 3
horas apds o dano (hpd), quando o nimero maximo de neutréfilos estava presente na lesdo, foi
quantificada sua quantidade na area danificada.

2.9.4 Bradicardia e tempo de recuperacdo da bradicardia

Oito larvas Tg (BACmpx:GFP)™!** foram incubadas em meio E3, com ATC livre (0,5 e
1 mM), NLC-ATC (0,5 ou 1,0 mM) ou NLC controle, sem ATC (10%2 nanoparticulas.mL™),
por 1 hora. Em seguida, os batimentos cardiacos das larvas foram quantificados por 60 segundos
sob um estereomicroscopio. Para recuperacdo da bradicardia, as larvas foram tratadas nas
mesmas condi¢Bes acima por 1 hora, a solugdo foi lavada e os batimentos cardiacos foram

quantificados em 1, 2 e 3 horas ap6s a remocao (hpr) do tratamento.

2.9.5 Efeito anestésico: reacao ao toque

Oito larvas Tg (BACmpx:GFP)!* foram incubadas em meio E3 com ATC livre (0,5 e
1 mM), NLC-ATC (0,5 ou 1,0 mM) ou NLC controle (10'? nanoparticulas.mL™), por 1 hora.
Apos a incubagdo, um estimulo mecénico foi executado, tocando-se a cabega das larvas com
uma agulha romba. A natacdo répida foi classificada como 100% ou resposta normal; uma
natacdo claramente mais lenta que o normal foi registradao como 50% e 0% foi atribuido

quando nenhum movimento foi observado (larvas anestesiadas).

2.9.6 Estatisticas e imagens dos testes com peixe-zebra

As imagens fluorescentes foram capturadas em um estereomicroscopio Leica M205
com lampada de haleto de metal (duas objetivas - 0,63x e 1,0x, zoom motorizado com faixa de

ampliacdo de 7,8 - 160x), cAmera DFC 7000T e software Leica Applications Suite X, v. 3.3
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(Leica Microsystems, Alemanha), ou ainda em um microscopio confocal a laser Leica SP8
(6leo HPL APO CS2 40x, abertura numérica de 1,30 e distancia de trabalho da lente objetiva =
0,24 mm). Para edicdo de imagem, foi usado o software Imagel 1.52a
(Https://imagej.nih.gov/ij/). Para todos os experimentos, trés repeticbes foram executadas. A
andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA com post-hoc teste de Tukey. Para todos 0s
resultados, o valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo e o software
GraphPad Prism, versdo 6.01 (California, EUA) foi usado. Os dados foram apresentados como

média £ erro padréo.

2.10 Testes in vivo em modelos murino
2.10.1 Condic¢6es de manutengdo dos animais

Ratos Wistar machos adultos (Rattus novegicus albinus) com 200- 250 g foram obtidos
no Centro de Bioterismo (CEMIB/UNICAMP). Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité Institucional de Cuidado e Uso de Animais da UNICAMP (Protocolos 4832-1/18
e 5852-1/21), que segue as recomendacbes do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratdrio. Os ratos foram alojados em grupos de 4 individuos, sob ciclos claro/escuro de
12/12 horas. Todos os procedimentos com animais foram conduzidos de acordo com as regras

estabelecidas pela IASP (Associacdo Internacional para o Estudo da Dor).

2.10.2 Modelo de hiperalgesia inflamatdria induzida por carragenina

Os ratos (n = 6) receberam uma Unica injecdo intraplantar de carragenina (100 pg/50
pL/pata). O limiar nociceptivo mecénico foi medido pelo método eletrénico de von Frey em
condicdes basais (antes da estimulacdo inflamatdria) e nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5 e 6 h apos a
aplicacdo da carragenina. As amostras: solucdo salina, ATC a 0,1 e 0,5%, NLC-ATC a 0,1 e
0,5% e NLC controle, sem ATC (+ 1,6 x 10*® nanoparticulas. mL™, equivalente a 0,5% NLC-

ATC) foram injetadas por via intraplantar ,170 minutos apos a injecdo de carragenina.

2.10.3 Modelo de hiperalgesia inflamatdria induzida por prostaglandina E2

Para este estudo, os ratos foram separados em 5 grupos de 5 animais cada de forma
randomica e o limiar nociceptivo mecéanico foi medido pelo método eletrénico de von Frey
(descrito abaixo) antes da aplicacdo de qualquer tratamento (limiar basal). Pada o estudo, dois
pesquisadores foram envolvidos. O primeiro foi responsével pela aclimatacdo dos animais e
administracdo dos tratamentos e o segundo foi responsavel pelas medidas do limiar nociceptivo,

sendo que este ndo tinha conhecimento de qual tratamento tinha sido realizado.
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Ap6s medicdo do limiar basal, cada animal recebeu uma Unica injecéo intraplantar de
prostaglandina E2 (PGE2) na concentragdo de 100 ng/50 pL/pata para a inducdo da dor
inflamatdria. Apos 170 min da aplicacdo da PGE2 (pico da dor), os animais receberam o
tratamento conforme tabela 1. Apenas o grupo o grupo tratado com naloxona (20 pg/pata), para

0 bloqueio dos receptores opioides, recebeu a dose 120 min ap6s a aplicacdo de PGE2.

Tabela 1. Grupos, tamanho amostral (n) e tratamento realizados.
Grupos n Tratamento
1 NLC-OC2-A 0,5%
Naive — sem tratamento (controle)
Articaina livre 0,5%

Naloxona + NLC-OC2 1,6 x 10 nanoparticulas.mL?
NLC-OC 1,6 x 10% nanoparticulas.mL™
NLC-CP2-A 0,5%

Solucéo salina (controle positivo)
NLC-CP2 1,6 x 10*® nanoparticulas.mL™

0N O wWwN
o1 o1 o o1 o1 o101 Ol

2.10.4 Teste eletrénico de von Frey

O limiar nociceptivo mecanico foi medido pelo método eletrénico de von Frey
(VIVANCOS et al., 2004). Previamente, 0s ratos passaram por uma adaptacdo em uma sala
silenciosa e foram colocados em gaiolas acrilicas (12 x 20 x 17 cm) com piso de arame. Para
aclimatacdo, os animais foram mantidos nas gaiolas por 15 a 30 minutos antes do teste. Um
espelho inclinado colocado sob a grade foi usado para fornecer uma viséo clara da pata traseira
de rato. O teste consistiu na inducdo do reflexo de flex&o da pata traseira usando-se uma ponta
de polipropileno (0,7 mm?) conectada ao transdutor de forca portatil (Electronic Analgesimeter,
Insight®, Brasil). O investigador foi treinado para aplicar a ponta na regi&o central da pata, entre
as cinco almofadas distais e a aumentar gradualmente a pressao. O estimulo foi interrompido
automaticamente quando o rato mostrou o reflexo de retirada da pata. Nesse ponto, a
intensidade da forca (gramas) foi registrada. Trés estimulos foram aplicados na mesma pata,
para obter a média de resposta. Os dados foram expressos pela variagdo do limiar mecanico (A,
em gramas), que foi calculado subtraindo-se a média das trés medidas apos o tratamento, da

média das medidas antes do tratamento.

2.11 Estudo farmacocinético (microdialise local em tecido inflamado)

A andlise de farmacocinética da ATC nas formulacdes desenvolvidas foi realizada
utilizando-se o método de microdialise tecidual (JOUKHADAR; MULLER, 2012;
UNGERSTEDT, 1991). Para isso, foram utilizadas sondas CMA 20 (CMA Microdialysis,
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Kista, Suica). Um esquema de uma sonda de microdialise é mostrado na Figura 20.
Previamente, as sondas foram calibradas in vitro. assegurando que a % de recuperacédo da sonda
(dialise) e a % de perda (retrodialise) fossem iguais para ATC (dados ndo mostrados). O fluxo
utilizado foi de 1,5 pL/min, mantido por um infusor PHD22/2000 (Harvard Apparatus, MA,
USA) com seringas de 1 mL. O liquido de perfusdo utilizado foi tampé&o fosfato 0,05 M, pH
7,4. O mesmo método analitico descrito anteriormente foi utilizado para quantificacdo da ATC.

Para a coleta das amostras, os ratos (n = 5) foram previamente anestesiados com uretano
(1000 mg/kg). Em seguida, eles receberam uma Unica injecao intraplantar de carragenina (100
Hg/50 pL/pata). Apos 2 horas, as sondas foram inseridas na pata do animal. Na terceira hora
apos a injecdo de carragenina, as formulagfes contendo 0,5% de ATC em solucdo ou
encapsulada em NLC foram injetadas (50 pL/pata). Apds 3 min, iniciou-se a coleta do dialisado
em intervalos de 10 minutos, com posterior quantificacdo por CLAE. No fim de cada
experimento, a solucio tampéo foi trocada para uma solucéo de ATC a 5 pg. mL™ e a sonda foi
estabilizada por uma hora para posterior coleta e calculo da % de perda da sonda no tecido
(retrodidlise).

A concentracdo obtida em cada tempo foi calculada e normalizada em relacdo a % de
recuperacdo da sonda e expressa em escala logaritmica em funcdo do tempo, utilizando o
software GraphPad Prism, versdo 6.01 (Califérnia, EUA). Ap6s, foram calculados os seguintes
parametros farmacocinéticos: 1) Constante de eliminacdo, ou ke, (fracdo de farmaco eliminada
por tempo, calculada a partir da inclinacdo da reta do grafico logaritmo da concentracdo de
ATC em funcdo do tempo); 2) Meia vida tecidual (t1/2), que é o tempo necessario para reduzir
a concentracdo do farmaco pela metade, no tecido (t1/2 = 0,693/ke); 3) Area sob a curva do
gréfico do logaritmo da concentracdo de ATC em funcdo do tempo e 4) Concentracéo inicial
tecidual. Cada parametro foi estatisticamente avaliado, utilizando-se o teste t de Tukey no
software GraphPad Prism, versao 6.01 (Califérnia, EUA).
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Figura 20. Esquema de uma sonda de microdialise utilizada no experimento. A foto da sonda foi retirada do site
do fabricante (CMA Microdialysis, Kista, Sui¢ca). Esquema adaptado de (PLOCK; KLOFT, 2005).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificacdo de articaina por CLAE e verificacdo da metodologia analitica

Utilizando as condi¢des cromatogréaficas descritas, obtivemos a elui¢cdo cromatogréafica
da ATC no tempo de retencdo de 2,85 min - conforme Figura 21A. Além disso, com o0 uso do
detector de arranjo de fotodiodos (PDA), foi confirmado através do espectro de UV-Vis no
tempo de retencdo da ATC, o comprimento de onda com maior intensidade para quantificagdo
= 273 nm, garantindo a maxima sensibilidade do método (Figura 21B). Ndo foram encontrados
outros picos no mesmo tempo de retencdo, quando injetadas amostras de NLC sem ATC.
Também ndo foi observada qualquer impureza dos componentes, demonstrando-se, assim, a

especificidade no método estabelecido.
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Figura 21. A, Cromatograma da articaina em 273 nm e B, espectro de absor¢cdo UV-vis do articaina entre 220-
400 nm no tempo de retencdo de 2,85 min.

As solucdes-estoque para a construcdo das curvas analiticas foram preparadas
dissolvendo-se a ATC na fase movel (DA SILVA et al., 2017). As concentracdes usadas para
a construgdo da curva de calibragdo variaram de 50 a 100,0 pug.mL™?, com cinco pontos. A
linearidade do método foi determinada a partir da curva analitica média, utilizando-se as curvas

individuais, medidas em trés dias consecutivos, como mostra a Figura 22.

6000000 ~

Equation y=a+b*
Plot Concatenated Data
Weight No Weighting
7| Intercept 31654.58434 + 10696.251
Slope 46772.29965 + 174.55273
Residual Sum of Squar 6.85636E9
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Figura 22. Curvas analiticas para articaina na faixa de concentragdo de 5,0 a 100,0 pg.mL™ e anélise dos
pardmetros da reta média.

O coeficiente de correlagdo (r) obtido foi superior a 0,990, de acordo com as
recomendacdes da RE 166 (ANVISA, 2017), como mostra a Figura 22.
O limite de Deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) da ATC foram calculados de acordo
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com as Equacdes 2 e 3 e determinados a partir do intercepto e da inclinagdo da curva analitica
correspondente. Segundo estas analises, o LD foi 0,58 pg.mL* e 0 LQ 1,93 pug.mL™.

3.2 Testes preliminares para escolha dos excipientes

A incorporacdo do farmaco pode causar alteracfes estruturais no interior lipidico que
compde os NLC. Por isso, no inicio do desenvolvimento de formulagfes séo realizados testes
preliminares, onde os componentes lipidicos selecionados sdo formulados com o farmaco, com
a finalidade de testar a compatibilidade fisico-quimica entre os excipientes (PUGLIA et al.,
2011; RODRIGUES DA SILVA et al., 2017).

Para esse projeto, foi importante encontrar misturas lipidicas que atendessem a trés
critérios de NLC: 1) menor tamanho de particula, pois objetivAvamos o desenvolvimento de
uma formulacdo otimizada para uso parenteral, onde particulas com menor tamanho séo
preferidas (DOKTOROVOVA et al., 2016); 2) baixo indice de polidispersio (PDI) de
tamanhos, na faixa de 0,1 a 0,2, indicando distribuicdo monodispersa de particulas (MULLER;
MADER; GOHLA, 2000) e 3) formulagdo com consisténcia liquida, compativel com uso
injetavel, conservando-se assim, sem a presenca de precipitados, ao longo do tempo. Desta
forma, foram preparadas formulaces teste utilizando 5 lipidios solidos (cera de abelha
sintética, miristato de miristila, palmitato de cetila, cera de abelha natural e manteiga de
abacate), 3 lipidios liquidos (Dhaykol 6040, 6leo de oliva e 6éleo de copaiba) e 3 surfactantes
(Pluronic F-68, Tween 20 e Tween 80).

A escolha da quantidade dos excipientes foi baseada em experiéncia prévia do grupo,
sendo 10% m/m de lipidios totais, 70:30% de proporcdo entre lipidio sélido: lipidio liquido e 5
% de surfactante. A Tabela 4 apresenta os resultados encontrados com varias formulacdes
preparadas com lipidios sintéticos e sem o farmaco, enquanto a Tabela 5 mostra os resultados
obtidos com excipientes naturais, também sem ATC.

Dentre os lipidios sintéticos, a cera de abelha sintética ndo apresentou formulages com
as caracteristicas desejadas. Como podemos ver (Tabela 4), véarias formulacfes apresentaram
precipitados, além de PDI com valor acima do desejado. Em relagdo as formulagdes com
excipientes naturais, 0 componente cera de abelha natural também apresentou precipitados em
algumas de suas formulagdes (Tabela 5). Assim, sem o farmaco, com excecao da cera de abelha,
todos os excipientes possibilitaram a formacao de nanoparticulas com caracteristicas desejadas.
Em relacdo as formulagdes com ATC (Tabelas 6 e 7), aquelas que ndo atenderam aos critérios

desejados foram as compostas por cera de abelha sintética. As demais formulacgdes, preparadas
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com lipidios sintéticos e naturais apresentaram as caracteristicas desejadas. Notou-se também -
a presenca de precipitados com a cera de abelha natural, indicando possivel instabilidade do
sistema.

Outra informacdo importante, obtida nestes testes preliminares, foi o0 comportamento
dos sistemas contendo surfactante Tween 20. Quando a formulagdo se apresentou estavel com
a utilizagéo deste surfactante — somente as formulagcdes com ATC: 1, 4, 7; Tabela8e 1 /4, 7,
10; Tabela 9) — o diametro médio das particulas obtidas era maior, em relacdo as formulacdes
preparadas com outros surfactantes. Desta forma, o Tween 20 foi descartado, para
prosseguimento do desenho experimental. Apesar do HLB do Tween 20 (~16) ser similar ao
do Tween 80 (~15) (DAS; NG; TAN, 2012), ndo encontramos na literatura comportamento
similar deste surfactante em NLC, sendo essa caracteristica provavelmente devida a interacdes

fisico-quimicas entre os excipientes utilizados nesta tese.



Tabela 4. Testes preliminares das formulagdes de NLC preparadas com lipidios sintéticos sem farmaco.

Formulacgéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
C. Abelha sintética X X X
Lipidios sélidos Miristato de Miristila X X X
Palmitato de cetila X X X
Lipidio liquido Dhaykol 6040 X X X X X X X X X
Tween 20 X X X
Surfactantes Tween 80 X X X
P68 X X X
Aspecto Visual Liquida*  Liquida*  Liquida* Liquida Liquida Liquida Liquida Liquida Liquida
Tamanho (diametro médio, em nm) 3239 350,8 271,8 239,7 225,3 202,0 281,3 252,8 220,7
PDI 0,329 0,374 0,196 0,195 0,186 0,182 0,221 0,196 0,181
Potencial Zeta (mV) -32,5 -31,2 -38,8 -39,6 -33,0 -24,7 -36,3 -30,3 -28,4
*presenca de precipitado
Tabela 5. Testes preliminares das formulaces de NLC preparadas com lipidios naturais sem farmaco.
Formulacdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Cera de abelha X X X X X X
Lipidios sélidos M natgral d
anteiga de X X X X X X
abacate
Lipidios liquidos Oleo de copaiba X X X X X X
Oleo de oliva X X X X X X
Tween 20 X X X X
Surfactantes Tween 80 X X X X
P68 X X X X

Aspecto Visual Liquido* Liquido* Liquido Liquido* Liquido* Liquido* Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido
Tamanho (diametro médio, em nm)  284,4 228,7 2514 355,0 292,7 302,9 239,7 194,7 207,7 267,1 235,8 212,4
PDI 0,175 0,179 0,156 0,199 0,182 0,168 0,175 0,143 0,143 0,197 0,177 0,202
Potencial Zeta(mV)  -35,8 -32,5 -40,4 -36,2 -39,5 -45,4 -38,7 -30,8 -37,5 -36,7 -36,1 -40,2

*presenca de precipitados.



Tabela 6. Testes preliminares das formulagdes de NLC preparadas com lipidios sintéticos mais articaina.

Formulacgdo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Cera Abelha sintética X X X
Lipidios sélidos Miristato de Miristila X X X
Palmitato de cetila X X X
Lipidio liquido Dhaykol 6040 X X X X X X X X X
Tween 20 X X X
Surfactantes Tween 80 X X X
P68 X X X
Anestésico Avrticaina 2% m/m X X X X X X X X X
Aspecto Visual  Liquido* Sélido Liquido* Liquido* Liquido* Liquida Liquido* Liquido Liquido
Tamanho (didmetro médio, em nm) 375,6 - 276,8 2414 234,6 217,8 265,1 2449 242,0
PDI 0,225 - 0,145 0,169 0,158 0,153 0,183 0,163 0,180
Potencial Zeta (mV) -44.1 - -50,4 -51,3 -48,6 -45,8 -50,9 -51,3 -49,9
%EE 54,9 75,8 43,6 76,2 76,1 42,6 73,2 75,9
*Presenca de precipitado
Tabela 7. Testes preliminares das formulagdes de NLC preparadas com lipidios naturais mais articaina.
Formulacéo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Lipidios solidos Cerg de abelha X X X X X X
Manteiga de abacate X X X X X X
Lipidios Oleo de copaiba X X X X X X
liquidos Oleo de oliva X X X X X X
Tween 20 X X X X
Surfactantes Tween 80 X X X X
P68 X X X X
Anestésico Articaina 2% m/m X X X X X X X X X X X X
Aspecto Visual Liquido* Liquido Liquido* Liquido* Liquido* Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido Liquido
Tamanho (diametro médio, em nm) 313,1 253,2 284,4 322,0 305,0 382,2 2434 216,6 251,3 268,6 2344 232,2
PDI 0,190 0,199 0,187 0,157 0,232 0,178 0,170 0,178 0,173 0,169 0,152 0,169
Potencial Zeta (mV) -52,1 -51,4 -48,6 -51,3 -51,3 -51,6 -45,6 -45,0 -50,0 -51,4 -53,3 -46,9
%EE 72,1 76,5 69,8 41,2 74,8 41,3 32,9 75,3 72,8 41,0 74,2 77,7

* Presenca de precipitado
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Apds a realizacdo dos testes preliminares e observando os critérios desejados para uma
formulacéo ideal, o nimero de formulacfes desejaveis ainda era grande. Escolhemos prosseguir
com formulagdes que permitissem explorar o uso de diferentes surfactantes (Tween 80 ou
Pluronic F-68) além de diferentes lipidios, naturais e sintéticos. A Tabela 8 mostra o resumo das
composicdes lipidicas escolhidas para o prosseguimento do trabalho. Cada formulacdo desta
tabela foi entdo levada ao estudo por planejamento fatorial, para encontrar a propor¢éo adequada

de cada excipiente.

Tabela 8. Composig¢des escolhidas, apds testes preliminares, para o prosseguimento da tese (desenvolvimento de
NLC-ATC).

Formulacgéo Lipidio so6lido Lipidio liquido Surfactante
NLC-CP1 Palmitato de cetila Dhaykol 6040 Pluronic F-68
NLC-CP2 Palmitato de cetila Dhaykol 6040 Tween 80
NLC-OC1 Manteiga de abacate Oleo de copaiba Pluronic F-68
NLC-OC2 Manteiga de abacate Oleo de copaiba Tween 80
NLC-001 Manteiga de abacate Oleo de oliva Pluronic F-68
NLC-002 Manteiga de abacate Oleo de oliva Tween 80

3.3 Planejamento Experimental

As misturas dos lipidios escolhidos nos testes preliminares foram capazes de produzir
formulagbGes com respostas adequadas. No entanto, as quantidades ideais de cada excipiente,
assim como sua influéncia nas propriedades de interesse, ainda ndo eram conhecidas. Com esta
finalidade, decidiu-se realizar andlise estatistica baseada em planejamento experimental (DoE,
Design of Experiments). Esta ferramenta permite, com um nimero reduzido de experimentos,
encontrar um modelo matematico que descreva a influéncia dos componentes da formulacdo, bem
como suas interagdes, nas propriedades de interesse. Isto permite encontrar as condi¢des que
levam & otimizagdo efetiva do sistema (CARBONE et al., 2012). A anélise de variancia (ANOVA)
foi utilizada para avaliar a significancia dos efeitos, suas interacdes e a falta de ajuste do modelo
de regressdo, no nivel de confianca de 95%.

Para o planejamento fatorial, conforme descrito na metodologia, foi utilizado o programa
Design Expert. Foram elaborados planejamentos experimentais 23, com triplicata no ponto
central. Sendo assim foram avaliadas trés variaveis experimentais, em dois niveis (alto e baixo),
com triplicata no ponto central. A Tabela 9 mostra as condi¢des do planejamento.

Os niveis altos e baixos também foram definidos a partir de testes preliminares. A partir
da escolha desses valores, foram geradas 11 combinacGes experimentais diferentes para cada
mistura lipidica a ser formulada e, posteriormente, analisada. As formulagdes foram preparadas e
suas propriedades foram medidas, conforme descrito em métodos. O objetivo foi encontrar

formulagbes com menor tamanho de particula e PDI possiveis, possibilitando administracdo
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parenteral (DOKTOROVOVA et al., 2016). Para o PZ, era desejavel ter valores maiores que 20
mV, em modulo, garantindo assim nanoparticulas com maior repulsao elétrica e estabilidade de
prateleira (HAN et al., 2008).

A partir das respostas obtidas foi possivel gerar um modelo matematico que descrevesse a
influéncia de cada componente na resposta desejada. O programa utilizado (Design Expert)
revelou através da analise da variancia (ANOVA) com p < 0,05 os componentes significativos,
isto é, aqueles que interferiam significativamente na resposta. Através da andlise dos sinais dos
efeitos (ou dos coeficientes do modelo) foi possivel avaliar a maneira como 0 componente
influenciava a resposta: positiva - se 0 componente aumentava a propriedade estudada, ou
negativamente - se 0 componente diminuia a propriedade estudada, ou ainda se havia interacao
entre 0S componentes e como esta interacdo afetava a resposta. Analisamos a seguir cada
formulacdo, separadamente. Para isso, 0s resultados sdo previamente apresentados para cada
formulacdo (itens 3.3.1 a 3.3.6) e somente apos, serdo discutidos os resultados encontrados,
comparando-se as formulages (item 3.3.7). Além disso, em cada formulacdo é apresentado um
grafico de desejabilidade, ou seja, as regides que atendem os critérios desejados, conforme tabela
9.

Tabela 9. Variaveis experimentais, niveis e propriedades de interesse (respostas) para 0s sistemas.

o . . Simbolos no Nivel baixo Nivel alto

Variaveis experimentais
programa

Conc. Total de lipidios (TL) (% m/m) A 9 15
Conc. Surfactante (% m/m) B 2,5 5
Concentracdo articaina (% m/m) C 0 4
Propriedades de interesse Critérios (Desejabilidade)
Tamanho da particula (nm) Minimo
indice de polidisperséo (PDI) Minimo
Potencial Zeta (ImV|) > |20

3.3.1 Formulagéo NLC-CP1: CP+DK+P68

Para esta composicdo de excipientes, foram encontradas as respostas da Tabela 10. Para
todas as respostas estudadas, 0 modelo gerado foi significante, com excec¢ao do termo da curvatura
para a resposta PDI. O efeito dos excipientes nas respostas de interesse € mostrado na Tabela 11.
Cabe ressaltar que em todas as formulages o potencial zeta das nanoparticulas foram sempre

negativos, porém expressos em todas as tabelas em modulo.
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Tabela 10. Composicéo das formulacdes e respostas obtidas no planejamento experimental 23 para encapsulacéo do
anestésico articaina utilizando como excipientes palmitato de cetila, Dhaykol 6040 e Pluronic F-68.

A B C Respostas

Conc. Conp. Conc Tamanho Potencial
Amostra I.Tf’t‘."" PluronicF-— \1¢ de PDI Zeta
ipidios 68 (% m/m) particulas -V

(% m/m) (% m/m) (nm)

6 9 2,5 0 293,2 0,222 33,3
3 15 2,5 0 263,6 0,195 35,1
1 9 5 0 271,7 0,174 31,9
7 15 5 0 231,3 0,188 36,8
11 9 2,5 4 271,5 0,184 441
2 15 2,5 4 303,2 0,176 46,3
9 9 5 4 182,7 0,144 40,9
4 15 5 4 218,4 0,160 41,8
10 12 3,75 2 226,0 0,181 453
5 12 3,75 2 225,0 0,160 40,9
8 12 3,75 2 230,0 0,169 45,8

Tabela 11. Componentes com efeitos significativos e suas interagdes em cada resposta analisada para a formulacéo
contendo palmitato de cetila, Dhaykol 6040 e Pluronic F-68 e articaina.

Resposta Efeito positivo Efeito negativo
Tamanho de particulas - P68, AC, BC
PDI - P68, ATC, AB
Potencial Zeta ATC -

A= Concentragdo total de lipidios (TL), B= Concentracéo surfactante e C= Concentracéo de articaina.

Para a resposta tamanho de particulas, o surfactante P68 exerceu efeito negativo. Este
efeito do surfactante na formulacdo final era esperado, ja que o tensoativo diminui a tensao
superficial entre as fases lipidica e aquosa, levando assim a formacdo de nanoparticulas de
tamanhos menores e impedindo a coalescéncia de goticulas maiores. Confirmando este achado,
outros pesquisadores também relataram a reducdo do tamanho de particulas quando em maiores
concentragdes de surfactante (DAS NEVES; SARMENTO, 2015; DAS; NG; TAN, 2012;
PRADHAN et al., 2015; RAHMAN; ZIDAN; KHAN, 2010). E interessante notar também a
interacdo entre surfactante com ATC, que também promoveu menor tamanho de particulas
(Figura 23A). No mesmo sentido, quando analisamos a resposta PDI, estes dois componentes
diminuiram a polidispersao de tamanhos. Neste caso, a ATC por sua hidrofilicidade pode ter uma
localizagdo preferencial na superficie das nanoparticulas (NAHAK et al., 2015), interagindo
diretamente com o P68, 0 que pode também justificar o efeito da ATC no PZ, aumentando-o
(Figura 23C). Ou seja, provavelmente a ATC, ou uma fragéo dela, localiza-se na interface das

nanoparticulas lipidicas com a fase aquosa.
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Figura 23. NLC-CP1: gréaficos de superficie para as respostas: A, tamanho de particulas; B, PDI e C, potencial Zeta

(PZ). D, gréfico de Desejabilidade.

3.3.2 Formulacédo NLC-CP2: CP+DK+T80

Para esta composicdo de excipientes, que difere da formulacdo anterior pela troca do

surfactante (de P68 para Tween 80), foram encontradas as respostas da Tabela 12. Para todas as

respostas estudadas, o modelo gerado foi significante, com exce¢do da adigdo do termo de

curvatura para a resposta PZ. O efeito dos excipientes nas respostas de interesse esta apresentado

na Tabela 13.

Tabela 12. Composicéo das formulagdes e respostas obtidas no planejamento experimental 23 para encapsulagio do
anestésico articaina utilizando como excipientes palmitato de cetila, Dhaykol 6040 e Tween 80.

A B C Respostas
('I:'g?z:l' Conc. Conc. Tangjinho Potencial

Amostra L Tween 80 ATC p PDI Zeta
lipidios (% m/m) (% m/m) particulas -mV]

(% m/m) (nm)
8 9 2,5 0 405,7 0,205 334
3 15 2,5 0 585,0 0,036 33,8
9 9 5 0 309,4 0,230 33,3
11 15 5 0 281,2 0,176 32,1
7 9 2,5 4 326,9 0,095 43,7
5 15 2,5 4 480,2 0,208 42,3
2 9 5 4 293,3 0,163 47,0
4 15 5 4 297,2 0,138 42,4
1 12 3,75 2 296,0 0,157 43,8
10 12 3,75 2 282,6 0,157 44 .4
6 12 3,75 2 237,6 0,169 42,1
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Tabela 13. Componentes com efeitos significativos e suas interagdes em cada resposta analisada para a formulagéo
contendo palmitato de cetila, Dhaykol 6040, Tween80 e articaina.

Resposta Efeito positivo Efeito negativo
Tamanho de particulas - T80
PDI T80, AC TL, ATC, BC, ABC
Potencial Zeta ATC -

A= Concentracdo total de lipidios (TL), B= Concentracédo surfactante e C= Concentracdo de articaina.

Também nesse caso, para a resposta tamanho de particulas somente o surfactante T80
apresentou um efeito negativo, ou seja, quanto maior sua quantidade, menor o tamanho dos NLC
(Figura 24A). Em relacdo ao PDI, obtivemos respostas diferentes do esperado, pois o surfactante
T80 sozinho apresentou um efeito positivo, porém quando interagindo com os outros fatores da
formulacdo, seu efeito foi o de diminuir a polidispersdo de tamanhos (Figura 24B). Nesta
formulacdo a ATC exerceu um efeito negativo no PDI, mas positivo no PZ (Figura 24C),

reforcando a hipdtese de uma insercdo superficial da ATC nas nanoparticulas lipidicas.
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Figura 24. NLC-CP2: graficos de superficie para as respostas: A, tamanho de particulas; B, PDI e C, potencial Zeta
(PZ). D, grafico de desejabilidade.

3.3.3 Formulagéo NLC-OC1: MA + OC + P68

A partir desta formulacdo, utilizamos excipientes naturais. Desta forma, o planejamento
experimental tornou-se ainda mais importante por tratar-se de excipientes de composi¢do
complexa e poucos estudados (RIBEIRO et al., 2017). Neste planejamento, para todas as respostas

estudadas, obtivemos um modelo matematico linear significativo, sem falta de ajuste. As respostas
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obtidas para cada formulacdo encontram-se na Tabela 14, enquanto os excipientes que alteraram

de forma significativa as respostas, estdo na Tabela 15.

Tabela 14. Composicéo das formulages e respostas obtidas no planejamento experimental 22 para encapsulacéo do
anestésico articaina utilizando como excipientes manteiga de abacate, 6leo de copaiba e Pluronic F-68.

A B C Respostas

Conc. Con_c. Conc Tamanho Potencial
Amostra .| otal ~ PluronicF- 5 de PDI Zeta
ipidios 68 (% m/m) particulas -V

(% m/m) (% m/m) (nm)

8 9 2,5 0 308,1 0,329 31,7
3 15 2,5 0 364,8 0,281 31,8
9 9 5 0 223,7 0,204 28,4
11 15 5 0 237,1 0,179 29,7
7 9 25 4 2711 0,194 47,8
5 15 2,5 4 307,5 0,198 491
2 9 5 4 231,2 0,181 48,0
4 15 5 4 238,8 0,170 46,8
1 12 3,75 2 238,2 0,170 46,8
10 12 3,75 2 250,6 0,197 46,6
6 12 3,75 2 240,8 0,178 45,0

Tabela 15. Componentes com efeito significativo e suas interagGes, em cada resposta analisada para as formulagdes
contendo manteiga de abacate, 6leo de copaiba, Pluronic F-68 e articaina.

Resposta Efeito positivo Efeito negativo
Tamanho de particulas A P68
PDI - P68, ATC
Potencial Zeta ATC -

A= Concentracdo total de lipidios (TL)

Em relacdo ao tamanho de particulas, conforme esperado, 0 aumento na concentracdo de
lipidios promoveu aumento no tamanho das particulas, enquanto o surfactante P68 teve efeito
negativo no tamanho (Figura 25A). O surfactante exerceu efeito negativo também na resposta
PDI, como esperado (Figura 25B). A ATC, também nesse sistema influenciou a resposta PDI,

(negativamente) e o PZ (positivamente) (Figura 25C).
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Figura 25. NLC-CO1: Gréficos de superficie para as respostas: A, tamanho de particulas; B, PDI e C, potencial Zeta
(PZ). D, gréfico de desejabilidade.

3.3.4 Formulagdo NLC-CO2: MA + OC + T80

Neste grupo de formulacGes foi alterado somente o tipo de surfactante em relacdo a
composicdo das formulacBes anteriores. Também para este planejamento, os modelos gerados
para cada resposta foram significativos e sem falta de ajuste. Os resultados encontrados estdo na

Tabela 16, e a influéncia de cada fator nas respostas estudadas € mostrada na Tabela 17.

Tabela 16. Composicdo das formulagdes e respostas obtidas no planejamento experimental 22 para encapsulagio do
anestésico articaina utilizando como excipientes manteiga de abacate, 6leo de copaiba e Tween 80.

A B C Respostas
gg?:ll Conc. Conc. Tan:jaenho Potencial

Amostra lipidios Tween 80 ATC particulas PDI Zeta
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (nm) [-mV|

8 9 25 0 236,4 0,181 31,3
3 15 2,5 0 282,0 0,210 29,3
9 9 5 0 185,8 0,164 27,5
11 15 5 0 266,3 0,181 30,5
7 9 25 4 203,9 0,165 38,3
5 15 2,5 4 268,1 0,158 41,0
2 9 5 4 187,6 0,147 36,4
4 15 5 4 211,6 0,164 40,8
1 12 3,75 2 219,3 0,151 40,2
10 12 3,75 2 207,7 0,153 38,5
6 12 3,75 2 217,7 0,174 39,0
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Tabela 17. Componentes com efeitos significativos e suas interagdes em cada resposta analisada para a formulagéo
contendo manteiga de abacate, 6leo de copaiba, Tween 80 e ATC.

Resposta Efeito positivo Efeito negativo
Tamanho de particulas TL T80, ATC, ABC
PDI - ATC
Potencial Zeta ATC -

A= Concentracdo total de lipidios (TL), B= Concentracéo surfactante e C= Concentra¢do de articaina.

Para a resposta tamanho de particulas, a concentracdo de lipidios teve efeito positivo,
enquanto o T80, efeito negativo (Figura 26A). Diferente do grupo das formula¢fes com 6leo de
copaiba e P68, nestas formulagcbes com T80 a ATC parece exercer uma propriedade surfactante
influenciando, de forma negativa, as respostas tamanho e PDI (Tabela 17). Como nas formula¢tes

anteriores, a ATC aumentou, em mddulo, os valores de PZ (Figura 26C).
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Figura 26. NLC-CO2: graficos de superficie para as respostas: A, tamanho de particulas; B, PDI e C, potencial Zeta
(PZ). D, grafico de desejabilidade.

3.3.5 Formula¢do NLC-OO1: MA + OO + P68

Neste grupo de formulagdes foi utilizado o 6leo de oliva como lipidio liquido. As respostas
obtidas para cada formulacédo estdo na Tabela 18. Para todas as respostas 0s modelos matematicos
gerados foram significativos e sem falta de ajuste. Os componentes que interferiram
significativamente nas respostas estudadas sao apresentados na Tabela 19.
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Tabela 18. Composicdo das formulagdes e respostas obtidas no planejamento experimental 23 para encapsulagéo do
anestésico articaina utilizando como excipientes manteiga de abacate, 6leo de oliva e Pluronic F-68.

A B C Respostas

Conc. Conp. Conc Tamanho Potencial
Amostra .| otal ~ PluronicF- 50 de PDI Zeta
ipidios 68 (% m/m) particulas -V

(% m/m) (% m/m) (nm)

8 9 2,5 0 254,3 0,169 32,1
3 15 2,5 0 227,8 0,187 33,8
9 9 5 0 283,4 0,160 36,4
11 15 5 0 216,8 0,173 29,3
7 9 2,5 4 278,8 0,231 46,5
5 15 2,5 4 322,6 0,194 47,8
2 9 5 4 229,8 0,171 46,2
4 15 5 4 262,5 0,179 44,6
1 12 3,75 2 254,1 0,190 42,2
10 12 3,75 2 250,3 0,184 455
6 12 3,75 2 254,4 0,179 45,3

Tabela 19. Componentes com efeitos significativos e suas interagdes em cada resposta analisada para a formulacéo
contendo manteiga de abacate, 6leo de oliva, Pluronic F-68 e articaina.

Resposta Efeito positivo Efeito negativo
Tamanho de particula AC, ATC P68, AB, BC
PDI ATC, ABC, AB P68, AC, BC
Potencial Zeta ATC -

A= Concentracdo total de lipidios (TL), B= Concentracdo surfactante e C= Concentracao de articaina.

Para a resposta tamanho de particulas, o P68 e suas interacfes com outras varidveis tiveram
efeito negativo no tamanho dos NLC (Figura 27A). Ja a ATC, diferentemente das outras
formulagbes estudadas, exerceu uma influéncia positiva, tanto no tamanho, quanto no PDI e PZ
(Figuras 27B e C).
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Figura 27. NLC-OO1.: graficos de superficie para as respostas: A, tamanho de particulas; B, PDI e C, potencial Zeta
(PZ). D, gréfico de desejabilidade.

3.3.6 Formulagdo NLC-O02: MA + OO + T80

Nestas formulagdes, em relagdo ao grupo anterior, apenas o surfactante foi trocado (de P68
para T80). Os resultados encontrados estdo na Tabela 20, e os fatores significantes nas respostas
estdo na Tabela 21. Para todas as respostas 0s modelos matematicos gerados foram significativos

e sem falta de ajuste.

Tabela 20. Composicdo das formulagdes e respostas obtidas no planejamento experimental 22 para encapsulagio do
anestésico ATC utilizando como excipientes manteiga de abacate, 6leo de oliva e Tween 80.

A B C Respostas
gg?;l' Conc. Conc. Tan&aenho Potencial

Amostra lipidios Tween 80 ATC particulas PDI Zeta
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (nm) [-mV|

8 9 2,5 0 252,2 0,196 33,2
3 15 2,5 0 302,1 0,244 33,8
9 9 5 0 204,6 0,201 32,4
11 15 5 0 250,7 0,189 32,5
7 9 2,5 4 264,5 0,148 41,4
5 15 2,5 4 282.,6 0,184 51,9
2 9 5 4 260,9 0,080 46,8
4 15 5 4 2439 0,133 48,9
1 12 3,75 2 250,4 0,234 46,1
10 12 3,75 2 243,3 0,176 49,7
6 12 3,75 2 265,6 0,191 47,3
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Tabela 21. Componentes com efeitos significativos e suas interagdes em cada resposta analisada para a formulagéo
contendo manteiga de abacate, 6leo de oliva, Tween 80 e articaina.

Resposta Efeito positivo Efeito negativo
Tamanho de particulas TL T80
PDI - ATC
Potencial Zeta ATC -

Concentracéo total de lipidios (TL)

O tamanho de particulas foi positivamente modulado pela concentracdo de lipidios e
negativamente pelo surfactante (Figura 28A). O PDI foi negativamente alterado pela ATC (Figura

28B) que teve efeito positivo no PZ (Figura 28C).
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Figura 28. NLC-O02: graficos de superficie para as respostas: A, tamanho de particulas; B, PDI e C, potencial Zeta
(PZ). D, Gréficos de desejabilidade.

3.3.7 Comparacao entre as formulagdes

A Tabela 22 apresenta a compilacdo dos resultados encontrados nos 6 planejamentos
experimentais realizados, permitindo comparar as diferencas nos sistemas quanto as misturas
lipidicas (sintética e naturais), os diferentes surfactantes e a influéncia da ATC nas nanoparticulas
produzidas. A variacéo dos fatores foi sempre a mesma (Tabela 9), ou seja, sempre foi usada a
mesma concentracdo dos diferentes excipientes empregados.
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Tabela 22. Compilacéo dos dados dos seis planejamentos experimentais realizados no trabalho para encapsulacéo do
anestésico articaina.

- .- Variacao -
L. Excipiente Excipiente Excipiente
Variacdo do o . L do N
~ significativo Variacdodo  significativo no . significativo
Formulacdo Tamanho Potencial
(nm) no tamanho PDI PDI Zeta No P. Zeta
Pos. / Neg. Pos. / Neg. -mv| Pos. / Neg.
NLC-CP1 182,7 — 303,2 - P68 0,160 - 0,188 - P68, ATC 31,9-463 ATC -
NLC-CP2 237,6 —585,0 - T80 0,095-0,230 T80 TL,ATC 32,1-470 ATC -
NLC-OC1 223,7 - 364,8 TL P68 0,170-0,329 - P68, ATC 31,7-49,1 ATC -
NLC-0OC2 187,6 — 282,0 TL  T80,ATC 0,147 -0,210 - ATC 275-410 ATC -
NLC-001 216,8 -322,0 ATC P68 0,160-0,231 ATC P68 29,3-478 ATC -
NLC-002 204,6 —302,1 TL T80 0,080 — 0,244 - ATC 32,5-519 ATC

CP — Palmitato de Cetila; DK — Dhaykol 6040; MA — Manteiga de abacate; OC — Oleo de copaiba; OO — OIeo de
oliva; P68 — Pluronic F-68; T80 — Tween 80; TL- Total de lipidios; ATC — Articaina.

Em relacdo ao tamanho de particulas, as NLC contendo ATC sofreram, principalmente, a
influéncia dos surfactantes, seguida daquela da concentragdo lipidica. Esse era um resultado
esperado, considerando-se resultados anteriores do grupo (RIBEIRO et al., 2017; RODRIGUES
DA SILVA et al., 2017). Porém, vimos que os surfactantes P68 e T80 influenciaram os sistemas
compostos por lipidios sintéticos e naturais de maneira diferente: enquanto nas formulagdes com
lipidios sintéticos o P-68 foi quem mais alterou o tamanho das nanoparticulas (reduzindo o
tamanho), naquelas preparadas com lipidios naturais, foi 0 T80 quem produziu formula¢Ges com
nanoparticulas menores.

N&o ha, na literatura, indicagdes de qual seria o melhor surfactante para uma dada
composicao de NLC. Bhupinder & Amj, compararam NLC preparadas com estes dois surfactantes
(P68 e T80) e encontraram menores particulas com uso de P68 (BHUPINDER; AMJ, 2016),
enquanto outros autores reportaram que o T80 produziu particulas com menores diametros
(FANG et al., 2008; YERUERL et al., 2001). Neste caso, o valor do balanco hidrofilico-lipofilico
(HLB) e a concentracdo de surfactantes podem ser indicativos para a escolha do melhor
surfactante (BABAZADEH; GHANBARZADEH; HAMISHEHKAR, 2017). Provavelmente as
formulacBes com lipidios sintéticos como o palmitato de cetila - com alta hidrofobicidade e alto
peso molecular, que aumentam a viscosidade do sistema - requerem um surfactante com maior
HLB. Por isso, P68 mostra-se melhor nesses sistemas. Outro fator descrito na literatura € o
aumento da viscosidade causado pelo T80; este aumento na viscosidade na fase aquosa do sistema,
dificultaria a homogeneizacdo durante o processo de formacdo das particulas, levando a um
aumento de tamanho (GONZALEZ-MIRA et al., 2010). Estas duas vertentes sdo plausiveis para
explicar as diferengas encontradas nos sistemas com diferentes surfactantes, porém a literatura
sobre o aspecto molecular, ou que descrevam o arranjo molecular dos componentes das
nanoparticulas lipidicas ainda € escassa para a compreensdo de tais resultados.

Quando analisamos o PDI, um interessante fator significativo para todas as formulacdes,

foi a ATC. Ela esta presente como fator significativo nesse parametro em praticamente todos os
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sistemas utilizados. Na maioria dos casos ela ajudou, diminuindo a polidispersdo de tamanhos.
Somente na formulacdo NLC-OO1 (MA+OO+P68), a ATC desencadeou um aumento na
polidispersdo. Esse resultado é compativel com a literatura, quando se utiliza P68 como
surfactante (DA SILVA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2016, 2017). Entretanto, quando T80 foi
usado, o efeito da ATC parece prevalecer (contribuindo negativamente), tal que o surfactante T80
ndo aparece como fator significativo no PDI destes sistemas (0 que era esperado, ja que T80 teve
até um efeito positivo na formulacdo NLC-CP2). A partir desses resultados, comecamos a
especular sobre a possivel localizacdo da ATC, ou fracdo dela, na superficie das nanoparticulas,
interagindo diretamente com o surfactante T80. Nesta linha de raciocinio, em membranas modelo,
a ATC neutra se insere na cabecga proximo a sua cabeca polar (PRATES et al., 2020). Desta forma,
a insercdo preferencial na superficie externa das nanoparticulas, ao invés de no interior lipidico,
parece ser a mais provavel.

Para a resposta PZ, vemos que o fator que mais afetou esse parametro de forma positiva,
em todas as formulages, foi a ATC. Sendo o PZ indicativo do valor da carga superficial das
nanoparticulas e esta sendo afetado diretamente pela presenga de ATC nos sistemas, o resultado
encontrado indica a presenca desta na superficie das nanoparticulas. Resultados semelhantes
foram observados na encapsulacdo de outros AL do tipo amino-amida em NLC (NAHAK et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2016; RODRIGUES DA SILVA et al., 2017). Como a medida do PZ é
influenciada pela quantidade de ions em solucdo, outra possibilidade para explicar este efeito seria
que, a fracdo ndo encapsulada de ATC possa estar contribuindo para 0 aumento, em modulo, do
PZ.

3.3.8 Escolha das melhores formulagcfes de NLC com articaina

Como dito anteriormente, na escolha de uma formulagdo ideal, aquelas com menor
tamanho e PDI e maior PZ (ou >|-20|) foram preferidas. Em todos os tipos de formulagdes testadas
com ATC, encontramos algumas (graficos de desejabilidade) que atendiam estes critérios com
maiores desejabilidades. Porém, optou-se por ndo escolher uma quantidade diferente de cada
excipiente, para cada mistura testada. Assim, para ter um critério de comparagdo nos testes
posteriores do projeto, escolhemos formulagfes com a mesma quantidade de excipientes. Desta
forma, as formulagdes escolhidas foram sempre as do ponto central de cada planejamento
experimental, tal que todas elas atendiam aos critérios desejados para formulacdes ideais e
possuiam as mesmas concentracgdes lipidicas (12,5% m/m), de surfactante (3,75% m/m) e de ATC
(2% m/m). Assim, nos testes subsequentes pudemos avaliar a influéncia do tipo de lipidio e de
surfactante usado, pois todas as formulagdes contém a mesma quantidade de excipientes. Em

relacdo a ATC, ela comercialmente na concentracdo de 4%. As formulagdes 1 e 4 - com ATC 4%,
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apresentaram instabilidade, com precipitacdo do farmaco depois de 3 meses de preparo. Por isso,
e para manter o critério de utilizar sempre a mesma quantidade de ativo em todas as formulacgdes,

escolheu-se trabalhar na concentragéo de 2% ATC.

3.4 Caracterizacao fisico-quimica das amostras escolhidas

Seis formulagdes de NLC selecionadas, compostas por 12,5 % m/m de lipidios (70:30 %
lipidio sélido: lipidio liquido e 3,75% de surfactante). Foram preparadas formula¢fes com e sem
ATC (2%) e os resultados da sua caracterizacédo fisico-quimica (diametro médio, PDI, PZ e n° de
particulas/mL) sdo apresentados na Tabela 23. Além disso o pH das formulacdes com ATC
variaram de 7,5 a 8.0. As formulagdes sem ATC permitiram verificar se o farmaco provocava
mudangas no sistema, alterando suas propriedades e estabilidade.

Tabela 23. Caracterizacdo das formulacBes otimizadas e seus respectivos controles sem articaina em relacdo ao
didmetro médio (tamanho), indice de polidispersdo (PDI), potencial zeta (PZ), concentracdo de nanoparticulas
(nimero de particulas.mL), eficiéncia de encapsulacdo (%EE) e capacidade de carregamento, em porcentagem
(%DL).

N° de
Formulagéo Tamanho PDI PZ (mV) particulas %EE %DL
(nm) [X102mL ]

NLC-CP1-A 237,0+04 0,167+0,001 -38,3+0,5 4,68 £ 0,27 73,3+0,2 82+01
NLC-CP1 230,6+25 0,099+0,013 -31,1+0,7 6,96 £ 0,14 -

NLC-CP2-A 2376+33 0,169+0,015 -42,1+0,5 5,50+ 0,40 740+0,1 83%0,1
NLC-CP2 227,1+23 0,184+0,034 -26,9+0,3 7,30 £ 0,17 -

NLC-CO1-A 256,4+0,2 0,200+0,009 -43,7+0,6 4,28 £ 0,76 758+01 85+01
NLC-CO1 2209+0,1 0,131+0,012 -33,0%£0,5 4,80 £ 0,52 -

NLC-CO2-A 217,7+0,8 0,174+£0,004 -402+1,1 8,14+ 0,71 784+0,1 88+0,1
NLC-CO2 2069+1,0 0,161+0,007 -23,7%0,3 6,15+ 0,81 -

NLC-OO1-A 254,1+1,8 0,190+0,005 -42,2+0,5 5,34 £ 0,80 722+03 81+01
NLC-001 236,4+05 0,163+0,030 -31,5+0,7 6,08 £ 0,70 -

NLC-O02-A 2433+58 0,176 +0,022 -49,7+0,7 8,85+ 0,13 749+0,1 83%01
NLC-002 225,7+0,6 0,206+0,022 -265+0,1 4,90 +0,21 -

Em relacdo as formulacGes com lipidios sintéticos, ndo houve grande diferenca nas
formulacBes com e sem ATC, no que diz respeito ao tamanho das particulas e PDI. Nestas
formulacGes a %EE de ATC foi ligeiramente maior na formulagdo com surfactante P68 (NLC-
CP1-A).

As formulagGes compostas por lipidios naturais apresentaram tamanhos de particulas
similares entre si, levando-se em consideracao o erro experimental envolvido na técnica de DLS.
As amostras sem farmaco mostram tamanho de particulas ligeiramente menor que as com ATC.
Todas estas formulacGes apresentaram valores de PDI e PZ ideais, este ultimo aumentado na

presenca de ATC. A eficiéncia de encapsulacdo ndo variou com a mudanca do surfactante.
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A eficiéncia de encapsulacdo variou de 66,8 a 74,8% (Tabela 23), considerada alta e que
reflete a utilizacdo da ATC na sua forma neutra, de maior solubilidade na fase lipidica,
favorecendo a encapsulacdo. Os valores de %EE séo proximos aos obtidos com LDC (70-80%),
um anestésico com propriedades fisico-quimicas similares, encapsulada em NLC preparadas com
excipientes sintéticos e naturais (RIBEIRO et al., 2016, 2017). Da mesma forma os resultados de
capacidade de carregamento (DL >8%) foram semelhantes a de outros AL amino-amida
encapsulados em NLC relatados na literatura (RIBEIRO et al., 2017; RODRIGUES DA SILVA
etal., 2017).

3.5 Estabilidade Fisica

A estabilidade fisica das formulacdes de NLC foi monitorada durante 12 meses, na
temperatura ambiente (25 £ 2 °C) e ambiente com umidade de 60 £ 5% (RODRIGUES DA SILVA
et al., 2017). Os parametros analisados foram o tamanho das nanoparticulas (nm), PDI e PZ (|-
mV/|) como apresentado na Figura 29. Os dados encontrados mostram que, em até 360 dias, as
formulacOes estudadas nédo apresentaram diferenca significativa nos parametros analisados, em

relacdo a medida inicial.
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Figura 29. Estabilidade fisica das formula¢des escolhidas e seus controles: altera¢cdes de tamanho (A, D, G), PDI (B,
E, H) e potencial zeta (PZ) (C, F, I) durante um ano de armazenamento, na temperatura ambiente. Adaptado de

RODRIGUES DA SILVA et al., 2020).
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3.6 Estudo de liberacéo in vitro

O experimento de liberagdo in vitro é um teste comum usado para avaliar a cinética da
liberagdo de farmacos a partir de NLC (RIBEIRO et al., 2016). A Figura 30A mostra os resultados
da cinética de liberacdo in vitro de ATC, livre ou encapsulada nas NLC. O equilibrio da ATC em
solucdo (ATC livre) entre os compartimentos doador e aceptor das células de Franz foi alcancado
em menos de 3 h, similar ao observado anteriormente para outros AL hidrofilicos, como LDC e
prilocaina (RIBEIRO et al., 2016). Todas as formulagdes de NLC estudadas exibiram uma
liberacdo rapida inicial, semelhante a observada com o ATC livre, até 30% da liberacdo do
farmaco. Depois disso, as NLC promoveram uma liberacao sustentada de ATC por até 8 h, quando
praticamente todas as formulagGes atingiram o equilibrio (100% de liberagdo). Assim, se
compararmos os dados de area sob a curva obtidos com as diferentes formulacdes (Figura 30B),
existe uma diferenca estatistica (p<0,05) no periodo de 8 horas entre a ATC livre e encapsulada
nas NLC, mostrando que uma cinética de liberacdo diferente entre ATC encapsulada e livre. Por
tratamento matematico, o modelo de Weibull foi 0 mais adequado para ajuste das curvas das seis
formulagdes (Tabela 24). O perfil de liberacéo da fase inicial de liberacéo a partir das NLC (até
30%) foi répido como o do farmaco livre, seguindo-se liberacdo mais lenta da ATC, das
nanoparticulas para a fase aquosa. Apesar da falta de diferencas significativas entre as seis
formulacBes de NLC-ATC em relacdo a cinética da liberacdo in vitro (inset da Fig. 30 — grafico
de area sob a curva), notamos que a liberacdo da ATC encapsulada nas formulagdes (100% em 8
h) foi mais répida do que a observada para LDC em NLC (14 h, RIBEIRO et al., 2016, 2017),

confirmando o carater hidrofilico da ATC.
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Figura 30. Cinética de liberacdo in vitro. A, curvas de articaina (% ATC) liberada em fungdo do tempo, a partir do
farmaco livre ou encapsulado nas 6 formulag@es de NLC. B, Valores calculados das areas sob as curvas obtidas das
curvas em A, até o tempo de 8 horas. (n=6), 37 °C. * p<0,05; teste T. Adaptado de RODRIGUES DA SILVA et al.,
2020.
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Tabela 24. Resultados de R? (coeficiente de determinagédo) dos modelos matematicos aplicados aos resultados das
amostras dos testes de cinética de liberacdo, obtidos com o software de analises KinectDS3.

Modelo )
/ Ordem 0 Oréaem Kogzg‘peafr' Weibull E';’ésxg‘” Higuchi
amostra
Articaina livie  0.2353  0.0663 0.9804 0.9937 0.1476 -2.2212
NLC-CP1 0.4798  0.0842 0.9896 0.9975  0.2811 -1.1989
NLC-CP2 0.3909  0.0806 0.9878 0.9967  0.2326  -1.4958
NLC-CO1 0391  0.0784 0.9867 0.9969  0.2285 -1.5025
NLC-CO2 0.3588  0.0769 0.9859 0.9983  0.2168 -1.5389
NLC-0O01 0.4059  0.07992 0.9871 0.9980  0.2423 -1.3726
NLC-002 0.4148  0.0806 0.9880 0.9950 0.2497 -1.3247

3.7 Testes em peixe-zebra

Todas as formulagdes otimizadas desenvolvidas para ATC apresentaram propriedades
fisico-quimicas desejaveis, estabilidade por um ano e perfil de liberagdo comparavel. Embora o
planejamento fatorial e a liberacdo in vitro sejam ferramentas essenciais no desenvolvimento de
farmacéutico, elas ndo foram Uteis na escolha de uma melhor formulagdo, ja que todas as
apresentaram caracteristicas desejaveis, dentro do proposto.

Assim, neste trabalho, o0 uso de um modelo alternativo (Zebrafish) ao de roedores e que
permite a analise de um nimero grande de formulacfes durante a fase de desenvolvimento das
nanoparticulas foi extremamente atil (GIANNACCINI et al., 2014) durante o desenvolvimento
farmacéutico, para predizer as respostas bioldgicas in vivo.

O modelo de peixe-zebra (Zebrafish, Danio rerio) vem ganhando destaque na pesquisa
farmacoldgica, por exemplo na avaliacdo da toxicidade de farmacos (HUITING; LAROCHE;
FENG, 2015; MACRAE; PETERSON, 2015), por possuir caracteristicas notaveis: o grande
numero de ovos por cria (cerca de 200 ovos/ninhada), permitindo realizar todas as analises com
um alto nimero de espécimes por ponto (estatistica robusta); a transparéncia dos embrides e larvas
precoces, que associada a existéncia de linhas transgénicas (nas quais tipos ou tecidos especificos
de células sdo marcados por fluorescéncia) permite monitorar processos especificos in vivo, em
todo o organismo (SIEBER et al., 2017). Além disso, é importante ressaltar que, durante o periodo
larval, todos os oOrgdos e sistemas do peixe-zebra sdo funcionais, tornando os individuos
fisiologicamente equivalentes aos animais adultos (ULLOA et al., 2016). Finalmente, o sistema
imunoldgico do Danio rerio é semelhante ao de mamiferos, tanto em nivel molecular como celular
(FORN-CUNI et al., 2017). Assim, devido a estes aspectos, optamos por realizar testes em modelo
de peixe-zebra nos NLC otimizados, a fim de selecionar a melhor formulacéo para os testes em

roedores.
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Inicialmente determinamos a concentracao de trabalho das formulac6es de NLC, definida
como a concentracdo mais alta que ndo induzia a morte ou efeitos fenotipicos no corpo das larvas
de 5 dias pds fertilizacdo (dpf). 1 hora ap6s a incubacédo (hpi), apenas as formulagées NLC-CO1
e NLC-CO2 causaram mortalidade, na concentragdo de 10™ nanoparticulas.mL™?. Assim, por
padronizacéo, foi adotada a concentracdo de seguranca de 102 nanoparticulas.mL™ para todas as
formulagbes estudadas sem ATC, pois ndo induziu mortalidade nem efeitos fenotipicos no corpo
das larvas (Figura 31A). Mesmo com os NLC contendo ATC em concentragGes de até 1 mM
(cerca de 102 nanoparticulas.mL™) nenhuma morte ou alteragBes nas larvas foram registradas
apos 1 hpi (Figura 31A). Apenas para o teste de 24 hpi (absor¢do), a concentracédo de trabalho foi
reduzida para 10'° nanoparticulas.mL™ devido a mortalidade causada apds tratamento com NLC-
OC1 e NLCOC2 (Figura 31B).
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Figura 31. Sobrevivéncia (em %) das larvas de peixe-zebra ap6s 1 A e B 24 horas de incubacdo as formulagdes
testadas. Adaptado de RODRIGUES DA SILVA et al., 2020.

3.7.1 Absorcéo das NLC nas larvas de peixe-zebra

Para determinar a absorcdo dos NLC nas larvas, o acimulo de NLC marcados com
rodamina PE a 0,01% foi examinado em drgaos especificos de larvas WT com 5 dpf, nos tempos
de 1, 12 e 24 hpi. Como observado na Figura 32, em todos os tempos analisados, os NLC
fluorescentes (NLC-R) foram observados, principalmente no trato gastrointestinal. O sinal
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fluorescente vermelho foi mais intenso em 24 hpi, indicando que o acumulo é tempo dependente
(Figuras 32 C, E, G). Para verificar se os NLC estavam presentes no limen intestinal ou foram
absorvidos pelo epitélio da mucosa, aproveitamos a linha transgénica TgBAC (cldnl5la:
GFP)PI1034 'na qual a membrana plasmatica dos enterdcitos € marcada com verde fluorescente.
Assim, incubamos as larvas transgénicas de 5 dpf com os NLC marcados com rodamina, € 0S
resultados nas Figuras 32D, 32F e 32H confirmaram que as nanoparticulas foram de fato
internalizadas pelas células epiteliais, de maneira dependente do tempo. Esses resultados estao de
acordo com relatos anteriores que indicam que as camadas epiteliais sd0 uma rota importante para
a absorcéo de particulas pelas larvas do peixe-zebra (CONNOLLY etal., 2016; JANG et al., 2014;
VAN POMEREN et al., 2017). Além disso, estes resultados estdo em concordancia com 0s
observados em nanoparticulas de poliestireno maiores que 200 nm, absorvidas oralmente pelas
larvas de peixe-zebra (VAN POMEREN et al., 2017). Esses autores também demonstraram que

apenas nanoparticulas menores que 50 nm foram absorvidas pela epiderme.

B llncubag:éo com NLC-R

[120 125 130 135 140 145  hpf
0 hpi 1 hpi 12 hpi 24 hpi

v v

------------------- Determinacéao da localizagdo da NLC-R

1 hpi

12 hpi

24 hpi

Figura 32. Absor¢do dos NLC no corpo larval. A, Estratégia experimental. Larvas de 5dpf, WT ou TgBAC(cldn15la:
GFP)P1034 foram expostas a NLC carregados com rodamina PE (NLC-R) pelo método de imerséo. B, A fluorescéncia
foi monitorizada 1, 12 e 24 horas apds a incubagdo (hpi). O intestino é marcado com uma linha pontilhada preta.
Imagens representativas de larvas WT examinadas sob um estereomicroscopio de fluorescéncia a: C, 1 hpi, E, 12
hpi e G, 24 hpi. Uma regido do intestino médio das larvas de TgBAC (cldn15la: GFP) P40 marcada por uma linha
pontilhada vermelha em C, E, G e foi examinada ao microscdpio confocal (D, F, H) a 1, 12 e 24 hpi. Barra de escala
=200 mm. Adaptado de RODRIGUES DA SILVA et al., 2020.

3.7.2 Atividade anti-inflamatéria dos excipientes dos NLC

A primeira questdo avaliada com o modelo peixe-zebra foi se a funcionalizagdo das

nanoparticulas com excipientes anti-inflamatdrios seria efetiva in vivo, nas concentracdes
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utilizadas. Apesar de os excipientes escolhidos ja possuirem atividade anti-inflamatéria quando
isolados, pretendiamos verificar se essa atividade seria mantida, quando incorporados nas NLC.

Assim, utilizando larvas transgénicas especificas, com neutrofilos fluorescentes (ja que o
neutrofilo € um dos marcadores de um processo inflamatério), pudemos acompanhar in vivo a
migracdo neutrofilos para uma area lesionada. Para isso incubamos larvas de peixe-zebra com as
NLC e, em seguida, fizemos uma lesdo na cauda das larvas. Sob condi¢cdes homeostaticas 0s
neutréfilos estdo retidos no tecido hematopoiético caudal (CHT) das larvas e apenas uma pequena
fracdo esta presente no sangue periférico. Apds estimulo nocivo, uma resposta inflamatoria é
desencadeada e a fracdo de neutrofilos fora do CHT aumenta rapidamente (GALDAMES et al.,
2014; KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013; ZUNIGA-TRASLAVINA et al., 2017), podendo ser
quantificada. Como controle deste processo, larvas sem tratamento foram testadas e a Figura 33B
mostra o aumento da migracao de neutréfilos para a regido de interesse (RDI, Figura 33E) durante
as primeiras horas apos lesdo causada nas larvas. Vé-se que o pico da migracdo ocorreu apos 3
horas da lesdo causada, tempo escolhido para realizacdo da contagem de neutrofilos e teste das
formulac@es, considerando-se indicativo de atividade anti-inflamatdria a diminuicdo da migragéo
celular dos neutréfilos ocasionada pela incubagdo com os NLC.

Os resultados obtidos para o grupo controle mostraram uma média de 15 neutréfilos
infiltrados na zona lesada (Figuras 33D, 33E). Ndo houve diferenca significativa nas larvas
tratadas com NLC-CP1 e NLC-CP2, nas quais uma média de 15 e 13 neutrofilos na area afetada
foram observados respectivamente (Figuras 33B, F, G). J& nas larvas tratadas com NLC-CO1,
NLC-CO2, NLC-O02 e NLC-O01 o numero de neutrofilos na lesdo foi significativamente
menor: uma média de 6 (NLC-CO1, NLC-CO2 e NLC -002) e 8 neutréfilos (NLC-OO1), como
mostrado nas Figuras 33D, H, I, J, K. Cabe ressaltar ainda que nanoparticulas preparadas somente
com o lipidio solido manteiga de abacate (SLN-MAL e SLN-MA2) também nédo apresentaram
diferenca significativa na migracéo de neutrofilos, em relacéo ao controle (Figura 33D, L, M).

Esses resultados demonstraram que os NLC preparados com 6leos de copaiba ou oliva tém
um efeito anti-inflamatorio significativo, em concordancia com a literatura. De fato, experimentos
anteriores em roedores, que usavam uma lesdo no cortex motor como modelo inflamatério
mostraram diminui¢do na migracdo de neutrdfilos quando os animais foram tratados com 6leo de
copaiba (GUIMARAES-SANTOS et al., 2012). No caso do 6leo de oliva, o recrutamento de
leucocitos foi profundamente inibida durante um teste de inflamagdo induzido por
lipopolissacarideos, em camundongos (BUSCHMANN et al., 2015).
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Figura 33. Atividade anti-inflamatéria dos NLC em larvas de peixe-zebra. A, representagdo da estratégia
experimental; B, grafico representativo do aumento de neutréfilos na zona lesionada em fungéo do tempo. C, Imagens
representativas de larva Tg (BACmpx:GFP)1**e de sua cauda, antes do corte. D, Quantificagdo de neutréfilos na area
lesionada (regido de interesse, RDI) ap6s 3 horas pds lesdo (hpl). Imagens representativas da area lesionada de larvas
sem tratamento E, ou tratadas com os diferentes NLC (F-M). Anélise estatistica: one-way ANOVA com Tukey post-
hoc test. Significancia estatistica: ****p < 0,0001; ***p<0,001; n.s.= ndo significativo. Adaptado de RODRIGUES
DA SILVA et al., 2020.

Embora o teste acima tenha sido capaz de responder a pergunta sobre a efetividade da
funcionalizacdo das nanoparticulas, ele também ndo permitiu selecionar a melhor formulagéo,
pois todos os NLC funcionais (NLC-CO1, NLC-CO2, NLC-OO1 e NLC-OQ2) exerceram um
efeito anti-inflamatorio. Além disso, as formulacdes que diferiram na composicao apenas pelo
surfactante (NLC-CP1 (P68) vs. NLC-CP2 (T80) e NLC-OO1 (P68) vs. NLC-O02 (T80))

apresentaram atividade anti-inflamatoria equivalente.
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3.7.3 Triagem in vivo do efeito da articaina encapsulada em NLC

O modelo peixe-zebra apresenta ainda outra vantagem que é o fécil acesso a fungédo
cardiaca. Esta funcéo e bastante Gtil no estudo da atividade de AL, que promovem bradicardia
pelo bloqueio de canais voltagem-dependentes, de cardiomidcitos (MCCANN, 2000). O efeito da
bradicardia no peixe-zebra tem sido utilizado para avaliar a atividade anestésica de diferentes
compostos como LDC, propofol e isoflurano (PYLATIUK et al., 2014). E interessante notar que
o efeito anestésico observado é sempre sistémico (apesar da ATC ser um AL), pois 0 medicamento
é administrado na agua de banho das larvas (LETAMENDIA et al., 2012). Pelo mesmo raciocinio,
o efeito do AL nas membranas excitaveis do sistema nervoso central pode ser avaliado através do
teste de resposta ao toque (COLLYMORE et al., 2014; GUO et al., 2015).

3.7.4 Bradicardia e anestesia

Como mostrado na Figura 34A, as larvas de 5 dpf incubadas em meio E3 mostraram uma
média de 150 batimentos por minuto (bpm), consistente com relatos anteriores (DE LUCA et al.,
2014). As duas concentracdes (0,5 e 1,0 mM) de ATC livre, ap6s 1 hora de incubacdo, diminuiram
significativamente a frequéncia cardiaca em comparacdo com as larvas controle, para 130 bpm e
100 bpm, respectivamente. Os NLC sintéticos (NLC-CP1-A e NLC-CP2-A) e os produzidos com
6leo de oliva (NLC-OO1-A e NLC-O02-A) aumentaram (> 30%) a bradicardia em relagéo ao
ATC livre nas duas concentracOes testadas, sugerindo que o encapsulamento potencializa o efeito
anestésico do ATC, como ja observado com LDC (RIBEIRO et al., 2017). Nos NLC a base de
copaiba (NLC-CO1-A e NLC-CO2-A) o efeito de bradicardia foi ainda maior (> 60% em
comparacdo ao da ATC livre) nas concentracdes testadas (Figura 34A). Os NLC controles (sem
ATC) ndo afetaram os batimentos cardiacos, exceto aqueles compostos por dleo de copaiba, que
reduziram os batimentos cardiacos para 92 e 88 bpm, respectivamente (NLC-CO1, NLC-CO2;
Figura 34B).

Em relacdo a resposta ao toque (que evidenciaria alteraces no sistema nervoso central,
SNC), a ATC livre diminuiu a resposta das larvas apenas na concentragdo mais alta testada: 1 mM
(Figura 34C), de acordo com relatos anteriores, para LDC (VALENTIM et al., 2016). Nas
formulacBes ATC encapsulada em NLC, a diminui¢do na resposta ao toque foi observada ja na
concentragdo de 0,5 mM, nos NLC preparados com lipidios sintéticos (NLC-CP1-A e NLC-CP2-
A) e nos compostos com oOleo de oliva (NLC-OO1-A e NLC-O02-A), evidenciando
potencializagdo de 50% em relacdo a ATC livre. Nesta mesma concentragdo (0,5 mM), os NLC
compostos por Oleo de copaiba (NLC-CO1-A, NLC-CO2-A) exibiram efeito ainda mais
pronunciado sobre o SNC, induzindo 100% de anestesia nas larvas. Como observado para o efeito
da bradicardia, as formulacdes de NLC controle com 6leo de copaiba (NLC-CO1, NLC-CO2;
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Figura 34D) exibiram algum efeito anestésico, confirmando que o 6leo de copaiba exerceu um

efeito antinociceptivo sinérgico ao da ATC.
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Figura 34. Bradicardia ap6s 1 hora de incubacdo de articaina livre (ATC) ou articaina em carregadores lipidicos
nanoestruturados nas concentracdes de 0,5 e 1 mM A, e seus respectivos controles sem articaina B. Rea¢do ao toque
ap6s 1 hora de incubacdo de ATC e carreadores lipidicos nanoestruturados carregados com articaina em
concentracdes de 0,5 e 1 mM C, e seus respectivos controles sem articaina D. Andlise estatistica: one-way ANOVA
e teste post-hoc de Tukey. Significancia estatistica: **** p <0,0001. E3, apenas meio: sem tratamento (controle).
Adaptado de RODRIGUES DA SILVA et al., 2020.

E comum na pratica médica usar o anestésico LDC (administrado por via intravenosa ou
intramuscular) em concentracdes precisas, como agente antiarritmico (MARTI-CARVAJAL et
al., 2015) devido a sua atividade vasodilatadora e depressora na contratilidade miocardica
(MCCANN, 2000; SINNOTT; STRICHARTZ, 2003). Em muitos aspectos, a fisiologia do
coracdo do peixe-zebra é semelhante a do coragdo humano (NEMTSAS et al., 2010), de modo
que, assim como a LDC (PYLATIUK et al., 2014) a ATC livre causou depressdo nos batimentos
cardiacos das larvas de peixe-zebra (bradicardia). Além disso, quando encapsulada em NLC, a
ATC promoveu bradicardia mais profunda em relacéo a sua forma livre, sugerindo uma melhora
na administracdo do medicamento e uma potencializacdo de sua atividade anestésica, como ja
relatado para a LDC (GUILHERME et al., 2017).
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O ¢leo de copaiba presente nos NLC controle também foi capaz de induzir bradicardia e
anestesia adjuvante no SNC. Esse resultado esta de acordo com a literatura, que relata que o dleo
de copaiba atua em receptores opidides (GOMES et al., 2007), explicando os efeitos depressores
sobre o miocardio e células nervosas. Potenciacdo semelhante do efeito anestésico foi observada
quando outros farmacos foram co-encapsulados com AL (por exemplo: tetrodotoxina, saxitoxina
e dexametazona) (SANTAMARIA et al., 2017). Outro resultado interessante foi que,
independentemente do surfactante usado para preparar os NLC de 6leo de copaiba, sua resposta

bioldgica ndo mudou.

3.7.5 Recuperacao da bradicardia

Como o teste in vitro de liberagéo evidenciou a liberacdo prolongada da ATC pelos NLC,
medimos o tempo de recuperacdo da bradicardia para verificar se a encapsulacdo da ATC foi
capaz de prolongar esse efeito depressor. Para isso, larvas de 5 dpf foram expostas a ATC 1 mM
(dose para 0 mais alto efeito de bradicardia, observado na Figura 34), livre ou encapsulada nas
nos NLC. Apo6s 1 hora, o meio foi removido e substituido por um puro (E3) e a taxa de batimentos
cardiacos foi analisada em 1, 2 ou 3 horas apds a remogdo da ATC (hpr). Em 1 hpr, as larvas
incubadas com ATC livre retornaram a taxa de batimentos cardiacos basais (Figura 35A),
enguanto as larvas tratadas com ATC encapsulada em NLC ainda exibiam bradicardia. Em 2 hpr,
apenas nos NLC-CO1 e NLC-CO2 a taxa de batimentos cardiacos ainda era significativamente
reduzida: 120 bpm e 100 bpm, respectivamente. Em 3 hpr, todos os tratamentos perderam o efeito
da bradicardia. Estes resultados in vivo estdo de acordo com 0s experimentos de cinética de
liberacdo in vitro, confirmando que os NLC prolongam o efeito do ATC.

A Figura 35B destaca os resultados obtidos com NLC compostos de 6leo de copaiba, com
e sem ATC. Neste caso, ao contrario do observado com as outras formulacfes de NLC, o efeito
de bradicardia ultrapassou 2 hpr, possivelmente devido ao efeito do 6leo de copaiba nos receptores
opidides (GOMES et al., 2007), conforme evidenciado pela bradicardia prolongada observada
com NLC controle, sem ATC (NLC-CO1 e NLC-CO2). Além disso, apo6s 1 hpr, os efeitos de
bradicardia de NLC-CO1-A e NLC-CO2-A foram apenas 2 e 7% maiores do que NLC sem ATC
(NLC-CO1 e NLC-CO2, respectivamente). Portanto, o efeito da bradicardia do 6leo de copaiba
parece prevalecer sobre o da ATC. Mais uma vez, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os NLC que diferem em sua composi¢édo apenas pelo surfactante (NLC-CP1 (P68) vs. NLC-
CP2 (T80) e NLC-OO1 (P68) vs. NLC-O02 (T80)). Embora a literatura indique que o0s
surfactantes Pluronic aumentam o tempo de circulacdo de NLC in vivo, reduzindo por

impedimento estérico a agdo das lipases do sangue sobre seus constituintes lipidicos (GOPPERT;
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MULLER, 2005), neste trabalho ndo observamos diferencas entre os dois surfactantes testados

(Tween 80 e Pluronic F68) em qualquer das respostas medidas in vivo, no peixe-zebra.
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Figura 35. Recuperacdo da bradicardia. A, Batimentos cardiacos contados apds 1, 2 e 3 horas apds remoc¢do do
tratamento (hpr) com diferentes formulagbes de NLC com 1 mM de articaina. B, Comparagdo do efeito das
formulagBes de dleo de copaiba-NLC, com e sem articaina no batimento cardiaco. Analise estatistica realizada por
one-way ANOVA e teste post-hoc de Tukey. Significancia estatistica: **** p <0,0001; n.s.= ndo significativo.
Adaptado de RODRIGUES DA SILVA et al., 2020.

3.8 Selecéo das formulacGes

No desenvolvimento dos NLC, realizamos a otimizag&o e caracterizacdo fisico-quimica
das formulagGes e, através de forma inovadora, varios testes em peixe-zebra para selecionar a
melhor composicao para a aplicacdo desejada. A Tabela 25 resume as informacgdes encontradas

para as formulagdes estudadas.
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Tabela 25. Propriedades fisico-quimicas e respostas biologicas das formulagSes de NLC desenvolvidas para
articaina. Tamanho = didmetro das nanoparticulas, em nm; PDI = indice de polidisperséo, PZ = potencial zeta, em
mV, %EE = eficiéncia de encapsulacdo de articaina, bpm = batimentos cardiacos por minuto, em peixe-zebra.

Propriedades fisico-quimicas Respostas bioldgicas
Propriedade  Bradicardi Tempo Melhora na
Tama p7 anti- a recuperacdo  anestesia (%
Formulacéo nho PDI (mVv) %EE inflamatodria (bpm £ da + DP)?
(nm) DP)? bradicardia
(h)
237,0 0,167 -38,3 74,8 x
NLC-CP1-A +04 +0,001 +05 +12 Nao 68 £4 2 58+ 6
237,6 0,169 -42,1 66,8 ~
NLC-CP2-A £33 +0015 +05 +23 Néo 60+6 2 500
256,4 0,200 -43,7 70,5 .
NLC-CO1-A 102 +0009 +06 +14 Sim 18+3 3 100+ 0
217,7 0,174 -40,2 70,6 .
NLC-CO2-A +0.8 +0,004 +11 +18 Sim 25+4 3 100+ 4
254,1 0,190 -42,2 68,3 .
NLC-O01-A +18 +0,005 +05 +19 Sim 50+3 2 54 +6
NLC-001-A 2433 %0176 -49,7 680 Sim 4743 2 546

+58 + 0,022 +0,7 +25
a concentragdo de ATC igual a 1 mM; ® em relagdo a ATC a 0,5 mM.

Dentre as formulacdes, aquelas com as melhores propriedades bioldgicas foram os NLC
preparados com 6leo de copaiba, dada sua atividade anti-inflamatéria e maior poténcia anestésica.
Essas formulages (NLC-CO1-A e NLC-CO2-A) diferem entre si pelo surfactante empregado:
Pluronic F68 ou Tween 80, respectivamente. Entre estes dois surfactantes, ndo foram detectadas
diferencas estatisticas nos efeitos bioldgicos provocados pelas formulages in vivo. Portanto, para
selecionar uma, consideramos as propriedades fisico-quimicas de formulacdes e surfactantes. A
formulacdo produzida com Tween 80 exibiu particulas de tamanho menores e PDI mais baixo, 0
que a literatura indica como melhores parametros para a administracdo parenteral, que é nosso
objetivo. Além disso, 0 Tween 80 é mais barato que o P68, favorecendo sua futura producao e
comercializa¢do. Nesse sentido, a formulagdo composta com 06leo de copaiba e Tween 80 (NLC-
CO2-A) foi selecionada como a melhor para o prosseguimento deste trabalho. Portanto, o
acoplamento do planejamento experimental ao modelo de peixe-zebra trouxe a possibilidade,
durante a fase de desenvolvimento das NLC, de predizer respostas bioldgicas, evitando futuras

perdas de tempo e dinheiro.

3.9 Microscopia eletronica de transmissao

Seguimos com a caracterizacdo apenas da formulacdo de NLC-ATC selecionada,
composta por 6leo de copaiba (NLC-CO2-A) e como seu controle, a formula¢do composta de
lipidios sintéticos (NLC-CP2-A).
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A MET é uma técnica utilizada para determinar a morfologia e tamanho das nanoparticulas
(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). As micrografias (Figura 36) revelaram
NLC esfericas (Figuras 36B, D, E, G) com bordas definidas e tamanhos monodispersos
(evidenciadas nas magnificagdes menores, na Figura 36A, C, D e F). Seus tamanhos foram
medidos, utilizando o software ImageJ, apresentando tamanhos entre 150 a 300 nm. Essas
medidas estdo de acordo com as medidas de DLS e confirmaram a formacéo de nanoparticulas
pelo método de preparacdo utilizado (GUILHERME et al., 2017; RODRIGUES DA SILVA et
al., 2017).

NLC-CP2

NLC-OC2 nf * J|__NLC-OC2-A

()

Figura 36. Micrografias (microscopia eletrénica de transmissdo) dos carreadores lipidicos nanoestruturados
compostos por lipidios sintéticos, sem (NLC-CP2) e com articaina (NLC-CP2-A) e por lipidios naturais, a saber 6leo
de copaiba, sem (NLC-OC2) e com articaina (NLC-OC2-A). Magnificacdo: 27800x (A e C, E e G) e 100000x (B, D,
F e G). Adaptado de RODRIGUES DA SILVA et al., 2020.

3.10 Calorimetria Diferencial de Varredura e difragdo de Raios-X

Desde as SLN, a cristalizacao dos lipidios s6lidos que compde as nanoparticulas lipidicas
é causa de preocupacdo no desenvolvimento desses DDS, por causar instabilidade do sistema,
geralmente expulsando o farmaco encapsulado (MADER; MEHNERT, 2001). Assim, tem-se
aplicado a associacao das técnicas de DSC e DRX para estudar a estrutura cristalina dos NLC
(GORDILLO-GALEANO; MORA-HUERTAS, 2018). Além disso, através destas técnicas é
possivel, também, encontrar evidéncias da encapsulacdo dos farmacos (REIS et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2016).

Mudancas no ponto de fusdo e entalpia do lipidio solido podem ser obtidas através da
analise de DSC. A diminuicdo desta transicdo de fases indica menor cristalinidade do sistema.

Assim, os resultados obtidos para a formulacdo de NLC sintético, cujo lipidio sélido é o palmitato
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de cetila (CP) séo apresentados na Figura 37A e os resultados da formulacdo de NLC natural
(NLC-OC2, NLC-0C2-A), cujo lipidio solido é a manteiga de abacate (MA) na Figura 37B. Os
resultados do ponto de fuséo e entalpia de cada amostra s&o mostrados na Tabela 26.

Na Figura 37A, vemos que CP apresentou um pico de fusdo na temperatura de 57,7 °C
com entalpia de 222 J/g. Nos NLC compostos por CP sem ATC (NLC-CP2), vé-se apenas um
pico de transicdo em 54,8 °C. Como maior componente do NLC, e Gnico que possui transi¢cao
nesta faixa de temperatura, a diminuicdo na temperatura de transi¢cdo encontrada, assim como da
entalpia (121,8 J/g) indicam diminuicdo da cristalinidade do CP contido nos NLC. Este resultado
ja era esperado, conforme ja relatado na literatura, quando se usa este lipidio como excipiente de
NLC (RIBEIRO et al., 2016; RODRIGUES DA SILVA et al., 2017, 2020b). Em relacdo a ATC
na forma bésica, cuja fusdo acontece em 70,7 °C (MELO et al., 2017), quando encapsulada em
NLC sintético (NLC-CP2-A), nenhum evento exotérmico foi detectado, nesta temperatura.
Porém, na transicdo do CP dessa amostra encontramos evento térmico diminuido (54,2 °C; 107,8
J/g) em relacdo ao NLC sem ATC (controle). Esses resultados sdo indicativos que a ATC esta
dissolvida no “core” lipidico dos NLC.

Nos NLC produzidos com lipidios naturais, a manteiga de abacate (MA) usada como
lipidio solido, mostrou uma transicdo exotérmica em 54,7 °C com entalpia de 57,8 J/g (Figura
37B e Tabela 26) quando pura. MA é uma mistura de varios acidos graxos, cuja composic¢do varia
de acordo com o método de producéo e local de cultivo da fruta (MOOZ et al., 2012). Transi¢Ges
em temperaturas altas da MA, como a encontrada aqui, sugerem a presen¢a de uma maior
quantidade de lipidios saturados em sua composi¢do (YANTY; MARIKKAR; CHE MAN, 2013).
Porém, o valor da entalpia foi baixo, indicando pouca cristalinidade desta manteiga. Ja o 6leo de
copaiba (OC) puro apresentou discreto evento térmico em 139,6 °C, ndo observado quando
nanoestruturado nas NLC-OC2, que apresentou uma unica transicdo em 53,3 °C com 37,6 J/g de
entalpia, relacionada a MA. Assim, como observado nos NLC sintético, houve uma diminuicao
da cristalinidade do componente lipidico majoritario (MA) quando formulado nas nanoparticulas.
Da mesma forma, a adigdo de ATC causou diminuicdo da temperatura de transi¢do e entalpia
(52,9 °C e 35,0 J/G), indicando encapsulacéo do farmaco.



99

A B _
R - CP TN MA
— |/ /547
2 o 5l T
= T80 5
& 8 T80
Yoo/
3 \/ ATC ° . -
e} Y707 ) \ b
5 I 3 yro- -
T N/ NLC-CP2 N/ NLC-OC2
Vsa8 V53.3
- — I N — . T ~ - —
-CP2- ~ NLC-OC2-A
512 NLC-CP2-A 529
LB e e e S LA B e e ey m e p ey e e r 1 1T 1 11T 1T 71T 1T 7°"71.°
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 0 20 40 60 & 100 120 140 160 180 200
Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 37. Termogramas (DSC) obtidos com taxa de aquecimento de 10 °C.min%. A, palmitato de cetila puro (CP),
Tween 80 (T80), Articaina base (ATC), Carreadores lipidicos nanoestruturados sintéticos sem (NLC-CP2) e com
ATC (NLC-CP2-A) e B, manteiga de abacate pura (MA), éleo de copaiba puro (OC), T80, ATC, NLC com éleo de
copaiba sem (NLC-OC2) e com ATC (NLC-OC2-A). Em cada grafico, as escalas entre as amostras sdo iguais, para
comparacao.

Tabela 26. Temperatura de fusdo e entalpia de fusdo determinados por andlise dos termogramas de DSC.

Amostra Temp. Fuséo (°C) Entalpia (J/g)
Palmitato de cetila puro 57,7 222,0
Manteiga de abacate pura 54,7 57,8
Avrticaina forma bésica 70,7 1116
Oleo de copaiba 139,6 77,1
NLC-CP2 54,8 121,8
NLC-CP2-A 54,2 107,8
NLC-0C2 53,3 37,6
NLC-OC2-A 52,9 35,0

A difratometria de Raios-X é uma técnica que permite analisar a mudanc¢a no arranjo
cristalino dos lipidios s6lidos nas nanoparticulas lipidicas (BUNJES, 2011). Na literatura duas
informagdes podem ser obtidas através desta analise: se ha formagéo de uma estrutura amorfa do
lipidio solido pela adigdo de lipidio liquido a formulagdo, evidenciada pela diminuicdo na
intensidade e/ou aumento da largura dos picos; se ha amorfizagdo do farmaco, caracterizada pela
auséncia dos picos de difracdo de sua forma cristalina, indicando que o mesmo se encontra na
matriz lipidica (GONZALEZ-MIRA et al., 2011; NEUPANE et al., 2014; RIBEIRO et al., 2016).

A Figura 38A mostra o difratograma do palmitato de cetila puro, que apresentou picos
intensos caracteristicos em 7, 11, 21 e 24°, evidenciando alto grau de cristalinidade do lipidio
puro, conforme relatado em literatura (RUKTANONCHAI et al., 2008). Estes picos diminuem de
intensidade quando CP esté inserido nas nanoparticulas (NLC-CP2 e NLC-CP2-A), indicando que
a adicdo de lipidio liquido e de ATC, amorfiza o palmitato de cetila, corroborando os dados de
DSC. Nesta mesma Figura € apresentado o difratograma da ATC pura, com um pico de maior de
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intensidade em 43° e diversos outros com menores, porém, equiparaveis intensidades em 28, 24,
21, 17, 11 e 10°. Estes picos ndo aparecem na amostra de NLC com ATC (NLC-CP2-A), um
indicativo da encapsulacao do farmaco, ou dissolucao dele no interior lipidico dos NLC.

A Figura 38B apresenta o difratograma da manteiga de abacate pura, usada como lipidio
solido na formulacdo de NLC natural. MA puro apresentou picos intensos em 6, 23 e 21°,
indicativos da presenca de estrutura cristalina. Estes picos da MA, semelhantes aos observados
em CP puro sdo indicativos de estrutura cristalina das cadeias acila destes lipidios solidos
(BUNJES; UNRUH, 2007; JENNING; GOHLA, 2000). Quando em NLC, as intensidades dos
picos da MA sofrem grande diminuicdo, indicando um “core” lipidico pouco cristalino, também
na NLC-OC2. Da mesma forma que na formulacéo sintética, picos de ATC ndo sdo detectaveis
na amostra NLC-OC2-A, confirmando a inser¢do do anestésico no interior lipidico dos NLC.

Assim, para ambas as formulagdes selecionadas, as analises de DSC e XDR revelaram um
interior lipidico de baixa cristalinidade, ideal para este tipo de carreador e compativel com a
estabilidade de um ano, mensurada. Além disso, a alta eficiéncia de encapsulacdo de ATC (>70
%) nessas formulagdes, junto com os dados de DSC e XDR confirmam a presenca de ATC no
interior lipidico dos NLC otimizados.
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Figura 38. Difratogramas de raios-X obtidos a utilizando-se uma fonte de Cu-Ka, corrida de 2 °.min%. A, palmitato
de cetila puro (CP), Tween 80 (T80), Articaina base (ATC), Carreadores lipidicos nanoestruturados sintéticos sem
anestésico (NLC-CP2) com anestésico (NLC-CP2-A) e B, manteiga de abacate pura (MA), éleo de copaiba puro
(OC), T80, ATC, carreadores lipidicos nanoestruturados natural sem anestésico (NLC-OC2) e com anestésico (NLC-
0OC2-A). Em cada grafico, as escalas entre as amostras sdo iguais, para comparagao.

3.11 Citotoxicidade in vitro

A nanotoxicidade tem despertado uma crescente preocupacdo na Ultima década,
principalmente quando se visa uma aplicacéo clinica dos DDS nanomeétricos (DOKTOROVOVA;

SOUTO; SILVA, 2014). Neste sentido, ensaios de viabilidade celular proporcionam a avaliagédo
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da acdo terapéutica, dos excipientes da matriz das nanoparticulas e da influéncia das suas
propriedades fisico-quimicas que podem desencadear efeitos bioldgicos adversos nas células e
tecidos (MENDES et al., 2015; MONTEIRO-RIVIERE; INMAN; ZHANG, 2009; RIBEIRO et
al., 2017). Uma nanoparticula pode causar citotoxicidade por diferentes mecanismos: i) ao aderir
na célula através da membrana celular, provocando alteracdes nesta e levando a morte celular; ii)
apos sua degradacdo, com consequente liberagdo de produtos citotoxicos ou iii) por citotoxicidade
intracelular, quando apés a internalizacdo da nanoparticula ela for citotdxica para a célula
(PARDEIKE; HOMMOSS; MULLER, 2009). As SLN e os NLC apresentam uma baixa
citotoxicidade, mas esse efeito é dependente da composicédo da sua matriz lipidica (BARBOSA et
al., 2013; RIDOLFI et al., 2011; SCHOLER et al., 2000).

Como ja dito, o ensaio de viabilidade celular proporciona avaliagdo da resposta celular
frente ao sistema nanométrico e seus excipientes (MENDES et al., 2015; MONTEIRO-RIVIERE;
INMAN; ZHANG, 2009; RIBEIRO et al., 2017). Assim, 0 primeiro ensaio visou comparar 0S
diversos excipientes nos NLC selecionados (NLC-CO2-A e NLC-CP2-A) na viabilidade de
células de Schwann. Primeiramente, testou-se a toxicidade dos NLC sem ATC (NLC-CO2 e NLC-
CP2). Como controle utilizamos o surfactante Tween 80 livre em solugdo, 6leo de copaiba puro e
uma formulacdo de nanoparticulas preparadas somente com manteiga de abacate e T80, ou seja,

de nanoparticulas lipidicas solidas (SLN-MA). Os resultados sdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39. Viabilidade celular apos 24 horas de tratamento de células neuronais de Schwann (ATCC® CRL-2765).
Tween 80, formulacdo de Tween 80 em agua; SLN-MA, nanoparticula lipidica sélida de manteiga de abacate; NLC-
CP2 carreador lipidico nanoestruturado composto por lipidios sintéticos e NLC-CO2 carreador lipidico
nanoestruturado composto por manteiga de abacate e 6leo de copaiba.

Como podemos observar as formulagdes NLC-CO2 e NLC-CP2 causaram diminuicdo da
viabilidade celular dependente da concentracdo de nanoparticulas, desde a concentracdo mais

baixa testada (107 nanoparticulas.mL™). Este resultado corrobora a literatura que relata que a
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quantidade de nanoparticulas é determinante na resposta de toxicidade celular (MENDES et al.,
2015). O surfactante Tween 80 ndo parece ser o principal causador da nanotoxicidade dos NLC
pois, somente na maior concentracdo utilizada, foi capaz de causar a diminui¢do da viabilidade
celular das células de Schwann. Para as nanoparticulas de lipidio sintético, NLC-CP2, cuja
composicao € palmitato de cetila + Daykol 6040 + Tween 80, a toxicidade é provavelmente
dependente da composicéo lipidica, desde as menores concentracdes testadas, atingindo o 1C50
(dose necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular) em cerca de 10 nanoparticulas.mL™.
Resultado semelhante foi relatado na literatura para outros NLC, sendo a citotoxicidade
dependente da composicao lipidica (BARBOSA et al., 2013; RIDOLFI et al., 2011; SCHOLER
et al., 2000).

A nanoparticula composta por lipidios naturais (NLC-CO2, manteiga de abacate + 6leo de
copaiba + Tween 80) também apresentou citotoxicidade dependente da concentracdo de
nanoparticulas. Porém, neste caso, observou-se que o 6leo de copaiba livre apresentou maior
toxicidade nas células testadas. Ja em 0,008% m/m de OC observou-se cerca de 50% de células
invidveis. O 6leo de copaiba dever ser responsavel pela maior toxicidade desses NLC em relacéo
aos NLC compostos por lipidios sintéticos. N&o foi encontrado na literatura para o tipo celular
estudado um valor de IC50 para o 6leo de copaiba. Porém, Destryana e col. encontraram um 1C50
de 0,0056% na linhagem celular murina de macr6fagos RAW 264.7 (AMILIA DESTRYANA et
al., 2014) e Veiga Junior e col. encontraram, para dois tipos de 6leo de copaiba, uma morte celular
de 100% na concentracdo de 0,005% em macréfagos peritoneais de camundongos (VEIGA et al.,
2007). Assim, nosso resultado de citotoxicidade para o 6leo de copaiba mostra-se compativel com
a literatura.

Em relagdo ao cloridrato de ATC, o IC50 calculado foi de aproximadamente 5,8 mM
(Figura 7, apresentada na parte 1 desta tese). Em fibroblastos de camundongos (3T3), no mesmo
tempo de incubagéo, Melo e col. encontraram um IC50 para ATC em torno de 4 mM, mostrando
que as células de Schwann sdo mais resistentes a ATC (MELO et al., 2014). Dada a ja bem descrita
toxicidade de AL, esses resultados s&o esperados (ARAUJO et al., 2005).

Uma das alternativas para controlar a citotoxicidade intrinseca dos AL seria sua
encapsulacdo em DDS, capazes de promover liberagdo sustentada e, consequentemente, reduzir
sua citotoxicidade (DE PAULA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2017). Entretanto, os resultados
expressos na Figura 40 em funcdo da concentracdo de ATC nos NLC demonstram que as NLC
apresentam toxicidade per se, ndo devida a ATC, mas sim a composicdo lipidica, como

demonstrado e discutido anteriormente.
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Figura 40. Comparagdo da viabilidade celular ap6s 24 horas de tratamento na linhagem celular de células neuronais
de Schwann (ATCC® CRL-2765) entre a articaina livre e as duas formulag@es de NLC otimizadas.

Assim, nas formulacGes selecionadas, a associacdo dos VArios componentes promoveu
uma toxicidade intrinseca ao sistema. Desta forma, compreender as interacdes biofisico-quimicas
que ocorrem entre farmaco-carreador e célula alvo é de grande relevancia no que diz respeito a
seguranga e aplicacdo pré-clinica de sistemas nanotecnoldgicos, no desenvolvimento e gestdo de
farmacos (MENDES et al., 2015). Existe na literatura recente uma discussdo de que sistemas
carreadores devem ser avaliados como um todo, pois a associacdo de varios excipientes no
nanocarreador pode conferir propriedades diferentes daquelas apresentadas pela soma de seus
componentes. Esse novo sistema nanomeétrico seria, entdo, melhor representado pelo nimero de
particulas em suspensdo, que guarda correlagdo direta com a atividade biol6gica (MENDES et al.,
2015; RADAIC et al.,, 2016). Assim, os resultados aqui apresentados demonstram que a
citotoxicidade das formulacbes desenvolvidas decorre da constituicdo lipidica das mesmas,

principalmente pela adi¢do do 6leo essencial.

3.12 Testes in vivo em modelos murino
3.12.1 Modelo de dor inflamatéria induzida por carragenina

A \-carragenina, um polissacarideo sulfatado linear extraido de algas comestiveis
vermelhas, induz uma inflamagéo aguda altamente reprodutivel quando injetada na pata de ratos.
Assim, ela é comumente usada para induzir inflamacéo, elicitando todos os seus sinais cardinais
(edema, hiperalgesia, eritema e calor) imediatamente apds a injecdo subcutanea (NAPIMOGA et
al., 2007). Alem disso, a hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a estimulos térmicos e mecanicos)
provocada pela carragenina, a torna apropriada para o estudo da dor inflamatoria (NANTEL et

al., 1999). Duas fases do processo inflamatorio sdo induzidas pela A-carragenina: a primeira — que
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ocorre dentro da primeira hora de injecdo — é associada com a liberacdo de histamina, serotonina
e bradicinina enquanto a segunda fase — que ocorre de 1-3 ou mais horas — € caracterizada pela
liberagéo de prostaglandinas. (PATIL; PATIL, 2017).

Neste estudo medimos a intensidade da hiperalgesia mecanica ao longo de todo o processo
inflamatorio (de 1 a 6 h, Figura 41A) e percebemos que o pico da dor ocorreu apos 3 h da injecao
de A-carragenina (controle; Car + salina), quando todos os mediadores inflamatérios estavam
presentes (Figura 41B). Por esse motivo, as formulagdes foram injetadas 10 min antes do pico de
dor (Figura 41A). Assim, a Figura 41B mostra o teste de dose-resposta para a solugéo de ATC
livre, testada em diferentes concentracdes (0,1, 0,5 e 2%). Na concentracdo de ATC de 0,1%,
houve um aumento de 19% na intensidade de hiperalgesia em relacdo ao grupo controle. Muito
provavelmente o pH acido desta solucéo (5,2 £ 0.1) junto com a sensibilidade ao local de aplicacéo
podem ter gerado esta resposta. A concentragdo de ATC de 0,5% permitiu visualizar uma
diferenca significativamente menor (27%) na intensidade de hiperalgesia em relacdo ao grupo
controle. Por fim, a concentracdo de 2% induziu uma anestesia profunda na pata do animal. Por
isso, esta concentracdo foi excluida dos testes seguintes por nao permitir medir se a formulagdo
de NLC-ATC traria efeitos potencializadores. Além do mais, esses resultados comprovam o efeito
dose-dependente da ATC no controle da dor inflamatoria.

A Figura 41C mostra os resultados obtidos com formulacdes de ATC encapsulada em
NLC, a0,1%. A amostra NLC-CP2-A, composta por lipidios sintéticos, apresentou uma melhora
da anestesia de 6,5% em relacdo ao controle (Car + salina) e de 22% (p< 0,05) em relagido a ATC
livre (desde que a ATC livre aumentou a hiperalgesia do animal). A amostra de ATC encapsulada
nos NLC com lipidios naturais (NLC-OC2-A) apresentou, em relacdo ao controle, uma
diminuicdo na intensidade de hiperalgesia de 34%, ou seja, bem mais evidente do que a observada
com NLC-CP2-A. Além disso, NLC-OC2-A manteve seu efeito anestésico ap6s 1 hora de
aplicacao.

As formulagdes de NLC com 0,5% de ATC (Figura 41D) logo ap6s sua aplicacdo
mostraram resultados semelhantes, em termos de analgesia: ambas diminuiram a sensibilidade
dolorosa em cerca de 50%, em relacdo ao controle (Car + salina) e em cerca de 30% em relagéo
a ATC livre. No grupo tratado com a formulagdo de NLC com lipidios sintéticos (NLC-CP2-A),
houve um prolongamento da atividade anestésica por uma hora, ou seja, até a quarta hora de
analise. Contudo, na quinta hora de analise tinha seus valores retornados aos valores do grupo
controle. Um perfil diferente foi observado com a formulacdo de NLC natural (NLC-OC2-A): 0s
animais que receberam este tratamento tiveram uma melhora crescente (diminuicdo da

sensibilidade dolorosa) até o fim do experimento (em 4, 5 e 6 h).
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Por fim, a Figura 41E mostra as formulacdes de NLC controle, sem ATC. Nota-se que a
amostra de NLC compostos por lipidios sintéticos (NLC-CP2) se comportou de forma similar ao
grupo controle (Car + salina). Porem os NLC compostos por MA e 6leo de copaiba (NLC-OC2)
desencadearam uma analgesia cerca de 40% maior em relacdo ao grupo controle, logo apés sua
injecdo. Além disso, a analgesia se manteve até a proxima hora de andlise (quarta hora de
experimento).
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Figura 41: Medidas de hiperalgesia inflamatéria induzida por A-carragenina (Car) in vivo. A, linha do tempo do
desenho experimental; B, limiar nociceptivo mecanico medido pelo teste eletrénico de von Frey, apds tratamento
com solucdo salina (controle) e solugdo de articaina livre a 0,1, 0,5 e 2%. C, limiar nociceptivo de articaina em
solucdo (ATC) ou encapsulada nos NLC a 0,1% ou D, 0,5%. E, limiar nociceptivo dos NLC controle, sem articaina,
preparados com lipidios sintéticos (NLC-CP2) ou naturais (NLC-OC2). Andlise estatistica: ANOVA unidirecional
mais Tukey — Kramer post hoc. a, em relagdo ao controle salina; b, em comparacdo com ATC livre. * p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,005, **** p <0,001. Os dados foram expressos pelo A (delta) do limiar mecénico (g), calculado
subtraindo-se a média das trés medidas ap0s o tratamento, da média das medidas antes do tratamento (basal).

Dentre as vantagens de encapsular AL em NLC temos a liberacdo sustentada (DE
ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA, 2019) e a protecdo do farmaco encapsulado contra a
degradacéo sisttmica (SEVERINO et al., 2012). Essas caracteristicas dos NLC-ATC seriam de

interesse em casos de hiperalgesia inflamatoria, que requerem doses maiores de AL no local da
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injecdo. Outro atributo dos sistemas nanoparticulados é sua internalizacdo pelas células
(FERREIRA et al., 2014). Em tecidos inflamados, onde o menor pH do tecido aumenta a
protonacdo e reduz a particdo do AL nas membranas, a internalizacdo da nanoparticula pelas
celulas poderia oferecer outra via para 0 anestésico se ligar ao portdo de inativacdo do canal de
sodio voltagem-dependente, localizado no lado citoplasmatico da membrana (SCHOLZ, 2002).
Em conjunto, esses atributos do sistema nanoparticulado baseado em lipidios podem explicar a
capacidade dos NLC-ATC de aumentar a anestesia em tecidos inflamados, como encontrado nos
testes realizados, nas duas concentracdes de ATC testadas.

Além disso, embora especulativas, as Figuras 41C e 41D mostram que a ATC livre (ATC)
-a0,1e 0,5% - produziu um aumento na dor apds sua injecdo que poderia ser explicado pelo
baixo pH da solucéo de cloridrato (4,8-5,2). O baixo pH, juntamente com o processo inflamatério,
explicaria a hiperalgesia. Efeito de hiperalgesia semelhante foi observado com os NLC de lipidios
sintéticos controle (NLC-CP2, pH ~ 4-5), 4 horas ap0s a injecdo de carragenina. De forma
diferente, o pH das formulacdes de NLC com ATC, sintética e natural (8-8,5) € proximo ao pKa
da ATC (7,8) (DE ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA, 2019) de forma que a maior parte das
moléculas do AL se encontra na forma neutra, de maior particdo nas membranas, explicando o

efeito de anestesia mais eficaz.

3.13.2 Modelo de dor inflamatdria induzida por prostaglandina E2

A prostaglandina E2 (PGE2) é a principal prostaglandina pro-inflamatéria, sendo
responsavel por uma das principais caracteristicas da inflamacdo, a hipersensibilidade dolorosa
(LIN et al., 2006). Assim, 0 modelo de PGE2, em relacdo ao de dor inflamatéria induzida por
carragenina, ndo desencadeia toda a cascata inflamatoria, mas somente ativa os receptores de dor.
Os resultados deste teste encontram-se na Figura 42 onde utilizamos a concentracéo de 0,5% de
ATC paratodas as formulag6es. Neste modelo em que ndo ha acidose tecidual (ndo ha diminuicdo
da atividade dos AL), ndo houve diferenca estatistica significativa (teste T, p>0,05) entre o efeito
da ATC livre e encapsulada em NLC no controle de dor, mas ambas as formulagdes diminuiram
em ~50% a dor, em relacéo ao controle (sol. Salina). Contudo, a formulacéo que contém o6leo de
copaiba (NLC-OC-A) se mostrou significativamente melhor (~20%), em relagdo a diminuicdo da
sensibilidade a dor, da NLC composta apenas com lipidios sintéticos (NLC-CP-A). Como ja é
descrito, o 0leo de copaiba apresenta atividade em receptores opioides (GOMES et al., 2007).
Assim, nos grupos controles (sem ATC: NLC-CP e NLC-OC), notamos a capacidade de
diminuicgdo da dor induzida por PGE2 na formulagdo contendo somente o éleo de copaiba (NLC-
OC). A fim de comprovar a atuagdo em receptores opioides, foi injetada naloxona (antagonista
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receptor opioide) junto com a formulacdo de NLC-OC, o que suprimiu o efeito anteriormente
observado de diminuicdo de dor das NLC-OC. Assim, a atividade opioide do 6leo de copaiba foi
conservada pelas NLC, podendo contribuir para o controle da dor inflamatdria quando

administrada com ATC, como proposto nesta tese.
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Figura 42. Modelo de dor inflamatéria induzida por prostaglandina E2 (PGE2). Analise estatistica, Teste T: a= em
relacdo ao controle; b= em relacdo ao grupo Salina; c= em relagdo ao grupo NLC-CP-A; d= em relacéo ao grupo
NLC-CP-A; e = em relacgéo ao grupo + Naloxona. *p<0,05; ***p<0,005, ****p<0,001.

3.14 Estudo farmacocinético (microdialise local em tecido inflamado)

No modelo de dor induzida por carragenina, os dados obtidos mostraram um aumento na
poténcia anestésica no momento da aplicacdo, assim como um prolongamento do efeito em 1
hora, para a ATC encapsulada nos NLC de lipidio sintética e de mais de 2 horas para a ATC
encapsulada nos NLC com Gleo de copaiba. Assim, decidimos realizar o teste de farmacocinética
local em tecido inflamado, utilizando a técnica de microdialise tecidual para quantificar a ATC e
melhor compreender os dados obtidos no estudo do efeito fisioldgico (farmacodindmica).

O procedimento experimental foi similar ao utilizado no estudo da dor induzida por
carragenina, para fins de comparacdo, ou seja, ap6s a injecdo de carragenina, esperou-se 0
desencadeamento de todo processo inflamatorio e as formulages foram aplicadas no pico da dor
inflamatdria, em 3 horas (Figura 43A). A insercdo da sonda de microdialise foi feita na segunda

hora ap0s a aplicacdo de carragenina, tempo necessario para a estabilizagdo da sonda no tecido.
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Uma foto da bomba infusora utilizada, assim como da sonda inserida na pata inflamada do animal
séo mostradas na Figura 43B.

Os resultados de concentracdo local de ATC em fungéo do tempo nas amostras testadas
séo dadas na Figura 44C. Vemos que a partir do tempo de 35 minutos a concentracdo de ATC no
grupo tratado com ATC livre é menor, em relagcdo aos grupos tratados com ATC encapsulada.
Também notamos que a concentracdo no tecido, no grupo tratado com ATC livre, sofre um
decaimento mais pronunciado em relacdo aos grupos tratados com NLC-ATC. Assim, ja nestes
resultados, percebemos que a encapsulagcéo promove uma liberagdo sustentada, com decaimento

da concentracdo de ATC no tecido inflamado.
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Figura 44. Estudo farmacocinético. A, linha do tempo experimental; B, fotos do aparelho infusor e da sonda de
microdidlise inserida na pata inflamada do animal; C, Concentragdo local de articaina (ATC) em escala logaritmica
em funcédo do tempo no tecido inflamado e D, Tabela com os parametros farmacocinéticos calculados. * Diferenga
estatistica significativa em relacéo ao grupo ATC livre (T test; p<0,05).

Os parametros farmacocineéticos calculados a partir dos resultados de concentracéo (Figura
44D) mostram melhor a influéncia da encapsulagdo da ATC nos NLC. Vemos que a constante de
eliminacdo (ke) da ATC no tecido é de 0,08 min* quando ndo encapsulada, enquanto a ATC
encapsulada mostrou ke de 0,04 mint em NLC-OC2-A e de 0,05 min't na NLC-CP2-A, ambos
resultados significativamente diferentes (p<0,05) daquele da ATC livre. Assim, a ATC livre ¢é
retirada sistemicamente do tecido inflamado de forma mais rapida que a encapsulada. Desta
forma, a encapsulacédo, corroborando os resultados do estudo in vitro, promoveu uma liberagéo

prolongada da ATC no tecido inflamado, mantendo por maior tempo concentragdes mais altas de
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ATC no tecido. A partir dos 35 minutos de experimento este efeito torna-se evidente e,
provavelmente devido a isto, conseguimos observar um efeito no controle da dor nos grupos
tratados com NLC-ATC e ndo no grupo ATC livre. Como a fragédo encapsulada da ATC nas NLC
foi alta (~70%), a liberacdo prolongada permitiu manter concentracdes teciduais efetivas para o
controle da dor por um maior tempo.

Confirmando este dado, a meia vida da ATC no tecido inflamado foi de 8,4 min quando
injetada na forma livre e o dobro (16-17 min), quando administrada em NLC. Assim, embora a
degradacédo da ATC esteja ocorrendo fisiologicamente da mesma maneira no tecido inflamado, a
liberacdo prolongada sustenta por um tempo maior no tecido a concentracdo de ATC necessaria
para a producdo do efeito, aumentando o tempo de meia vida. Cabe ressaltar que nao ha estudo
na literatura que mostre a farmacocinética da ATC em um tecido especifico, mas somente em
plasma (20-27 min). Assim, em tecido periférico patoldgico (com inflamacdo), a meia vida da
ATC livre se mostrou muito menor. Contudo, quando encapsulada, os valores encontrados (15-
17 min) sdo mais similares aos dados de meia vida plasmatica.

Assim, os dados de meia vida e ke corroboram os resultados de farmacodindmica que
mostraram que a ATC livre promoveu anestesia inferior a 1 hora, enquanto as formulagdes de
NLC-ATC, prolongaram o efeito anestésico por mais de 1 hora, justamente pela manutencéo da
concentracdo de anestésico no tecido inflamado. Além disso, a capacidade de prolongar o efeito
anestésico foi relatada anteriormente para AL encapsulado em NLC em tecidos sadios (DE
ARAUJO; RIBEIRO; DE PAULA, 2019), mas nunca em um modelo de dor inflamatéria
periférica. Assim, a liberacdo prolongada de ATC dos NLC explica esse efeito notavel.

Uma das explicacOes para a causa da falha anestésica € que, devido a inflamacgéo, o AL
pode sofrer absor¢éo sistémica mais rapidamente, dada a vasodilatacdo promovida pelo processo
inflamatdrio (VIRDEE; SEYMOUR; BHAKTA, 2015). Assim, nossos resultados demostram que
a encapsulagdo em NLC pode neutralizar este efeito proprio da condi¢do inflamatoria tecidual,
mantendo niveis mais elevados de AL no sitio de a¢do, para manter a anestesia. Assim, os NLC
parecem ser sistemas promissores para evitar o efeito fisiologico adverso de absor¢do mais rapida
dos AL, assim como abre a possibilidade para testes com outros farmacos em tecidos inflamados.

Os outros parametros analisados, &rea sob a curva (ASC) e concentracdo inicial (CO0),
apesar de ndo terem revelado diferenca significativa entre os grupos devido ao grande desvio
padrédo nos dados, forneceram algumas indicag¢6es importantes. A ASC maior nos grupos tratados
com NLC-ATC (~13000) em relacdo a ATC livre (11000) mostra maior concentracdo de ATC e
por maior tempo nos grupos tratados com ATC encapsulada, como indicado pelos outros
pardmetros analisados. Além disso, a CO foi maior (em torno de 50%; 1149 pg.mL™) no grupo
ATC livre em relagdo aos grupos NLC-OC2-A (610 pg.mL™) e NLC-CP2-A (767,1 pg.mL™).
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Este resultado era esperado, ja que a fracdo de ATC livre nas amostras de NLC-ATC é de ~30%.
Assim, confirmamos que a fracdo da ATC que nao aparece na CO é liberada aos poucos no tecido,
alterando sua taxa de eliminacdo e meia vida no tecido inflamado.

Os dados de farmacocinética confirmam os de farmacodindmica que mostram um maior
tempo de duracdo anestésica da ATC pela sua encapsulacdo nas NLC que promove uma liberacéo
prolongada, mantendo niveis efetivos por mais tempo no tecido inflamado. Contudo, o maior
tempo de anestesia ou de diminuicdo da dor foi encontrado no grupo contendo NLC
funcionalizadas com dleo de copaiba. Como mostrado, a atividade nos receptores opioides do OC
provavelmente é a responsavel pelo melhor controle da dor inflamatéria em relacdo a
nanoparticula preparada com lipidios sintéticos. Assim, o objetivo deste trabalho foi alcancado
pelo uso do 6leo de copaiba, com acdo adjunta a ATC.

Mesmo nos tempos iniciais do teste o efeito anestésico nos grupos tratados com NLC-
ATC, foi maior que o da ATC livre mesmo tendo maior concentracdo no tecido. Assim,
provavelmente outros fatores estdo envolvidos na maior eficacia anestésica destas
nanoformulagdes no tecido inflamado. Uma das causas da falha anestésica é a diminuicéo do pH
local no tecido inflamado, com consequente diminuicdo da fracdo da forma neutra do AL, de
maior particdo em membrana, onde se insere no canal de sédio voltagem dependente (BECKER;
REED, 2012; MEECHAN, 1999; UENO et al., 2008a). Nesse sentido a regra de Meyer-Overton
define que a poténcia anestésica aumenta com a solubilidade lipidica, assim, a forma neutra, com
maior lipofilicidade, tem maior poténcia anestésica (CROSS; PLUNKETT, 2014).
Exemplificando, a ATC em solucdo é administrada em forma de cloridrato, cujo pH é menor que
6. Assim, no tecido inflamado que ja possui um pH menor que o fisiol6gico (7,4), a infiltracdo de
uma solucdo acida, favorecem a forma protonada do AL, de menor efeito anestésico.
Exemplificando, sendo o pKa da ATC 7,8, em um tecido inflamado, cujo pH pode diminuir no
minimo 0,5 unidade, teriamos uma fragdo de ATC neutra menor que 10%, justificando o menor
efeito anestésico.

Para resolver este problema da ionizacdo dos AL, autores ja desenvolveram e testaram
formulagdes com pH tamponado a fim de garantir a administracdo de AL na forma neutra. Kattan
e colaboradores publicaram uma revisdo sistematica mostrando que AL administrados em solucéo
tamponada com pH neutro promoveram uma anestesia pulpar 2,3 vezes maior em relacdo a
anestésicos administrados em solucdo acida (KATTAN et al., 2019). Assim, a administracdo de
solugdes com maior fragdo de AL na forma neutra promove maior anestesia. Em relacdo aos
resultados desta tese, uma vantagem dos NLC é que a incorporacdo da forma neutra do AL em
seu preparo, aumenta a taxa de encapsulacio nestas particulas lipofilicas, (DE ARAUJO;
RIBEIRO; DE PAULA, 2019). Assim, nas formulacdes de NLC-ATC provavelmente um dos
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fatores relacionados ao aumento da atividade anestésica inicial é a presenca da forma neutra do
anestésico diretamente no tecido inflamado ja que o pH destas formulacdes é entre 7,5-8,0.

Na literatura, existem poucos artigos relatando a encapsulacdo da ATC: em ciclodextrina
(BURGA-SANCHEZ et al., 2020), em nanocapsulas poliméricas, (DA SILVA et al., 2021) e em
lipossomas (DA SILVA et al., 2016). Em nanocépsulas poliméricas e em lipossomas o0s autores
apresentaram resultados in vivo no controle da dor em modelo de inflamacdo crénica e
compararam com solugfes de ATC livre, com vasoconstritor. Neste caso, o0 efeito do
vasoconstritor promoveu uma anestesia similar da ATC livre em relagdo as nanoformulagdes.
Esses resultados demonstram que a absorc¢ao sistémica da ATC pode ser uma das principais causas
da falha ou queda na poténcia anestésica. Neste sentido, a formulacdo NLC-ATC se mostrou
eficiente para controlar o efeito vasodilatador sem a necessidade de uso de vasoconstritor.
Contudo, seria interessante conduzir mais estudos para comparar 0S promissores resultados
obtidos na formulacdo de NLC com outros DDS assim como com formulagdo contendo
vasoconstritor, por exemplo em modelo de dor aguda, préprio de pacientes que necessitam de
tratamento odontolégico de emergéncia.

Uma inovacdo da formulacdo proposta neste trabalho € o uso de excipientes funcionais.
Nesse caso, 0 6leo de copaiba mostrou eficacia no controle da dor inflamatdria, com sinais de
melhora na resolucdo do processo inflamatério, ja que a dor foi diminuida ap6s sua injecdo até o
final do experimento de dor aguda (Figura 41D). Contudo, sabemos que a aprovagao de uso de
uma formulacdo infiltrativa contendo 6leo de copaiba necessita muitos estudos pré-clinicos, dada
a diversidade de compostos presentes no 6leo essencial, cuja composicdo pode variar entre lotes
e fabricantes. O principal componente do 6leo de copaiba (~50%) ¢ o B-cariofileno (BCF), um
sesquiterpeno natural encontrado em Vvarios tipos de Oleos essenciais (copaiba, alho, pimenta
negra, cannabis sativa, ...) (HENDRIKS et al., 1975). O BCF é um agonista do receptor
canabinoide tipo 2 (BAHI et al., 2014). Assim, além de sua funcdo anti-edema (KUWAHATA et
al., 2012), sua atividade no tratamento da dor inflamat6ria e neuropatica ja foi relatada
(AGUILAR-AVILA et al., 2019; CECCARELLI et al., 2020). Por fim, acreditamos que o
proximo passo para em direcdo aplicacédo clinica da formulacdo de NLC-OC2-A aqui descrita
seria a substituicdo do 6leo de copaiba por BCF puro, um composto ja comercializado. Assim, a
reprodutibilidade e producéo em larga escala seriam garantidas, favorecendo sua aprovagéo para
uma administracéo por via infiltrativa, em odontologia. Nos parece que esse tipo de formulacao
inovadora para aplicacdo odontoldgica, na anestesia em patologias inflamatdrias, com maior

propriedade anestésica e analgésica, teria grande futuro no mercado.
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4. CONCLUSOES PARTE 2

A falha anestésica em tecido inflamado é um grande desafio a ser vencido na odontologia.
Nesta tese, aplicamos a nanotecnologia associada ao uso de excipiente natural da biodiversidade
brasileira (6leo de copaiba) como ferramentas para resolucéo deste problema, intrinseco aos AL.
Com isso, desenvolvemos uma tecnologia inovadora para a resolucdo de um problema clinico.

Em termos de desenvolvimento DDS, trouxemos neste uma abordagem peculiar (e
assertiva) para selecdo e escolha dos excipientes das NLC: acoplamento da ferramenta
multivariada de planejamento experimental (DoE) com o modelo de peixe-zebra. No cenario
mundial de desenvolvimento farmacologico, DoE é uma ferramenta quase mandatéria e
preconizada pelas agéncias reguladoras (ICH Q8). Com DoE conseguimos selecionar formulagdes
de NLC com melhores caracteristicas fisico-quimicas para a aplicacdo desejada, assim como
entender a influéncia de cada excipiente da formulacdo nestas caracteristicas, determinando uma
faixa ideal de concentracdo de excipientes que atendem as caracteristicas desejadas da
formulacdo. Além disso, no intuito de testar os melhores excipientes e uma grande quantidade de
formulagbes, com baixo custo e em pouco tempo, utilizamos o modelo peixe-zebra, que foi
essencial para a escolha das melhores formulacdo, com a atividade bioldgica requerida. Esta
abordagem conjunta permitiu, por exemplo, identificar in vivo que dois surfactantes ndo iénicos
muito utilizados em NLC (Tween 80 e Pluronic F-68) ndo alteraram os efeitos bioldgicas das NLC
testadas em peixe-zebra, porém mostraram influéncias opostas nas propriedades fisico-quimicas
das mesmas (por DoE).

Apbs determinadas as formulagdes otimizadas, o uso do éleo de copaiba como excipiente
funcional potencializou o efeito anestésico da ATC em tecidos inflamados. Quando aplicados em
um modelo de dor induzida por carragenina, os NLC reduziram significativamente a dor
inflamatdria e prolongaram o tempo de anestesia, em comparacdo a ATC em solucdo. Assim,
extrapolando para o uso clinico, a formulagdo funcionalizada seria indicada para controle da dor
intra- e pos-operatdria. Além disso foi possivel constatar que a atividade opioide do éleo de
copaiba foi mantida na formulacdo de NLC, somando-se ao efeito antinociceptivo do AL. Por
fim, atraveés das medidas de farmacocinética vimos que os NLC proporcionaram, atraves de uma
liberacdo prolongada, niveis efetivos de ATC por mais tempo no tecido inflado, prevenindo sua
absorcdo sistémica (que seria favorecida pela vasodilatacdo provocada pela inflamacdo). Esta
parece ser uma propriedade interessante da encapsulagéo de farmacos em NLC para aplicagdo em
tecidos inflamados. Além disso, o uso de ATC na forma neutra no preparo dos NLC e o pH
alcalino destes pode ser muito interessante em casos de inflamacéo tecidual, cuja acidez local é

uma das causas da falha anestésica.
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Como conclusdo entendemos que o sistema desenvolvido se trata de uma solucdo
inovadora e promissora para o controle da dor em tecidos inflamados. Além disso, 0 uso de
excipiente funcional, 6leo de copaiba, trouxe melhora ao sistema por atuar em conjunto com a
ATC no controle da dor. Assim, esta tese abre possibilidade para o desenvolvimento de uma
tecnologia nova em odontologia capaz de melhorar uma condicéo clinica de dificil atuacdo que é

o0 tratamento odontoldgico da dor em pacientes com patologias dentais inflamatorias.

5. CONSIDERACOES FINAIS PARTE 2

Na proposta inicial desta tese, propusemos duas abordagens diferentes para a solucdo do
controle da dor em tecido inflamado. A encapsulagdo da ATC (ja comumente utilizada na clinica)
em NLC assim como do anestésico do tipo éster, butamben, um AL extremamente hidrofébico,
de uso exclusivamente topico e que em pH fisioldgico acido (tecido inflamado) estd sempre na
forma neutra, de maior poténcia anestésica. Contudo, durante o andamento e escrita da tese foi
preferido relatar somente os dados referentes aos trabalhos com a ATC.

Apesar de ndo relatada nesta tese, durante os anos de doutoramento foi também
desenvolvido, como previsto inicialmente, a encapsulacdo do butamben em NLC. Os dados
relativos deste projeto foram publicados no artigo: “Lipid nanoparticles loaded with butamben
and designed to improve anesthesia at inflamed tissues; Biomaterials Science, v. 9, p. 3378-3389,
2021” (https://doi.org/10.1039/D1BMO00077B). Contudo, para esta formulacdo utilizamos

somente excipientes sintéticos pois ndo foi possivel encontrar uma formulacdo estavel de NLC

com butamben usando excipientes funcionais de lipidios naturais, como no caso da ATC.
Naquela publicacdo mostramos que foi possivel produzir uma formulacdo de NLC-
butamben ideal para aplicacéo parenteral, prolongando sua liberacéo in vitro, com diminuicdo da
citotoxicidade, sem induzir qualquer alteracdo toxica in vivo. No modelo de hiperalgesia
inflamatoria por carragenina, a formulagdo NLC-butamben mostrou também potencial para o
manejo da dor inflamatoria, apresentando maior eficacia analgésica (40%) e efeito prolongado.
Assim, ambas abordagens foram promissoras para a resolucao do problema proposto (controle da
dor em tecido inflamado). Contudo, nos parece que a utilizacdo de um excipiente funcional traz

resultados mais promissores e interessantes para 0 mercado, em termos de inovacao.
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Figura S1. Espectros 1D RMN-!H. A) articaina, B, lidocaina, C) sobreposicéo dos espectros de 1D RMN-!H do meio
DMEN controle (preto) com articaina (azul) e com lidocaina (verde) apds exposicdo células de Schwann.

Tabela S1. Composi¢do do meio DMEM (Sigma-Aldrich) utilizado nos experimentos com células de Schwann

Componente | Concentracéo (g/L)
Sais inorgénicos
Cloreto de calcio 0,2
Nitrato férrico * 9H,O 0,0001
Sulfato de magnésio 0,09767
Cloreto de potéssio 0,4
Cloreto de sédio 6,4
Fosfato de s6dio monobasico 0,109
Bicarbonato de sédio 3,7
Aminoacidos

L-Arginina »« HCI 0,084
L-Cistina « 2HC1 0,0626
L-Glutamina 0,584
Glicina 0,03
L-Histidina « HCI1 « H,O 0,042




Componente Concentracéo (g/L)
L-Isoleucina 0,105
L-Leucina 0,105
L-Lisina « HCI 0,146
L-Metionina 0,03
L-Fenilalanina 0,066
L-Serina 0,042
L-Treonina 0,095
L-Triptofano 0,016
L-Tirosina * 2Na * 2H,0 0,10379
L-Valina 0,094
Vitaminas
Cloridrato de Colina 0,004
Acido félico 0,004
mio-Inositol 0,0072
Niacinamida 0,004
D-Acido pantaténico (hemi-calcio) 0,004
Piridoxal « HC1 0,004
Riboflavina 0,0004
Tiamina « HCI 0,004
Outros

D-Glicose 4,5
Vermelho de fenol * Na 0,0159
Acido piruvico * Na 0,11
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Figura S2. Espectros 2D RMN-'H do meio celular. A) *H-'H TOCSY e B) J-resolved.
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Figura S4. Espectros 2D RMN-!H do extrato lipidico. A) *H-*H TOCSY e B) J-resolved.
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Figura S4. Analises multivariadas por PCA do extrato celular apolar de células de Schwann expostas: A, articaina,

B, Lidocaina e C, todos os grupos.

Tabela S2. Atribuicdo dos picos de ressonancias de 1H-RMN dos extratos polares e meios para células de Schwann.
Multiplicidade: s, simpleto; d, dupleto; t, tripleto; g, quarteto; m, multipleto; dd, dupleto de dupletos; dt, dupleto de
tripletos; td, tripleto de quarteto.

No. | Sigla Composto 8 'H em ppm (multiplicidade, atribuic&o) Polar | Meio
1 2-1C 2-Oxoisocaproato 0.94 (d, CH3); 2.09 (m, CH); 2.61 (d, CH>) X X
) o 0.89 (t, CHs), 1.10 (d, CHs), 1.46 (m, CHy), 1.70
2 3-MO | 3-metil-2-oxovalerato (m, CH,), 2.93 (m, CH) X X
3 3-HB 3-Hidroxibutirato 1.24 (d, CHs), 2.31 (dd, CHy), 4.16 (m, CH) X
4 Acetato 1.92 (s, B-CH3) X X
4.23 (m, C5’H, ribose); 4.40 (m, C4’H, ribose);
5 ADP Adenosina difosfato 4.60 (m, C2’H, ribose); 6.15 (d, C1’H, ribose); X
8.28 (s, C8H, anel); 8.53 (s, C2H, anel)
4.22 (m, C5’H, ribose); 4.29 (m. C5’’H, ribose);
. . 4.41 (m, C4’H, ribose); 4.61 (m, C2’H, ribose);
6 | ATP | Adenosinatrifosfato | /'y s 4 " 11 Tibose): 8.82 (s, CSH, anel): 8.53 | X
(s, C2H, anel)
7 Ala Alanina 1.48 (d, B-CHj3); 3.78 (g, a-CH) X X
2.67 (dd, B-CH); 2.80 (dd, p’-CH);
8 Asp Aspartato 3.90 (dd. a-CH) X
9 B-Ala B-alanina 2.6 (t, a-CHy); 3.2 (t, B-CHy) X
10 Citrato 2.536 (d, a-CHz / B-Cgi')z;)z.%z (d, a’-CH, / p’- "
11 Cr Creatina 3.04 (s, CHa); 3.93 (s, CHy) X
. 3.21 (s, N(CH3)3)/56.5; 3.53 (m, CHa(NH)); 4.07
12 Cho Colina (m, CHo(OH)) X
3.146 (m, B-CH); 3.280 (dd, p’-CH); 4.00 (m, o-
13 Phe Fenilalanina CH); 7.384 (d, C2H / C6H, anel); 7.39 (d, C4H, X X
anel); 7.43 (t, C3H / C5H, anel)
14 Formate 8.465 (s, CH) X X
. 3.23 (s, N(CHs)3); 3.62 (m, N-CHy);
15 PC Fosfocolina 4.172 (m, POs-CHy) X
16 PCr Fosfocreatina 3.04 (s, CHs); 3.955 (s, CHy) X
17 Fumarato 6.526 (s, CH) X X
3.239 (dd, C3H); 3.405 (m, C5H); 3.464 (m,
18 Gle Glicose C6H); 3.535 (dd, C3H); 3.72 (m, C4H, C11H); X
3.827 (m, C6H, C11H); 3.895 (dd, C11H); 4.658
(d, C2H); 5.235 (d, C2H)
2.044 (m, B-CH); 2.12 (B’-CH);
19 | Gl Glutamato 2.333 (m, y-CHa): 3.77 (dd, a-CH) X X
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2.142 (m, B-CHy); 2.454 (m, y-CH,); 3.78 (1, o-

20 Gln Glutamina CH)
21 | Gly Glicina 3.575 (s, 0-CHy)
3.24 (s, N(CH3)3); 3.675 (m, p’-CH2(N) / y-
22 GPC Glicerofosfocolina CH2(OH)); 3.917 (s, a-CH2 / B-CHZ2); 4.326 (m,
o’-CH2(P))
. - 3.232 (m, B-CHy); 4.00 (m, a-CHy);
23 | His Histidina 7.165 (s, C4H, anel); 8.072 (s, C2H, anel)
0.944 (t, 3-CH3); 1.013 (d, B-CH3);
24 lle Isoleucina 1.258 (m, y-CH2); 1.470 (m, y’-CH2);
1.984 (m, B-CH); 3.673 (d, a-CH)
25 Lactato 1.329 (d, B-CH3); 4.125 (q, a-CH)
. 0.963 (t, 3-CHs); 1.699 (m, y-CH / B-CHy);
26 Leu Leucina 3.736 (m. a-CH)
1.47 (m, y-CHy); 1.73 (m, &-
27 | Lys Lisina CHy); 1.92 (m, B-CHo); 3.03 (t,
e-CHpy); 3.76 (t, a-CH)
_ 2.14 (s, B-CH2); 2.16 (t, p-CH2); 2.65 (t,
28 Met Metionina 4-CH2); 3.80 (t, 0-CH)
29 | m-ino mio-Inositol 3.286 (t, C5H); 3.544 (dd, C1’H / C3H);
3.632 (t, C4H / CEH); 4.072 (t, C2H)
4.230 (m, A5’H); 4.357 (m, A4 H);
Nicotinamida adenina 4383 (m, A4’H / N5°H); 4.411 (dd, N3°H);
30 | NAD+ | o o tideo oxidada 4.469 (m, A3’H); 4.513 (m, N2’H); 6.031 (d,
N1’H); 6.104 (d, A1’H); 8.172 (s, A2H / N5H);
8.827 (d, N4H); 9.122 (d, N6H); 9.339 (s, N2H)
31 Piruvato 2.38 (s, B-CHjs)
. 2.05 (m, B-CH>); 2.40 (m, y-CH>); 2.495 (m, B’-
32 | PyGlu Piroglutamato CHy): 4.17 (dd, o-CH)
33 Suc Succinato 2.41 (s, CHy)
34 Taurina 3.27 (t, S-CHy); 3.43 (t, N-CH,)
35 | Thr Treonine 1.341 (d, y-CHa); 3-95&_5()1, a-CH); 4.269 (m, p-
3.07 (m, B’-CH); 3.21 (m, B-CH):
36 Tyr Torosina 3.95 (m, a-CH); 6.91 (d, C3H / C5H, anel);
7.21 (d, C2H / C6H, anel)
4.231 (m, C5’H, ribose); 4.280 (m, C4’H, ribose);
- . 4.398 (t, C2’H, ribose); 4.44 (t, C3’H, ribose);
37 | ubP Uridinadifosfato | 5 57"« C1°H, ribose): 5.98 (d, C6H, anel): 7.995
(d, C5H, anel)
4.26 (m, C5’H, ribose); 4.295 (m, C4’H, ribose);
. . 4.416 (t, C2’H, ribose); 4.45 (t, C3°H, ribose);
88 | UTP | Uridina trifosfato 5.98 (s, C1°H, ribose): 5.995 (d, C6H, anel);
7.982 (d, C5H, anel)
39 UDP-glicose 5.54 (m)
40 UDP-n- 5.52 (m)
acetilglicosamina
4 | val Valina 1.027 (d, y-CHy); 2.2605 H(;n B-CH); 3.625 (d, a-
3.31 (dd, B-CH); 3.48 (dd, p>-CH); 4.05 (dd, o-
42 Trp Triptofano CH); 7.21 (t, C5H, ring); 7.29 (t, C6H, ring); 7.31

(s, C2H, ring); 7.55 (d, C7H, anel); 7.74 (d,
C4H,anel)
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Tabela S3. Atribuicdo dos picos de ressonancias de 1H-RMN dos extratos lipidicos de células de Schwann.
Multiplicidade: s, simpleto; d, dupleto; t, tripleto; g, quarteto; m, multipleto; dd, dupleto de dupletos; dt, dupleto de
tripletos; td, tripleto de quarteto.

No.

Sigla

Composto

8 'H em ppm (multiplicidade, atribuicéo)

Cho

Colesterol

0.68 (s, CH3-18);
0.86/0.87 (2xd, CH3-26/ CHs-27);
0.91 (d, CH3-21);

1.01 (s, CH3-19);
1.05-1.19 (m, maltiplos prétons)/;
1.42-1.55 (m, mdltiplos prétons);
1.78-1.88 (m, maltiplos prétons);
2.00 (m, maltiplos prétons);
2.26 (m, CH2-4);
3.48-3.57 (m, CH-3);

5.35 (m, CH-6)

Chol ester

Colesterol esterificado

1.02 (s, CH3-19);
1.57 (m, maltiplos prétons);
1.84 (m, CH-2);
2.31 (m, CH-4);
4.62 (m, CH-3)

DG

Digliceridios

3.71, 4.27 (gliceril CH2 snl/sn3);
5.08 (gliceril CH sn2)

Cadeias acila
(principalmente em
fosfolipidios)

0.88 (t, CH3(CH2)n);
1.25 (m, (CH2)n);
1.55-1.65 (m, -CH,-CH,CO);
1.98-2.09 (m, -CH,CH=);
2.25-2.35 (m, -CH,COOR);
2.77-2.87 (m, =CHCH,CH=);
5.35 (m, -HC=CH-)

Acidos graxos livres

0.97 (t, CHg(CHz)n);
1.63 (M, -CH,-CH,CO);
2.05 (M, -CH,CH=);
2.35 (t, -CH,COOH);
2.77 (t, =CHCH,CH=)

PtC

Fosfatidilcolina

3.35 (s, N(CHa)3);
3.82 (CH2-N);

3.99 (gliceril CH; sn3);
4.12, 4.38 (gliceril CH2 snl);
4.40 (CH2-OP);

5.22 (gliceril CH sn2)

PtE (diacil)

Fosfatidiletanolamina
(diacil forma)

3.18 (s, CH2-N);
3.55 (gliceril CH2 snl);
3.92 (gliceril CH; sn3);

4.12 (CH»-OP);

5.22 (gliceril CH sn2)

PtE
(plamogénio)

Fosfatidiletanolamina
(forma plasmosa)

1.27 ((CH)n);
1.99 (-CH=CH-CHy);
3.90 (gliceril CH2 sn3);
4.34 (gliceril CH, snl);
5.15 (gliceril CH sn2);
5.91 (-CH=CH-)

SM

Esfingomielina

3.34 (S, N(CHg)g),
5.45 (-CH=CH-);
5.70 (-CH=CH-)

10

TG

Triglicerideos

4.12, 4.28 (gliceril CHz sn1/sn3);
5.27 (gliceril CH sn2)
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Certficamos que a proposta intitulada El las funcionais

articaina _para apl ., registada com o n® 4832.1/2018, sob a
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CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Analise farmacocinética e de distribuicdo local
no tecido-alvo de articaina encapsulada em sistemas carreadores baseados em
lipidios, registrada com o n® 5852-1/2021, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Eneida de
Paula e Gustavo henrique Rodrigues da Silva, que envolve a produgio, manutencio ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filko Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensing), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI
MN® 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso
cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899. DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA),
tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade

Estadual de Campinas - CEUA/UNICAME em reunido de 19/08/2021.

Finalidade:

{ ) Ensino { X ) Pesquisa Cientifica

| Vigéncia do projeto:

01/09,/2021 a 310772022

Vigéncia da autorizacio para
manipulagio animal:

19/08,/2021 a 31/07/2022

Espécie [ linhagem/ raga:

Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)

No. de animais

&

Idade/Peso:

5.00 Semanas / 150.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Espécie [ linhagem/ raga:

Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)

No. de animais:

Idade/Peso:

4]
5.00 Semanas / 150.00 Gramas

Sewxo:

& Machos

Espécie / linhagem/ raa:

Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)

No. de animais

[

ldade/Peso:
Sewo:

5.00 Semanas / 150,00 Gramas
& Machos

Espécie [ linhagem/ raga:

Rato heterogénico / HanUnib: WH (Wistar)

No. de animais:

]

ldade/Peso: 5.00 Semanas / 150.00 Gramas

Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / HanUnib: WH
[Wistar)

No. de animais [

Idade/Peso: 5.00 Semanas / 150,00 Gramas

Sewxo: & Machos

Dooumenin axcinado. Verticar auteniddade & sigad unicamp. bntesiiica
Informear oodign 33TEEESS S0RL111 Se123BEC 28420210



