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RESUMO

A lidocaina pertence a classe dos anestésicos locais, sendo empregada na clinica
para realizagdo de bloqueio nervoso e como droga antiarritmica. Nos ultimos anos,
estudos evidenciam que a lidocaina pode ser utilizada no tratamento da dor, mas a
acao terapéutica do farmaco é limitada por curta duracédo do seu efeito e toxicidade,
quando empregada sistémicamente. Na tentativade melhorar o desempenho dos
anestésicos, a industria farmacéutica tem manipulado suas propriedades
farmacoldgicas através do uso de sistemas de liberacdo controlada. As evidéncias
clinicas apontam que a associacdo dos farmacos com ciclodextrina, um tipo de
carreador mais comumente utilizado, amplificou a eficacia anti-hiperalgésica dos
anestésicos. Portanto, este estudo investigou qual formulagdo de lidocaina (livre ou
complexada em hidroxipropil-B-ciclodextrina) possuia melhor perfil analgésico in vivo,
em modelos animais de dor orofacial aguda e persistente, e como a complexagdo em
ciclodextrina modificava a liberagao do anestésico in vitro. No ensaio de liberagao
controlada in vitro, a ciclodextrina ocasionou uma reducgao na liberacao de lidocaina
do compartimento doador ao longo do tempo avaliado quando comparado com a
formulacao livre. A injecdo de formalina (2,5% em 50 pL) no Iabio superior induziu um
aumento na resposta nociceptiva durante os primeiros trés minutos (fase I) e de 12 a
30 minutos (fase Il) apds a injegédo. Os tratamentos com ambas as formulag¢des (2%
em 50 pL) aboliram a resposta da primeira fase e reduziram significativamente a
segunda. A injecao de capsaicina (3 ug/50 pL, labio superior) produziu hiperalgesia
ao calor e foi significativamente reduzida pelo tratamento com as duas formulagdes
de lidocaina (2% em 50 pL). A hiperalgesia ao calor induzida por carragenina (100
Mg/50 uL, labio superior) foi observada entre 2 a 5 h. A lidocaina livre (LDC) e a
lidocaina complexada (LDC:HP-B-CD) foram administradas 150 min apds a
carragenina e apresentaram efeito anti-hiperalgésico significativo. A constricdo do
nervo infraorbital (CION), induziu hiperalgesia térmica e mecanica unilateral no 5° e
15° dia pos-cirurgia, respectivamente. O tratamento com LDC e LDC:HP-3-CD (2%
em 50 pL, labio superior) foi capaz de atenuar o comportamento hiperalgésico ao
calor, porém o tratamento com LDC:HP-B-CD apresentou efeito anti-hiperalgésico de
maior magnitude e mais prolongado. Na hiperalgesia mecéanica, as duas formulagdes
de lidocaina (2% em 50 pL, labio superior) promoveram um aumento similar no limiar
mecanico, que persistiu por 2 h apds o tratamento. Estes resultados mostram que as
duas formulacdes do anestésico local apresentaram efeito antinociceptivo em todos
os modelos de dor utilizado. Porém, a LDC:HP-3-CD apresentou melhor efeito, em
termos de duracdo e magnitude, quando comparada com a formulagdo livre,
corroborando estudos prévios que sugerem que a alteragdo das propriedades
farmacoldgicas por meio de sistemas de liberagao controlada promove uma droga com
potencial promissor para o controle da dor.

Palavras-chave: anestésico local, carreador, formalina, capsaicina, carragenina,
hiperalgesia, ciclodextrina, dor neuropatica trigeminal.



ABSTRACT

Lidocaine belongs to the class of local anesthetics, being used in the clinic for nerve
block and as an antiarrhythmic drug. In recent years, studies have shown that lidocaine
can be used in the treatment of pain, but the therapeutic action of the drug is limited
by short duration of its effect, as well as toxicity, when administered sistemically. In an
attempt to improve the performance of anesthetics, the pharmaceutical industry has
manipulated the pharmacological properties through the use of controlled release
systems.Clinical evidence suggests that the association of drugs with cyclodextrin, the
type of carrier most commonly used, amplifies the antihyperalgesic efficacy of
anesthetics. Therefore, the present study investigated which formulation of lidocaine
(free or complexed in hydroxypropyl-B-cyclodextrin) had a better analgesic profile in
vivo, in animal models of acute and persistent orofacial pain, and how complexation in
cyclodextrin modified the release of the anesthetic in vitro. In the in vitro controlled
release assay, cyclodextrin caused a reduction in the release of lidocaine from the
donor compartment over the assessed when compared to the free formulation.
Injection of formalin (2.5% in 50 pL) into the upper lip induced an increase in the
nociceptive response during the first three minutes (phase |) and from 12 to 30 minutes
(phase Il) after the injection. Both formulations (2% in 50 yL) abolished the first phase
of the formalin-induced response and significantly reduced the second phase.Injection
of capsaicin (3 ug/50 uL, upper lip) evoked heat hyperalgesia that persisted for 2 h,
which was significantly reduced by both formulations of lidocaine (2%/50 pL).
Carrageenan-induced heat hyperalgesia (100 ug/50 pL, upper lip) was detected
between 2 and 5 h. Free Lidocaine (LDC) and complexed lidocaine (LDC:HP-B-CD)
were injected 150 min after carrageenan and showed significant antihyperalgesic
effect. Infraorbital nerve constriction (CION) induced thermal and mechanical
hyperalgesia on postoperative day 5 and 15, respectively.LDC and LDC:HP-B-CD (2%
in 50 uL, upper lip) was able to attenuate the heat hyperalgesia, while LDC:HP-3-CD
showed an anti-hyperalgesic of greater magnitude and more prolonged.In the
mechanical hyperalgesia induced by CION, both formulations of lidocaine (2% in 50
ML, upper lip) promoted a similar increase in the mechanical threshold, which persisted
for 2 h after the treatment. These results suggest that both lidocaine formulations
presented antinociceptive effect in all orofacial models evaluated. However, LDC:HP-
B-CD showed better effect in terms of duration and magnitude when compared to the
free formulation, corroborating previous studies that suggest that the alteration of the
pharmacological properties through controlled release systems promotes a drug with
promising potential for pain control.

Key words: local anesthetic, carrier, formalin, capsaicin, carrageenan, hyperalgesia,
cyclodextrin, trigeminal neuropathic pain.
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1 INTRODUGAO
1.1 ANESTESICOS LOCAIS

A cocaina foi a primeira substancia com propriedade anestésica conhecida da
histéria, proveniente das folhas do arbusto coca (Erythroxylon coca), a qual foi isolada
em 1856 por Albert Niemann. Em 1886, Carl Koller utilizou a cocaina como anestésico
oftalmolégico, mas devido as suas propriedades aditivas e toxicidade foi
descontinuada das praticas clinicas (BERK et al., 2018).

Assim, surgiu a necessidade de alternativas farmacoldgicas para a realizagao
do bloqueio nervoso. Em 1900 ha relatos da primeira preparacao de Benzocaina, em
1905 foi desenvolvida a Procaina e, em 1943 foi sintetizada a Lidocaina. Esses
farmacos foram desenvolvidos para atuar como bloqueadores da condugao nervosa
e para serem empregados como anestésicos em procedimentos cirurgicos.
Entretanto, essa classe de farmacos apresenta efeitos que limitam o seu uso
satisfatério, tais como toxicidade e curta duracido do bloqueio nervoso, o que
fundamenta a busca por novos farmacos e/ou formulagdes mais eficientes (RUETSCH
et al., 2001).

A classe dos anestésicos locais (AL) € composta por uma variedade de drogas,
que inibem a percepcdo sensorial. Esses farmacos possuem diferencas em sua
estrutura molecular, principalmente na conformagéo das cadeias de ligagdo (amida ou
éster) e posi¢cdo dos aminoacidos que fazem as ligagdes (FRACETO et al., 2008;
RUETSCH et al., 2001).

A estrutura molecular dos ALs consiste em trés componentes basicos,
representados na figura 1, sendo que cada componente contribui para a propriedade
farmacologica da droga. Existe um anel aromatico lipofilico que contribui para a
solubilidade do farmaco, influenciando a entrada do anestésico nas bainhas nervosas
e nas membranas do axonio. Essa estrutura é unida a uma cadeia intermediaria de
ligacao que pode ser do tipo amida ou éster. A cadeia intermediaria é o fator que
influencia o processo de metabolismo do farmaco, poténcia e velocidade de inicio da
acgao. A terceira parte da estrutura é formada pelo grupamento amina, o qual confere
a solubilidade da droga em agua (BECKER e REED, 2012).

Cada AL possui uma caracteristica farmacolégica que é determinada pelas

propriedades fisico-quimicas, como o grau de ligagao as proteinas plasmaticas, pka e
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lipossolubilidade, e também, sao diferenciados pelo tempo que perdura o bloqueio
nervoso, poténcia e toxicidade no organismo (DE PAULA e SCHREIER, 1996; NAU e
WANG, 2004).

Os anestésicos do tipo amida sdo os mais utilizados na clinica, pois possuem
melhor lipossolubilidade, poténcia e duracao de efeito e apresentam propriedades
alérgicas menores que os anestésicos locais do tipo estér (SAMBROOK e GOSS,
2011; RUETSCH et al, 2001).

Cadeiade
Anel aromatico Ligagao AR e
HyC Amida HsC

0 \

‘ ‘ CH,
NH C CH, —— N
\CHQ
HaC ‘0‘ HyC
—g—a
Ester

FIGURA 1 -COMPONENTES DA ESTRUTURA QUIMICA DOS ANESTESICOS LOCAIS (1) Anel
aromatico, (2) cadeia intermediaria, (3) ligacéo terciaria amina. Cada componente da estrutura contribui

para as propriedades quimicas e clinicas da molécula.

Os ALs sao empregados na clinica como bloqueadores reversiveis temporarios
da condugédo nervosa. O uso destas drogas ocorre principalmente em procedimentos
cirurgicos, e especialmente na area da odontologia, para realizagdo de procedimentos
clinicos. Estes requerem inicio de efeito rapido e um tempo de duragao do bloqueio
que permita a realizagao da maioria dos tratamentos dentarios (RUETSCH et al, 2001;
SAMBROOK e GOSS, 2011;). O bloqueio nervoso ocorre de forma progressiva, sendo
determinado pelo calibre das fibras nervosas alcancadas e concentracao de farmaco
no local. A ordem em que ocorre a inibicdo da atividade sensorial € a perda da
sensibilidade de dor, temperatura, toque e por ultimo a fungdo motora (CASSUTO et
al., 2006; HOLLMANN e DURIEUX, 2000; SAMBROOK e GOSS, 2011).
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1.1.1 Mecanismo de acao dos anestésicos locais

O alvo classico dos anestésicos locais sao os canais de soédio dependentes de
voltagem, os quais consistem em uma proteina transmembrana formada por quatro
dominios homologos, representados na figura 2. Cada um destes dominios possui
seis segmentos (S1 a S6) a hélice organizados de modo a formar um poro no centro.
Cada subunidade possui aminoacidos (arginina) carregados positivamente
concentrados na porgao S4, que formam a regiao de disparo do canal. Quando ocorre
a depolarizagdo da membrana, as cargas positivas sofrem uma rotagao interna e
deixam as cargas negativas ndo pareadas no interior da membrana, modificando a
conformagao dos dominios de modo a iniciar o processo de abertura (ativagéo) do
canal. O dominio Il e IV do canal possui um lago intracelular curto ligando-os, que
ap6s um milissegundo de abertura do canal, realiza a oclus&o do poro, iniciando o
estado de inativagdo. Ja o segmento S6 funciona como local de ligagao dos farmacos
qgue atuam no canal, como anestésicos, antiarritmicos e anticonvulsivantes (DONG et
al., 2014; ISOM, 2001).

Os canais de sédio dependentes de voltagem sdo encontrados em trés estados
diferentes de conformacao: fechado, aberto e inativo. Inicialmente encontram-se
fechados, e apds a despolarizagdo da membrana ocorre a abertura do poro permitindo
o influxo dos ions de sddio tornando-os ativos. Cerca de um milissegundo apds a
abertura, a ligadura presente nos dominios Ill e IV dobra-se e bloqueia o poro,
impedindo a passagem dos ions e inativando o canal. No periodo inativo, o canal de
sédio ndo é passivo de funcionalidade, ou seja, mesmo que uma nova despolarizagao
seja deflagrada, ela ndo resultara em abertura do poro. A passagem do estado
inativado para o estado de repouso (i.e. passivel de abertura) chama-se periodo
refratario (DONG et al., 2014; ISOM, 2001; LONG et al, 2005). A afinidade dos ALs
pelo canal € maior quando este se encontra inativo, portanto, o grau de bloqueio vai
variar conforme a conformacgéo do canal (BECKER e REED, 2012; SOUZA, 2013).

Os canais de sodio dependentes de voltagem sao responsaveis pela iniciagao
e propagacao do potencial de agao em células excitaveis, incluindo células nervosas,
musculares e neuroenddcrinas (HILLE, 2001; ISOM, 2001).
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Extracelular
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FIGURA 2 - ESTRUTURA MOLECULAR DO CANAL DE SODIO VOLTAGEM
DEPENDENTE.Caracteriza-se pela presenca de 4 dominios transmembrana homdlogos, cada dominio
possui seis segmentos transmembranares a hélice S1 a S6, que se organizam de modo a formar um
poro ao centro. Os segmentos S4 em cada dominio contém residuos de aminoacidos carregados
positivamente (geralmente arginina) em cada terceira posi¢ao. Esses residuos servem como cargas de
passagem e se movem através da membrana para iniciar a ativagdo do canal em resposta a
despolarizagéo. O lago intracelular curto ligando os dominios Ill e IV homdlogos serve como porta de
inativagao, dobrando-se na estrutura do canal e bloqueando o poro a partir do interior durante a
despolarizagédo sustentada da membrana. No dominio IV no S6 esta situado o local de ligagdo para
anestésicos locais e drogas antiepilépticas e antiarritmicas. Modelo proposto por DONG et al., 2014.

Os anestésicos locais ao se ligarem na por¢cdo S6 do canal o estabilizam em
seu estado inativo, impedindo, portanto, a geragao do potencial de agao de células
nervosas, de modo a interromper a condugdo do estimulo nervoso promovendo a
anestesia. Considerando que o sitio de ligagdo do ALs é intracelular, para promover
seu efeito as moléculas da droga precisam se difundir pela membrana da célula
nervosa. A difusao é facilitada quando o farmaco se encontra no estado nio ionizado,
e por se tratarem de bases fracas, sua acao sofrera forte influéncia do pH do meio
(BUTTERWORTH e STRICHARTZ, 1990; COURTNEY e STRICHARTZ, 1987;
HILLE, 2001; ISOM, 2001; STRICHARTZ e RITCHIE, 1987;). Por isso, em tecidos
lecionados, especialmente em casos que exista inflamacao a acao dos anestésicos &
dificultada (BECKER e REDD, 2012).

1.2 LIDOCAINA

A lidocaina (LDC) é um anestésico do tipo amida que foi sintetizado pela
primeira vez em 1943 por NilsLofgren (MOISES, 2008; ORLANDO et al., 2004;
RUETSCH et al, 2001;). Seu uso na clinica foi implementado em 1948, para a
realizacdo de infiltracdo anestésica através do bloqueio nervoso regional,
posteriormente devido ao seu mecanismo de acgao, foi empregada também como

droga antiarritmica (MOISES, 2008). Destaca-se que a lidocaina € o farmaco de
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escolha na pratica clinica, devido aos seus aspectos farmacocinéticos e bom perfil de
seguranga quando comparado a outros ALs. Por essas razdes, que o uso da lidocaina
foi amplamente disseminado em ambulatorios, especialmente na odontologia
(FERREIRA, 2014; MOISES, 2008; YOU et al., 2017).

O inicio da acgao é rapido, em torno de 2 a 3 minutos apds ser administrado, e
o bloqueio nervoso produzido pode perdurar por 1 a 1 72 hora sem o uso de
vasoconstritor, ou de 2 a 4 horas quando associado a um vasoconstritor (BECKER e
REED, 2012; SILVA, 2009).

Esse anestésico pode ser encontrado em diversas apresentagdes, tais como
creme, solugao, colirio, e permite administracdo por diversas vias inclusive tépica,
peridural, intramuscular, subcutdnea e endovenosa. O método por qual ela vai ser
aplicada interfere na sua taxa de absorcdo e em sua biodisponibilidade (MOISES,
2008; SILVA, 2009).

A lidocaina distribui-se no organismo ligada a proteinas plasmaticas, sendo que
em média a fracdo de ligagédo fica em torno de 60 a 80% do total da droga no
organismo (ORLANDO et al., 2004). Por seruma base fraca com (pka 7,7), em pH
fisiologico (i.e 7.4), cerca de 50% da proporcao das moléculas do AL no organismo
sera encontrada na forma ionizada, isto €, aptas para atravessar as membranas
neuronais e dos axénios (BECKER e REED, 2012; ORLANDO et al., 2004; SILVA,
2009). Especialmente em meios com pH acido, a propor¢gao de moléculas na forma
ionizada aumenta, isso explica o fato de que a realizagdo de bloqueio nervoso em
tecidos inflamados é dificultada (BECKER e REED, 2012).

A LDC é metabolizada no figado pelas enzimas CYP3A4 e CYP1A2, onde é
convertida por oxidagdo a monoetilglicinaxilidida, e uma parte hidrolisada a
glicinaxilidida, para ser eliminada (SILVA, 2009). Os casos de toxicidade do farmaco
no organismo (conforme esquema representados na figura 3), sdo dependentes da
concentracao plasmatica, velocidade em que ocorre 0 aumento da concentragéo, bem
como, velocidade de remogdo do farmaco da corrente sanguinea através dos
processos de biotranformacdo. Especialmente, nos casos em que os pacientes
recebem doses repetidas por meio de infusdo endovenosa continua, ja que a dose
maxima de segurancga recomendada da LDC é 200 a 500 mg/dia (OLIVEIRA et al.,
2010; SANTOS, 2012; WANG et al., 2000;).
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FIGURA 3 — CONCENTRACAO SISTEMICA X EFEITOS TOXICOS DA LIDOCAINA NO ORGANISMO.
Até a concentragado de 5 pg/ml no soro a lidocaina possui propriedades terapéuticas, acima dessas
concentragdes, os efeitos toxicos aparecem, e vao desde parestesia até colapso cardiovascular.
Adaptado de BECKER e REED, 2012.

Além do uso da LDC para realizagdo de anestesia e como droga antiarritmica,
pesquisas realizadas na area da farmacologia nos ultimos anos, apontam a droga
como uma alternativa terapéutica para o manejo da dor. Estudos utilizando a aplicagao
de lidocaina por via topica em condigdes dolorosas orofaciais, especialmente em
pacientes idosos e em situacdes em que medicagdes sistémicas sao contraindicadas
tém apresentado resultados promissores (NASRI-HEIR et al., 2013).

Em relagcdo a utilizacdo da lidocaina na apresentacdo de emplastros para
tratamento de neuralgia pés-herpética e neuralgia do trigémeo, as evidéncias clinicas
apontam bom perfil de seguranca e resultados eficazes (KANAI et al., 2009; NIKI et
al., 2014) Em outros estudos, usando o bloqueio nervoso periférico com lidocaina, os
resultados apresentam a reducdo da intensidade, frequéncia e duracdo dos ataques
de dor em pacientes com diferentes tipos de cefaleias e neuralgias de nervos
cranianos (DACH et al, 2015). Em adicao, a lidocaina incorporada em adesivos
cutaneos também tem sido empregada no tratamento da dor orofacial neuropatica
periférica promovendo melhora do quadro clinico (CASALE et al., 2014; KERN et al.,
2013, KHAWAJA et al., 2013).

Apesar dos resultados promissores de estudos na clinica empregando a LDC
como terapia alternativa para manejo da dor por diversas vias, existem fatores que

limitam a acdo do farmaco no organismo (ANIRUDHAN, et al., 2016). Os problemas
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encontrados sao comuns da classe dos ALs: dificuldade em transpor barreiras
fisiolégicas, duragcao da analgesia que é relativamente curta (2 a 4 horas), rapida
disperséo do local de injegao e toxicidade local e sistémica (GRANT, 2002; MCLURE
e RUBIN, 2005).

1.3 CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CDs) sao macromoléculas com peso entre 1000 a 2000
daltons, provenientes da degradacdo do amido por meio da enzima ciclodextina-
glicosil-tranferase, as quais foram descobertas em 1891 por Villiers (VENTURINI et
al., 2008). A ligacao 1,4 de a-D-glicopiranose forma um composto cénico (figura 4),
que possui uma superficie relativamente hidrofilica e cavidade central mais
hidrofébica, onde as moléculas de substancias quimicas se inserem para formar um
complexo (CARVALHO, 2014; DOLLO et al., 2000; LOFTSSON e DUCHENE, 2007;)

Desde sua descoberta, as CDs tém despertado o interesse da comunidade
cientifica, em relagao a sua aplicabilidade na pratica e modificagdo de sua estrutura
de modo a amplificar seu uso em diferentes areas. Desde a década de 80, esses
oligossacarideos tém sido utilizados na area industrial, como uma alternativa para
manipular as caracteristicas quimicas de diversas substancias, deixando-as mais
hidrossoluveis, aumentando sua biodisponibilidade, bem como reduzindo sua
toxicidade (CARVALHO, 2014; VENTURINI et al., 2008). As areas que mais utilizam
as CDs sao a alimenticia e farmacéutica, onde a acoplagao de moléculas acarreta em
complexos altamente estaveis que podem ser utilizados por seres humanos (DE
JESUS et al., 2006).
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FIGURA 4 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA CICLODEXTRINA. Esquema
representa os trés tipos de ciclodextrina: a-CD, B-CD, y-CD com sua conformagéo cbnica e suas
respectivas dimensdes. Adaptado de CARVALHO, 2014.

Diversas conformacgdes de CDs s&do encontradas, sendo que as diferengas
entre os subtipos q, B e y é a quantidade de unidades da cadeia de a-D-glicopiranose
em sua composic¢ao, podendo ser 6, 7 ou 8, respectivamente (CARVALHO, 2014;
FERREIRA, 2014). Porém, um fator que dificulta o uso disseminado destes compostos
€ o tamanho da cavidade e solubilidade, sendo esse ultimo resolvido com a
modificagao dos grupos hidroxilicos na estrutura natural da CD (HEDGES, 1998).

A B-ciclodextrina é a formulacdo mais utilizada, devido a sua acessibilidade e
preco mais baixo em um grande numero de setores, tais como, téxtil, agricola e
farmacéutico (VENTURINI et al., 2008). Neste ultimo, € usada como excipiente,
intensificador de fragrancia e modificador de sabor para disfargar caracteristicas
indesejaveis do principio ativo. Além disso, sua ampla utilizacdo se baseia nas
caracteristicas quimicas combinadas de ser soluvel em agua com grupos hidroxila
expostos e, ao mesmo tempo, carrear compostos hidrofébicos em sua estrutura
interna (KURKOV E LOFTOSSON, 2013; RASHEED et al., 2008; UEKAMA et al.,
1998).

Modificagdes realizadas na estrutura da B-ciclodextrina permitiram novos
avancos na area farmacéutica, que possibilitaram realizar a complexacao da CD com
farmacos para serem administrados por diversas vias (BIBBY et al., 2000). Todavia, o
uso de ciclodextrina para carrear drogas ainda € um processo recente, que teve inicio
em meados da década de 80 (VENTURINI et al., 2008). Por essa razdo, nem todos
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0s mecanimos desse sistema de liberagao estao esclarecidos. Porém, os resultados
obtidos até o momento sao bastante promissores, e indicam a capacidade de reduzir
a velocidade de hidrolise de antibidticos por enzimas de degradacao, liberagao de
farmacos em tecidos especificos, redugdo da toxicidade sistémica edistribuicao
uniforme do farmaco pelos tecidos (DE JESUS et al., 2006; VENTURINI et al., 2008).

1.3.1 Anestésicos locais associados a sistemas de liberagao controlado

O padrao desejavel para uma droga anestésica seria possuir tempo de acao
suficiente para a execucao de procedimentos sem requerer uma nova aplicagao de
dose, aumento da seletividade para o bloqueio sensorial em relacéo ao bloqueio motor
e diminuicdo da toxicidade local e sistémica (BIBBY et al., 2000; FERREIRA, 2014).
Assim, na busca de uma analgesia prolongada, diversos sistemas de liberagao
sustentada de farmacos tém sido empregados, principalmente a nanotecnologia e a
encapsulacédo dos farmacos em lipossomas ou carreadores, como as ciclodextrinas
(JONG, 1994 apud in MORAES et al., 2007).

O uso de sistemas de liberacdo controlada permite a manipulagédo das
caracteristicas da molécula dos ALs. Neste sentido, alguns beneficios do emprego
destes sistemas ja foram demonstrados, tais como tempo de agdo prolongado,
aumento da disponibilidade na area interfacial dos tecidos bioldgicos, o que resultou
em maior eficacia analgésica (DE PAULA et al., 2010; SHIKANOV et al., 2007;
SUZUKI et al., 2009).

Estudos realizados por Mashimo em 1992, Bucalo em 1998 e Grant et al., 2004,
utilizando lidocaina acoplada em lipossomas, evidenciaram um aumento do efeito
anestésico e diminuigao da dor nas regides que receberam a aplicagdo da formulagao
complexada (FERREIRA, 2014).

Evidéncias de estudos pré-clinicos apontam que a lidocaina complexada com
a ciclodextrina, tanto in vitro quanto in vivo, melhorou a viabilidade celular em
queratinécitos humanos e fibroblastos gengivais e prolongou o bloqueio do nervo
ciatio em ratos, respectivamente (GOULD e SCOTT, 2005; SUZUKI et al, 2009).
Ademais, outros estudos tém demonstrado que a complexacdo de diferentes

anestésicos locais, tais como benzocaina, bupivacaina, ropivacaina, e prilocaina, em
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ciclodextrina aumentaram a duragdo e a intensidade do bloqueio nervoso
(ANIRUDHAN et al., 2016; CERADA et al. 2006; SERPE et al., 2014).

Outro fator positivo do uso combinado de CDs e anestésicos locais € a redug¢ao
da toxicidade e lesao tecidual. (FERREIRA, 2014). Outro ponto a ressaltar, € que o
emprego de nanotecnologia e lipossomas possuem um custo maior quando
comparado ao custo da utilizagado da ciclodextrina, isso se transcreve em vantagem
para o uso da ciclodextrina na investigagéo farmacolégica (BIBBY et al., 2000; LIMA
et al., 2012).

Considerando que a CD é o sistema de liberacdo controlado que apresenta
melhor custo e empregabilidade e a LDC e apresenta melhor perfil de seguranga para
uso quando comparada a ropivacaina, bupivacaina e anestésicos do tipo éster
(SAMBROOK e GOSS, 2011), além de produzir analgesia em sua formulagao livre, a
complexacao da lidocaina em ciclodextrina pode resultar em uma molécula com perfil

farmacocinético mais favoravel e de facil comercializagao.

1.4 DOR OROFACIAL

A dor caracteriza-se por uma resposta organica protetora, pois, alerta o
individuo para uma lesdo iminente ou real dos tecidos, induzindo o surgimento de
respostas reflexas e comportamentais coordenadas com o intuito de manter o dano
tecidual o mais controlado possivel. Entretanto, em algumas situagcdes a dor perde o
carater fisiolodgico e torna-se um problema patolégico (WOOLF et al., 1999).

A regido craniofacial constitui um pequeno segmento do corpo e possui uma
estrutura complexa de tecidos, ossos, musculatura e inervagao. O nervo trigémeo ou
V par craniano € composto por trés ramificagdes: oftalmica, maxilar e mandibular, e é
responsavel pela inervacdo das estruturas da regido da cabega e pescoco
(DESIQUEIRA, 2006; WAITE e ASHWELL, 2004). A dor orofacial esta associada, aos
tecidos da cabeca, face, pescoco e estruturas da cavidade oral, ou ainda pode
representar patologias em outros segmentos e/ou estruturas do corpo. Essa condigcao
clinica possui varios fatores desencadeantes e ainda pode ser classificada em aguda
ou cronica (DELGADO et al. 2009, NUNES et al., 2012).

Dores craniofaciais agudas sdo extremamente frequentes na populagéo e séo

representadas por odontalgias, processos inflamatérios e infecgdes de estruturas da
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face e cavidade oral, cefaleias, dentre outras. Geralmente sao de facil diagndstico e
tratamento. Por outro lado, dores craniofaciais crénicas tém uma etiologia muito
variada, o que contribui para a complexidade do seu diagnostico, bem como a
dificuldade do tratamento. Exemplos de dores craniofaciais cronicas incluem
neuropatias trigeminais, neuralgia do trigémeo, dor associada a tumores de cabeca e
pesco¢o, migraneas, dor associada a disfungdes temporomandibulares. A
multiplicidade de causas para as dores e a enorme prevaléncia na populagdo, indica
a necessidade de estudos que avaliem novas perspectivas de tratamento e/ou alvos
farmacolégicos (DELGADO et al.,2009; DE SIQUEIRA, 2006; NUNES et al., 2012).

1.5 DOR OROFACIAL X QUALIDADE DE VIDA

A dor como condigdo patolégica acomete milhdes de pessoas ao redor do
mundo, sendo extremamente prejudicial. Um estudo publicado em 2016 evidenciou
que a dor leva a depressao, desanimo, perturbacao do sono, desequilibrio econémico,
reclusdo social, além de ser a principal causa de afastamento de muitos trabalhadores
(ANIRUDHAN et al.,2016).

Para a Organizagdo mundial da saude (OMS) a qualidade de vida é
considerada como um indicador de saude, e nos casos em que o individuo é
acometido por dor, ocorre um impacto negativo significativo neste indicador (SILVA et
al., 2012). A dor geralmente acarreta problemas para o proprio individuo, assim como
para sociedade, visto que nestes casos geralmente o acometido precisa de
atendimento em saude e afastamentos de atividades diarias para a recuperacao
(SILVA et al., 2012; MCGRATH e BEDI, 2003).

Nos ultimos anos, as dores orofaciais tém sido apontadas como um dos
principais problemas de saude publica, visto que sao queixas comuns e bastante
frequentes na populagao (SILVA et al.,, 2012). Neste aspecto, as dores orofaciais
conseguem impactar pontos essenciais nas atividades diarias dos individuos, como
alimentagao, sono, cuidados com higiene bucal e autoestima (KUROIWA et al., 2011).

Para o tratamento das dores orofaciais as terapias medicamentosas
empregadas engloba o uso de antiinflamatorios, analgésicos e psicotrdpicos, os quais
geralmente ocasionam efeitos colatereis que podem prejudicar ainda mais a qualidade

de vida do individuo (BENOLIEL et al., 2003). O tratamento farmacolégico é escolhido
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de acordo com a etiologia da dor que o indivduo apresenta, tempo de utilizagao e
efeitos colaterais (MELO, 2011). Porém, os tratamentos utilizados ainda possuem
limitagdes para manejo de alguns casos.

Diante disso, diversos modelos de dor na area pré-clinica sdo usados para
mimetizar a fisiopatologia das dores orofaciais e avaliar o potencial terapéutico de
novas substancias. No presente estudo foram empregados modelos de dor orofacial
aguda e cronica bem estabelecidos, inclusive pelo nosso grupo (ARAYA et al., 2017;
CHICHORRO et al., 2004; GAMBETA et al., 2016; KORPUSZINSK et al., 2015), a fim
de se contribuir com o avango do controle farmacoldgico da dor orofacial. Dada a
importancia de diminuir o sofrimento e melhorar a qualidade de vida dos acomentidos
com os disturbios de dor orofacial, o presente estudo procura analisar como diferentes

formulagdes de um farmaco podem contribuir com esse campo a ser explorado.
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2 OBJETIVOS

2.1.1OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi comparar os efeitos da formulacédo de lidocaina livre e
complexada com HP-B-CD em diferentes modelos de dor orofacial em ratos, a fim de

determinar qual formulagao apresentaria in vivo o melhor perfil analgésico.

2.1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

a) Verificar se a complexagao de lidocaina em ciclodextrina altera a taxa
de liberacgéao in vitro do anestésico.

b) Avaliar o efeito da administracdo de lidocaina livre e complexada na
nocicepc¢ao orofacial induzida por formalina

c) Avaliar o efeito da administracdo de lidocaina livre e complexada na
hiperalgesia orofacial ao calor induzida por capsaicina e carragenina;

d) Avaliar o efeito da administragdo de lidocaina livre e complexada na
hiperalgesia orofacial térmica e mecanica induzida por constricdo de
nervo infraorbital (CION).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Animais

Para este estudo foram utilizados ratos Rattus norvegicus variedade Wistar
machos, pesando entre 180 g e 220 g provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Parana. Os experimentos comegaram apos
dois dias de ambientagao prévia dos animais no biotério do laboratério.

Os animais foram mantidos em condigbes controladas de temperatura (entre
21 £ 1 °C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragao e
agua, os animais tiveram a maravalha trocada em dias alternados e foram mantidos
em numero maximo de cincoanimais por caixa.

Todos os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal
do Parana (CEUA/BIO — UFPR; aprovacdo n° 1039) e estdo de acordo com as
diretrizes Brasileiras do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagao

Animal).

3.1.2 Drogas e solugdes

Foram utilizadas as seguintes drogas: cloridrato de lidocaina (LDC, 2% em 50
ML, Sigma-AldrichCo. St. Louis, MO, EUA), Lidocaina complexada em hidroxipropil-3-
ciclodextrina (LDC:HP-B-CD 2% em 50 uL, UNICAMP, Piracicaba, SP, Brasil), ambos
diluidos em tampéo Hepes pH 7,4, xilazina (10mg / kg, xilazina, Rhobifarma Ind.
Farmacéutica, SP, Brasil), quetamina (50 mg/kg, quetamina, Vetnil Ind. Prod.
Veterinarios, SP, Brasil), Formalina (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Capsaicina
(Sigma, St. Louis, MO, EUA), Carragenina (CAR, 100 pg/50 uL Sigma, St. Louis, MO,
EUA). Carragenina e formalina foram dissolvidos em solucdo salina imediatamente
antes do uso. A capsaicina foi preparada em solucao estoque contendo 10% de tween
80 e 10% de etanol em PBS (pH 7,4), mantida a —18 °C e dissolvida em solugéo salina
imediatamente antes do uso. A concentragdo de etanol na solugao final nunca

excedeu 0,5%, pois essa concentragao foi relatada ndo causar qualquer efeito
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hiperalgésico per se (MOTTA, et al., 2009). As doses e 0s esquemas de tratamento
foram baseados em estudos prévios e experimentos piloto em nosso laboratério
(ARAYA et al., 2017; CHICHORRO et al., 2004; GAMBETA et al., 2016; HUMMING et
al., 2014; KORPUSZINSK et al., 2015).

3.1.3 Preparagéao da lidocaina complexada com HP-B-CD (LDC:HP-B-CD)

O complexo de inclusao solido foi preparado pelo colaborador do projeto Dr.
Luis Eduardo Ferreira na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), seguindo
os protocolos propostos anteriormente (DOLLO et al., 1998; LOFTSSON e MASSON,
2001). Resumidamente, HP-B-CD (Roquets Serv. Tech. Lab, Lestrem, Francga) e
cloridrato de lidocaina foram adicionados a agua desionizada na propor¢gao molar 1:
1. A solucgéo foi agitada durante 24 horas a temperatura ambiente. Apds atingir o
equilibrio, a solucado foi liofiizada e armazenada a -20 °C. LDC:HP-B-CD foi
ressuspensa em tampao HEPES 20 mM (NaCl 150 mM, pH 7,4). O complexo foi

previamente caracterizado de acordo com os dados de FERREIRA et al., 2018.

3.2 METODOS
3.2.1 Ensaio e determinacao da cinética de liberagao in vitro

O ensaio de liberagao in vitro de lidocaina foi realizado utilizando o sistema de
difusdo vertical tipo Franz (Manual Transdermal System, da Hanson Research
Corporation, Chatsworth, CA, EUA). O experimento foi realizado pelo Dr Luis Ferreira
na Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O sistema de dialise consiste em
um compartimento doador e receptor separados por uma membrana de celulose
(Spectrapore MWCO 1000 Da), com 1,77 cm? de area de permeacao.

A lidocaina livre e a lidocaina complexada com HP-B-CD foram diluidas para
uma concentragao final de 2% em tampao HEPES 138 yM (150 yM NaCl, pH 7,4) e 2
mL desta diluicdo das formulacdes foram adicionados ao compartimento doador. O
compartimento receptor foi preenchido com 7mL de tampao HEPES 138 uM (150 uM

NaCl, pH 7,4) e aliquotas de 200 pyL foram coletadas em intervalos regulares (0-6
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horas). Volumes idénticos aos coletados do compartimento receptor foram
substituidospela mesma quantidade de solugado tampéo fresca. O experimento foi
realizado a 37°C sob agitagado continua a 300 rpm. O total de cinco amostras por
formulacdo foram coletadas para fazer a determinacdo do perfil de liberacdo dos
anestésicos locais.

As amostras coletadas em diferentes momentos foram submetidas a analise de
lidocaina no sistema de HPLC (Thermo® Scientific, acoplado ao amostrador
automatico Thermo® e ao software surveyorChromQuest 5.0), de acordo com um
método validado anteriormente com pequenas modificagbes (FRANZ-MONTAN,
2015). Resumidamente, a lidocaina foi separada em coluna de fase reversa C18 (5
pgm, 150 x 4,60 mm, Phenomenex).

A fase moével consistia na mistura de tampaoacetonitrilo (25 yM NH4OH, pH
7.0 ajudatado com H3PO4) a uma razdo em volume de 60:40, bombeada a 1 mL /
minuto e um volume de injecdo de 20 pL. A lidocaina foi monitorizada a 220 nm. O
modelo tedrico de Higuchi foi aplicado para confirmar o mecanismo de liberagdo do
perfil de lidocaina a partir do complexo simples e de inclusdo. O modelo de Higuchi
segue a lei de Fick e determina se o mecanismo de liberagao do farmaco depende do

tempo da raiz quadrada.

FIGURA 5 —SISTEMA TRANSDERMICO MANUAL. Equipamento utilizado para realizagéo do ensaio
de liberacao controlada in vitro. Fonte: Ferreira (2016)
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3.2.2 Teste da formalina orofacial

Para avaliar a dor orofacial aguda, foi realizado o teste da formalina, como
descrito anteriormente, por CLAVELOU et al., (1989), com algumas modificagdes. Os
animais foram habituados em caixa de acrilico transparente, medindo 35x35x35
centimetros, por aproximadamente 20 minutos. Apds a inje¢do subscutanea no labio
superior direito de formalina ou veiculo, os animais foram colocados nas caixas de
observacdo e o tempo de grooming facial bilateral foi registrado em intervalos
consecutivos de 3 minutos, totalizando 30 minutos. A primeira e segunda fase da
resposta a formalina foram consideradas 0-3 e 12-30 minutos apds a injecdo de

formalina, respectivamente.

3.2.3 Constrigao do Nervo Infraorbital (CION)

Como modelo de dor neuropatica, utilizou-se o modelo de constricdo do nervo
infraorbital (CION), de acordo com o método proposto anteriormente (VOS et al.,
1994) e modificado por CHICHORRO et al., 2006. Os ratos foram anestesiados com
uma mistura de cetamina e xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente, i.p). Foi
realizado uma incisdo na pele, abaixo do olho direito, cerca de 3 mm posterior a
insercéo das vibrissas. Os musculos elevador do labio superior e masseter superficial
anterior foram afastados para que a porgao rostral do nervo infraorbital fosse exposta,
préximo a fissura infraorbital. O nervo infraorbital foi dissecado dos tecidos adjacentes
e, em seguida, foram realizadas duas amarras frouxas, separadas aproximadamente
2 mm, com fio de seda 4.0 ao redor do feixe nervoso. Os tecidos foram suturados com
o mesmo tipo de fio usado para a confecgao das amarras. Os animais do grupo falso-
operado (Sham) foram submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, porém o feixe
nervoso nao foi submetido a constricdo. Ao término da cirurgia os animais foram
mantidos em sala aquecida até sua completa recuperacdo da anestesia. Em
diferentes periodos apds a cirurgia, o desenvolvimento da hiperalgesia térmica e

mecéanica dos animais foi avaliado.
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3.2.4 Avaliagao da Hiperalgesia Térmica ao Calor

Para realizagdo do experimento, o experimentador conteve os animais com
uma mao e com a outra aproximou uma fonte de calor radiante, a uma temperatura
proxima de 50°C. Esse estimulo foi aplicado no lado direito da face, com a distancia
de 1 cm da area de insergcao das vibrissas. As reacbes de cada animal como:
movimentos consecutivos e rapidos das vibrissas e tentativa de afastar a cabeca da
fonte de calor foram considerados laténcia de reposta (tempo em segundos). Apenas
animais que apresentaram essas respostas entre 9 e 20 segundos foram incluidos
nos experimentos, € o tempo de corte estabelecido para evitar lesado tecidual foi 20
segundos (CHICHORRO et al., 2009).

3.2.5Avaliagao da Hiperalgesia Mecanica

Os estimulos mecénicos foram aplicados nos animais, apds estes ficarem
ambientando individualmente em caixas de observagao por um periodo de 2 horas. O
limiar de resposta foi avaliado através de filamentos de von Frey (Semmes-Weinstein
monofilaments, Stoelting, USA). Os filamentos possuem diferentes gramaturas em
escala crescente: 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 g. Cada filamento foi aplicado
por trés vezes consecutivas no lado direito da face na regiao de insergao das vibrissas,
com intervalo de 3 segundos entre cada aplicagéo. O limiar de reposta mecénica foi
considerado a gramatura do filamento que evocou por duas vezes alguma destas
respostas: retirada rapida da cabeca, reagbes de ataque/fuga ao filamento ou
grooming facial. Na fase inicial de sele¢ao, apenas os animais que nao apresentaram
comportamentos nociceptivos com a aplicagao de todos os filamentos, ou seja, que
obtiveram um limiar mecanico superior a 8,0 g, antes de serem submetidos a CION,

foram incluidos nos experimentos subsequentes.
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3.2.6 Procedimentos experimentais

Grupos independentes de animais foram utilizados em cada procedimento
experimental. No teste da formalina, os animais receberam uma injegéo local (i.e., no
labio superior direito) do veiculo (50 pL), lidocaina livre (LDC, 2% em 50 L) ou
lidocaina complexada (LDC:HP-B-CD, 2% em 50 yL) e ap6s 10 minutos receberam
uma injecao de veiculo (solugao salina estéril 0,9%, 50 pL) ou formalina (2,5%/50 pL)
no mesmo local. Na hiperalgesia térmica induzida pela capsaicina, a laténcia para
estimulagéo térmica foi avaliada antes de qualquer tratamento, seguida de injecéao
subcutanea no labio superior do veiculo (50 L), LDC (2% em 50 pL) ou LDC:HP-(3-
CD (2% em 50 pL). Apds 10 minutos, receberam uma injegao de veiculo ou capsaicina
(3 pg / 50 pL) no labio superior direito e a hiperalgesia ao calor facial foi avaliada em
até 42 hora. Na hiperalgesia induzida por carragenina, os mesmos tratamentos locais
foram realizados, mas apenas 150 minutos apds a injecao de carragenina e a
avaliagao da hiperalgesia do calor facial prosseguiu até a 62 hora.

No modelo CION, hiperalgesia ao calor e hiperalgesia mecéanica foram
avaliadas 5 e 15 dias ap0s a cirurgia, respectivamente, antes de qualquer tratamento,
em 30 minutos até a 42 hora apos injegao local de LDC (2% em 50 yL) ou LDC:HP-[3-
CD (2% em 50 pL) ou veiculo. A linha temporal dos protocolos experimentais desse

estudo pode ser observada no anexo.

3.2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos no teste de ensaio e determinagéo da cinética de liberagao in
vitro foram analisados por meio do teste t Student independente. Os resultados
obtidos em testes in vivo foram analisados por meio de Anova de uma via (Fig 7B
e C) ou ANOVA de duas vias com medidas repetidas (Fig 7A, 8, 9 e 10), seguido
de teste post hoc de Bonferroni para determinar as diferengas entre os grupos
experimentais. Os dados foram apresentados como média + EPM e valores de p

menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS
4.1 ENSAIO DE LIBERAGAO IN VITRO

A figura 6 mostra o perfil de liberacdo in vitro das duas formulagbes de
lidocaina. A complexacao de lidocaina em HP-B-CD levou a uma redugao na liberacao
de lidocaina do compartimento doador ao longo do tempo. O atraso foi
estatisticamente significativo (p<0,05) na formulagdo LDC:HP-3-CD em comparagéao
com a lidocaina livre de 30 a 360 minutos.

O modelo tedrico utilizado confirmou que a taxa de liberagdo do complexo de
inclusdo segue o modelo de Higuchi, conforme observado pelo alto valor do
coeficiente de correlagao observado para LDC e LDC:HP-3-CD (R2 = 0,9958 e 0,9885,
respectivamente). A regresséao linear foi utilizada para determinar a constante de
liberagdo e os valores foram 0,016 minutos” e 0,013 minutos™ para lidocaina e
LDC:HP-B-CD, respectivamente.
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Figura6 — ENSAIO DE LIBERACAO IN VITRO. Liberacdo cumulativa de lidocaina livre (LDC) e
lidocaina complexada com HP-3-CD (LDC:HP-3-CD) em tampao HEPES 138 uM (150 uM NacCl, pH
7,4) a 37°C (n = 5). Os dados mostram a média + SEM, * indica diferenga estatistica entre LDC e
LDC:HP-B-CD quando comparado nos mesmos tempos, p<0,05, teste-t.
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4.2 EFEITO COMPARATIVO DA LDC E LDC:HP-B-CD NA NOCICEPGAO INDUZIDA
POR FORMALINA OROFACIAL

A figura 7 mostra a indugao das respostas nociceptivas pela administragao de
formalina no labio superior de ratos. O painel A mostra o decurso temporal do
grooming facial induzido pela formalina. A injecao de formalina (2,5% em 50 ul) no
labio superior induziu um aumento na resposta durante os primeiros trés minutos (fase
I) e de 12 a 30 minutos (fase Il) apds a inje¢do, em comparagdo com O grupo que
recebeu a injecdo de solugdo salina (VEIC-SAL). A administragdo de lidocaina (LDC)
livre no labio superior direito (2% em 50 pl, s.c.), 10 minutos antes da injecao de
formalina aboliu a primeira fase e reduziu significativamente a segunda fase, mais
especificamente durante 21 a 24 minutos. Da mesma forma, a inje¢cdo de LDC:HP-[3-
CD (mesma dose e via de administracdo), 10 minutos antes da injecao de formalina,
aboliu a primeira fase, mas promoveu um efeito mais duradouro na segunda fase,
(durante 18 a 27 minutos em comparagdo ao grupo LDC). Os painéis B e C
apresentam a resposta total de grooming facial durante a primeira e segunda fase de
resposta, respectivamente. LDC e LDC:HP-B-CD causaram uma reducgéo na resposta
de grooming facial na primeira e segunda fases em comparag¢ao ao grupo controle
(VEIC-FORM). No painel A, os dados dos animais tratados com LDC+VEIC ou
LDC:HP-B-CD+VEIC n&o foram apresentados a fim de aumentar a clareza (dados ndo

mostrados).
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FIGURA 7: EFEITO DA ADMINISTRACAO DE LDC E LDC:HP-B-CD NA NOCICEPCAO INDUZIDA
POR FORMALINA. Efeito da lidocaina livre (LDC) e lidocaina complexada com HP-B-CD (LDC:HP-[3-
CD) no teste de formalina orofacial. Painel A mostra o efeito de LDC e LDC:HP-B-CD administrado no
labio superior de ratos (2% em 50 L, s.c) na nocicepgao induzida por injecdo de formalina (FORM,
2,5% em 50 pL, Iabio superior s.c) ou veiculo (VEIC, 50 pL, s.c). Painéis B e C mostram o efeito de
LDC e LDC:HP-B-CD na resposta de grooming induzida por injegao de formalina (2,5% 50 ul, labio
superior, s.c.) na primeira e segunda fase, respectivamente. O comportamento de grooming foi avaliado
a cada 3 minutos por 30 minutos. Os dados sdo expressos como média + EPM de 6-11 animais. *indica
p<0,05 quando comparado com o grupo VEIC+VEIC e *indica p<0,05 em comparagdo com o grupo
VEIC+FORM. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste de Bonferroni (para o
painel A) e ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Bonferroni (para os painéis B e C).
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4 3 EFEITO COMPARATIVO DA LDC E LDC:HP-B-CD NA HIPERALGESIA AO
CALOR INDUZIDA POR CAPSAICINA

A figura 8 mostra que a capsaicina injetada no labio superior dos animais,
induziu uma reducao na laténcia para resposta ao estimulo térmico em comparagao
com o grupo controle (VEIC+VEIC) durante 2 horas, indicando hiperalgesia orofacial
térmica. Ambas as formulagdes, administradas 10 minutos antes da capsaicina,
causaram um aumento na laténcia para resposta entre 30 minutos a 1 hora apods os
tratamentos, porém sem diferenca entre os grupos. Animais tratados com LDC+VEIC
ou LDC:HP-B-CD+VEIC nzo apresentaram alteragdes significativas na laténcia para
resposta quando comparados com o grupo controle (VEIC+VEIC) em todos os tempos
avaliados, e a fim de aumentar a clareza da figura esses dados nao foram incluidos

(dados ndo mostrados).
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FIGURA 8 — EFEITO DA ADMINISTRACAO DE LDC E LDC:HP-B-CD NA HIPERALGESIA
OROFACIAL AO CALOR INDUZIDA POR CAPSAICINA. A laténcia de resposta dos animais ao calor
foi avaliada antes da administragéo de capsaicina (tempo 0). Logo apds os animais foram tratados com
LDC (2% em 50 pL) ou LDC:HP-B-CD ou VEIC (50 pL, labio superior, s.c). Dez minutos apds os
tratamentos, os animais receberam a administracao da capsaicina (3 ug/50 pL, labio superior s.c.). A
hiperalgesia térmica induzida por capsaicina foi avaliada no periodo de 30 minutos até 42hora. * indica
p<0,05em comparacdo com o grupo VEIC+VEIC e *indica p<0,05 em relacdo ao grupo VEIC+CAP. Os
dados séo expressos como média + SEM de 5-10 animais. ANOVA de duas vias com medidas repetidas
seguidas pelo teste de Bonferroni.
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44 EFEITO COMPARATIVO DA LDC E LDC:HP-B-CD NA HIPERALGESIA
OROFACIAL AO CALOR INDUZIDA POR CARRAGENINA

A Figura 9 mostra a reducdo na laténcia da resposta induzida pela injecao de
carragenina no labio superior de ratos entre 2 a 5 horas apds a administragcéo. LDC e
LDC:HP-B-CD foram administrados 150 minutos apds a inje¢cao de carragenina. LDC
aumentou a laténcia para resposta por 1,5 horas, enquanto que a LDC:HP-B-CD
apresentou efeito anti-hiperalgésico significativo por 2 horas. Além disso, a magnitude
do efeito da LDC:HP-B-CD foi significativamente superior a LDC na 22 e na 3% apds a
injecéo do tratamento. Animais tratados com LDC+VEIC ou LDC:HP-B-CD+VEIC nao
apresentaram alteragdes significativas na laténcia para resposta quando comparados
com o grupo controle (VEIC+VEIC) em todos os tempos avaliados, e a fim de

aumentar a clareza da figura esses dados nao foram incluidos (dados ndo mostrados).

O VEIC+SAL =& LDC+CAR
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FIRURA 9 — EFEITO DA ADMINISTRACAO DE LDC E LDC:HP-B-CD NA HIPERALGESIA
OROFACIAL AO CALOR INDUZIDA POR CARRAGENINA. A Laténcia de resposta dos animais ao
calor foi avaliada antes da administragdo de carragenina (tempo 0). Logo apés os animais foram
tratados com carragenina (100 ug/50 L, labio superior, s.c.) e a hiperalgesia térmica foi avaliada por 6
horas. No tempo indicado pela seta (150 min pos carragenina) os animais foram tratados com LDC (2%
em 50 pL) ou LDC:HP-B-CD (2% em 50 pL) ou VEIC (50 pL, labio superior, s.c). * indica p<0,05 em
comparagdo com o grupo VEIC+VEIC, #indica p<0,05 em relagéo ao grupo VEIC+CAR e + indica
p<0,05 em relagédo ao grupo LDC+CAR. Os dados séo expressos como média + SEM de 6-9 animais.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguidas pelo teste de Bonferroni.
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4 5EFEITO COMPARATIVO DA LDC E LDC:HP-B-CD NA HIPERALGESIA
OROFACIAL TERMICA E MECANICA INDUZIDA POR CION

A figura 10 (painel A) mostra a hiperalgesia térmica induzida por CION no 5°
dia, em comparagao com o grupo sham. LDC (2% em 50 pL) injetada no labio superior
reduziu a hiperalgesia térmica associada a lesdo do nervo entre 30 minutos até a 12
hora apds o tratamento, enquanto que o tratamento com LDC:HP-3-CD, na mesma
dose e via de administragdo resultou em um efeito anti-hiperalgésico de maior
magnitude e mais prolongado (i.e.de 30 minutos a 22 hora apds o tratamento).

O painel B da figura 10 mostra a hiperalgesia mecanica induzida por CION, que
foi avaliada 15 dias apos a cirurgia. Animais submetidos a constricdo do nervo
infraorbital apresentaram uma reducdo significativa do limiar mecanico em
comparagdo aos animais do grupo sham, indicando o desenvolvimento da
hiperalgesia mecanica orofacial. As duas formulagdes de lidocaina testadas, injetadas
no labio superior, promoveram um aumento similar no limiar mecanico, que persistiu
até a 22 hora apds a administracdo. Entretanto, o efeito da LDC livre foi detectado
mais rapidamente, aos 30 minutos apds a administragao, enquanto que a LDC:HP-3-
CD alterou o limiar mecanico entre a 12 e 22 horas apos a injegao (Fig. 10B).

Em ambos os painéis, animais tratados com LDC+VEIC ou LDC:HP-B-
CD+VEIC ndo apresentaram alteragdes significativas na laténcia para resposta
quando comparados com o grupo controle (VEIC+VEIC) em todos os tempos
avaliados, e a fim de aumentar a clareza da figura esses dados nao foram incluidos

(dados ndo mostrados).
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Figura 10 — EFEITO DA ADMINISTRACAO DE LDC E LDC:HP-B-CD NA HIPERALGESIA TERMICA
E MECANICA INDUZIDA POR CION. A resposta dos animais ao estimulo térmico e mecanico foi
avaliada antes (DO) e em seguida, os mesmos foram submetidos aconstricdo do nervo infraorbital
(CION) ou procedimento cirurgico controle (sham). Painel A - efeito da LDC (2%/50 pL), LDC:HP-3-CD
(2%/50 pL) ou veiculo (VEIC, 50 uL) na hiperalgesia ao calor no dia 5 apos a cirurgia. Painel B -efeito
da LDC (2%/50 pL), LDC:HP-B-CD (2%/50 pL) ou veiculo (VEIC, 50 L) na hiperalgesia mecanica no
dia 15 apds a cirurgia. A hiperalgesia térmica (painel A) e mecanica (painel B) foram avaliadas até 4
horas apds os tratamentos. *indica p<0,05 em comparagdo com o grupo SHAM+VEIC, #indica p<0,05
em relagdo ao grupo CION+VEIC e + indica p<0,05 em relagdo ao grupo CION+LDC. Os dados s&o
expressos como média + SEM de 6-9 animais. ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguidas
pelo teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

Este estudo comparou duas formulagdes de lidocaina, livre e complexada com
hidroxipropil-B-ciclodextrina, na tentativa de identificar se ha um beneficio significativo
da alteragao das propriedades fisico-quimicas da LDC, em relacdo aos seus efeitos
antinociceptivos em diferentes modelos de dor orofacial.

Os resultados do presente estudo demonstraram que ambas as formulagdes
de lidocaina sé&o capazes de apresentar efeito analgésico em diferentes modelos de
dor orofacial. Os achados corroboram estudos prévios que evidenciam a capacidade
da lidocaina de atenuar a dor, por atuar no bloqueio da condugéo nervosa, e também
influenciar na modulagéo sobre mediadores inflamatorios. Nossos resultados indicam
que a LDC:HP-B-CD causa uma redugao mais pronunciada e duradoura em alguns
dos modelos de dor orofacial avaliados neste estudo.

Os sistemas de liberacdo de medicamentos atuam como reservatorios,
retardando a liberacdo do anestésico local, estabilizando e aumentando a
biodisponibilidade do farmaco. O efeito duradouro do bloqueio nervoso esta
diretamente relacionado a modificacdo que a ciclodextrina causa no mecanismo
farmacolégico do anestésico. Inicialmente, a solubilidade e a penetragdo do farmaco
sao os dois parametros mais importantes no processo de absorcdo das moléculas
modificadas (WILLIAMS et al., 2013).

A HP-B3-CD é capaz de se difundir livremente do local da injecéo, superando as
barreiras fisiolégicas com sua porg¢éo hidrofilica, conseguindo alcangar o local de agéo
de maneira facilitada quando comparado com a formulacgéao livre. Nas fibras nervosas
a CD ira exercer o comportamento de liberagdo sustentada, mantendo o equilibrio de
ionizagao das moléculas de LDC, garantindo a presenga delas em forma carregada e
nao carregada no axoplasma, de acordo com o pH fisiolégico (CERADA et al., 2006;
WILLIAMS et al., 2013).

Este processo de atravessar as barreiras fisiolégicas e manter a molécula do
composto estabilizada em sua conformacéo original € um pré-requisito importante
para o sucesso da entrega do farmaco no local de acdo (LAURETTI, 2008). Deste
modo, a CD permitira que o farmaco seja capaz de se ligar no sitio de agéo
imediatamente ao chegar ao local de agdo, porque o inicio da anestesia esta

diretamente relacionado a quantidade de anestésico local na forma soluvel em lipidios
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terciarios (CERADA et al., 2006). Outro ponto a ressaltar € que, a CD ira impedir a
difusdo da LDC para a circulagdo sistémica. Assim, outra maneira pela qual a
complexagcdo em HP-B-CD pode melhorar as propriedades farmacolédgicas da LDC é
evitar sua dispersao a partir do local injetado (YOU et al., 2017).

Portanto, a CD ira aumentar a eficacia da LDC, pois, ela remove os fatores
limitantes do farmaco no organismo, que sdo a dispersdo do sitio de agdo e
metabolizagdo, promovendo o prolongamento do bloqueio nervoso (CERADA et al.,
2006; LAURETTI, 2008; WILLIAMS et al., 2013).

A fim de mostrar a mudanca na taxa de liberagao entre as duas formulagdes foi
realizado o experimento de liberagao in vitro. Estudos de liberagdo com célula de
difusdo vertical, utilizando uma membrana de celulose de fluxo rapido, sdo um dos
métodos mais comuns descritos para verificar a formagdo do complexo droga +
ciclodextrina e para comprovar a atuagao da CD como sistema de liberagao controlada
(SHEN e BURGESS, 2012).

A membrana de celulose é seletivamente permeavel a lidocaina livre, mas
retém o complexo HP-B-CD. A complexagao da lidocaina em 3-CD modificou a taxa
de liberacdo do farmaco do compartimento doador entre 30 minutos até a 62 hora de
realizacédo do experimento. Além disso, a analise de regressdao demonstrou que a
liberacdo de lidocaina do complexo de inclusdo € um processo dependente da difusao,
assim como demonstrado para lidocaina encapsulada em lipossomas (LOFTSSON e
MASSON, 2001).

A liberacado de outros anestésicos locais do complexo de inclusdao HP-B-CD
também foi relatada em estudos prévios (de ARAUJO et al., 2008; PINTO et al., 2005).
Por essa razao, apesar das limitagdes do modelo in vitro, este ensaio foi importante
como teste inicial para demonstrar que a complexacao retarda a liberagcao do farmaco
para o compartimento aceptor de maneira significativa. Vale ressaltar que a
caracterizacdo completa do complexo HP-B-CD-lidocaina ja foi demonstrada em
estudos anteriores, aplicando, além da liberagao in vitro, outras técnicas como estudo
de solubilidade de fase, difratometria de raios-x de ressonédncia magnética,
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), analise de raio-
X, e outros métodos (ANIRUDHAN et al., 2016; SHEN e BURGESS, 2012). A
formacéo de complexo de LDC:HP-B-CD usada no presente estudo foi confirmada por
calorimetria diferencial de varredura e microscopia eletrbnica de varredura em um
estudo anterior (FERREIRA et al.,2018).
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Depois de demonstrada a diferencga in vitro na taxa de liberagcao das moléculas,
foram realizados experimentos in vivo com diferentes modelos de dor orofacial a fim
de caracterizar diferencas no efeito antinociceptivo que poderiam estra relacionadas
com os aspectos farmacocinéticos de cada droga.

O teste de formalina orofacial em ratos € um modelo valido e confiavel de
nocicepgao e é sensivel a varias classes de drogas analgésicas (DALLEL et al., 1995).
A formalina tipicamente produz uma resposta de dor bifasica, com a primeira fase
representando a ativacao direta dos nociceptores e a segunda fase o processo de
sensibilizagao central devido a atividade das fibras aferentes em curso e inflamagao
localizada (TJJDLSEN et al.,1992). Foi demonstrado que a injegéo local prévia de
lidocaina abole a primeira fase da resposta a formalina, e pode causar uma redugao
significativa da segunda fase, sugerindo que ambas as fases dependem, pelo menos
em parte, da ativagao dos aferentes primarios (DALLEL et al., 1995).

De acordo com essas observagdes, mostramos que ambas as formulagdes de
LDC aboliram a primeira fase da resposta nociceptiva induzida pela formalina. Em
relacdo a segunda fase, apesar de ndo haver diferencga significativa na influéncia das
duas formulagdes no tempo total que os animais passaram realizando o grooming
facial, quando avaliado cada intervalo de tempo, a LDC:HP-B-CD mostrou rapido inicio
(i.e. em 18-21 minutos) e uma duragdo de agado mais longa (i.e. até 27 minutos) em
comparagao com a formulagao livre, que forneceu uma reducgéo significativa do
comportamento de grooming facial apenas no intervalo de 21-24 minutos.
Corroborando essa observagao, DALLEL et al.,1995, demonstraram que a habilidade
da LDC em influenciar a segunda fase da resposta a formalina foi alterada
dependendo do volume da solugao que foi administrada no labio superior de ratos. A
duracéo do bloqueio da segunda fase da resposta a formalina foi maior quando foi
injetado maior volume de solucdo, sugerindo que facilitar a difusdo do farmaco
aumentaria a duragao do bloqueio.

Deste modo, quando a formulagdo complexada € administrada a reposta é
prolongada, sem precisar aumentar o volume, pois, a CD reduz os fatores limitantes
da LDC no local de agao, e facilita a difusdo do farmaco pelos tecidos (CERADA et
al., 2006; LAURETTI, 2008; WILLIAMS et al., 2013). Esses resultados corroboram
com outros ensaios in vivo, que demonstram um aumento da duragdo do bloqueio

nervoso dos anestésicos complexados em sistemas de liberacdo sustentada em
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relacdo a formulacéo livre (ARAUJO et al., 2008; FERREIRA, 2014; SHIPTON, 2011;
SERPE et al., 2014).

Estudos anteriores demonstram extensivamente que a hiperalgesia térmica sob
condicdes inflamatdrias e de dor neuropatica € mediada pela ativagao dos receptores
TRPV1, que sao expressos quase exclusivamente em neurdnios peptidérgicos e nao
peptidérgicos de pequeno didametro (HUANG et al., 2006; TA et al., 2010; TENDER et
al., 2008; TJDLSEN et al.,1992). Os receptores TRPV1 sao canais nao seletivos de
cation responsivos a uma variedade de estimulos, incluindo capsaicina, pH baixo,
calor, vanildides endégenos e gradientes de pressao osmoética (BREDERSON et al.,
2013)

A administragdo de capsaicina no labio superior de ratos provoca
comportamento nociceptivo, bem como hiperalgesia ao calor pela ativagdo dos
receptores TRPV1. Portanto, o teste da capsaicina é considerado um método
importante para uma triagem inicial de novos compostos analgésicos (ARAYA et al.,
2017; GAMBETA et al., 2016; HUMMING et al., 2014; KORPUSZINSK et al., 2015).
Os resultados do presente estudo mostraram que a inje¢cado de capsaicina no labio
superior resultou em hiperalgesia facial que durou cerca de 2 horas, o que esta de
acordo com observagdes prévias do nosso grupo (ARAYA et al., 2017; HUMMING et
al., 2014; KORPUSZINSK et al., 2015). Ambas as formulagdes de lidocaina foram
capazes de reduzir a hiperalgesia térmica induzida pela capsaicina por até 1 hora,
mas nenhum efeito adicional foi detectado com a lidocaina complexada com HP-[3-
CD.

Por outro lado, a formulagdo complexada proporcionou um bloqueio da
hiperalgesia induzida por carragenina mais proeminente e mais duradouro em
comparag¢ao com a formulagéao livre. Esse achado esta de acordo com observagdes
prévias de que a hiperalgesia inflamatéria induzida por carragenina é passivel de ser
reduzida por diferentes anestésicos locais. Além disso, esses estudos sugeriram que
a duragédo do efeito do anestésico local na hiperalgesia induzida por carragenina
estaria relacionada a duracdo do bloqueio do nervo e, portanto, formulagcbes que
poderiam fornecer bloqueio de longa duracédo seriam uteis, inclusive para analgesia
preemptiva (KISSIN et al., 1998; FLETCHER et al.,, 1996; LANG et al.,, 2010;
PEDERSEN et al., 1996).

E importante mencionar que ha inimeras evidéncias pré-clinicas e clinicas de

que a lidocaina apresenta efeitos anti-inflamatérios, causando a redugao de varias
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citocinas proé-inflamatérias, como IL-1, IL-6 e TNFa (BERCK et al., 2018; FERREIRA
et al., 2018; JOO et al., 2011; LANG et al., 2010; ORTIZ et al., 2016; WANG et al.,
2011). Considera-se que esse efeito contribui para as propriedades analgésicas da
LDC em alguns estados de dor em condigdes clinicas (para revisao, ver BERCK et al.,
2018). Em adigao, essas propriedades anti-inflamatorias da LDC poderiam explicar o
efeito de ambas as formulagdes na segunda fase da resposta a formalina, bem como
na hiperalgesia térmica induzida pela carragenina, considerando que ambas possuem
um componente inflamatério bem caracterizado. E valido mencionar ainda que
existem evidéncias que indicam que a LDC consegue atuar em mecanismos
adicionais ao bloqueio de canais de sdédio dependentes de voltagem, sendo capaz de
bloquear receptores NMDA, atuar em canais de potassio, canais de calcio e
receptores acoplados a proteina G (HAHNENKAMP et al., 2006; HOLLMANN et al.,
2001; JOO et al., 2011; WANG et al., 2011). Estas agbes parecem contribuir para o
seu efeito analgésico e antiinflamatadrio, e reforgcam a ideia de explorar o potencial de
formulagées modificadas de lidocaina para o tratamento da dor.

A aplicagao periférica de anestésicos locais em forma de emplastros,
tratamento topico ou inje¢des subcutaneas tem proporcionado efeitos benéficos com
efeitos colaterais muito limitados para pacientes que sofrem de dor neuropatica
localizada, incluindo dor neuropatica trigeminal (CASALE et al., 2017; DACH et al.,
2015; DI STANI et al., 2015; NI et al., 2017; SABATOWSKI et al., 2017; TAMBURIN
et al.,, 2014;).

Os resultados do presente estudo demonstraram que a LDC:HP-3-CD causou
uma redugdo mais pronunciada e duradoura na hiperalgesia térmica induzida pela
constricdo do nervo infraorbital, em comparagao com a formulacao livre. Em contraste,
ambas as formulagbes causaram uma reducdo similar na hiperalgesia mecanica
associada a este modelo de dor neuropatica trigeminal. Esses resultados reforcam a
ideia de que os canais de sodio representam um alvo no controle da dor na neuralgia
do trigémeo (ZAKRZEWSKA et al., 2017). Corroborando nossos dados, um estudo
que avaliou a lidocaina complexada em moléculas de ciclodextrina verificou que a
complexagao promoveu um aumento da duragao da anestesia do nervo ciatico em
modelo experimental de dor (SUZUKI et al., 2009)

Por fim, é valido mencionar que o uso de ALs tem sido associado com a
reducao de metastase e reincidéncia de tumores (WADA et al., 2007). Nesse sentido,

um estudo recente demonstrou que em carcinoma de células escamosas humanas in
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vitro a lidocaina foi capaz de induzir citotoxicidade e reduzir a proliferacao celular e,
esses efeitos foram potencializados com o uso da formulagdo complexada em CD
(FERREIRA et al., 2018). Esses resultados sugerem que em casos de cancer de
cabeca e pescoco a lidocaina poderia contribuir tanto no controle da dor quanto no
controle da progressao da doenga.

Portanto, modificacbes na estrutura da lidocaina que resultam em melhor
potencial farmacolégico, contribuem positivamente para o manejo terapéutico da dor,
especialmente na clinica, de forma a melhorar a qualidade de vida de individuos

acometidos por dor orofaciais.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que ambas as formulacdes
apresentaram efeito antinociceptivo em todos os modelos de dor avaliados.
Entretanto, a lidocaina complexada com HP-B-CD apresentou melhor efeito, em
termos de duragdo e magnitude, na segunda fase da resposta a formalina e na
hiperalgesia térmica induzida pela carragenina e associada a constrigdo do nervo
infraorbital. Nossos dados sugerem que a lidocaina pode representar uma droga util
para tratamento da dor de origem orofacial, especialmente se modificagbes na sua

molécula resultarem em um perfil farmacocinético mais favoravel.
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TESTE DA FORMALINA OROFACIAL

LDC ou

LDC:HP-B-CD
ou veiculo

(SC: LDC ou LDC:HPBCD 2% em 50 pL
Formalina: 2,5% 50 pL)

Formalina
ou veiculo
I 15 min 10 min !} |3 1|2 |30

I Avaliacdo do Grooming I

Fonte: O autor, 2018

TESTE DA HIPERALGESIA AO CALOR INDUZIDA POR CAPSAICINA

(SC: LDC ou LDC:HPBCD 2% em 50 pL
Capsaicina 3,0 ug em 50 pl)

Capsaicina
ou veiculo
: : | | | | |
15 10
min min 0 05 1 2 3
Basal LDC ou Avaliacdo da hiperalgesia
calor LDC:HP-B-CD ao calor
ou veiculo

Fonte: O autor, 2018
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TESTE DA HIPERALGESIA AO CALOR INDUZIDA POR CARRAGENINA

Carragenina
ou veiculo

LDC ou
LDC:HP-B-CD
ou veiculo

Horas

Basal
calor

e

HINCIN

5 [

Avaliagdo da hiperalgesia ao calor

(SC: LDC ou LDC:HPBCD 2% em 50 pL
Carragenina 100 pg em 50pl)

Fonte: O autor, 2018

TESTE DE HIPERALGESIA OROFACIAL TERMICA INDUZIDA POR CION

5 d- Avaliagdoda
hiperalgesia ao calor

. ou - o em 51
(SC: LDC ou LDC:HPBCD 2% em 50 L)

LDCou
E cd LDC:HP-B-CD
0d ou veiculo
| | | | |
0,5 2 3 4
Basal Sham ou Basal
Calor Cion Calor

Fonte: O autor, 2018
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TESTE DE HIPERALGESIA OROFACIAL MECANICA INDUZIDA POR CION

15 d - Avaliacdo da hiperalgesia
mecanica

(SC: LDC ou LDC:HPBCD 2% em 50 L)

LDC ou
I_I LDC:HP-B-CD
| od | od 15d ou veiculo
[ | | |
0,5 2 3 4
Basal Sha-m o Basal
mecdnico Cion mecéanico

Fonte: O autor, 2018




