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RESUMO

A lidocaina é um anestésico local que tem demonstrado efeitos
antiproliferativos, citotoxicos, apoptoticos e anti-inflamatorios, tornando um farmaco
promissor no estudo da atividade antitumoral, porém sua a¢do de curta duragédo
limita a sua utilizacdo. A complexacédo de anestésicos locais em ciclodextrinas tem
demonstrado melhorias na solubilidade aquosa e outras propriedades
biofarmacéuticas. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos e
antiproliferativos da lidocaina livre e complexada em 2-Hydroxipropil-B-ciclodextrina
nas células epiteliais de adenocarcinoma cervical (HeLa) e queratinécitos humanos
(HaCaT). Este estudo avaliou os efeitos antitumorais da lidocaina livre e complexada
em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD). In vitro, células HeLa e HaCaT foram
expostas as formulagdes de lidocaina e HP-B-CD lidocaina. Foram avaliados a
viabilidade celular (MTT e LIVE/DEAD) e também da atividade antiproliferativa. In
vivo, células de Walker 256 foram inoculadas na regido plantar da pata direita de
ratos Wistar. Os animais foram tratados com lidocaina livre 5%, HP-B-CD lidocaina
5% e doxorrubicina. Foram avaliados o edema e a producéo de TNF-a e as analises
histol6gicas também foram realizado. A lidocaina e HP-B-CD lidocaina reduziram de
maneira dose dependente a viabilidade e a proliferacdo celular. A viabilidade das
células HaCaT e Hela foi de 43,8% e 79,5% respectivamente, apds exposicao a
lidocaina e de 46,8% e 77,3% para HP-B-CD lidocaina na concentracdo de 1.115
Mg/mL. Os animais tratados por 3 dias com lidocaina e HP-B-CD lidocaina
apresentaram um aumento no volume da pata de 2,58 e 2,22 vezes
respectivamente, sendo significativamente menor em comparagao ao grupo controle
(sem tratamento). N&o houve diferenca na liberacdo de TNF-a. Desta forma conclui
gue a lidocaina afetou a viabilidade celular, proliferacdo celular e também +- o
crescimento do tumor in vivo. A complexacdo em HP-B-CD nao afetou as

propriedades do anestésico local.

Palavras-chave: lidocaina, hidroxipropil-B-ciclodextrina, sobrevivéncia celular,

carcinoma 256 de Walker.



ABSTRACT

Lidocaine is a local anesthetic that has demonstrated antiproliferative,
cytotoxic, apoptotic and anti-inflammatory effects, making it a promising drug in the
study of antitumor activity, but its short duration action limits its use. Complexation of
local anesthetics in cyclodextrins has demonstrated improvements in agueous
solubility and other biopharmaceutical properties. The objective of this study was to
evaluate the cytotoxic and antiproliferative effects of free lidocaine and complex
lidocaine on 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin in cervical adenocarcinoma (HelLa)
epithelial cells and human keratinocytes (HaCaT). This study evaluated the antitumor
effects of free and complexed lidocaine on 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-[3-
CD). In vitro, HeLa and HaCaT cells were exposed to formulations of lidocaine and
HP-B-CD lidocaine. Cell viability (MTT and LIVE / DEAD) and also antiproliferative
activity were evaluated. In vivo, Walker 256 cells were inoculated into the right paw
plantar region of Wistar rats. The animals were treated with 5% free lidocaine, HP-[3-
CD lidocaine 5% and doxorubicin. Edema and TNF-a production were evaluated and
histological analyzes were also performed. Lidocaine and HP-B-CD lidocaine dose-
dependently reduced viability and cell proliferation. The viability of HaCaT and HelLa
cells was 43.8% and 79.5%, respectively, after exposure to lidocaine and 46.8% and
77.3% for HP-B-CD lidocaine at a concentration of 1,115 pg / mL. The animals
treated for 3 days with lidocaine and HP-B-CD lidocaine showed an increase in paw
volume of 2.58 and 2.22 times respectively, being significantly lower in comparison to
the control group (without treatment). There was no difference in the release of TNF-
a. In this way, it is concluded that lidocaine affected cell viability, cell proliferation and
also + - tumor growth in vivo. Complexation on HP-B-CD did not affect the properties

of the local anesthetic.

Keywords: lidocaine, 2-hydroxypropyl-g-cyclodextrin, cell survival, carcinoma 256
Walker.
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1 INTRODUCAO

A lidocaina € um anestésico local que vem sendo amplamente aplicado
na pratica médica e odontoldgica, sendo utilizado habitualmente em diversos tipos
de procedimentos (Sisk, 1992), pois tem como propdésito o controle da dor, inclusive
esta sendo utilizado para aliviar a dor induzida por alguns tipos de cancer, como oral
e retal (Stegman & Stoukides, 1996; Ngom et al., 2001).

Sabe-se que os anestésicos locais sdo basicamente os farmacos utilizado
para diminuir ou até mesmo eliminar a dor, através do blogueio reversivel da
transmisséo excitatéria dos axdnios (Sctrichart & Ritchie, 1987).

A literatura também aborda uma ampla variedade de efeitos dos
anestésicos locais sobre diferentes vias de sinalizacdo celular (Hollmann & Durieux
et al., 2000), assim como acdo antiproliferativa e citotéxica sobre diferentes tipos
celulares em cultura ou in vivo (Perez-Castro et al., 2009; Grishko et al., 2010;
Jacobs et al., 2011).

Estes farmacos, podem causar disfungcdes mitocondriais através do
colapso do potencial da membrana mitocondrial, dissociacdo do consumo de
oxigénio e interferéncia na fosforilacdo da adenosina difosfato. Sendo assim, os
efeitos levam a liberacéo do citrocomo C que, no citosol, se liga a protease do fator
de ativacdo de apoptose-1, provocando a cascata de caspases, as quais culminam
com a morte celular por apoptose (Friederich et al., 2002; Kamya et al., 2005;
D'amelio et al., 2010).

Desta forma, além do efeito anestésico e analgésico, a atividade
antiproliferativa da lidocaina torna um farmaco promissor para o estudo de atividade
antitumoral tanto para os modelos in vitro, quanto para os modelos in vivo. Porém, o
uso destes medicamentos é limitado devido a sua acdo de curta duracdo, visto que
h& uma rapida disperséo do local onde foi injetado (Grant, 2002).

Modelos para a liberacdo sustentada de anestésicos locais através da
utilizacdo de carreadores como lipossomos, ciclodextrinas e nanoparticulas, tem
tornado possivel a manipulagéo de propriedades farmacologicas e biofarmacéuticas
dos anestésicos locais (Shikanov et al., 2007; Suzuki et al., 2009; de Paula et al.,
2010).
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Um dos carreadores utilizados sédo as moléculas de ciclodextrinas. As
ciclodextrinas séo oligossacarideos produzidos pela hidrélise enzimatica de amido,
formando complexos ligados a seis (a-CD), sete (B-CD) ou oito (y-CD) unidades de
a-1,4 D-glicose (Duchéne & Wouessisjewe, 1990). As ciclodextrinas sdo capazes de
formar complexos de inclusdo com uma grande variedade de moléculas, cujo
objetivo € melhorar a hidrosolubilidade dos compostos mais hidrofébicos (Venturini
et. al. 2008; Loftson & Duchene, 2007).

Alguns estudos da literatura sugerem que as complexacdo dos
anestésicos locais com CD prolongam a duracdo e intensificam os efeitos
farmacolégicos dos anestésicos locais, demostrando melhorias no indice terapéutico
e eficacia farmacolégica (Dollo et al., 2000; Freville et al., 1996; Estebe et al., 2002;
de Araujo et al., 2006).

Este estudo apresenta uma nova abordagem em relacdo a utilizacado dos
anestésicos locais, explorando uma nova formulacdo de lidocaina associada a 2-
hydroxipropil-B-ciclodextrina, buscando o aprimoramento dos efeitos terapéuticos da

lidocaina.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Lidocaina mecanismos de acéo

Os anestésicos locais correspondem a uma classe de farmacos que
impedem a conducédo dos impulsos elétricos nociceptivos reversivelmente, gerando
uma perda da sensibilidade a dor, sendo empregados em varios tipos de
procedimentos, apresentando ampla utilizacdo na clinica odontologica (Sambrook &
Goss, 2011). Em 1944 a lidocaina foi introduzida como os anestésicos locais do tipo
amida, sendo que hoje a lidocaina corresponde aos principais anestésicos locais
(Nau & Wang, 2004).

Os anestésicos locais diferem em relacdo a poténcia, laténcia, duracédo do
blogueio sensorial e toxicidade. O perfil farmacoldgico de cada molécula anestésica
é determinado pelas propriedades fisico-quimicas, tais como lipossolubilidade, pKa e
grau de ligacdo as proteinas. A literatura tem como consenso que o efeito clinico dos
anestésicos locais, assim como alguns efeitos colaterais, € devido a interacdo com
locais especificos nos canais de sodio voltagem dependentes. No entanto, os
anestésicos locais também se ligam a outras proteinas transmembrana e
intracelular, como os canais de potassio, canais receptores de nicotina e acetilcolina
e proteina G (de Paula & Schreier, 1995; Nau & Wang, 2004).

Lidocaina e citoxicidade

A necrose induzida pelos anestésicos locais tem sido demostrada in vitro,
especialmente produzida pela bupivacaina (Dragoo et al., 2008), e in vivo (Gomoll et
al.,, 2006) em condrdcitos. As células de histiocytic linfoma (U937) em cultura,
tiveram sua viabilidade fortemente reduzida ap6s o contato com lidocaina em
concentragcbes acima de 15 mM. N&o foi verificado aumento da fragmentagéo do
DNA, porém ocorreu um rapido rompimento das membranas celulares, indicando
qgue a lidocaina em altas concentracdes exerce efeitos toxicos diretos, induzindo a
necrose nas células U937 (Kamiya et al., 2005).

A citotoxidade da lidocaina é bem conhecida e tem sido verificada em

diversos tipos celulares in vitro (Oliveira et al., 2013). Em neuroblastoma (SH-SY5Y)



15

a exposicdo por 3h a lidocaina, em concentra¢des variando de 3 a 30 mM, causou
um aumento da toxicidade dose dependente, com morte celular quase total na
concentracdo de 30 mM (Friederich et al., 2002). Este anestésico também induziu a
morte celular dos neurbnios do ganglio da raiz dorsal de ratos, ap6s 4 min de
exposi¢cdo na concentragdo de 14 mM (Gold et al., 1998). Outros tipos celulares
como condrdcitos articulares e pré-adipdcitos também tiveram sua viabilidade celular
afetada pela lidocaina (Keck et al., 2010; Jacobs et al., 2011).

Anestésicos locais e resposta inflamatéria

Anestésicos locais tém sido reportados como atenuadores da resposta
inflamatoria, onde estudos in vitro demonstraram a acao inibitoria da lidocaina sobre
a liberacdo de anions superoxidos pelos neutréfilos humanos (Peck et al., 2004). O
processo inflamatorio se caracteriza pelo recrutamento de leucdcitos para os tecidos
lesionados, além da ativacdo das células imune e inflamatorias.

As citocinas sdo importantes mediadores das respostas inflamatorias,
estando envolvidas em virtualmente todos os aspectos da imunidade e inflamacgéo
(Licinio, 1997). Estes correspondendo a pequenas proteinas pleotrépicas
heterogéneas, como as linfocinas, monocinas, interleucinas e interferon, que agem
sobre as superficies celulares regulando e modificando a ativacao celular,
comunicacdo entra as células, crescimento celular, maturacdo e resposta imune
(Sheeran & Hall, 1997).

A ligacdo dessas proteinas a receptores transmembrana resulta em
alteracdes na sintese do RNA e expressao proteica (Kraychete et al., 2006),
afetando a dinAmica da matriz extracelular, aumentando a expressao de fibronectina
e a permeabilidade do endotélio a infiltracdo e aderéncia de neutrdfilos, leucdcitos e
macrofagos resultando na inflamacao do tecido (Choudhary et al., 2008). A citocina
produzida em resposta a um estimulo determina inicialmente o desenvolvimento da
resposta imune e subsequentemente a natureza da resposta: citotoxica, humoral,
mediada por células ou alérgica (Borish & Steinke, 2003).

Os mecanismos pelos quais 0s anestésicos locais exercem efeitos sobre
a resposta inflamatdria continuam pouco esclarecidos. Efeitos simultdneos inibitérios
da lidocaina sobre varias citocinas e quimiocinas sugerem um efeito sobre uma via

celular central comum (Henkel et al., 1993, Brown et al., 1995).
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Feng et al. (2008) verificaram in vivo a reducdo de lesGes pulmonares
induzidas por LPS pela lidocaina através da inibicdo da ativagdo do NFkB. A
ativacao do NFkB é necessaria para a expressao de IL-2, INF-y e TNF-a e outros
mediadores inflamatérios (Arends & Wyllie, 1991). A lidocaina também pode reduzir
a liberacéo de citocinas em parte pela inibicdo da expressdo de RNAm, através da
inibicdo da fosforilagdo do IkB, uma atividade que resulta na redugéo da degradagao
do IkB e interferindo na sua translocagdo nuclear e ligagdo com NFkB (Lang et al.,
2010).

A literatura tem reportado efeito dos anestésicos locais sobre a
modulacdo de PGE-:. Prostaglandinas sdo potentes lipidios bioativos de vida curta
pertencente a familia dos eicosanoides (Funk, 2001). As PGE: sdo produzidas por
todos os tipos celulares como epitélio, fibroblastos e células inflamatorias. O
processo de sintese das PGE: envolve a familia das fosfolipase A2 que mobilizam o
acido araquidénico das membranas celulares, onde a ciclooxigenases entédo
convertem o AA em PGH: e sobre acdo da PGE: sintetase € gerado o mediador
PGE: (Park et al., 2006). Nas condicdes fisiologicas a taxa de sintese de PGE: é
controlado pela expresséao local e atividade da COX-2 (Kalinski et al., 2012).

Estudos demonstraram que a aplicagéo intratecal de lidocaina induz a um
aumento transitorio nos niveis PGE2 no fluido cerebroespinhal resultando também
em hiperalgesia mecanica (Umbrain et al., 2008). Por sua vez, Huang et al. (2008)
demonstraram in vitro os efeitos da bupivacaina na reducdo da expressao de COX-2
e na producdo de PGE2 em macréfagos estimulados com endotoxina.

O aumento do calcio intracelular induzido pela lidocaina pode ativar varias
enzimas intracelulares, incluindo a fosfolipase A2 (PLA2). A ativacdo do PLAz induz a
um aumento do acido araquidénico no citosol, o qual entra na cascata de
ciclooxigenases conduzindo a sintese de uma variedade de prostaglandinas que sao
liberadas no espago extracelular. O aumento do calcio intracelular também pode
induzir a transcricdo de RNAmM de COX-2, consequentemente resultando em um

aumento da liberacdo de PGE2 (Umbrain et al., 2008).

Anestésicos locais e cancer

A ropivacaina e lidocaina exibiram efeitos antiproliferativos in vitro sobre

linhagens de células humanas de adenocarcinoma de colon (HT-29 e Caco-2) de
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maneira dose dependente (Martinsson, 1998). A lidocaina também foi capaz de
promover uma redugdo no crescimento de células de linfoma histiocitico além de
reduzir a atividade celular in vitro (Kamiya et al., 2005). Em células humanas de
cancer de lingua (CAL 27) a lidocaina na concentracdo 400 pM causou um efeito
antiproliferativo e na concentragdo 4000 uM exerceu efeito citotoxico (Sakaguchi et
al. 2006). Além disso, Chang et. al. (2014) demonstraram o potencial de inducéo da
apoptose da lidocaina e bupivacaina em cultura de células de cancer de mama
(MCF-7) e epiteliais mamarias (MCF-10A). No entanto, a literatura indexada
internacional carece de estudos in vivo do potencial antitumoral dos anestésicos
locais.

Como descrito, os anestésicos locais ja vém sendo utilizado para o
tratamento de cancer e a literatura apresenta que entre os tumores incidente em
mulheres, o cancer de colo do Utero é um dos que se destacam, sendo a terceira
neoplasia mais incidente nas mulheres, com 16.340 novos casos (Instituto Nacional
do Cancer, 2016) e este cancer representa uma neoplasia maligna. O cancer do colo
do utero origina-se tanto do epitélio escamoso da ectocérvice como do epitélio
escamoso colunar do canal cervical, o carcinoma epiderméide representa 90% dos
casos, e 0 adenocarcinoma, 10% (INCA, 2016) O DNA sofre danos diariamente,
estima-se que cada célula sofra 10.000 lesdes por dia e muitas vezes este dano nao
é reparado eficientemente, desta forma o acumulo de mutacdes podem favorecer o
desenvolvimento de doencgas, como o cancer (Lindahl, 1993; Sancar et al.,2004).

Todo o cancer ocorre por uma alteracdo do DNA da célula, no caso da
célula HeLA, estas células sofreu uma muta¢do que produz uma enzima chamada
telomerase, sendo que esta enzima controla a renovacdo dos cromossomos, no
momento em que as células se dividem. As células normais se desgastam a cada
divisdo celular, mas ao contrario disto, as células de Henrietta Lacks (HeLa) ndo
sofrem danos ao se multiplicarem, sendo assim conhecida como célula imortal
(Guedes, 2013).

J& os queratindcitos sdo as células epiteliais humanas (HaCaT), sendo
essas responsaveis pela resposta inflamatorias na pele. A literatura sugere as
células HaCaT por conta da relacdo com a alta capacidade de diferenciacao
altamente preservada in vitro (Schoop, 1999).
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Anestésicos locais e sistemas de liberacédo de farmacos

Os anestésicos locais possuem como propriedades desejadas um longo
periodo de acdo aliado a uma baixa toxicidade e com uma solubilidade adequada
em agua e lipidios (Kuzma et al.,, 1997). A busca por essas moléculas ideais
continuam sendo a aplicacéo de sistemas de liberacdo controlado uma alternativa na
tentativa de aprimorar as propriedades biofarmacéuticas e farmacoldgicas (Cereda
et al., 2006).

Novas formulagfes anestésicas vém sendo desenvolvidas associando os
anestésicos locais a carreadores tais como lipossomos, ciclodextrinas,
nanoparticulas e outros. Estes carreadores atuam como reservatorios no local de
injecdo, promovendo a lenta liberacdo do anestésico no tecido circundante.
Pesquisas recentes tém demonstrados beneficios na utilizacdo de sistemas de
liberacdo controlado de drogas para aprimoramento de efeitos terapéuticos e
farmacolégicos dos anestésicos locais (Tofoli et al., 2010; Araujo et al., 2008).

Beneficios terapéuticos de drogas tradicionalmente administradas sao
frequentemente limitadas pelas propriedades fisico-quimicas, toxicolégicas ou pelas
barreiras fisiologicas. O desenvolvimento de complexos de inclusdo em
ciclodextrinas tornou possivel manipular algumas dessas propriedades (Loftson &
Duchene, 2007). Apesar da existéncia das ciclodextrinas e suas aplicacdes na
industria farmacéutica j4 estarem bem documentadas a décadas, s6 recentemente
passou-se a explorar suas propriedades na liberacdo controlada de farmacos.
Atualmente muitos farmacos associados a ciclodextrinas ja foram aprovados e estao
disponiveis no mercado (Davis & Brewster, 2004).

Apesar da literatura apresentar uma gama de estudos envolvendo a
complexacdo de anestésicos locais em sistemas de liberacdo controlado, os efeitos
destas novas formulacdes sobre as diferentes vias de sinalizagcdo celular ainda

permanecem um campo a ser explorado.
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3 PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos citotoxicos e
antiproliferativos da lidocaina livre e complexada em 2-Hydroxipropil-B-ciclodextrina
nas células epiteliais de adenocarcinoma cervical (HeLa) e queratinécitos humanos
(HaCaT). Além disso, este estudo avaliou in vivo os efeitos das formulacdes de

lidocaina sobre o desenvolvimento tumoral.



20

4 MATERIAL E METODOS

Este Trabalho de Conclusdo de Curso, fez parte do projeto “Estudo dos
efeitos antitumorais da lidocaina e articaina associados a 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina em modelos in vitro e in vivo”, auxilio FAPESP 2015/20942-6,
coordenado pela Prof. Dra. Maria Cristina Volpato, em que o orientador deste
projeto, Dr. Luiz Eduardo Nunes Ferreira, é colaborador. Desta forma, eu realizei
meu Trabalho de Conclusdo de Curso junto com o projeto que o Dr. Ferreira estava

executando, utilizando a mesma linha de estudo e os mesmos animais.

4.1 REAGENTES

O cloridrato de lidocaina, o meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM), os antibiéticos gentamicina e penicilina-estreptomicina, o
aminoacido glutamina, sulforrodamina B e o tampdo HEPES foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A 2-Hydroxipropil-B-ciclodextrina e o farmaco
doxorrubicina foram obtidos da Roquettes Serv. Tech. Lab (Lestrem, France) e
Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA) respetivamente. Soro fetal bovino (FBS), o
antibidtico anfotericina B, a tripsina 0,25% com EDTA 0,5 mM, o azul de tripan, o sal
do MTT e o reagente Live/Dead foram adquiridos da Life Technologies (Carlsbad,
CA, USA). O anestésico cloridrato de cetamina e a xilasina (Ropum®) foram
comprados da Vetinil Ind. Com. de produtos Veterinarios Ltda. (Louveira, SP, Brasil)
e Bayer AG (Leverkusen, Alemanha).

Os kits para dosagem da citocina TNF-a (Quantikine® ELISA) foram
adquiridos da R&D Systems Inc (Minneapolis, MN, USA).

4.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES DE LIDOCAINA

Para os testes in vitro o cloridrato de lidocaina (Sigma) foi diluido em meio
de cultura DMEM, suplementado com FBS, em concentragdes que partiram de 11,5
pg/mL (40 mM) até 1.150 pg/mL (4.000 mM). Nos testes in vivo o cloridrato de
lidocaina foi diluido na concentracdo de 5% em uma solucdo estéril de tampéao
HEPES 20 mM com NaCl 150 mM e pH ajustado para 7,4.
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4.3 PREPARACOES DO COMPLEXO LIDOCAINA EM 2-HIDROXIPROPIL- B -
CICLODEXTRINA

O complexo de inclusao foi preparado seguindo os protocolos propostos
por Dollo et al. (1998) e Loftsson & Masson (2001). O complexo de inclusédo sélido
foi obtido misturando-se em agua deionizada a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e o
cloridrato de lidocaina na razdo molar de 1:1. A solucdo foi mantida sobre agitacao
por 24 horas a temperatura ambiente. Apés atingir o equilibrio, a solucdo foi
liofilizada e armazenada a — 20 °C para uso posterior.

O complexo foi preparado em quantidades suficientes para obter a
concentracdo adequada de lidocaina nos diversos experimentos. Para os testes in
vitro o complexo HP-B-CD lidocaina foi diluido em meio DMEM, suplementado com
FBS, e esterilizado por filtragdo em membranas com poro de 0,22 um (TPP). No
experimento in vivo o complexo foi resuspendido em tampao HEPES 20 mM (150
mM de NaCl, pH 7,4).

4.4 CULTURA CELULAR

Queratindcitos humanos imortalizados (HaCaT) foram doados pelo Dr.
Rodrigo Augusto da Silva do laboratério de transducdo de sinal do Instituto de
Biologia da UNICAMP. As células epiteliais de cancer de utero (HelLa) foram
adquiridas junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ 0100).

As células HaCaT e Hela foram cultivadas em meio DMEM suplementado
com 10% de FBS, glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) estreptomicina (100
pg/mL), gentamicina (10 pg/mL) e anfotericina B (0.03 pg/mL). As células foram
crescidas em placas de petri para cultura de tecidos (100 x 20 mm) e foram mantidas
em uma estufa com 5% de CO2 a 37 °C. O tratamento com tripsina 0,25% e EDTA
0,5 mM foi utilizado para transferir as células para as placas de cultura de células de
96 pocos ou para amplificar a cultura. Os experimentos foram conduzidos utilizando

uma confluéncia de aproximadamente 80%.
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4.5 TESTES IN VITRO

4.5.1 ANALISE DE CITOTOXICIDADE POR REDUCAO DO MTT

Células HeLa e HaCaT foram transferidas para a placas de cultura de
células 96 pocos na concentracdo de 5x10%/mL, em meio DMEM contendo 5% de
FBS. As células foram expostas aos tratamentos de lidocaina livre e complexada em
HP-B-CD nas concentracfes de 11.5 pug/mL, 63.5 pg/mL, 115 pg/mL, 630 pg/mL e
1.150 pg/mL que corresponde a 40 puM, 220 pM, 400 pM, 2.200 pM e 4.000 pM
respectivamente por 24h (Sakaguichi et al., 2006). Terminados os periodos de
incubacdo a citotoxicidade foi verificada através da reducdo do MTT. Os pocos
foram lavados com PBS (pH 7,4) e adicionados 100 uL de DMEM contendo 0,5
mg/mL de MTT. As células foram incubadas, em seguida, o meio foi removido e 100
UL de &lcool absoluto foi adicionado aos pocos para dissolver os cristais de
formazan. Os pocos foram homogeneizados e a absorbancia foi medida em um leitor
de microplacas com comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular foi
expressa em porcentagem em relagdo ao controle. Foi utilizada como controle
positivo a doxorrubicina em concentracbes crescentes partindo de 0,025 a 250
pug/mL (Pascoal et al., 2014).

452 ANALISE DA CITOTOXICIDADE POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Os resultados do MTT foram confirmados por microscopia de
fluorescéncia. As células foram cultivadas como descritas anteriormente. As placas
foram incubadas por 24 h e em seguida forma aplicados os tratamentos. Terminados
os periodos de incubacgéo a citotoxicidade foi verificada através da marcacéo pelos
reagentes LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity for mammalian cells (Invitrogen Life
Technologies). Os reagentes EthD-1 e calceina-AM foram combinadas formando
uma solugcéo com concentracao final de 2 uM de calceina-AM e 4 uM de EthD-1, 200
pL dessa solugéo foi adicionado aos pocgos. As células foram incubadas por 30 a 45
minutos na temperatura ambiente no escuro. As imagens foram feitas no
microscopio invertido Zeiss Axiovert 40 CFL acoplado a camera AxioCam MEC (Carl

Zeiss, Alemanha). A calceina foi visualizada utilizando filtro na faixa de comprimento
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de onda 450-490 nm (Ex)/ 515-565 (Em). Ja as células marcadas em vermelho
foram visualizadas na faixa de comprimento de onda de 528-546 nm (Ex)/ 590-
617nm (Em).

453 EFEITO SOBRE A PROLIFERACAO CELULAR PELO TESTE DA
SULFORRODAMINA B (SRB)

Células HaCaT e HelLa foram transferidas para a placas de cultura de
células 96 pocos na concentracdo de 5x10%/mL. Apds 24h de incubacéo a 37 °C e
5% de CO2, foram adicionados os tratamentos de lidocaina livie e HP-B-CD
lidocaina nas concentracfes descritas anteriormente. Também foi utilizado como
controle positivo a doxorubicina em concentracdes crescentes de 0,025 pug/mL, 0,25
pg/mL, 2,5 pg/mL, 25 pg/mL e 250 pg/mL (Pascoal et al., 2014).

Em seguida, células do grupo tempo 0 (T0), sem crescimento que serve
de base para mensurar a proliferacdo dos outros grupos, foram fixadas com 10% de
acido tricloroacético. As placas foram incubadas por 48 h a 37 °C, sendo na
sequencia fixadas com 10% TCA e coradas com 100 pL de SRB a 0,4% em 1% de
acido acético. O SRB ligado as células foi solubilizado com 10 mM de triz base. A
absorbéancia foi mensurada em um leitor de microplaca no comprimento de onda de
515 nm.

Utilizando as absorbancias mensuradas do TO, grupo controle (C) e do
crescimento das células expostas aos tratamentos (Tx) a porcentagem de
crescimento celular foi calculada para cada tratamento através da formula: [1-(Tx -
T0)/(C- TO)] x 100%] (Wang et al., 2013). No caso de T > C, a formulacéo estimula o
crescimento e portanto o IC50 ndo existe, se T 2 TO e T < C a formulacdo é

citostatica, no caso de T < TO a formulacao é citotdxica.
4.6 MODELO ANIMAL
4.6.1 ANIMAIS
Este projeto tem foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas, protocolo numero 3572-1. Todos o0s

experimentos foram realizados entre 9:00h a 16:00h, e seguiram o0s padrdes
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estabelecidos pelo Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NRC, 2011).
Foram utilizados 40 ratos (Rattus norvegicus - albinus, Wistar), adultos jovens (60
dias), machos, pesando entre 200 a 250 g, que foram fornecidos pelo Centro de
Bioterismo da UNICAMP (CEMIB), qualidade sanitaria SPF (specific-pathogen free)
e mantidos em camaras com temperatura controlada (20 = 2°C) em ciclos claro-
escuro de 12 horas, umidade (40-60%), com agua e racdo ad libitum. Apds a
chegada dos animais a Faculdade de Odontologia de Piracicaba, os animais
permaneceram uma semana para adaptacdo nas dependéncias do biotério de

experimentacio da Area de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica.

4.6.2 INOCULACAO DAS CELULAS DO CARCINOMA DE WALKER 256

A indugcdo do carcinoma com as células de Walker 256 foi realizada
seguindo o modelo de Brigatte et al. (2007). Células do tumor de Walker 256 foram
obtidas do liquido ascitico da cavidade peritoneal, 7 dias ap6s a injecao
intraperitoneal de 1x107 células. As células coletadas foram contadas em camara de
Neubauer com 1% da solucdo de Trypan Blue. As células viaveis foram diluidas em
tampéao PBS (pH 7,4), acrescido de benzilpenicilina (120.000 unidades em 10 mL de
suspensao celular, Benzetacil, Eurofarma, Brasil).

Para a inoculacdo da suspensdo celular foram utilizadas seringas
plasticas de 1 mL acopladas a agulhas de 26-G. Os animais foram previamente
anestesiados com injecao intraperitoneal de cetamina (90 mg/Kg) e xilasina (10
mg/Kg) e em seguida 200 pL da suspensao celular com densidade celular de 5x106
células/mL foram injetadas na regido plantar da pata traseira direita. Na pata
contralateral foi injetada solucdo salina, para controle do edema induzido pelo

procedimento de inoculagéo das células tumorais.

4.6.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para a comparacédo dos efeitos das diferentes formulacdes de lidocaina
livre e complexada HP-B-CD sobre o crescimento e desenvolvimento do tumor de
Walker 256 in vivo, foram realizadas avaliacdo do edema e analises histologicas da

pata dos animais. Também foram quantificadas da liberacéo da citocina TNF-a.
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Os animais foram divididos e quatro grupos de seis animais: grupo | —
controle sem tratamento; grupo Il - lidocaina 5%; grupo Ill - HP-B-CD lidocaina 5%;
grupo IV — doxorubicina 3 mg/Kg/dia e grupo.

No terceiro dia apos a inoculacéo das células de Walker 256, os animais
receberam os tratamentos com 200 pL da solugéo de lidocaina 5% ou lidocaina 5%
em HP-B-CD no local da lesdo. A doxorrubicina foi administrada pela via
intraperitoneal. Os animais foram tratados até o sexto dia apds a inoculacdo das
células cancerigenas. A ultima medida foi realizada no sétimo dia e em seguida 0s
animais foram sacrificados e amostras do tecido interplantar foram coletados e

congelados -80°C. A pata foi fixada para realizar para procedimentos histologicos.

4.6.4 AVALIACAO DO EDEMA

Para avaliagdo do edema foram feitas medigbes no momento antes da
inoculacado das células cancerigenas (tempo 0) e diariamente até completar o sexto
dia de crescimento tumoral. O volume das patas até a regido da articulacdo
tibiotarsal foi mensurado através de um pletismdmetro (Ugo Basile). Na pata
contralateral foi administrado solucdo salina para avaliagdo da inducdo do edema
causado pela técnica. A porcentagem de aumento no edema da pata foi
determinada para cada pata através da diferenca entre os valores em relacdo a

medida inicial.

4.6.5 ANALISE HISTOLOGICA

A pata traseira direita foi removida e os tecidos foram seccionados e
imersos completamente em paraformoldeido a 4% sob refrigeracéo de 8 °C por um
periodo de 24 horas. Os tecidos 6sseos foram descalcificados em uma solucdo de
EDTA 10% em tampéo fosfato 0,1 M. A solucdo de EDTA foi trocada diariamente,
sendo que as patas foram mantidas nesta solugéo por 20 dias.

Em seguida, os tecidos foram desidratados em solucdes crescentes de
alcool (70, 80 e 90% e alcool absoluto), diafanizado em xilol e incluido em parafina
histolégica. Os blocos histolégicos foram seccionados a 7 um de espessura em

microtomo e foi realizada a coloracdo por Hematoxilina-Eosina (HE). ApGs a
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confeccdo das laminas foram realizadas imagens em fotomicroscopio 6tico (Leica
DMLP/ MPS 60) no aumento de 5 x e 40 x.

4.6.6 EFEITOS SOBRE A RESPOSTA INFLAMATORIA

As amostras do tecido interplantar coletados foram homogeneizadas e
preservadas em tampao RIPA contendo cocktail com inibidores de proteases (Cell
Signaling). Para a quantificacdo da liberacdo da citocina TNF-a foi utilizado o
imunoensaio de ELISA. A quantificacdo da liberagc&o de citocinas foi feita de acordo
com as instrugdes do fabricante. Resumidamente, nas placas de 96 pocos foram
adicionados os padrdes e amostras, assim como a solucao diluente. Os pocos foram
homogeneizados e as placas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.
Depois os pogos foram lavados por cincos vezes, processo repetido antes de cada
etapa. Em seguida foi adicionado 100 pL por poco do anticorpo de deteccdo. As
placas forma novamente incubadas por 2 horas e adicionou-se a solu¢éo substrato.

Apds 30 minutos de incubacédo no escuro foi adicionado a solucdo de
stop. A densidade 6ptica foi determinada dentro de 30 minutos utilizando um leitor
de microplaca no comprimento de onda de 450 nm com corre¢cdo de 540 nm. A
concentracdo de TNF-a foi estabelecida através de uma correlagdo entre os dados

das absorbancias e a curva de calibracdo determinada pelo fabricante.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram testados quanto a sua normalidade de distribuicdo (teste
de Shapiro-Wilks) e equivaléncia das variancias (teste de Levene). Posteriormente
os dados foram submetidos ao teste de Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o
teste pos-hoc adequado. Todas as andlises seréo realizadas pelo pacote estatistico

Bioestat® 5.0 e o nivel de significancia adotado sera de 5% (a=0,05).



27

5 RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTOS IN VITRO

5.1.1 EFEITOS DA LIDOCAINA E HP-B-CD LIDOCAINA NA VIABILIDADE
CELULAR

Os resultados do efeito das formulacdes de lidocaina sobre a viabilidade
das células HaCaT sdo apresentados na figura 1. A lidocaina e a HP-B-CD lidocaina
apresentaram um perfil semelhante sobre a perda de viabilidade celular. Ambos
reduziram significativamente (p<0,05) a viabilidade celular a partir da concentracéo
630 ug/mL. A média da viabilidade celular da lidocaina e HP-B-CD lidocaina foi de
70,3% e 60,3% respectivamente. Na concentragdo de 1.115 ug/mL a média da
viabilidade celular foi de 43,8% e 46,8% para lidocaina e HP-B-CD lidocaina
respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos de lidocaina
e HP-B-CD lidocaina (p<0,05, teste de ANOVA, Tukey).

Todavia, as concentracbes mais elevadas de lidocaina e HP-B-CD
lidocaina apresentaram uma viabilidade celular significativamente menor (p <0.01)
em relacdo ao tratamento 0.25 pg/mL de doxorrubicina. A doxorrubicina nesta
concentragdo apresentou uma média de 35.83% na viabilidade de celular. O ICso
para o tratamento com doxorrubicina estabeleceu-se entre as concentracdes de
0.025 pg/mL e 0.25 pg/mL. Todos as concentracfes de doxorrubicina testadas

reduziram significativamente a viabilidade celular em relacédo ao controle (p<0,05).
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Figura 1.- Resultados da viabilidade celular das células HaCaT expostas por 24 h as
formulacdes de lidocaina (A), HP-B-CD lidocaina (B) e doxorrubicina (C).
Diferencas entre o controle e as diferentes concentra¢des estdo marcadas com *
(p <0.01) pelo teste de ANOVA Tukey. O # demonstra diferencas significativas
entre as concentracoes, p <0.01 teste de ANOVA Tukey.

A figura 2 apresenta os resultados da viabilidade celular sobre as células
HeLa ap6s o tratamento com as formulacdes de lidocaina e doxorrubicina.
Novamente a lidocaina e a HP-B-CD lidocaina apresentaram um perfil semelhante
sobre a perda de viabilidade celular. Ambos reduziram significativamente a
viabilidade celular a partir da concentracdo de 115 pg/mL. No entanto, a viabilidade
celular foi menos afetada em comparacdo com as células HaCaT. Na maior
concentragdo de lidocaina e HP-B-CD lidocaina a média da viabilidade celular foi de
79,8% e 77,3% respectivamente. Este resultado demonstra uma maior
suscetibilidade das células HaCaT em relacdo as células HeLa apés o tratamento
com as formulacbes de lidocaina. Nao houve diferenca estatistica entre o0s
tratamentos (p>0,05, teste de ANOVA Tukey).

Na concentracao de 1.115 pg/mL, as formulagdes de lidocaina e HP-B-CD
lidocaina apresentaram uma viabilidade celular significativamente superior (p <0.01)
em relacdo ao tratamento 0.25 pg/mL de doxorrubicina. A doxorrubicina nesta
concentragéo apresentou uma média de 60.6% na viabilidade de celular. O ICsp para

o tratamento com doxorrubicina estabeleceu-se entre 0.25 pg/mL e 2.5 pg/mL.
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Todos os tratamentos com doxorrubicina reduziram significativamente a viabilidade

celular em relacéo ao controle (p<0,05).
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Figura 2.- Resultados da viabilidade celular das células HaCaT expostas por 24 h as
formulacdes de lidocaina (A), HP-B-CD lidocaina (B) e doxorrubicina (C).
Diferencas entre o controle e as diferentes concentragdes estdo marcadas com *
(p <0.01) pelo teste de ANOVA Tukey. O # demonstra diferencas significativas
entre as concentracdes, p < 0.01 teste de ANOVA Tukey.

Os resultados da viabilidade celular obtidos pelo ensaio de reducdo do MTT
foram confirmados através da microscopia de fluorescéncia pelo método de
LIVE/DEAD. As figuras 4 e 5 apresentam as imagens das células HaCaT e Hela
respetivamente apds 24 h de exposicdo aos tratamentos com lidocaina e HP-B-CD
lidocaina na concentracdo de 1.115 pg/mL. Também foi utilizado a doxorrubicina
0,25 pg/mL. As concentracdes dos tratamentos foram escolhidas por serem os
valores mais proximos ao ICso de acordo com os resultados do ensaio do MTT.

As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia apresentaram um
padrao similar aos resultados obtidos no ensaio de redugdo do MTT. Desta forma,
as duas técnicas se mostraram complementares, onde a combinacdo destes dois
métodos foi capaz de fornecer dados confiaveis em relagdo aos efeitos das
formulagBes de lidocaina e doxorrubicina sobre a viabilidade das células HaCaT e
HeLa.
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Figura 4.- Microscopia de fluorescéncia das células HaCaT vidveis e mortas apos 24 h de

exposicdo aos tratamentos: A — Controle; B — Controle negativo; C — Lidocaina
1.115 pg/mL; D - HP-B-CD lidocaina 1.115 pg/mL; E — Doxorrubicina 0,25 pg/mL.
Utilizou-se a objetiva de 5x, a calceina foi visualizada utilizando filtro na faixa de
comprimento de onda 450-490 nm (Ex)/ 515-565 (Em). Ja as células marcadas
em vermelho (EtdH-1) foram visualizadas na faixa de comprimento de onda de
528-546 nm (Ex)/ 590-617nm (Em). O resultado corresponde a sobreposicao das
imagens.

Figura 5.- Microscopia de fluorescéncia das células HelLa vidveis e mortas apds 24 h de

exposicdo aos tratamentos: A — Controle; B — Controle negativo; C — Lidocaina
1.115 pg/mL; D - HP-B-CD lidocaina 1.115 pg/mL; E — Doxorrubicina 0,25 pg/mL.
Utilizou-se a objetiva de 5x, a calceina foi visualizada utilizando filtro na faixa de
comprimento de onda 450-490 nm (Ex)/ 515-565 (Em). Ja as células marcadas
em vermelho (EtdH-1) foram visualizadas na faixa de comprimento de onda de
528-546 nm (Ex)/ 590-617nm (Em). O resultado corresponde a sobreposicéo das
imagens.
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5.1.2 EFEITOS DA LIDOCAINA E HP-B-CD LIDOCAINA NA PROLIFERACAO
CELULAR

A lidocaina e HP-B-CD lidocaina foram capazes de afetar a proliferacéo
celular. Os resultados da atividade antiproliferativa nas células HaCaT e HelLa apos
exposicao aos tratamentos com lidocaina, HP-B-CD lidocaina sdo apresentados na
figura 6.

Apesar dos tratamentos apresentarem um perfil semelhante em ambas as
células, foi observado uma maior sensibilidade das células HaCaT apds os
tratamentos com doxorrubicina e lidocaina. Nas células HaCaT o efeito citotoxico da
doxorrubicina foi observado a partir da concentragao 0,25 ug/mL, enquanto que nas
células Hela o efeito citotoxico se iniciou na concentragéo 2,5 pg/mL.

O tratamento com lidocaina 1.115 pg/mL apresentou efeito citotéxico nas
células HaCaT, porém nas células HelLa manteve-se citostatico, apesar do
crescimento celular ter uma média de apenas 12,6%. Além disso, os efeitos da
lidocaina sobre a proliferacdo celular nas células HaCaT comecaram a apresentar
diferencas estatisticas (p<0,01) em comparagdo ao controle na concentracdo 115
pg/mL, sendo a média do crescimento celular igual a 85%. Nas células HelLa houve
reducao significativa (p<0,01) em relacdo ao controle no crescimento celular apenas
nas concentragdes 630 pg/mL e 1.115 pg/mL. A média do crescimento celular foi de
60,5% e 13,5% respectivamente apos exposicao a HP-B-CD lidocaina e de 51,9% e
6,4% quando as células foram tratadas com lidocaina.

A lidocaina livre apresentou uma atividade antiproliferativa mais
acentuada que a HP-B-CD lidocaina, reduzindo significativamente (p<0,01) o
crescimento celular nas concentragbes 115 pg/mL, 630 yg/mL e 1.115 pg/mL em
comparacgdo com a HP-B-CD lidocaina nas mesmas concentra¢gdes sobre as células
HaCaT. A média do crescimento celular foi de 85%, 9% e -10,4% respectivamente,
apos o tratamento com lidocaina. Enquanto a médias do crescimento celular das
células tratadas com HP-B-CD lidocaina foi de 103,8%, 59,7% e 12,6%. Nas
células HeLa nao houve diferenca na proliferacéo celular entre os tratamentos com

lidocaina e HP-B3-CD lidocaina.
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Figura 6.- Efeito antiproliferativo dos tratamentos de lidocaina (lido), HP-B-CD lidocaina (HP-
B-CD lido) e doxorrubicina (doxo) sobre as células HaCaT (A) e HeLa (B). O
gréfico apresenta as médias com o desvio padrdo, as diferencas estatisticas entre
os tratamentos em relacdo ao controle (p<0,05) estdo identificadas pelo *; #
identifica diferenca estatistica (p<0,01) entre os tratamentos de Lido e HP-B-CD
lido nas mesmas concentracdes. Teste de ANOVA, Tukey. To — marca inicio do
crescimento celular.
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5.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

5.2.1 EFEITOS DA LIDOCAINA E HP-B-CD LIDOCAINA SOBRE O EDEMA DA
PATA.

O edema foi mensurado através da alteracdo no volume da pata (figura
7). O tratamento com doxorrubicina ndo apresentou diferenca estatistica em relacao
a pata contralateral ao longo do tempo, demonstrando a eficiéncia deste
medicamento no controle do crescimento tumoral e da inflamacé&o no local da leséo.

Com o crescimento do tumor o volume da pata foi aumentando
gradativamente nos grupos controle, lidocaina e HP-B-CD lidocaina. A partir do
quarto dia da inoculacdo das células de Walker 256, o volume da pata no grupo
controle foi em média 1,72 (x0,3) vezes maior que o inicial. Nos tratamentos com
lidocaina e HP-B-CD lidocaina o aumento do volume da pata, em relagdo ao inicial,
foi em média 1,81 (x0,26) e 1,64 (x0,06) vezes respectivamente. Estes grupos
apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos grupos doxorrubicina e
contralateral (p<0,01).

No entanto, no sexto dia os animais tratados com lidocaina e HP-3-CD
lidocaina apresentaram o volume de pata significativamente menor (p<0,01) em
comparacao com o grupo controle. Ao final do experimento, os tratamentos com
lidocaina e HP-B-CD lidocaina registraram um aumento médio no volume da pata de
2,58 (x1,1) e 2,22 (x0,25) vezes respectivamente, em relacdo ao valor inicial.
Todavia, a média do grupo controle foi um aumento de 3,53 (+1,38) vezes em
relacdo ao valor inicial.

Desta forma, estes tratamentos com lidocaina e HP-B-CD lidocaina
podem influenciar no edema causado pelo crescimento do tumor de Walker 256,
apesar de ainda haver um aumento significativo quando comparado aos grupos

doxorrubicina e contralateral.
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Figura 7. - Média do volume da pata dos animais tratados com lidocaina (lido), HP-B-CD
lidocaina (HP-B-CD lido), doxorrubicina (doxo), sem tratamento (control) e da
pata contralateral. * Diferenca estatistica entre contralateral e doxorrubicina e os
demais grupos, p< 0.01; # Diferenca estatistica entre os tratamentos de lidocaina
e HP-B-CD lidocaina e o grupo controle, p< 0,01. Teste de Two Away ANOVA e
Bonferroni foi utilizado como pds-teste.

5.2.2 ANALISE HISTOLOGICA

Na figura 8 sdo apresentados os resultados das laminas histolégicas
realizadas na pata dos animais ap0s a inoculacdo das células de Walker 256 e
aplicacao dos tratamentos previamente descritos. Nos grupos controle, lidocaina e
HP-B-CD lidocaina (figuras 5B, 5D e 5E respectivamente) € possivel observar a
formacao de abscessos. Também foi verificado a proliferacdo celular através dos
espacos intracelulares, invadindo os tecidos conjuntivos e também musculares
proximas a regido do periésseo. O tratamento com doxorrubicina apresentou uma
melhora muito significativa, onde nao se verificou a presenca de células tumorais
(figura 5F), apresentando um tecido com caracteristicas muito semelhantes a do
grupo sham (figura 5C).
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Figura 8.- Laminas histologicas da pata dos ratos. Na figura A é demonstrado em maiores
detalhes as células do tumor de Walker 256 (aumento 40x). As figuras B, C, D, E
e F correspondem a imagens representativas do grupo controle, sham, lidocaina,
HP-B-CD lidocaina e doxorrubicina respectivamente (aumento 5x). Coloracdo H-
E.

5.2.3 EFEITOS DA LIDOCAINA E HP- B -CD LIDOCAINA SOBRE A LIBERACAO
DE TNF- a

Os resultados quantificacdo de TNF-a, sdo apresentados na figura 9. No
grupo controle o crescimento tumoral induziu a um aumento significativo na
producéo e liberagdo de TNF-a no tecido interplantar, sendo que a mediana para o
grupo controle foi de 8,53 pg/mL enquanto que no grupo sham a mediana de 1,12
pg/mL. Estes resultados foram significativamente diferentes (p<0,01).

A concentracdo TNF-a no tecido interplantar dos animais tratados com
lidocaina e HP-B-CD lidocaina foi de 6,02 pg/mL e 6,14 pg/mL (mediana). Nao houve
diferenca estatistica em comparagdo ao grupo controle. No entanto, aumentaram
significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a em relagdo ao grupo sham. O
tratamento com doxorrubicina apresentou niveis de TNF-a com mediana de 1,63
pg/mL, desta foram ndo apresentou diferenca estatistica em rela¢cdo ao grupo sham.
Também foi significativamente menor (p<0,01) quando comparado ao grupo
controle.
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Figura 9.- Quantificacdo de TNF-a no tecido interplantar apdés o tratamento com lidocaina
(Lido), HP-B-CD lidocaina (HP-B-CD), doxorrubicina (doxo), sem tratamento
(control) e no grupo sham. Os valores representam a mediana, primeiro e
terceiro quartis, as suigcas indicam o maximo e o minimo valor para cada grupo.
Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle esta identificado por * com
p<0,01. # Diferenca estatistica em comparacdo ao grupo Sham, p<0,05, teste de
de Kruskal-Wallis Student-Newman-Keuls.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo teve por objetivo verificar os efeitos in vitro da
lidocaina e HP-B-CD lidocaina sobre a viabilidade celular e proliferacdo celular nas
células HaCaT e HelLa. Além disso, foi verificado in vivo o efeito dessas formulacdes
sobre o crescimento tumoral e resposta inflamatoria.

A citotoxcidade da lidocaina tem sido verificada em diversos modelos in
vitro e in vivo, utilizando diferentes tipos celulares (Keck et al., 2010; Jacobs et al.,
2011). Em células tumorais, os anestésicos locais apresentam efeitos citotoxicos
dose e tempo dependentes (Karpie et al., 2007, Mallet et al., 2015; Kang et al.,
2016). No entanto, os diferentes modelos experimentais aplicados, as diferencas na
concentracdo e tempo de exposicdo utilizados, dificultam uma comparagdo mais
precisa entre os efeitos citotoxicos dos anestésicos locais e a suscetibilidade dos
diferentes tipos celulares testados.

A lidocaina tem demonstrado efeitos citotoxicos em concentracdes
variando de 2.000 uM a 4.000 uM, também em concentragdes superiores, em
células cancerigenas e ndo cancerigenas (Boselli et al., 2003; Johnson et al., 2004;
Sakaguchi et al., 2006).

Em modelo in vitro similar ao aplicado neste estudo, a lidocaina nas
concentragbes de 1mM, 4 mM e 10 mM reduziu significativamente a viabilidade
celular em células de neuroblastoma SH-SY5Y. Neste mesmo estudo, as
concentracfes de 4mM e 10 mM aumentaram significativamente a morte celular das
células HelLa (Okamoto et al.,2016).

Estes resultados corroboram com os dados apresentados no presente
estudo, onde os tratamentos com lidocaina e HP-3-CD lidocaina nas concentracdes
de 630 pg/mL e 1.115 pg/mL, equivalente a 2,2 mM e 4 mM, foram os que mais
afetaram a viabilidade celular de maneira dose dependente. Todavia a viabilidade
das células HeLa também foi significativamente reduzida no tratamento com 115
pg/mL (0,4 mM), sendo um resultado diferente do observado por Okamoto et al.,
(2016). Esta divergéncia nos resultados pode estar relacionada a diferencas
metodoldgicas, repeticdes aplicadas e também a sensibilidade dos testes.

Outros estudos similares demonstraram reducdo da viabilidade das

células de cancer de mama (MDA-MB-231), cancer de prostata (PC-3), de ovario
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(ES-2) e do carcinoma escamoso de células de lingua (CAL27) ap0Os exposicao a
lidocaina em concentracdes de 2 mM a 5 mM (Sakaguchi et al., 2006; Jiang et al.,
2016).

Os resultados também mostraram uma maior suscetibilidade das células
HaCaT em comparacdo as células HelLa apdés exposicdo as formulacdes de
lidocaina. Além disso, a complexacao de lidocaina em HP-B-CD néo afetou o efeito
do anestésico sobre a viabilidade das células.

O estudo também investigou o efeito das formulacdes de lidocaina e HP-
B-CD lidocaina sobre a proliferacéo celular. A lidocaina comecgou a exercer efeitos
antiproliferativos sobre as células HaCaT e HeLa em concentracbes de 115 yg/mL e
630 ug/mL respectivamente.

Estes resultados estdo de acordo com outros estudos que tem
demonstrado o efeito dos anestésicos locais sobre a inibicdo da proliferagédo celular
em diversos tipos celulares, incluindo células cancerigenas (Scherb et al., 2009;
Lucchinetti et al., 2012).

A lidocaina apresentou efeitos antiproliferativos de maneira dose
dependente em células tronco mesenquimais, cancer de mama (BT-20 e MCF-7),
adenocarcinoma de colon (HT-29 e Caco-2) e em células HepG2 de carcinoma
hepatocelular (Martinsson, 1999; Lucchinetti et al., 2012; Lirk et al., 2014; Lirk et al.,
2014; Xing et al., 2017).

A exposicao por 72 horas a lidocaina na concentracado de 400 pM reduziu
a proliferacdo celular das células de carcinoma escamoso de lingua (CAL27)
estimuladas com soro fetal bovino e fator de crescimento epitelial (Sakaguchi et al.,
2006).

A atividade antiproliferativa pode estar relacionada ao efeito dos
anestésicos locais sobre o ciclo celular. Diversos estudo tem demonstrado o efeito
dos anestésicos locais em manter a célula estacionada na fase GO/G1. Em células
tronco mesenquimais, 100 yM de ropivacaina induziu a um aumento da expressao
de inibidores do ciclo celular como o p16INK4 e p27KIP1 (Lucchinetti et al., 2012).
Em células de cancer de pulméo, das linhagens A549 e H520, a exposicdo a
lidocaina aumentou significativamente a porcentagem de células na fase GO0/G1
(Wang et al., 2016).

A complexacdo em HP-B-CD néo afetou os efeitos antiproliferativos da

lidocaina nas células HelLa. Todavia o complexo apresentou um perfil diferente em
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relagdo a lidocaina nas células HaCaT. A HP-B-CD lidocaina sO exerceu efeitos
antiproliferativos em concentragdes superiores a 115 pg/mL e apresentou uma
atividade antiproliferativa significativamente menor que a lidocaina livre. Esses
resultados demonstram repostas distintas das células HelLa e HaCaT apos
exposicdo as formulag@es de lidocaina.

AplOs os testes in vitro, verificou-se os efeitos das formulacdes de
lidocaina em um modelo in vivo utilizando a inoculacdo de células de tumor de
Walker 256 na regido interplantar. Os tratamentos com 5% lidocaina e 5% HP-3-CD
lidocaina reduziram significativamente o edema em comparagcdo ao grupo controle
(sem tratamento). Porém, ndo foram tdo eficientes quanto a doxorrubicina que
apresentou resultados semelhantes ao grupo sham na analise histolégica.

Estes resultados estdo de acordo com o0s observados por Xing e
colaboradores (2017), que utilizando um modelo subcutaneo em camundongos
(BALB/c-nu/nu) verificou que a lidocaina (30 mg/Kg) duas vezes por semana reduziu
a progressao do tumor em comparacgao ao grupo PBS.

Era esperado um efeito mais acentuado no grupo tratado com HP-B-CD
lidocaina. Os sistemas de liberacdo de farmacos atuam como reservatorio causando
uma liberacdo mais lenta e consequentemente prolongando a permanéncia do
farmaco no local (de Paula et al., 2010). Todavia, apesar do grupo tratado com HP-
B-CD lidocaina apresentar um edema menor em relacdo ao grupo lidocaina, néao
houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

A lidocaina pode influenciar o edema induzido pelo tumor de forma direta
ou indireta. O anestésico local pode exercer efeitos diretos ao reduzir a viabilidade e
a proliferacdo celular. Indiretamente o farmaco pode atenuar a resposta inflamatéria
no local.

Os anestésicos locais vém demonstrando efeitos anti-inflamatérios,
através da reducdo da ativacdo de macréfagos e da adesdao e migracao de
neutréfilos (Tasi et al., 2012; Dernek et al., 2016). Além disso, podem reduzir a
liberacdo de citocinas e outros mediadores pré-inflamatérios (Caracas et al., 2009).
A administracdo de lidocaina e bupivacaina pode reduzir a permeabilidade vascular
e consequentemente reduzir o edema (Rimback et al., 1988).

Observando essa propriedade dos anestésicos locais, foi quantificado a
citocina TNF-a no tecido interplantar. O TNF-a é um potente mediador proé-

inflamatorio que esta diretamente envolvido na cascata inflamatoria, sendo
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rapidamente produzido em grandes quantidades em resposta ao estimulo
inflamatorio (Verri et al., 2006). Os tratamentos com as formulacdes de lidocaina nao

modificaram a producéo de TNF-a induzida pelo crescimento tumoral.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, a lidocaina reduziu a viabilidade celular e a proliferacao
das células HaCaT e HeLa em modelos in vitro. A complexacdo de HP-B-CD
apresentou resultados proximos ao da lidocaina livre. Estes resultados
apresentaram correspondéncia com 0s ensaios in vivo, onde ambas as formulagdes
reduziram o edema induzido pelo crescimento tumoral. As formulacdes de lidocaina
parecem exercer um efeito direto sobre o tumor de Walker 256. Nao houve alteragéo
na producdo de TNF-a, o que pode indicar uma auséncia de efeito das formulagdes

de lidocaina sobre a resposta inflamatdria no local.
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ANEXOS

ANEXO 1 - COMITE DE ETICA

Como ja descrito, este Trabalho de Conclusdo de Curso, fez parte de um
projeto de auxilio pesquisa e de um projeto de Pos-doutorado intitulado “Estudo dos
efeitos antitumorais da lidocaina livre e associadas a hidroxipropil-B-ciclodextrina em
modelos in vitro e na indugéo do carcinoma de Walker 256 em ratos de Wistar” sob
responsabilidade do orientador Dr. Luiz Eduardo Nunes Ferreira. Foram utilizados os
mesmos animais para ambos 0s projetos, a partir da vinculagdo com uma das

executaras do projeto de pesquisa.
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Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "Estudo dos efeitos antitumorais da
lidocaina livre e associadas a hidroxipropil-B-ciclodextrina em modelos in
vitro e na inducdo do carcinoma de Walker 256 em ratos Wistar" (protocolo n°
3572-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr. Francsico Carlos Groppo / Luiz
Eduardo Nunes Ferreira, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI N° 11.794, DE
8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de
animais, e 0 DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

A aprovacéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagao prévia junto
ao IBAMA, SISBIO ou CIBio.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 11 de setembro de
2014.

\

Campinas, _1/1 de setembro de 2014.
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Prof. Dr. Alexandre Leite Rodngues de Oliveira Féatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP - Brasil httpy//www.ib.unicamp.br/ceea/
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ANEXO 2 -TERMO DE RESPONSABILIDADE

TERMO DE RESPONSABILIDADE PARA PESQUISA
COM USO DE ANIMAIS

1- Protocolo No. 3572-1

2- Titulo do projeto: Estudo dos efeitos antitumorais da lidocaina livre e associadas a
hidroxipropil-B-ciclodextrina em modelos in vitro e na indugao do carcinoma de Walker
256 em ratos Wistar

2.1- Titulo do subprojeto: Efeito da lidocaina livre e complexada com 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina sobre crescimento e resposta inflamatdria induzida pelo tumor de Walker
256.

3. Periodo. Inicio: 01/08/2015 Término: 31/07/2016

4. Executores: Luiz Eduardo Nunes Ferreira

Nivel académico: Doutor

Nome do orientader: Francisco Carlos Groppo

Unidade/Departamento: Departamento de Ciéncias Fisiolégicas! Farmacologia
Anestesiologia e Terapéutica — Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

4. Executores: Jessica Pereira da Costa

Nivel académico; Graduacéo

Neme do orientador: Francisco Carlos Groppo

Unidade/Departamento: Departamento de Ciéncias Fisiolégicas/ Farmacologia
Anestesiologia e Terapéutica — Faculdade de Odontologia de Piracicaba.

Agencia Financiadora: CNPq

Termo de Responsabilidade

Eu asseguro & CEUA/UNICAMP que:

10.1. Li os Principios Eticos para Uso de Animais de Laboratéric (disponivel no
endereco: hitp:/fwww.cobea.org.br/), elaborado pela SBCAL - Sociedade Brasileira da
Ciencia em Animais de Laboratério - e concordo plenamente com suas exigéncias
durante a vigéncia deste protocolo; assim como a legislagio nacional vigente - Lei no
11.794, de 8 de outubro de 2008 (http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2007-
2010/2008M1ei111794 htm).

10.2. Este estudo ndo & desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a
equipe que participa deste projeto foi treinada e é competente para executar os
procedimentos descritos nesse protocolo;

10.3. Comprometo-me a solicitar nova aprovagao deste protocolo sempre que ocorra
alteragao significativa nos experimentos aqui descritos;

10.4, Tudo o que foi declarado nesse protocolo é a absoluta expressao da verdade.
Estou ciente que o ndo cumprimento das condigdes aqui especificadas & de minha
total responsabilidade (pesquisador principal) e que estarei sujeito &s punicdes
previstas na legislagdo em vigor.

10.5. Estou de acordo com a divulgacdo na pagina do CONCEA do titulo do projeto,
estagio em que se encontra o projeto na CEUA e o prazo de vigéncia do protocolo,
conforme estabelecido na RESOLUCAO NORMATIVA N. 7, DE 13 DE SETEMBRO
DE 2012, do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(hitp:/’'www.mct.gov. br/iupd_blob/0228/229166 pdf),
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10.6. Tudo que foi declarado neste protocolo estd em acordo com a DIRETRIZ
BRASILEIRA PARA O CUIDADO E A UTILIZAGAO DE ANIMAIS PARA FINS
CIENTIFICOS E DIDATICOS e as DIRETRIZES PARA PRATICA DE EUTANASIA,
PUBLICADAS PELO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL - CONCEA, DISPONIVEIS EM:
http:/www.mct.gov. briindex. php/content/view/311277/Publicacoes_do_CONCEA htm|
Data: Piracicaba, 06 de maio de 2015

Nome do Orientador: Francisco Carlos Groppo

Assinatura:

F— e

Nome do Executor: Luiz Eduardo Nunes Ferreira

Assinatura: /'
M/ l // /; s X

Nome do Executor: Jéssica Pereira da Costa

Assinatura: C;: ?@39 Z
v/
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