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RESUMO

A anestesia local busca constantemente o tratamento o mais proximo possivel do
“sem dor”. Novos sistemas de liberagdo compostos por biopolimeros se mostram
como uma alternativa promissora para anestesia tépica, dentre eles o &cido
hialurénico e o alginato. Foram confeccionados 3 tipos de filmes através da técnica
“solvente casting” com proporcfes poliméricas diferentes associados a mistura de
cloridrato de lidocaina e cloridrato de prilocaina nas concentragbes de 250ug/ml, 500
pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml e 1500 pg/ml. Os filmes foram submetidos a ensaios
com cultura celular de queratinécitos humanos imortalizados (HaCaT). As células
foram incubadas a 37°C por 6h e 24h e a viabilidade celular foi medida através do
método de reducdo do MTT. Os valores de viabilidade celular foram méximos para o0s
filmes sem anestésicos locais, o filme na propor¢cdo de 1:1 apresentou a melhor
viabilidade celular nos dois tempos de exposicdo, o filme com propor¢cdes 1:3
apresentou 6tima viabilidade em 6 horas de exposi¢cdo e menores valores 24 horas, 0
filme de proporcdo 3:1 apresentou as menores taxas de viabilidade dentre os trés
filmes, entretanto com valores de viabilidade acima de 75%. Os filmes em estudo
associados aos anestésicos locais se mostraram com toxicidade aceitavel para futura
utilizacdo e apresentaram maxima viabilidade quando livre de anestésicos locais,
porém outros ensaios ainda sao necessarios.

Palavras-chave: anestésicos locais, biopolimeros, biocompatibilidade



ABSTRACT

Local anesthesia constantly seeks treatment as close as possible to “pain free”. New
delivery systems composed of biopolymers are a promising alternative for topical
anesthesia, including hyaluronic acid and alginate. Three types of films were made by
solvent casting with different polymeric proportions associated with the mixture of
lidocaine hydrochloride and prilocaine hydrochloride at concentrations of 250 pg / ml,
500 pg / ml, 750 pg / ml, 1000 pg / ml and 1500 pg / ml. The films were subjected to
cell culture assays of immortalized human keratinocytes (HaCaT). Cells were
incubated at 370C for 6h and 24h and cell viability was measured by the MTT reduction
method. Cell viability values were maximum for films without local anesthetics, the 1:
1 ratio film showed the best cell viability at both exposure times, the 1: 3 ratio film
showed optimal viability at 6 hours of exposure and shorter. At 24 hours, the 3: 1 ratio
film presented the lowest viability rates among the three films, however, with viability
values above 75%. The films studied associated with local anesthetics were
acceptable for future use and showed maximum viability when free of local anesthetics,
but further trials are still needed.

Keyword: local anesthetics, biopolymers, biocompatibility
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1 INTRODUCAO

Os anestésicos locais sdo farmacos muito utilizados para o controle da dor e
novas formulagbes sdo constantemente pesquisadas e desenvolvidas (Strichartz,
2008). Essas pesquisas buscam o tratamento mais proximo possivel do “sem dor”,
mas, no entanto, o proprio ato da anestesia com a penetracdo da agulha ja é
associado a dor (Munshiet al.,2001).

Embora os anestésicos locais sejam utilizados para o blogueio temporério da
condutividade nervosa, também tém acao em alvos que podem modular vias celulares
relacionadas a resposta inflamatoéria, cicatrizacdo, apoptose e necrose celular
(Cassuto et al., 2006). Enquanto a procura pela molécula ideal permanece um desafio,
novas formulagbes anestésicas a partir de moléculas conhecidas vém sendo
desenvolvidas utilizando sistemas de liberacdo controlado de farmacos, tais como
lipossomos e ciclodextrinas, com o objetivo de prolongar o efeito dos anestésicos
locais, melhorar a solubilidade e reduzir a sua toxicidade (Franz-Montan et al., 2016).
Mesmo as novas formulagcbes baseadas em lipossomos e ciclodextrinas
apresentaram toxicidade ou problemas com a eficacia e, assim, a busca por novas
formulacdes ainda é imperiosa.

Alguns polimeros podem ser construidos na forma de filmes, sendo uma
combinacao interessante entre o acido hialurénico (HA) e alginato de sodio. O alginato
€ um polissacarideo derivado da parede celular de algas marrons, e por isso
apresentando alta biocompatibilidade. Além de sua funcao na industria alimenticia, ja
apresenta aplicacédo direta em Odontologia como componente de biomateriais para
uso em regeneracao tecidual guiada em periodontia, tais como o Emdogain gel, o qual
apresenta uma matriz de alginato como polimero base.

Este componente tem ainda excelentes propriedades muco adesivas. Por ser um
polimero anidénico, quando em contato com a saliva pode reticular, aumentando a
resisténcia mecanica, o tempo de permanéncia na mucosa e permite o controle das
taxas de liberacéo de farmacos. O alginato de sédio se liga ionicamente por ligacdes
cruzadas por cétions divalentes. Este composto tem encontrada grande aplicacdo em
bioengenharia. Entretanto, o hidrogel produzido pelo alginato sem nenhuma
modificacdo nédo € adequado para aplicacdo para adeséo celular, por exemplo, e, para
melhorar essa propriedade, o composto tem sido misturado com acido hialurdnico

entre outras moléculas e polimeros (Ansari et al., 2017).



2 REVISAO DA LITERATURA

Albertini et al (2013) realizou uma das pesquisas pioneiras referentes ao
desenvolvimento de um curativo multi-composto capaz de controlar a liberagéo de um
API solavel em &gua (lidocaina HCI) por varios dias. O curativo preparado é uma
matriz microestruturada esponjosa, esta obtida por desidratacdo de substancias
realizada em baixas temperaturas por 3 propor¢des de quitosana e alginato (1:1,1:3 e
3:1), e que incorpora microparticulas lipidicas solidas (SLMs). As matrizes assciadas
a droga foram observadas quanto a capacidade de absorcdo de 4gua, aumento de
volume , carga de droga, formato e perfis de liberacdo. As SLMs foram preparadas
em duas cargas de farmacos diferentes (5% e 25%, p/p) pela tecnologia de
congelamento por pulverizacao e foram entédo incorporadas nas matrizes esponjosas.
A caracterizacédo dos SLMs evidenciou sua forma, liberagdo controlada e modificacéo
do estado cristalino do farmaco. Comparando os perfis de liberacdo das
microestruturas esponjosas carregadas com SLMs, as matrizes com proporcao de
quitosana / alginato 1: 3 apresentaram um perfil de liberacdo sustentada com o menor
efeito de exploséo, mostrando assim a utilidade do alginato como drug delivery. Em
seguida, outras substanciais ainda foram adicionadas a matriz para melhorar as
propriedades de cicatrizacdo do composto. A plataforma multi-composta final foi capaz
de promover o crescimento de fibroblastos mantendo sua caracteristica de liberacao
prolongada.

Baus et al (2019) pesquisou os métodos in vitro para a avaliacao de hidrogéis
aderentes a mucosa quanto a permanéncia na mucosa bucal em seres humanos. Para
a realizacdo da pesquisa foi realizada a mistura de hidrogéis, dentre eles o alginato
de sodio (ALG) e sal de sodio do &cido hialurénico (HA), materiais de escolha para os
filmes utilizados em nossa pesquisa. Os mesmos foram observados quanto ao
sinergismo reoldgico, caracteristicas e propriedades, tendo os testes de mucoadeséo
sido realizados em mucosa suina e na cavidade oral de voluntarios. O que pode ser
observado foi que o sinergismo reoldgico e tempo de residéncia de hidrogéis para
aplicacao bucal foi bom em ambos os grupos, tendo o tempo de residéncia uma boa
aplicabilidade in vivo e consequentemente agindo com drug delivery. Dessa maneira,
h& ser um forte indicio para o desenvolvimento de diferentes formulagfes intraorais

gue possam ser utilizadas em seres humanos.



Chen at al (2018) promoveu um estudo que investigou a utilizacdo do alginato
de sodio combinado ao hialuronato de sédio como arcabouc¢o associado a barberina
no reparo osteocondral. O teste para observar a cicatrizagdo osteocondral através do
arcabouco desenvolvido foi realizado in vivo. Os resultados mostraram que o sistema
poderia regenerar simultaneamente tanto a cartilagem quanto o osso subcondral,
tendo sido observado que este foi parcialmente reparado pela ativacdo da via de
sinalizacdo Wnt e a cartilagem foi protegida da degeneracédo pela regulagéo positiva
da autofagia, podendo-se assim concluir que o arcabouco de alginato de sddio,
hialuronato de sédio e barberina € promissor para o reparo de defeitos subcondrais.

Dausse et al (2003) avaliou a utilizacdo de varios polimeros como
biomateriais de preenchimento e reparo, sendo realizado em um modelo de rato com
defeitos na cartilagem. Foi analisado um hidrogel, composto de &cido hialurénico,
substituido covalentemente por cadeias hidrofébicas (HA12 e HA18) e uma esponja
de alginato sozinho (Asp) ou combinado com HA (AHAsp) ou combinado com HA e
condrdcitos (HYBsp) e seus efeitos em lesdes cartilaginosas da tréclea femural, patela
e condilo de ratos. Foi entdo observada reparacdo macroscopia similar a do AHAsp e
HA18 em relacdo ao com alginato e apds avaliagdo quimica, pode ser observada a
presenca de proteoglicanos nas zonas reparadas e de controle. Sendo assim
concluiu-se que a matriz obtida através dos hidrogéis ou esponjas mostrou ser
colonizada por células, estas responsaveis pela sintese de uma matriz com uma
grande quantidade de acido hialurdnico, porém bioquimicamente, ainda diferente das
células originais. Dessa maneira o0 autor finaliza o trabalho relatando sobre a
importancia das observacdes tanto micro quanto macroscopicas.

Franz-Montan et al (2016) analisaram a utilizacdo de anestésicos locais e
outros métodos para reducdo da dor a puncdo da agulha durante procedimentos
odontoldgicos. Os autores iniciam o texto realizando uma introducdo quanto a
utilizacdo de anestesia local (AL) para a busca para um procedimento odontolégico
livre de dor e que, apesar da utilizacdo de anestésicos topicos para a reducao da dor
a puncao da agulha ainda ndo conseguem controlar a dor da injecdo do anestésicos
em determinados lugares, como por exemplo no palato. Para a melhora da eficacia
da anestesia topica € possivel a utilizacdo agentes quimicos, como carreadores
nanoestruturados (lipossomos, oligossacarideos ciclicos, nanoparticulas lipidicas,
formulacdes farmacéuticas topicas baseadas em polimeros, dentre outas), e também

de métodos fisicos (crioanestesia, estimulos mecanicos como vibracdo ou pressao, e



as mais recentes iontoforeses e microagulhas). A conclusdo de toda a analise
realizada no trabalho é de que diferentes DDSs e formas de dosagem farmacéutica
foram desenvolvidos com sucesso com o objetivo de aumentar a eficacia da anestesia
topica na mucosa bucal, e que apesar de terem sido realizados apenas alguns ensaios
clinicos in vivo, esses estudos tém confirmado as melhorias farmacologicas. O
desenvolvimento continuo de novos sistemas e formulagdes para uso clinico na
cavidade oral ajudardo a alcancar melhorias significativas na anestesia oral topica.
Hutmacher et al (2001) relatou que a utilizagdo de células autégenas para
transplantes € um tratamento promissor, pois reduz a quantidade de complicacées,
como rejeicdo imunoldgica, transferéncia de patégenos, dentre outros problemas.
Parte de tal sucesso deve-se a um arcabouco biocompativel, que degrada-se e
reabsorve, permitindo que as estruturas duras e moles crescam através de
proliferacdo celular e mantenham sua diferenciacdo. Baseando-se em trabalhos
anteriores e o proprio conhecimento na area, os autores relatam que macromoléculas
de origem natural, como colageno, alginato, agarose, derivados do acido hialurénico,
quitosana e cola de fibrina tém sido utilizados como arcabougos, assim como
compostos artificiais desenvolvidos pelo homem. Sendo assim os materiais utilizados
para arcabouco tem sido cada vez mais estudados, pois essa € a maneira mais
eficiente para qual se possa guiar a proliferecdo e diferenciacdo celular no tecido

desejado.



3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi analisar os efeitos e toxicidade da mistura
lidocaina/prilocaina em filmes de alginato de soédio/acido hialurénico sobre
queratinécitos humanos imortalizados espontaneamente (HaCaT), para possivel

futura aplicabilidade do filme com anestésicos locais sobre feridas e pele integra.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Formulacdes estudadas e preparo dos filmes:

Em parceria com o Prof. Dr. Marlos Chorilli, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara-UNESP, estabelecemos metodologia para confecgéo
de filmes a partir da mistura de acido hialurénico e alginato de sédio, usando a técnica
“solvente casting”. Utilizamos 3 propor¢des diferentes de ambos os polimeros, com e
sem anestésicos, conforme as formulagfes abaixo:

a) Filmes de alginato e acido hialurénico (HA, hialuronato de sodio, 360 kDa, Life
Core Biomedicals — USA) na propor¢do de 1:1 impregnados com 25mg de
lidocaina (cloridrato de lidocaina, Sigma) e 25 mg de prilocaina (cloridrato de
prilocaina, Sigma).

b) Filmes de alginato e acido hialurénico (HA, hialuronato de sodio, 360 kDa, Life
Core Biomedicals — USA) na propor¢do de 3:1 impregnados com 25mg de
lidocaina (cloridrato de lidocaina, Sigma) e 25 mg de prilocaina (cloridrato de
prilocaina, Sigma).

c) Filmes de alginato e acido hialurénico (HA, hialuronato de sédio, 360 kDa,
LifeCoreBiomedicals — USA) na proporcdo de 1:3 impregnados com 25mg de
lidocaina (cloridrato de lidocaina, Sigma) e 25 mg de prilocaina (cloridrato de

prilocaina, Sigma).

Os filmes com a mistura de &cido hialurénico e alginato contendo os anestésicos
lidocaina e prilocaina foram preparados pela técnica “solvente casting”. Dispersdes
dos polimeros isolados foram preparadas em agua purificada na concentracao de
1,5% (m/v) mediante agitacdo magnética. Apds completa homogeneizacdo, as
dispersdes foram misturadas em trés diferentes propor¢des (1:1, 1:3 e 3:1), mantendo-
se a agitacao constante por 30 min para permitir a interacdo dos compostos.

Os farmacos lidocaina e prilocaina foram adicionados as blendas, juntamente
com glicerina, usada como plastificante na concentracao final de 5%, mantendo-se a
agitacao por mais 30 min. As dispersdes obtidas foram vertidas em placas de Petri,
as quais foram secas em estufa a temperatura de 55°C por 24h (Figura 2).

Os filmes obtidos nesta técnica nos permitiram adicionar até 300mg de
anestésicos locais quando utilizado um total de 450 mg em massa polimérica e, ainda

assim, permaneciam estaveis.



Figura 1: Filme maleavel obtido no estudo.

Figura 2. Dispersdo sendo vertida na placa de Petri (A). Disperséo vertida nas placas de

Petri (B). Filme apds secagem (C). Filme sendo removido da placa apés secagem (D).

4.2 Cultura celular:

Foram utilizados queratindcitos humanos imortalizados espontaneamente da
linhagem HaCaT. Essas células correspondem ao tipo celular predominante nos
tecidos de revestimento. As células foram obtidas junto ao Banco de Células do Rio
de Janeiro, Associacdo Técnico Cientifica Paulo Ehrlich.

A HaCaT foi mantida em Meio Eagle de Dulbecco modificado-DMEM (GIBCO®,
United Kingdom) acrescido de 10% de soro fetal bovino (GIBCO®) e penicilina (100
U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). As células foram cultivadas em placas de petri
para cultura de tecido de 61 cm? (TPP®) em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. A cultura

foi duplicada duas vezes por semana.



4.3 Condicbes experimentais:

Células HaCaT crescidas foram expostas aos filmes em estudo 5 concentracdes
diferentes de anestésicos locais (cloridrato de lidocaina + cloridrato de prilocaina em
1500ug/ml, 1000pg/ml, 500ug/ml, 250pg/ml e 125pug/ml). Um grupo controle foi obtido
por células tratadas como filme livre de anestésicos locais e o controle positivo foi
realizado com um grupo exposto somente ao meio de cultura utilizado no cultivo
destas células. As células foram incubadas a 37°C por 6h e 24h. Terminado os
periodos de incubacao, a viabilidade celular foi medida.

4.4 Viabilidade celular:

As células cultivadas foram submetidas a uma solugdo de tripsina e uma
concentragdo de 5x10%/mL dos tipos celulares foram dispostos em placas de 96 pocos.
As placas foram incubadas por 18 horas em atmosfera de 5% de CO:2 a 37°C.
Posteriormente foram adicionados os anestésicos locais livres ou associados aos
carreadores nas diferentes concentracdes. Terminadas as incubacgdes (6h e 24h), a
viabilidade celular foi estimada utilizando o método da reducédo do MTT.

O teste de viabilidade foi executado conforme as instru¢cfes do fabricante. 200uL
da solucédo preparada com o MTT foi pipetada em cada poc¢o da placa de 96 pocos.
As placas foram incubadas por 3 horas e, ap0s esse periodo, as absorbancias lidas
em espectrofotometro com comprimento de onda de 450nm com correcdo para
690nm.

4.5 Andlise da citotoxicidade por microscopia de fluorescéncia:

Com os filmes obtidos foram realizadas analises de citotoxicidade por reducdo
do MTT. Para tanto, foram utilizadas células HaCat em placas de 96 pocos. Os filmes
foram cortados e foram dissolvidos em meio de cultura utilizado no cultivo das células
Hacat (DMEM + Soro fetal Bovino 10 %). Foram utilizadas 5 concentragdes diferentes
de anestésicos locais (cloridrato de lidocaina + cloridrato de prilocaina em 1500ug/ml,
1000pg/ml, 500ug/ml, 250ug/ml e 125ug/ml) de cada tipo de filme (proporcdes
poliméricas diferentes), além do filme livre sem anestésicos locais.

Foi utilizada uma placa de 96 pocos para cada filme, uma linha com 9 pocos para
cada grupo distribuidos de acordo com as diferentes concentracdes de anestésicos
locais, além de um grupo controle que continha somente o meio de cultura para as

células, sem adicao de qualquer tratamento.



Foram realizados testes de MTT dos trés filmes, cada um com as 5
concentracOes diferentes de anestésicos locais, além dos testes com o filme livre de
anestésicos locais. Todos os testes com MTT foram realizados em triplicata para cada
grupo usando nove pogos em cada experimento, totalizando um n de 27 para cada
grupo. Apos incubacdo em tratamento por 6h as placas foram tratadas com MTT e
novamente incubadas por 3 horas para posterior leitura em leitor de ELISA e avaliacéao
da viabilidade celular. Embora ndo seja usual ou pratico manter anestésico local
aplicado topicamente por um periodo de 24 horas, 0 mesmo procedimento realizado
apos 6 horas de exposicéo foi também realizado deixando os filmes por um periodo

de 24 horas, visando observar sua toxicidade no extremo de uso.



5 RESULTADOS

Conforme pode ser observado nos graficos abaixo, o filme de proporcéo 3:1
apresentou as menores taxas de viabilidade dentre os trés filmes, sendo que a
viabilidade foi aparentemente influenciada pela concentracdo dos anestésicos. No
entanto, o flme ainda causou viabilidade maior que 75%, mesmo em seus valores
médios mais baixos.

Ja o filme com propor¢cbes 1:3 apresentou o6tima viabilidade em todas as
concentracfes quando a exposicao foi de 6 horas. Quando a exposi¢ao ao filme foi
de 24 horas, apresentou uma aparente queda linear nos valores de viabilidade celular
a partir da concentragéo 250ug/ml. Tal comportamento pode se dar tanto em funcao
da concentracdo dos anestésicos, como em funcdo do comportamento dos filmes com
relacdo a sua cinética de liberacéo.

O filme na proporcéo de 1:1, de acordo com o que pode ser observado no grafico
3, teve a melhor viabilidade celular em relacdo aos outros filmes, tendo mantido sua
concentracéo estavel no periodo estudado, mesmo apdés 24 horas.
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Grafico 1. Viabilidade celular do filme nas propor¢des poliméricas 3:1 (AH/ALG) e suas
diferentes concentracfes anestésicas.
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Gréfico 2. Viabilidade celular do filme nas propor¢des poliméricas 1:3 (AH/ALG) e suas
diferentes concentracfes anestésicas.
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Grafico 3. Viabilidade celular do filme nas propor¢des poliméricas 1:1 (AH/ALG) e suas
diferentes concentragfes anestésicas.



6 DISCUSSAO E CONCLUSOES

No presente estudo, optamos por testar filmes compostos com alginato e acido
hialurénico (AH) devido as boas propriedades desses dois compostos, visando a
futura aplicabilidade do filme com anestésicos locais sobre feridas e pele integra. Uma
das primeiras etapas para observar essa possivel aplicabilidade €, de fato, verificar a
citotoxicidade dos compostos sobre células. Esse modelo de estudo in vitro,
empregado nesta pesquisa, tem sido muito relatado na literatura para este fim.
Diferentes células, tais como fibroblastos, adipdcitos, condrécitos, neurdnios, células
epiteliais (Keck et al., 2010; Birkenmaier et al., 2011; Schonfeld-Dado et al., 2009;
Lang et al.,, 2010) entre outras ceélulas, vém sendo estudadas, apesar das
desvantagens e limitacbes deste método. Embora a dificuldade em relacionar
diretamente os resultados in vitro com estudos in vivo, da possivel instabilidade das
células em cultura e da perda de duas caracteristicas fenotipicas sejam relatados
como desvantagens, o modelo se firmou como um dos principais métodos iniciais para
observar o efeito de farmacos em nivel celular (Mena et al., 2010).

As células epiteliais sdo constantemente submetidas aos anestésicos locais (AL)
em varios procedimentos médicos e odontoldgicos, expondo essas células ao contato
com concentracdes variadas de ALs. A linhagem de queratindcitos humanos
imortalizados espontaneamente (HaCaT) foi escolhida, pois se constitui um modelo
experimental ja bem definido para explorar a resposta celular sobre diferentes
contextos, que justificam seu amplo emprego em estudos in vitro para investigacao de
vias de sinalizacao intracelulares e respostas a diferentes tipos de estresse (Boukamp
et al., 1988; Ravid et al., 2002).

As concentracfes de anestésicos locais utilizadas no presente estudo
representam valores muito superiores as concentracdes plasmaticas observadas na
pratica clinica (Downing et al., 1997), mas idénticos aqueles de primeira exposi¢ao,
ou seja, quando ha o contato inicial e direto com o farmaco. Assim, as concentracdes
usadas in vitro nesse estudo foram muito superiores aguelas que se manteriam na
pele integra, constituindo-se num desafio muito maior que em situagoes in vivo. Ainda
assim foi possivel observar que as células toleraram bem essas concentracdes e por
periodos significativamente maiores a que seriam submetidas in vivo (24 horas).

Essa boa compatibilidade observada com os filmes é diretamente ligada aos

compostos utilizados. O primeiro composto, o alginato, € um polissacarideo aniénico



composto por 1,4 acido beta-d-manurénico e mondmeros de acido alfa-l-gulurénico
derivados de algas marinhas. Interagindo com cations divalentes, as cadeias de
alginato podem ser polimerizadas para formar ligagao idnica intercadeias (Hunziker,
2002).

Dausse et al. (2003) relatam que o alginato aumentou a producéo de IL-1 por
monocitos e que, mesmo sendo considerado como um polimero totalmente
biocompativel, seus residuos de acido manuronico poderiam estimular citocinas,
especialmente a IL-1, a qual poderia ativar a producdo de &cido hialurénico em
cartilagens quando estimuladas pela cicloxigenase. Isso justifica a sua ndo utilizacéo
isolada. Ja o acido hialurénico (AH) e seus sais estéo entre os polimeros naturais mais
atrativos para aplicacdo em defeitos em cartilagens. O AH & composto de dois
dissacarideos (N-acetil-d-glucosamina e acido beta-glucoronico) que se repetem (Son
et al.,, 2013). Forma uma cadeia polissacaridica natural ndo ramificada e € um
ingrediente importante da matriz extracelular da cartilagem.

Além disso, desempenha varios papeis na proliferacédo celular, morfogénese, na
inflamacé&o e no reparo de feridas (Chen et al., 2018). Suas vantagens sobre outros
polimeros, tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, auséncia de
imunogenicidade e viscoelasticidade, sdo muito conhecidas e ja testadas. Entretanto,
algumas de suas propriedades fisico-quimicas ainda precisam de aprimoramento,
como sua alta degradabilidade, seu rapido clearence e reacdes hidroliticas (Son et al.,
2013). Assim, a utilizacdo de ambos conjuntamente poderia ser benéfica. De fato, o
acido hialurénico é reconhecido por melhorar a biocompatibilidade de muitos
materiais.

Contrariamente aos compostos de alginato, os hidrogéis baseados somente no
acido hialurénico ndo causam estimulacdo de citocinas, sendo, na verdade, inibidor
da producédo de IL-1 (Dausse et al., 2003). Embora no presente estudo nenhuma
citocina tenha sido medida, foi possivel observar que o filme com maior proporcao de
alginato realmente foi mais toxico para a célula, particularmente quando estas eram
expostas ao periodo de 24 horas.

Para melhorar suas propriedades, o AH tem sido complexado com outras
substancias. De fato, a mistura com o alginato ndo é nova na literatura e dai a op¢éo
de complexar o AH com este composto no presente estudo. Estruturas a base de
alginato e AH tém sido utilizadas como arcabouco para crescimento e proliferacéo

celular mostrando grande potencial devido as propriedades ja descritas. O polimero



composto por AH e alginato foi apontado como um arcabougo promissor para o reparo
de defeitos subcondrais (Chen et al., 2018).

A utilizagédo dessas substancias para drug delivery (Zhang et al., 2019), incluindo
aplicacado para cavidade oral (Angela Baus et al., 2019), vem sendo descrita na
literatura. De particular interesse, muitas aplicacbes visam a aplicacdo de drogas
variadas com potencial terapéutica para pele lesada ou integra, na forma de curativos
(Rossi et al., 2018; Tarusha et al., 2018). Além do nosso estudo, apenas um outro
(Albertini et al., 2013) mostrou a utilidade do alginato como drug delivery para a
lidocaina, mas era associado a quitosana e ndo ao AH.

Assim, os resultados obtidos no nosso estudo podem ser considerados
promissores para entender a biocompatibilidade do polimero na forma de filme
associado aos anestésicos locais. Pela resposta celular verificada aqui, podemos
concluir que os filmes se mostraram com toxicidade aceitavel para futura utilizacao,

embora outros ensaios ainda sejam necessarios.
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