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RESUMO

Para comercializacao e uso de farmacos de maneira segura, ¢ fundamental conhecer sua janela
terapéutica e principalmente sua toxicidade. Visando eficécia, tempo habil, metabolismo,
desenvolvimento fisioldgico rapido, menos estresse ao animal € menos burocracias éticas,
justifica-se o uso de embrides de galinha (EG) como alternativa de pesquisa. O objetivo desse
estudo foi avaliar se 0 EG pode ser um modelo para testes de toxicidade com farmacos e suas
nanoformulagdes ¢ a interferéncia da via de inoculagdo nos resultados. Para esse estudo, foram
utilizados 572 EG com 11 dias de incubacdo. Foram testadas quatro vias de inoculagdo, sendo
elas a Membrana da Casca (MC), Membrana Corioalantoide (CAM), Amnio (AM) e Alantoide
(AL) e foi analisada a toxicidade de quatro medicamentos, a lidocaina comercial (LC), a
indometacina comercial (IC) e suas nanoformulagdoes (LN e IN respectivamente). Foram
utilizadas 5 diferentes diluigdes por fArmaco e para cada dilui¢do foram utilizados seis EG. Os
ovos foram incubados artificialmente e observados diariamente para avaliagao da mortalidade
e embriodiagnostico dos EG que vieram a 6bito até os 16 dias de incubagdo. O uso de embrides
de galinhas sugeriu um modelo pratico, acessivel e eficiente, essencial para a obten¢do dos
resultados que mostram que a lidocaina nanoformulada teve uma taxa de mortalidade similar a
da lidocaina convencional, enquanto a indometacina nanoformulada demonstrou uma taxa de
mortalidade mais elevada em comparagdo com a indometacina comercial.

Palavras-chave: Embriodiagnostico; Vias de inoculacdo; Modelo animal alternativo.



ABSTRACT

For the safe marketing and use of drugs, it is essential to know their therapeutic window and
especially their toxicity. Aiming at efficiency, timeliness, metabolism, rapid physiological
development, less stress to the animal and less ethical bureaucracy, the use of chicken embryos
(CE) as a research alternative is justified. The objective of this study was to evaluate whether
CE can be a model for toxicity tests with drugs and their nanoformulations and the interference
of the inoculation route on the results. For this study, 572 CE were used with 11 days of
incubation. Four inoculation routes were tested, these being the Shell Membrane (SM),
Chorioallantoic Membrane (CAM), Amnio (AM) and Allantois (ALA) and the toxicity of four
drugs was analyzed, commercial lidocaine (CL), indomethacin (CI) and its nanoformulations
(NL and NI respectively). Were used 5 different dilutions per drug and for each dilution six CE
were used. The eggs were artificially incubated and observed daily to assess mortality and
embryodiagnosis of CEs that died within 16 days of incubation. Overall, considering all doses,
the mortality rate of commercial Lidocaine was similar to that of nanoformulated Lidocaine,
while the mortality of nanoformulated Indomethacin was higher than that of commercial
Indomethacin via the AM and CAM pathways. The use of chicken embryos suggested a
practical, accessible and efficient model, essential for obtaining results showing that
nanoformulated lidocaine had a similar mortality rate to conventional lidocaine, while
nanoformulated indomethacin demonstrated a higher mortality rate compared to commercial
indomethacin.

Keywords: Embryodiagnosis; Inoculation routes; Alternative animal model.
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1. INTRODUCAO

Os testes de toxicidade de drogas desempenham um papel fundamental em diversas
areas da ciéncia, industria e saude publica. O teste determina o potencial de certas substancias
causarem danos a saude, além de avaliar a toxicidade sistémica aguda. Sdo utilizados para
classificar e rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou toxicidade como
estabelecido pela legislagdo (Valadares, 2006).

A medida que a ciéncia avanca, novos meios de estudos sdo utilizados e o uso de
embrides de galinhas apresenta inumeras vantagens quando comparados aos modelos de estudo
tradicionais que utilizam mamiferos, como baixo custo, curto tempo de desenvolvimento,
rapida velocidade de absor¢do e distribui¢io e taxa de excre¢do acelerada. E um modelo
altamente controlado, acessivel e relativamente transparente no qual a fisiologia normal, a
patologia da doenca e as consequéncias da manipulagdo experimental podem ser facilmente
visualizadas, permitindo experimentos simplificados e econdmicos (Kain et al., 2012).

A lidocaina (LC) ¢ um anestésico local amplamente utilizado, suas vantagens incluem
boa eficécia, inicio rapido de agdo, versatilidade e ampla aplicagdo. Esse farmaco inibe
reversivelmente processos de excitagdo e conducdo do impulso nervoso ao longo das fibras
nervosas sem produzir inconsciéncia. Suas vantagens sao obtidas pelo seu mecanismo de agao,
no qual o fArmaco se liga aos canais idnicos seletivos de sodio nas fibras nervosas, inibindo a
permeabilidade ao sodio, dessa forma a fibra ndo despolariza e ndo conduz o potencial, ou seja,
a dor. Sua agdo possui inicio rapido, duracdo média e poténcia moderada (Schulman, 2009).

O encapsulamento da LC, faz com que ocorra a liberagdo controlada do farmaco no
local da inoculagdo, prolongando o tempo de anestesia, sem a necessidade do uso de
vasoconstritores, reduzindo a chance de toxicidade sist€émica devido a liberacao sustentada do
farmaco (Ribeiro ef al., 2018).

A indometacina (IC), um farmaco anti-inflamatério nao esteroidal (AINE) derivado do
acido indol acético, € prescrita para tratar uma variedade de doengas inflamatorias, incluindo
artrite tendinite, sinovite traumatica e espondilite anquilosante (SULEYMAN, Halis ef al.,
2007). Sua eficéacia decorre principalmente da capacidade de inibir a enzima ciclooxigenase, o
que leva a diminuicdo da sintese de prostaglandinas, resultando na redugdo da resposta
inflamatoéria (Sandoval, 2007).

Considerando que a administragdo oral da IC esta relacionada a efeitos adversos

significativos no sistema gastrointestinal, torna-se interessante testar novas estratégias para



mitigar a toxicidade sist€émica associada a este fArmaco e aprimorar sua eficacia terapéutica. A
nanoformulacdo de IC formada por uma mistura de lipidios sélidos e liquidos a temperatura
ambiente, juntamente com um surfactante, demonstraram eficicia na liberagao sustentada de
medicamentos encapsulados (Ribeiro et al., 2017).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi a realizacdo do teste de toxicidade da LC, da
IC comercial (LC e IC) e suas nanoformulagdes (LN e IN) em embrides de galinha como

modelo animal em quatro diferentes vias de inoculagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Teste de toxicidade

Os testes de toxicidade sdo essenciais para proteger a saide animal, humana e ambiental,
pois garantem que substancias quimicas sejam utilizadas de forma segura e responsavel
assegurando a qualidade de vida e o bem-estar da sociedade. A avaliagdo da toxicidade ¢
realizada com o objetivo de determinar o potencial de certas substancias causarem danos a
saude, além de classificar e rotular substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
nocividade como estabelecido pela legislagao. Assim como a letalidade, outros parametros sdo
investigados em estudos de toxicidade aguda, como a identificagdo do potencial téoxico em
orgaos especificos, identificacdo da toxicocinética e a relagdo-dose resposta, indicativos sobre
o mecanismo de agdo toxica, diagndstico e tratamento das reagdes toxicas, estabelecimento das
doses para estudos adicionais de toxicidade, informagdes para a comparacgao de toxicidade entre
substancias de mesma classe, informagdes sobre quais seriam as consequéncias de exposigdes
acidentais no trabalho ou no ambiente doméstico além de ser um padrdo para a avaliagdo de
testes alternativos ao uso de animais experimentais (Valadares, 2006).

Os métodos empregados para a conducao deste teste sdo baseados em varios principios.
Primeiramente, adota-se uma abordagem de fixacdo de dose, em que animais do mesmo sexo
sdo distribuidos em grupos e submetidos a doses pré-determinadas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg
do farmaco. Neste procedimento, as doses sdo administradas em ordem decrescente até que
uma concentracdo seja alcangada de forma que ndo provoque efeitos severos ou morte dos
animais (Oecd, 2001a). O teste de classe toxica aguda, por sua vez, envolve a utilizagdo de 3
animais do mesmo sexo em cada etapa, nos quais sao aplicadas doses fixas do medicamento
para avaliar seus efeitos e a mortalidade. Posteriormente, a dose ¢ ajustada, aumentando ou
diminuindo, até que todos os animais apresentem sintomas ou morte, ou até que ndo apresentem
sintomas (Oecd, 2001b). No procedimento up and down, o teste é realizado em um animal com
uma determinada dose. Se o animal vier a 6bito o proximo animal recebe uma dose menor com
o fator de divisdo de 3,2. Se o animal sobreviver, a préxima dose ¢ multiplicada por 3,2 e assim

se delimita a dose letal (Oecd, 2008).

Tabela 1. Principios dos 3 métodos de avaliacdo de toxicidade aguda oral: adaptado do artigo

de autoria de BOTHAM, 2004.



Dose fixa

Classe toxica

“Up and Down”

Nivel da dose

Principio

Dados Obtidos

Dose fixa de 5, 50,
300, 2000mg/kg,
grupo de 5 animais

por dose

Encontrar a
quantidade minima
que resulte em

toxicidade evidente

Faixa estimada da

DL50, sinais de
toxicidade  aguda.
Orgio alvo

Dose fixa de 5, 50,
300, 2000mg/kg,
grupo de 3 animais

por dose

Encontrar a menor
dose que cause

mortalidade

Faixa estimada da

DL50, sinais de
toxicidade  aguda.
Orgio alvo

Dose inicial estimada
(175mg/kg), fator de

progressao de 3.2, 1

animal
Estimar a DL50
Estimar a DL5O0,

sinais de toxicidade

aguda. Orgdo alvo

2.2 Embrides de galinha como modelo animal alternativo

A utilizagdo de animais em pesquisas ¢ de suma importancia para compreensdo dos
processos bioldgicos que ocorrem no organismo como um todo, fato que nao € obtido em outros
métodos (Heywood, 1987; Ribeiro et al., 1995; Salén, 1995; Snitkoff, 2004). E importante
destacar que os camundongos sdo os vertebrados mais utilizados em pesquisas cientificas
(Chorilli et al., 2007). Nesse aspecto, vale ressaltar que varios cuidados sdo necessarios visando
o bem-estar desses mamiferos, como: temperatura, luz, ventilagcao, umidade, ruido e qualidade
do ar extremamente controlados (Andrade, 2006). Em geral, os camundongos devem dispor de
uma 4rea minima de 65 cm? por individuo quando agrupados e o piso de sua gaiola deve ser
recoberto por material apropriado (Andrade, 2006).

O embrido de galinha (EG) € um modelo economicamente atrativo, devido seu baixo
custo de manuteng¢do, pois ¢ um modelo autossuficiente e seu desenvolvimento natural ocorre
a 37°C e 60% de umidade sem a necessidade de meios de sustenta¢d@o mais complexos (Kain et
al., 2012). Outro fator importante € que dentro de uma Unica incubadora, detemos um grande

numero de EG sem a necessidade de ocupagao de grande area de espaco.
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Além disso, dentro do ovo, o embrido ¢ um modelo altamente controlado, acessivel e
relativamente transparente no qual a fisiologia normal, a patologia da doenca e as consequéncias
da manipulacdo experimental podem ser facilmente visualizadas permitindo alta
reprodutibilidade e experimentos simplificados e econdmicos (Kain et al., 2012). Além da
facilidade de manuseio, também se destaca a maior aceitacdo em comités de ética, pois as leis
nacionais nao categorizam os embrides de aves como seres vivos de acordo com suas
regulamentagdes, contudo, sabe-se que o periodo em que o embrido comega a sentir dor nao ¢
exatamente determinado. O NHI (Comité Consultivo de Pesquisa Animal para a eutanasia), dita
que o desenvolvimento de nocicep¢do ocorre semelhante a mamiferos, e que 72h antes da
eclosdo o tubo neural esta totalmente formado, exigindo o bom manuseio e técnicas adequadas
empregadas em estudos visando manter o bem-estar dos EG (American Veterinary Medical
Association, 2021).

O desenvolvimento do EG ¢ concluido em 21 dias, sendo o mais rapido entre os modelos
animais mais utilizados e igual apenas do embrido de camundongo. Assim, em cada dia de idade
de incubacdo, muitas alteragdes fisioldgicas podem influenciar significativamente os estudos e
as respostas que estdo sendo avaliadas. No primeiro dia de desenvolvimento, os vasos
sanguineos extraembriondrios ficam visiveis no saco vitelinico por volta de 23-24 horas ap6s o
inicio da incubagdo. Os batimentos cardiacos podem ser identificados entre 33-38 horas ap6s o
inicio da incubagdo, com a circulagdo sanguinea ocorrendo por volta de 51-56 horas de
incubacdo. O alantoide se desenvolve em 3 dias de incubagdo (DDI) e nesse mesmo periodo o
amnio envolve o embrido. Com 6-7 DDI ocorre a fusdo do alantoide com o corion e se forma a
membrana corioalantoide (CAM) e passam a ser visiveis. Isso permite o inicio de uma série de
testes a partir do 7 DDI (Hamburger e Hamilton, 1992, Sheng 2010).

Em suma, a aplicagdo do medicamento em quatro locais diferentes do ovo ou embrido
pode ser usada como uma representagao ou simulacdo de como o medicamento se comportaria
quando aplicado em diferentes locais em animais apds o nascimento. As principais vias de
inoculagdo sdo através da gema, membrana corioalantoide (CAM), alantoide (AL), membrana
da casca (MC), amnio (AM) e saco vitelinico (Ribeiro et al., 2022).

Virios parametros do EG podem ser estudados e comparados nos exames de toxicidade,
como a mortalidade embrionaria, peso dos ovos, embrides € anexos, estresse oxidativo,
marcadores bioquimicos séricos, bioquimica do liquido alantoide e amniotico, morfologia dos

glébulos vermelhos, danos a 6rgdos e embrides malformados (Gebhardt, ef al., 1968, Hruba,
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H. et al 2019, Korhonen, A. et al.,1982, Sadighara, P. et al,, 2011, Elsayed, M. et al., 2019,
Ribeiro et al., 2020).

Os orgaos afetados podem ser estudados e analisados bioquimicamente, ou pelo uso de
técnicas de microscopia eletronica (Ribeiro et al., 2022). Considerando os parametros que
podem ser observados, ¢ possivel mensurar a gravidade e os potenciais danos que podem

ocorrer nos embrides em determinada dose.

2.3 Lidocaina

Anestésico local ¢ uma substancia que, quando aplicada em uma determinada regido, é
capaz de impedir temporariamente a transmissdo de impulsos nervosos no local, sem afetar o
estado de consciéncia do individuo. A LC ¢ utilizada em procedimentos de anestesia local,
bloqueios de nervos periféricos, bem como em anestesias peridural, espinhal e topica. Além
disso, ¢ utilizada como um medicamento antiarritmico da classe I. E valido ressaltar que a
lidocaina ¢ considerada uma opg¢ao relativamente acessivel quando comparada a outros
anestésicos locais. Seu mecanismo de ac¢do consiste na ligacdo do farmaco aos canais i6nicos
seletivos de sodio nas fibras nervosas, inibindo a permeabilidade ao sédio, impedindo a
despolarizacao e a condugdo do potencial elétrico (Schulman, 2009).

A LC é um medicamento com uma liga¢do amida e uma hidrofobicidade moderada. A
ligacdo amida evita a quebra dos medicamentos pelas enzimas esterases, ao passo que a
hidrofobicidade permite que ele permaneca na regido de administragdo por um periodo
prolongado. Desta forma, possui inicio de a¢do rapido e uma duragcdo média de efeito, com uma
poténcia moderada. Sua estrutura inclui dois grupos metila no anel aromatico, os quais
aumentam sua hidrofobicidade e desacelera seu processo de hidrolise. Esse composto possui o
pKa relativamente baixo e, em um pH fisiologico, a maior parte do medicamento esta em sua
forma neutra, essa caracteristica permite que ele se difunda rapidamente por meio das
membranas e cause um bloqueio rapido (Schulman, 2009).

A LC passa por processos metabolicos no figado, onde, inicialmente, o grupo alquila
ligado ao nitrogénio terciario ¢ removido devido a ag¢do das enzimas do citocromo P450. Em
seguida, ela ¢ submetida a processos de hidrélise e hidroxilacdo. Vale mencionar que os
metabolitos resultantes da lidocaina tém uma atividade anestésica bastante reduzida (Schulman,
2009).

Os efeitos toxicos da LC sdo predominantemente observados no sistema nervoso central

(SNC) e no coragdo. Os efeitos adversos podem envolver zumbidos nos ouvidos,
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tremores musculares e, em casos extremos, convulsdes e morte. A depressao do SNC e
a toxicidade cardiaca podem ocorrer quando os niveis de LC no sangue estdo elevados

(Schulman, 2009).

2.4 Nanoformulacio de Lidocaina

O marco inicial da nanotecnologia ocorreu durante a palestra proferida por Richard
Feynman em 1959, na qual ele sugeriu a ideia de manipular &tomos e destacou que os seres
humanos nio estavam limitados a aceitar os materiais da maneira como a natureza os oferece,
desde que ndo violassem como leis naturais (Cadioli, 2006). A nanotecnologia é um campo
cientifico que, de forma ampla, se concentra na pesquisa, criagdo e analise de sistemas em
dimensdes extremamente pequenas, em escala nanométrica (Kawasaki, 2005). Essa tecnologia
busca a inovac¢ao de materiais e a concep¢ao de novos produtos e métodos, aproveitando a
capacidade crescente da tecnologia contemporinea para observar e controlar atomos e
moléculas. Em niveis nanométricos, os atomos exibem propriedades Uinicas, como resisténcia
a temperatura, variagdes de cor, reatividade quimica e condutividade elétrica distintas
(Galembeck, 2004).

Uma caracteristica distintiva dos materiais com nanoestrutura reside em sua capacidade
de ampliar as propriedades fisicas e quimicas dos materiais, o que desperta um interesse
especifico e relevancia crescente para futuras aplicagdes tecnoldgicas, como os nanofarmacos
que representam uma inovagao no campo da administracdo de medicamentos, visto que fornece
novos mecanismos para sua administracdo (Silva, 2016).

A LC com carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), como a segunda geragdo das
nanoparticulas lipidicas so6lidas (SLN), surgiram como opg¢do proeminente para resolver
limitagdes recorrentes de outros sistemas de liberacdo de farmacos (SLF), devido a sua
capacidade de encapsular moléculas hidrofébicas com alta eficiéncia (Miiller et al., 2011). As
formulagdes exibiram excelentes propriedades estruturais e estabilidade, capazes de carregar
grandes quantidades do anestésico com perfil de liberacdo sustentada, provaram ser atoxicos in
vitro e melhoraram significativamente os efeitos in vivo. As formulagdes de NLC foram
compostas por 0leo de copaiba e cera de abelha, 6leo de améndoa doce e manteiga de karité, e
0leo de gergelim e manteiga de cacau como matriz lipidica, preparada pelo método de
emulsificagcdo-ultrassonicacdo encapsularam eficientemente (79-86%) a LC. As formulacdes
lipidicas ndo afetaram a viabilidade celular e reduziram significativamente a citotoxicidade

intrinseca do farmaco. Os ensaios in vivo foram realizados utilizando larvas de peixe-zebra e
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camundongos (teste de pressdo da pata). Em ambos os casos, o efeito terapéutico do NLC foi
aumentado pelo encapsulamento. Sendo assim, é possivel obter uma aplicagdao versatil com

lipidios naturais aproveitando sua diversidade, baixo custo e abundancia (Ribeiro et al., 2017).

2.5 Indometacina

Lesdes como traumas, infecgdes e agdo de anticorpos desencadeiam uma resposta
inflamatoria. Esse processo pode ser descrito em trés estagios diferentes, na fase aguda,
observa-se uma dilatacao dos vasos sanguineos locais e um aumento na permeabilidade capilar;
durante uma fase subaguda, ha uma migragao de leucdcitos e células fagocitarias para a area
afetada, sendo a fase cronica, proliferativa marcada pela degeneragdo do tecido (Leonardo et
al., 2009).

A IM ¢ da classe dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e suas agdes derivam
principalmente da sua capacidade de inibir a enzima ciclo oxigenase (COX), resultando na
reducdo da producdo de prostaglandinas e na atenuacdo da resposta inflamatdria. Geralmente,
os AINEs também agem como antagonistas dos receptores de prostaglandinas, o que resulta na
redugdo da permeabilidade capilar, diminuindo assim o edema ¢ a vermelhiddao. Além disso,
esses medicamentos inibem a liberacao de prostaglandina E1, o que contribui para a redugao
da febre (Sandoval, 2007).

A IM ¢é amplamente utilizada devido as suas propriedades anti-inflamatorias,
analgésicas e antipiréticas. E indicada para tratamento de vérias condicdes inflamatorias,
incluindo artrite reumatoide, osteoartrite, artrite intestinal, bursite, tendinite, sinovite traumatica
e espondilite anquilosante (Suleyman, halis, et al., 2007).

Além dos efeitos benéficos desse medicamento, também sdo descritos alguns efeitos
adversos como cefaleia, tonturas, depressao, vertigem e fadiga (incluindo mal-estar e dispersao)
e, uma das principais restri¢des associadas ao uso dos AINES reside nos seus impactos no trato
gastrointestinal, os quais se contam entre os mais sé€rios € podem incluir sintomas como nausea,
falta de apetite, vOmito, sensacdo de desconforto na regido epigéstrica, dor abdominal,
constipacdo e diarreia (Rama et al., 2006). O efeito toxico mais frequente da IM ¢ a ocorréncia
de danos no trato gastrointestinal (TGI). Esses efeitos podem variar desde perda de sangue

desconhecida até perfuracao de ulcera (Wallace, john 1, et al.,1997).
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2.6 Nanoformulacio de Indometacina

A administracdo oral da IM causa sérios efeitos colaterais gastrointestinais, como
nausea, anorexia, vomito, desconforto epigastrico, dor abdominal, constipacao e diarreia devido
seu metabolismo de primeira passagem, que sdo intensificados em condi¢des inflamatorias
cronicas onde o tratamento continuo com esse medicamento ¢ imprescindivel (Bonetti et al.,
2022).

Dado que os AINES s3ao amplamente prescritos em todo o mundo, facilmente acessiveis
e empregados para tratar uma variedade de enfermidades, ¢ crucial adotar novas abordagens
para reduzir a toxicidade sistémica da IM e aprimorar sua eficacia, diminuindo os efeitos
adversos existentes. O desenvolvimento de sistemas de entrega hibridos associa os beneficios
de diferentes nanotransportadores em um tnico sistema, projetado para melhorar a eficacia e/ou
minimizar a toxicidade das drogas (Bonetti et al., 2022).

Esta nanoformulagdo consiste em nanocarreadores lipidicos estruturados contendo IM
(NLC/IM; 2%) e quitosana (CHT; 2%), os quais sdo revestidos por xantana (XAN; 0,5%). Esses
sistemas demonstram propriedades estruturais e termodinamicas excelentes, bem como um
perfil de liberagdo do farmaco prolongado in vitro por até 26 horas. A interagdo sinérgica entre
os excipientes nanolipidicos e os biopolimeros impede a liberagao explosiva do fArmaco nas
primeiras 2 horas, simulando as condi¢des gastricas, seguidas por uma liberagdo prolongada
em pH 6,8, que imita o ambiente intestinal. O revestimento de xantana nas nanoesferas
(XAN/CHT/NLC-IM) atua como um agente gastro-resistente, protegendo o NLC/IM e a CHT
de um inchago subito e da subsequente liberagdo total do farmaco nas primeiras horas do
experimento (Bonetti et al., 2022).

O ensaio de toxicidade in vivo em EG confirmou a seguranga das nanoesferas, que
combinou as vantagens da hibridizacdo e procedimentos de revestimento, diminuindo a
toxicidade intrinseca da IM no EG em todos os pardmetros analisados. No geral, a nanopérola
de biopolimero lipidica proposta é uma excelente candidata para administracdo de IM, bem

como outros antiinflamatorios por via oral (Bonetti ef al., 2022).
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3. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Incubacdo de Aves (LIAVE) da
Universidade Federal de Uberlandia. Foram utilizados ovos de Gallus gallus embrionados (Hy-
Line) com 11 DDI. Os ovos foram incubados em incubadora artificial (Premium ecolégica®) a
37°C e 55-60% de umidade.

Foram testadas quatro vias de inoculagdo, sendo elas MC, CAM, AM e AL e quatro
farmacos, a LC e sua nanoformulagao (LN) as quais foram utilizadas em 5 diferentes
concentragdes: 3mg/embrido, 1,5mg/embrido, 0,75mg/embrido, 0,38mg/embrido e
0,19mg/embrido; e a IC e sua formulagao (IN)nas seguintes concentragdes: 4mg/embrido,

2mg/embrido, Img/embrido, 0,5mg/embrido e 0,25mg/embrido.

Figura 1. Esquema das quatro vias de inoculagio, sendo, A: Membrana da casca, B:Amnio, C:Alantoide, E:

Membrana corioalantdide (Manders, TTM et al. (2020).

Foram utilizados um total de 572 EG com 11 DDI e cada grupo foi composto por 6 EG
a exce¢do da via amnio em que havia 8 embrides. Além disso, foram incluidos controles
negativos, nos quais nenhum farmaco ou nanoformulacdo estava presente.

Os ovos foram primeiramente submetidos a ovoscopia, para confirmar o sucesso do
desenvolvimento embrionario. Para inoculacdo na MC, foi realizada uma pequena perfuragao
acima da camara de ar (CA), seguido pela aplicagao utilizando uma agulha de inje¢ao (Gebhardt

e Van Logten, 1968). No caso da CAM, foi criada uma abertura na parte superior do ovo e, com
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extrema precaugdo, uma pequena parte da membrana da casca foi removida, deixando a CAM
exposta e pronta para administracdo (Zhu et al., 2014). Para a administracio no AM, foi
realizado um orificio central em direcao ao embrido ¢ o indculo foi administrado com uma
agulha hipodérmica 21G com cuidado para evitar perfura-lo. Por fim, para AL, foi realizada
uma perfuragdo na transi¢do entre a camara de ar e o alantoide, seguida pela insercao
perpendicular da agulha para efetuar a aplicacdo (Vaezirad et al., 2018).

Os ovos foram entao incubados e monitorados regularmente para verificar a mortalidade
e realizar o embriodiagndstico.

Para a analise de mortalidade em cada dose do farmaco, foi realizado uma analise
quantitativa utilizando a porcentagem entre o total mortes sobre a quantidade de EG por grupo
dentro de via testada. Para comparar a mortalidade da nanorformulagao e do farmaco comercial
para todas as doses ou a interferéncia da via sobre a mortalidade foi realizada teste do
quiquadrado seguido pelo binomial entre duas propor¢des considerando o p<0,05. Foi usado o

programa GraphPad PRism 9.2 para as analises.
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4. RESULTADOS

Ao considerar uma dose de 3mg/EG, o uso da LC resultou em uma taxa de mortalidade
de 16,66% (1/6) exclusivamente na via MC, enquanto nos outros locais de inocula¢do nao foram
registradas mortes. Da mesma forma, o uso de LN na mesma dose resultou em uma taxa de
mortalidade de 16,66% (1/6) nas vias CAM e AL, enquanto nao houve mortalidade nas demais.
Para a dose de 1,5mg/EG, observou-se uma taxa de mortalidade de 16,66% (1/6) na via CAM
e 12,5% (1/8) na via AM com o uso de LC, enquanto as outras vias ndo registraram mortalidade.
Em contraste, o uso de LN na mesma dose ndo resultou em mortes em nenhuma das vias. Na
dose de 0,75mg/EG, o uso de LC resultou em uma taxa de mortalidade de 33,3% (2/6) na via
CAM e 12,5% (1/8) na via AM. Ja a utilizacdo de LN nessa mesma dose ocasionou uma
mortalidade de 12,5% (1/8) na via AM, sem registros de mortes nas demais vias. Utilizando
0,38mg/EG, ndo foram registradas mortes com o uso de ambas as formulacdes. Entretanto, com
a dose de 0,19mg/EG, ocorreu uma taxa de mortalidade de 16,66% (1/6) apenas para LC na via
CAM e de 12,5% (1/8) para LN na via AM (Figura 1).

Figura 1. Percentual de mortalidade dos EG inoculados com LC e LN em diferentes doses
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Figura 2.Percentual de mortalidade dos embrides inoculados com Lidocaina comercial (LC) e Lidocaina
nanoformulada (LN) em quatro diferentes doses (3mg/EG, 1,5mg/EG, 0,75mg/ EG 0,38mg/EG ¢ 0,19mg/ EG),
pelas vias membrana da casca (MC), membrana corioalantoide (CAM), alantoide (AL) e &mnio (AM). EG:

Embrido de Galinha.
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Na dose de 4mg/EG utilizando a IC houve a mortalidade 37,5% (3/8) no AM enquanto
ndo ocorreu mortes nas outras vias. Com a IN houve morte de 16,66% (1/6) na CAM e 62,5%
(5/8) na via AM, com auséncia de morte nas outras vias. Utilizando 2mg/EG, com a IC, houve
mortalidade de 33,33% (2/6) na CAM e 16,66% (1/6) na via AL, com auséncia de morte nas
outras vias. A IN apresentou 16,66% (1/6) na CAM, 33,33% (2,6) no AL e 12,5% (1/8) no
(AM). Na dose 1mg/EG, com a IC houve mortalidade de 33,33% (2,6) na (CAM) e 12,5% (1/8)
no AM. Com a IN ocorreu 50% (3/6) de morte na via AL e 37,5% (3/8) no AM. Na dose
0,5mg/EG, com a IC houve mortalidade apenas no AM de 12,5% (1/8). Utilizando a IN houve
a mortalidade de 33,33% (2/6) na CAM, 16,66% (1/6) no AL e 62,5% (5/8) no AM. Por fim,
na dosagem de 0,25mg/EG utilizando a IC houve morte apenas no AM de 12,5% (1/8). Com a
IN houve mortalidade de 16,66% (1/6) no AL e 62,5% (5/8) no AM (Figura 2).

Figura 2. Percentual de mortalidade dos EG inoculados com IC e IN
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Figura 3.Percentual de mortalidade dos embrides inoculados com Indometacina comercial (IC) e
Indometacina nanoformulada (IN) em quatro diferentes doses (4mg/EG, 2mg/EG, 1mg/ EG 0,50mg/EG e
0,25mg/ EG), pelas vias membrana da casca (MC), membrana corioalantoide (CAM), alantoide (AL) e amnio
(AM). EG: Embrido de Galinha.
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Ao conduzir as avaliagdes abrangendo todas as doses, ndo houve diferenca estatistica
entre as mortalidades da Lidocaina comercial e a Nanoformuacgao. (Figura 3).

Figura 3. Comparagao entre a mortalidade dos embrides inoculados com a LC ¢ LN em
diferentes vias
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Alantoide (AL), membrana da casca (MC), &mnio (AM) e membrana corioalantéide (CAM) em diferentes doses.
Lidocaina comercial (LC), Lidocaina nanoformulada (LN). Foi realizado o teste quiquadrado seguido pelo
binémial entre duas propor¢des comparando a via e por tipo de farmaco (comercial e nanoformulado). Letras

diferentes na mesma via e farmaco indica diferencga estatistica.
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Ao realizar as andlises estatisticas considerando todas as doses IN apresentou maior
mortalidade para as vias CAM e AM. Para as vias AL e MC nao houve diferenca na
mortalidade.

Figura 4. Percentual de mortalidade de embrides inoculados com indometacina comercial e

nanoformulada em diferentes vias.
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Alantoide (AL), membrana da casca (MC), amnio (AM) e membrana corioalantéide (CAM) em diferentes doses.
Lidocaina comercial (LC), Lidocaina nanoformulada (LN). Foi realizado o teste quiquadrado seguido pelo
binémial entre duas propor¢des, por via e por tipo de farmaco (comercial e nanoformulado). Letras diferentes na

mesma via e farmaco indica diferenga estatistica.

Também foi realizada a comparagdo entre vias considerando todas as doses para cada
farmaco (comercial ou nanoformulado). Nao houve diferenca de mortalidade entre vias para
LC e LN. Para indometacina comercial ndo houve diferenca de mortalidade entre as vias, mas
para indometacina nanoformulada a via do AM resultou em mortalidade maior que todas as
outras vias (p<0,0001). A IN pela via CAM causou mais mortalidade que as outras vias a

excec¢do da via AM.
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5. DISCUSSAO

A Lidocaina pertence a categoria dos anestésicos locais do grupo amida, os quais, em
comparagdo com 0s anestésicos locais do tipo éster, costumam ser bem tolerados, com poucas
ocorréncias de reagdes alérgicas. Mesmo com as diversas vias de administragdo, injecdo,
inalacdo ou aplicagdo topica como agente anestésico, a LC demonstra uma ampla margem de
seguranca antes de atingir niveis sanguineos considerados toxicos (Torp, Klaus D, et al 2018).
Na espécie de galinhas, a dose convulsiva de lidocaina foi de £+ 5,15 mg/kg, sendo esta a mais
elevada entre todas as espécies estudadas (Imani, Hadi; et a/ 2013). Essa disparidade pode ser
atribuida as distintas estruturas anatomicas e funcdes fisioldgicas do cérebro das galinhas
(Stewart PA, et al 1981). Portanto, a baixa ocorréncia de mortes mesmo em doses altas
encontrada nesse estudo, evidencia a seguranca deste medicamento. Além disso, sua
nanoformulacdo revelou uma taxa de mortalidade similar a da LC (Figura 3), sugerindo que a
LN pode ser ainda mais segura do que a LC ja& que as nanoformulagdes sdo utilizadas em
dosagem menor para que a mesma agao ocorra em um tecido.

A nanotecnologia farmacéutica desperta particular interesse devido a capacidade de
manipular estruturas em dimensdes nanométricas, conferindo-lhes propriedades distintas nao
encontradas em escalas maiores. Essas propriedades incluem um contato mais efetivo da area
interfacial com os tecidos biologicos e um aumento significativo da biodisponibilidade. Tal
caracteristica permite a reducdo da dose necessaria de medicamentos, impulsionando assim o
crescimento exponencial da adog@o desses sistemas de nanoengenharia ( Tibbitt ef al., 2016 ).
Nesse trabalho nao foi encontrado o valor de LD50 ja que as doses aplicadas ndo levaram alta
mortalidade dos embrides. Porém, a comparacao entre a formulagdo da IC e a da IN revelou
uma taxa de mortalidade mais elevada na ultima. Essa observacdo levanta a possibilidade de
que o aumento da biodisponibilidade da IN possa estar relacionado a essa taxa de mortalidade.
Sabendo que a auséncia de exposi¢do implica auséncia de toxicidade, é nitido que se houver
exposicao, a toxicidade pode ocorrer quando essa exposi¢ao ultrapassa uma dose e/ou tempo
especificos. Isso dependera das interagdes entre a toxicocinética (como o organismo absorve,
distribui, metaboliza e excreta a substancia) e a toxicodindmica (como a substincia afeta o
organismo em nivel molecular e celular) (Rozman, Karl K et al., 2000). Dessa forma, ao
relacionar a maior taxa de mortalidade observada com a administracao da IN com a dose, ¢
possivel inferir que, comparativamente, pode se alcangar os efeitos terapéuticos desejados com

uma dose menor, distanciando de uma dose potencialmente toxica. Isso sugere que a IN pode
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ser mais eficiente e segura em termos de toxicidade, permitindo uma reducao na quantidade de
medicamento necessaria para alcangar os efeitos terapéuticos desejados. Farmacos aprimorados
por nanobiotecnologia demonstram ser mais potentes € possuem uma meia-vida prolongada
(Ribeiro et al., 2020). Esse fendmeno ressalta a eficacia e o potencial de otimizagao terapéutica
proporcionados pela nanobiotecnologia na entrega de medicamentos.

A membrana corioalantéide (CAM) é um tecido altamente vascularizado que atua como o
sistema respiratorio inicial do embrido de galinha, contendo uma abundancia de fatores de
crescimento e oxigénio (Schneider-Stock et al., 2021). Originalmente, o modelo CAM foi
desenvolvido para pesquisas teratologicas (Goerttler 1962). Também ¢ amplamente utilizado
para simulagdo de administracao parenteral ou topica (Ribeiro et al., 2022). Considerando todas
as doses a CAM levou a maior mortalidade para LC. Essa diferenca pode estar relacionada ao
fato de que a CAM apresenta uma extensa rede vascular com artérias, capilares e veias e uma
notavel neovascularizacio (Schneider-Stock et al., 2021). Dessa forma, a abundancia de vasos
pode estar relacionada a melhor entrega e biodisponibilidade dos farmacos, pois uma absor¢ao
mais significativa dos farmacos pode ter exposto os embrides a um risco maior de lesdo.

A pelicula localizada entre a casca calcificada e a clara dos ovos, ¢ conhecida como membrana
da casca do ovo, ¢ uma fina e altamente colagenizada membrana fibrosa. Ela consiste em
camadas internas (em contato com a clara) e externas, predominantemente compostas pelos
tipos I, V e X de colageno. (Leach jr et al., 1986). As camadas interna e externa possuem poros
com tamanhos de 126 A (ou 12,6 nm) e 0,53 pum, respectivamente (Kutchai ez al., 1971). Como
observado, a MC apresentou uma mortalidade baixa em ambos os fAirmacos, esse baixo indice
observado, sugere a hipotese de que a droga pode nao ter atravessado efetivamente ou apenas
de forma limitada a membrana, visto que a estrutura das formulagdes sdo de aproximadamente
250nm.

No terceiro dia de desenvolvimento embrionario, o alantoide surge devido a evaginagao da
parede ventral do intestino posterior. Essa estrutura funciona como um reservatdrio para os
residuos excretados pelo embrido (Ribatti, D. 2017). O saco alantdico € uma prolongacao do
intestino do embrido que tem a capacidade de absorver nutrientes (Tagliatti, Vanessa et
al.,2023). Como visto, a via AL demonstrou uma taxa de mortalidade baixa embrides
inoculados com IN comparada com AM e CAM, apesar da sua consideravel capacidade de
absor¢do. O liquido alantéideo também atua como um reservatério para elementos essenciais
utilizados durante os estagios finais do desenvolvimento embrionario (Da Silva, M et al.,2017).

A baixa mortalidade no AL em relacdo a AM e CAM da IN pode ter ocorrido pela dilui¢do do
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farmaco no liquido ja que a quantidade de liquido no alantoide ¢ alta em relacdo aos outros
anexos ou pela presenga de metabolitos no fluido que interferem com a absor¢ao dos farmacos.

Durante o desenvolvimento, o amnio envolve o embrido, e sua camada celular interna produz
o liquido amnidtico, o qual protege o embrido de impactos mecanicos e variagdes térmicas,
além de prevenir a desidratacdo. Proximo a eclosdo (por volta do décimo sétimo dia de
incubagdo), o embrido comeca a ingerir o liquido amniético como fonte de 4gua e nutrientes
(Jean Eduardo et al., 2008). Foi observado que nessa via, a IN levou maior nimero de 6bitos
quando comparada a sua formula¢ao comercial, sendo possivel relacionar a boa absor¢ao do

trato gastrointestinal desse medicamento.
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6. CONCLUSAO

A utilizagdo de embrides de galinhas como modelo experimental se mostrou uma
experiéncia positiva. A praticidade de manuseio, o baixo custo e o rapido desenvolvimento
desse método, aliados a transparéncia que facilitam a observacdo, sugerem um modelo de
pesquisa controlado, eficiente e acessivel.

Os resultados indicaram que a nanoformulacdo de lidocaina apresentou uma taxa de
mortalidade comparavel a lidocaina comercial, sugerindo que a nanoformulacdo pode ser
potencialmente mais segura, ja que as nanoformulagdes geralmente sdo administradas em doses
menores para obter o mesmo efeito nos tecidos. Por outro lado, a nanoformulacao de
indometacina mostrou uma taxa de mortalidade superior a indometacina comercial, o que
sugere que uma dose menor é capaz de produzir o mesmo efeito que uma dose usual da
indometacina comercial. As vias CAM e AM levam uma maior mortalidade em embrides

inoculados com IN provavelmente devido a maior absor¢do das drogas.
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