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RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia anestésica das seguintes formulacoes:
articaina 4% encapsulada em lipossomas multilamelares — Arti-MLV, articaina 4%
encapsulada em lipossomas unilamelares — Arti-LUV e solugao comercial de
articaina 4% com epinefrina 1:100.000 — Arti-Epi, em trés modelos animais
(blogueio do nervo infraorbital — BNIO, infiltracdo subcutanea em ferida cirurgica —
ISFC e bloqueio do nervo alveolar inferior — BNAI). Para o BNIO, 24 ratos (8
animais/grupo) receberam 0,1 mL da preparacao proximo ao forame infraorbital.
Foi avaliada a duracdo da anestesia em tecido mole por pingamento do labio
superior, a cada 5 minutos. Para a ISFC, 36 ratos (6 animais/grupo) receberam 0,1
mL das formulagcées anestésicas 24h apds a realizacdo de uma ferida cirargica
(incisdo e sutura) na superficie plantar da pata traseira direita. A anestesia foi
avaliada pela aplicagao de forga ao lado da ferida com o analgesimetro eletrénico
de von Frey. Para o BNAI, 45 ratos (15 animais/grupo) receberam 0,2 mL das
formulagcbes préximo ao forame mandibular e os parametros laténcia, duragéo e
sucesso da anestesia pulpar foram avaliados por estimulo elétrico. Nos trés
modelos estudados foram utilizadas, como controle negativo, as formulagdes:
solucdo de NaCl 0,9%, suspensado lipossomal multilamelar e suspensao
lipossomal unilamelar. Os resultados foram submetidos a ANOVA e avaliados
pelos testes de Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, Log-Rank e Exato de
Fisher, com nivel de significancia de 5%. No BNIO, a Arti-Epi nao diferiu da Arti-
MLV (p>0,05) na duracéo e no sucesso da anestesia, porém foi melhor que a Arti-
LUV (p<0,05) na duracdo da anestesia. Arti-LUV proporcionou menor (p<0,05)
sucesso que as demais formulacées. No modelo de ISFC, a duracao e sucesso da
Arti-Epi foram superiores (p<0,05) aos das demais formula¢gdes. No BNAI, n&o
houve diferenca estatistica entre as formulacées testadas (p>0,05) com relacéo a
laténcia, sucesso e duracdo da anestesia. Conclui-se que, as formulacdes
lipossomais de articaina apresentaram eficacia anestésica equivalente a da
solugcdo contendo epinefrina, podendo ser opgdo de uso para anestesia pulpar
(BNAI) e em tecido mole nao inflamado (BNIO, apenas com a formulacao
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lipossomal multilamelar). Entretanto, a solugdo contendo epinefrina foi mais
potente em aumentar a duracao e taxa de sucesso da anestesia em tecidos com

hipernocicepg¢ao.

Palavras-chave: anestesia, articaina, lipossomas, nervo alveolar inferior, nervo

infraorbital.



ABSTRACT

This study assessed the anesthesic efficacy of the following
formulations: 4% articaine encapsulated in multilamellar liposomes (Arti-MLV), 4%
articaine encapsulated in unilamellar liposomes (Arti-LUV) and 4% articaine with
1:100,000 epinephrine (Arti-Epi), in three animal models: infraorbital nerve block
(IONB), subcutaneous infiltration in surgical wound (SISW) and inferior alveolar
nerve block (IANB). For IONB, 24 rats (8/group) received 0.1 mL of the anesthetic
formulations near the right infraorbital foramen. The duration of anesthesia was
assessed by upper lip pinching every 5 minutes. For SISW, 36 animals (6/group)
received 0.1 mL of the anesthesic formulations 24 hours after a surgical wound
(incision and suture) was performed in the plantar region of the right hind paw. Paw
anesthesia was assessed by force application at the side of the wound with
electronic von Frey anesthesiometer. For IANB, 45 rats (15/group) received 0.2 mL
of the anesthetic formulations near the right mandibular foramen. The success,
onset and duration of pulpal anesthesia were assessed by electric stimulus. 0.9%
NaCl solution, multilamellar liposomal suspension and unilamellar liposomal
suspension were used as negative controls in the three models studied. Data were
submitted to ANOVA, Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, Log-Rank, and
Fisher’s exact tests (5% significance level). For IONB no differences in duration
and anesthesic success (p>0.05) were observed between Arti-Epi and Arti-MLV;
Arti-Epi presented higher anesthesia duration than Arti-LUV (p<0.05). Arti-LUV
provided lower (p<0.05) anesthesia success than other formulations. For SISW,
Arti-Epi provided higher success and longer anesthesia duration than the other
formulations (p<0.05). For BNAI no differences among the formulations were
observed in relation to onset, success and anesthesia duration (p>0.05). In
conclusion, the articaine liposomal formulations presented anesthetic efficacy
equivalent to that showed by the solution with epinephrine and could be an option
for pulpal (IANB) and soft tissue anesthesia in non-inflamed tissues (IONB - only

the multilamellar liposome formulation). However, the solution with epinephrine
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was more potent to improve anesthetic success and duration in tissues with
hipernociception.

Key-words: anesthesia, articaine, liposomes, inferior alveolar nerve, infraorbital
nerve
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1 INTRODUCAO

A odontologia estd em busca de novas e melhores formas de realizar
anestesia local eficaz e indolor. Varias pesquisas concentram-se no
desenvolvimento de agulhas e seringas mais seguras, técnicas mais eficazes de
bloqueio nervoso e novos farmacos (Malamed, 2005; Clark & Yagiela, 2010).

Sintetizada em 1969 e introduzida posteriormente no mercado,
chegando ao Brasil em 1998, a articaina é um anestésico do tipo amida que difere
dos demais de seu grupo por apresentar um anel tiofeno e um grupamento éster.
Tem se mostrado como anestésico preferido entre os cirurgides dentistas, sendo
alvo de varios estudos, gragas as suas caracteristicas de baixa laténcia, alta taxa
de sucesso e duragao anestésica e boa difusibilidade (Paxton & Thome, 2010).

Além do interesse em sais anestésicos mais eficazes e seguros, as
pesquisas também tém se voltado para aditivos e sistemas de liberacado
sustentada que possam melhorar a seguranca e a eficacia destas formulacoes.
Dentre os principais carreadores, destacam-se os lipossomas que proporcionam
vantagens consideraveis no desenvolvimento de formulagdes para liberacao
prolongada de farmacos, com énfase na diminuicdo da toxicidade (Boogaerts et
al., 1993a; Bucalo et al., 1998; de Araujo et al., 2003; Rose et al., 2005; de Paula
et al., 2010; Davidson et al., 2010).

A encapsulacdo de anestésicos locais em lipossomas tem mostrado
aumento do efeito anestésico, em comparacdo as solugdes anestésicas sem
aditivos, em varios modelos animais (Grant et al.,, 1997; Cereda et al., 2004; de
Araujo et al., 2004; Cereda et al., 2006; de Araujo et al., 2008; Berto, 2010) e em
dois estudos em humanos (Grant et al., 2004; Tofoli et al., 2011).

Entretanto, tem-se observado que formulagbes de anestésicos locais
encapsulados em lipossomas unilamelares promovem menor eficacia anestésica
quando comparadas a solugdes contendo vasoconstritor (Berto, 2010; Tofoli et al.,
2011; Wiziack Zago et al., 2011; Franz-Montan et al., 2011). Por outro lado, dois
relatos de caso (Lafont et al, 1994; Lafont et al, 1996) e um estudo clinico
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(Boogaerts et al., 1994) mostraram que a encapsulacdo de bupivacaina em
lipossomas multilamelares pode aumentar a duracdo do efeito deste anestésico,
quando comparado ao promovido pela solucdo de bupivacaina associada a
epinefrina.

Estes resultados mostram que o aumento do niumero de bicamadas do
lipossoma pode promover liberacdo mais lenta do anestésico local, prolongando
assim seu efeito. A partir destes resultados e do interesse atual crescente no uso
da articaina em odontologia, por apresentar maior difusibilidade que os demais
anestésicos (Robertson et al., 2007), foi proposto o presente estudo.

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia anestésica de
duas formulagcdes de articaina encapsulada em lipossomas (lipossomas
multilamelares e lipossomas unilamelares com concentracao lipidica maior que a
utilizada anteriormente por Berto [2010]), em comparacédo a solugcédo de articaina
associada a epinefrina 1:100.000.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANESTESICOS LOCAIS

Ao longo dos anos tem-se buscado alternativas de promover anestesia
adequada aos procedimentos médicos e odontoldgicos. O controle da dor durante
esses procedimentos, e mesmo no pés-operatdrio imediato de alguns, é realizado
com medicamentos que bloqueiam, de forma temporaria, a conducéo de impulsos
nervosos, os anestésicos locais (McLure & Rubin, 2005).

Este bloqueio reversivel da conducdo de impulsos nervosos pelos
anestésicos locais ocorre pela inibicao da permeabilidade dos neurbnios aos ions
sodio. Em 1969, Narahashi & Yamada demonstraram, em axénio gigante de lula,
que analogos quaternarios de anestésicos locais, na forma ionizada, promoviam
bloqueio da conducédo de impulsos quando os mesmos eram aplicados na face
interna da membrana axoplasmatica, em pH 7,4. Entretanto, esse mecanismo nao
explicava a acao de anestésicos nao ionizados em pH fisiol6gico, como a
benzocaina, bem como a diversidade de estruturas moleculares com capacidade
de bloquear canais de sédio.

A teoria mais aceita atualmente é a da afinidade modulada pelo
receptor, proposta em 1977 por Hille, na qual a afinidade dos anestésicos locais
pela proteina canal de sédio seria modulada pelo estado conformacional do canal,
sendo a maior afinidade pelo estado inativo ou em repouso. Essa teoria considera
ainda mais de um local de ligacao dos anestésicos locais no canal de sédio. A
explicacdo do mecanismo de acdo da benzocaina, por sua vez, é dada pela teoria
dos lipideos, segundo a qual esses compostos, ao penetrar na bicamada lipidica,
alterariam o arranjo dos lipideos na bicamada, promovendo deformacdo na
proteina canal de sédio, diminuindo a conduténcia dos ions sédio (Lee, 1976). A
alteracado na permeabilidade e fluidez da membrana dependeriam da quantidade
de anestésico local ligado a fase lipidica, ligacado esta dependente da lipofilicidade
de cada anestésico local (Skidmore et al., 1996) e intimamente relacionada a
poténcia do mesmo (de Paula & Schreier, 1996). A interacao entre anestésicos
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locais nao ionizados e a proteina canal de sddio foi demontrada por Ragsdale et
al. (1994; 1996).

Embora o bloqueio da sensibilidade ja fosse reconhecido pelos nativos
do Peru, pelo adormecimento da lingua ao mascar folhas de coca e a historia da
anestesiologia remonte a metade do século XIX, ainda ndo se chegou a técnica
ideal ou a formulacédo ideal. O primeiro anestésico isolado foi a cocaina, em 1859,
por Albert Niemann e seu uso clinico ocorreu anos mais tarde, em administracdo
tépica para cirurgia oftalmica (Koller, 1884, citado por Ruetsch et al., 2001). O uso
de cocaina para anestesia local e regional rapidamente se espalhou pela Europa e
América, entretanto os primeiros relatos de sua toxicidade sistémica apareceram
quase que simultaneamente as primeiras administragdes, demonstrando o
potencial téxico-dependente e baixo indice terapéutico dessa droga (Ruetsch et
al., 2001).

A frequéncia de reagbes tdxicas centrais e cardiovasculares induziu a
classe farmacéutica a buscar novos anestésicos locais, com menor potencial
téxico. A procaina (primeiro anestésico local injetavel e usado como padrao) e a
tetracaina (anestésico topico eficaz) surgiram respectivamente em 1905 e 1930 e
foram os ultimos anestésicos do tipo éster sintetizados até que em 1948 foi
introduzida no mercado a lidocaina, um anestésico do tipo amida, que
proporcionava menor incidéncia de alergia que os anestésicos do tipo éster
(Ruetsch et al., 2001).

O cloridrato de lidocaina rapidamente tornou-se muito utilizado, devido
a sua rapida laténcia, baixa alergenicidade e toxicidade, além da eficacia
comprovada para o uso clinico. Assim, tornou-se o padrao-ouro de comparacao
para todos os outros anestésicos locais (Paxton & Thome, 2010).

Seguindo as caracteristicas favoraveis da lidocaina, outros anestésicos
locais do grupo amida foram sintetizados, como a mepivacaina, prilocaina,
bupivacaina, articaina e a ropivacaina (Ruetsch et al., 2001). Dentre estes, o que
tem despertado grande interesse na pesquisa e na clinica odontolégica é a



articaina (Malamed et al, 2001; Mikesell et al., 2005; Kanaa et al., 2006;
Robertson et al., 2007; Jung et al., 2008; Nizharadze et al., 2011)

2.2 ARTICAINA

Sintetizada por Rusching em 1969, introduzida no mercado alemao em
1976 e no Brasil em 1998, o cloridrato de articaina conquistou a classe
odontolégica e atualmente é um dos mais vendidos no Canada e Alemanha
(Malamed, 2005). Sua estrutura quimica Unica, diferente dos demais anestésicos
locais do grupo amida atualmente disponiveis, lhe confere menor meia-vida
plasmatica e maior difusibilidade (Paxton & Thome, 2010).

A primeira caracteristica € proporcionada pelo grupo éster presente na
molécula, permitindo que sua metabolizagdo se inicie no plasma pelas esterases
plasmaticas, resultando na formacao do acido articainico, o qual € conjugado com
o acido glicurbnico no figado (Vree & Gielen, 2005). As demais amidas
apresentam biotransformacédo hepatica praticamente exclusiva (Becker & Reed,
2006). Assim, a meia-vida plasmatica da articaina é relatada na literatura variando
de 20 minutos (apds bloqueio do nervo mandibular com 80 mg de articaina 4%
com epinefrina 1:200.000 — Mdiller et al., 1991, citado por Vree & Gielen, 2005) a
44 minutos (apds injecao intra-oral de 500 mg de articaina 4% com epinefrina
1:100.000 e 1:200.000 - Hersh et al., 2006), enquanto que a da lidocaina é de 182
minutos (avaliada apés inje¢ao intra-oral de 144 mg - Moore et al, 2008). A
excrecao da articaina € feita por via renal, sendo aproximadamente 90% na forma
de metabdlitos (72% na forma de acido articainico e 15% na forma de conjugado)
(Vree & Gielen, 2005).

A maior difusibilidade é provavelmente consequéncia do anel tiofénico,
que nao esta presente nos demais anestésicos (Lipp & Daublander, 1999; Sloss,
1999 e Robertson et al., 2007). A difusdo é também determinada pela
lipossolubilidade do anestésico através da membrana lipidica dos axénios, quanto
maior o coeficiente lipidio/agua, maior a difusdo e a poténcia anestésica (McLure
& Rubin, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McLure%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McLure%20HA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rubin%20AP%22%5BAuthor%5D

Figura 1 - Estrutura quimica do cloridrato de articaina.
Fonte: Paxton & Thome, 2010

Outra caracteristica fisico-quimica importante da articaina € a alta taxa
de ligacao protéica (95%) e poténcia 1,5 vezes maior que a lidocaina e 1,9 vezes
maior que a procaina. A duragado anestésica esta intimamente relacionada a esta
caracteristica, pois corresponde também a afinidade com o receptor de proteina
dentro dos canais de sddio, prolongando a presenga de anestésico no local de
acao (Becker and Reed, 2006).

Além dessas diferencas estruturais e quimicas, a articaina € o Unico
anestésico do grupo amida com duracdo de acgao intermediaria ndo disponivel
comercialmente sem adicdo de vasoconstritor, aditivo presente na maioria das
formulacbes anestésicas locais de uso odontolégico e que permite aumento
consideravel do tempo de duracado do efeito anestésico, devido a diminuicdo da
absorcao (Malamed, 2005; Daublander, 2011).

Varios estudos tém evidenciado a maior eficacia da articaina quanto ao
sucesso e duragao anestésica em técnicas infiltrativas maxilares e mandibulares
na regido anterior e posterior, comparada a eficacia da lidocaina (Kanaa et al.,
2006; Robertson et al., 2007) em bloqueio dos nervos incisivo e mentoniano
(Batista da Silva et al, 2010) e como técnica suplementar de anestesia
(Rosenberg et al., 2007; Meechan, 2010)

Paralelamente as publicacées que relatam maior eficacia, ha também

relatos de parestesia apds bloqueio do nervo alveolar inferior e essa ocorréncia
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parece ser concentracdo-dependente (Haas & Lennon, 1995; Gaffen & Haas,
2009; Garisto et al., 2010). Outras alteragdes de sensibilidade, incluindo dor pés-
operatéria também podem ser observadas ap0s o uso de articaina, sendo
geralmente de natureza transitéria, com duracao de dias ou semanas (Malamed et
al., 2001).

Em decorréncia da maior eficdcia anestésica e ainda dessa maior
toxicidade local, provavelmente decorrente da maior concentracdo em que a
articaina é utilizada em relacao aos demais anestésicos locais disponiveis, varios
estudos tem sido conduzidos no sentido de obter mesma eficacia com
concentragdbes menores ou ainda, como no caso do presente estudo, com
sistemas de liberacado controlada (Hintze & Paessler, 2006; Potocnik et al., 2006;
Berto, 2010).

2.3 SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA - FORMULACOES
LIPOSSOMAIS

Sistemas de liberagdo controlada (lipossomas, hidroxipropil-B-
ciclodextrina, entre outros) tém sido desenvolvidos com o objetivo de promover
aumento da duracdo de acao e diminuicdo da toxicidade de medicamentos; em
alguns casos esses sistemas tem ainda a finalidade de melhorar a solubilidade
dos mesmos (Grant & Bansinath, 2001).

Descobertos por Alec Bangham em 1963, os lipossomas consistem de
esferas (vesiculas) lipidicas microscopicas, biocompativeis e biodegradaveis, com
tamanho variando de 10 nm a 10 mm, que podem ser usadas para encapsular
tanto drogas hidrofilicas (no interior aquoso da esfera), quanto lipofilicas (no
interior das bicamadas) (Grant, 2002).

De acordo com o numero de bicamadas lipidicas podem ser
classificados em unilamelares (uma Unica camada), multilamelares (varias
camadas) e, ainda, oligolamelares (entre os unilamelares e os multilamelares).
Cada um destes tipos pode ainda ser subvidido, de acordo com o tamanho, em
pequenos, médios e grandes. Além destes, sao relatados também os lipossomas

7



multivesiculares, no qual varias vesiculas sdo encapsuladas por outra vesicula
maior (Lasic & Needhamt, 1995).

O interesse em se estudar lipossomas parte do principio de que com
eles é possivel modificar as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas
dos medicamentos ja existentes, melhorando assim as taxas de sucesso (Hung
2006). Os parametros farmacocinéticos e dindmicos das suspensoes lipossomais
foram estudados por varios autores (Yu HY et al, 2002; Gong et al., 2006;
Davidson et al., 2010; Tofoli et al., 2010; Tofoli et al., 2012).

Especificamente com relagdo aos anestésicos locais, varios estudos,
tanto em animais, quanto em humanos, comprovam aumento da duracdo da
anestesia (Boogaerts et al., 1994; Lafont et al.,1994; Lafont et al., 1996; Grant et
al.,1997; Yu HY et al., 2002; Grant et al., 2003; Grant et al., 2004), bem como
diminuicdo da toxicidade do sal anestésico, quando incorporados em lipossomas
(Boogaerts et al.,1993a, b; Boogaerts et al., 1995; Lafont et al., 1996; Malinovsky
et al., 1997; Davidson et al., 2010).

Cereda et al., 2006 constataram, em modelo animal de bloqueio do
nervo infraorbital, maior eficacia anestésica da lidocaina, mepivacaina e prilocaina
encapsuladas em lipossomas unilamelares, quando comparadas com 0s mesmos
sais anestésicos na forma nao encapsulada e sem aditivos. Berto, 2010 observou,
no mesmo modelo animal, que a articaina encapsulada em lipossomas
unilamelares é mais eficaz que a articaina sem aditivos, tanto na concentragéo 3%
quanto na de 4%. No mesmo modelo experimental, a ropivacaina (nas
concentracées de 0,125%, 0,25% e 0,5%) e a mepivacaina (0,5%, 1% e 2%)
também apresentaram aumento de eficacia, quando encapsuladas em lipossomas
unilamelares, comparativamente aos sais anestésicos livres de aditivos (de Araujo,
2005).

Em modelo de avaliacido da anestesia pulpar com estimulo elétrico,
Berto (2010) avaliou a duracdo da anestesia apds bloqueio do nervo alveolar
inferior, em ratos, com articaina 4% associada a epinefrina 1:100.000, articaina
3% e 4% encapsulada em lipossomas unilamelares e articaina 3% e 4% sem
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aditivos. Nao houve diferenca estatistica na duracao da anestesia promovida pelas
suspensoes lipossomais de articaina, mas estas foram significativamente maiores
que as formulagbes sem aditivos. A formulagdo de articaina associada a
epinefrina, entretanto, foi a que apresentou maior duragéo de efeito pulpar.

Em humanos, a eficacia da anestesia pulpar, apés infiltracdo de
formulacbes de anestésico local encapsulado em lipossomas unilamelares na
regido de canino superior, foi avaliada em trés estudos. Tofoli et al. (2011)
observaram que a mepivacaina 2% encapsulada em lipossomas unilamelares
apresentava mesma duracdo de anestesia que a solucdo comercial de
mepivacaina 3% sem aditivos, enquanto a mepivacaina a 3% encapsulada em
lipossomas unilamelares apresentava maior duracdo que a solugdo comercial
mencionada. Entretanto, as formulagdes lipossomais nao conseguiram promover
tempo de anestesia comparavel ao promovido pela solugcdo comercial de
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000, que apresentou maior duragdo de
anestesia pulpar.

No mesmo modelo experimental, Wiziack Zago et al, 2011,
compararam prilocaina 3% com felipressina 0,03 Ul/mL, prilocaina 3%
encapsulada em lipossomas unilamelares e prilocaina 3% sem aditivos. A
suspensao lipossomal de prilocaina apresentou eficacia anestésica semelhante
a prilocaina sem aditivos e menor eficacia em comparagdo com a prilocaina
associada a felipressina.

A ropivacaina encapsulada em lipossomas unilamelares também foi
estudada neste modelo, apresentando resultados similares aos observados para a
mepivacaina e prilocaina (Tofoli et al.,, 2011; Wiziack Zago et al., 2011). Franz-
Montan et al.,, 2011 compararam a ropivacaina 0,5% encapsulada em lipossomas
com as solucbes de ropivacaina 0,5% sem aditivos, ropivacaina 0,5% com
epinefrina 1:200.000 e lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000 e observaram maior
eficAcia anestésica com as formulagdes contendo epinefrina em relacdo as

demais.



Os resultados obtidos nestes estudos com anestésicos locais
encapsulados em lipossomas unilamelares grandes de 400 nm (Tofoli et al., 2011;
Wiziack-Zago et al., 2011; Berto, 2010, Franz-Montan et al., 2011) ainda nao
atingiram o ideal, pois ainda se busca eficacia maior ou equivalente a obtida com
as formulacbes comerciais de anestésicos locais associados a vasoconstritor.
Nesse sentido, os caminhos possiveis para se conseguir maior eficacia seriam o
aumento da concentragao lipidica nos lipossomas unilamelares, pois aumentando
a concentracao lipidica, poderia ser aumentada a quantidade de anestésico
encapsulado, promovendo assim uma liberagdo mais lenta do anestésico ou ainda
o0 uso de lipossomas multilamelares, aumentando assim a capacidade de
encapsulacao e o tempo de permanéncia dos lipossomas no local injetado (Grant
& Bansinath, 2001).

A encapsulagdo de bupivacaina em lipossomas multilamelares tem
mostrado resultados positivos em varios estudos realizados em animais (Grant et
al., 1997; Yu HY et al, 2002; Grant et al., 2003) e também em humanos
(Boogaerts et al., 1994; Lafont et al., 1994; Lafont et al.,1996; Grant et al., 2004).

Em ratos, Grant et al. (1997) observaram aumento da duracdo da
anestesia apds injecao, por via subcutdnea no abddémen, de bupivacaina 2%
encapsulada em lipossomas multilamelares em relacdo a bupivacaina 0,5% sem
aditivos (180 min e 23 min, respectivamente). Também foi observado aumento da
duracao da anestesia apos infiltracdo na cauda de ratos com 1 mg de bupivacaina
encapsulada em lipossomas multilamelares em comparagdo a mesma dose de
bupivacaina sem aditivos (447 min versus 87 min) (Yu HY et al., 2002).

Em camundongos, no mesmo modelo utilizado por Grant et al. (1997),
a encapsulacao de bupivacaina 0,5%, 1% e 2% em lipossomas multilamelares
resultou em aumento significativo da duracdo da anestesia em relagdo ao
observado com a injecao de bupivacaina 0,5% sem aditivos, sendo relatados
tempos de 3 h, 6 h, 26 h e 1h, respectivamente (Grant et al., 2003).

Em humanos, além de dois relatos de casos clinicos (Lafont et al.,
1994; Lafont et al.,1996) um estudo clinico em voluntarios (Boogaerts et al., 1994)
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mostrou aumento da duracdo do periodo de analgesia (auséncia de dor) com a
encapsulacao de bupivacaina em lipossomas multilamelares em comparacao a
solugcdo de bupivacaina associada a epinefrina. Neste estudo foi avaliada a dor
pdOs-operatoria em varios tipos de cirurgia.

Ainda em humanos, Grant et al. (2004) observaram aumento da
duracao da anestesia para 19 h, 38 h e 48 h, respectivamente com formulacées
lipossomais multilamelares de bupivacaina nas concentragées de 0,5%, 1% e 2%,
enquanto que a bupivacaina sem aditivos apresentou média de duragdo de
apenas 1 h. Neste estudo as formulacbes foram injetadas por via subcutanea na
regiao lombar de seis voluntéarios.

Além do aumento da eficacia anestésica, também foi demonstrada
diminuicdo da toxicidade da bupivacaina com a encapsulagdo em lipossomas
multilamelares. Usando a mesma metodologia de Grant et al. (2004), Davidson et
al. (2010) avaliaram a concentracdo maxima plasmatica de bupivacaina apds
injecdo subcutanea, em oito voluntarios, de 20 mL de bupivacaina 0,5% sem
aditivos e o mesmo volume bupivacaina 2% encapsulada em lipossomas
multilamelares, constatando auséncia de diferenca entre as duas formulacoes,
embora a formulacdo lipossomal contivesse concentragao anestésica quatro vezes
maior que a solucao de bupivacaina.

As caracteristicas favoraveis da articaina (Paxton & Thome, 2010), bem
como o0 aumento da sua eficacia com a encapsulacédo em lipossomas unilamelares
(Berto, 2010) e ainda os resultados promissores obtidos com a encapsulacao da
bupivacaina em lipossomas multilamelares em comparacdo a formulacéo
contendo epinefrina (Boogaerts et al.,, 1994), motivaram a realizagdo do presente

estudo.
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3 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo comparar a eficacia anestésica de duas
formulacbes de articaina 4%, encapsulada em lipossomas unilamelares e em
lipossomas multilamelares, com a promovida pela solu¢cao comercial de articaina
4% com epinefrina 1:100.000, em trés modelos, bloqueio do nervo infraorbital,
bloqueio do nervo alveolar inferior e infiltragdo subcutanea em ferida cirurgica,

sendo todos realizados em ratos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UNICAMP (protocolo n® 1938-1, Anexo 1), este trabalho utilizou 105 ratos (Rattus
norvegicus albinus, Wistar), adultos, machos, pesando entre 250-350g. Os
animais foram provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biol6gica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB-UNICAMP), e permaneceram em ambiente com temperatura
controlada (22° +1°), ciclos claro-escuro estabelecidos (12/12h), com &gua e
comida ad libitum. Os animais permaneceram por pelo menos 20 dias no Biotério
da FOP até que fosse atingido peso adequado para realizacao dos estudos.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos distintos de
acordo com a formulacdo anestésica utilizada. Para cada formulacdo anestésica
foi utilizada formulagao controle apropriada, conforme descri¢cao a seguir:

Formulagdes anestésicas: Formulagbes controle negativo:

o Arti-LUV: Suspensao lipossomal o LUV: suspensao lipossomal
unilamelar de articaina 4% unilamelar

o Arti-MLV: suspensé&o lipossomal o MLV: suspenséo lipossomal
multilamelar de articaina 4% multilamelar

o Arti-Epi: solugédo de articaina 4% o NaCl 0,9%: solugdo de
com epinefrina 1:100.000 cloreto de sédio 0,9%

A Figura 2 mostra o resumo do delineamento experimental do presente
trabalho. As formulagcdes foram avaliadas em trés modelos experimentais, em

ratos:
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o Bloqueio do nervo infraorbital — BNIO — (Fink et al., 1975);
o Infiltracdo subcutanea em ferida cirdrgica — ISFC — (Grant et al., 1997);
o Bloqgueio do nervo alveolar inferior — BNAI — (Silva et al., 2009).

Arti-Epi (n=8) - lado direito
NaCl0,9% - lado esquerdo

Experimento 1: Blogueio
do nervo infraorbital

Arti-MLV (n=8) - lado direito
24 ratos MLV - lado esquerdo

Arti-LUV (n=8) - lado direito
LUV - lado esquerdo

(7))
g -t All-Epi (n=6) - Lado direio e NAC10.9% (10) ~Lado
- —_— Experimento 2: Infiltragdo
C fbl  subcutineaemferida e 36 ratos et Arti-MLV (n=6) - Lado direito e MLV (n=6) - Lado direito
(40 cirlrgica
Lo
() e Arti-LUV (n=6) - Lado direito e LUV (n=6) - Lado direito
-~
- Arti-Epi (n=15) - lado direito
NaCl 0,9% - lado esquerdo
Experimento 3: Bloqueio Arti-MLV (n=15) - lado direito
™1 do nervo alveolarinferior [ 45 raios ™| MLV -lado esquerdo

n Arti-LUV (n=15) - lado direito
LUV - lado esquerdo

Figura 2 - Resumo do delineamento experimental.

Todos os ensaios foram caracterizados como cegos, ou seja, a
avaliagdo dos parametros de anestesia foi realizada por pesquisador que nao
tinha conhecimento de qual formulagéao havia sido aplicada. Um unico pesquisador
realizou todas as injecdes de cada experimento.

Para o bloqueio do nervo infraorbital 24 ratos foram divididos em 3
grupos (8 animais por grupo) e para o bloqueio do nervo alveolar inferior foram
utilizados 45 animais, sendo 15 animais por grupo. Nos dois modelos
experimentais cada animal recebeu uma das formulagbes contendo articaina no

lado direito e a respectiva formulacao controle negativo do lado esquerdo.
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No modelo de infiltracdo subcutanea em ferida cirargica, 36 ratos foram
divididos em 6 grupos de 6 animais cada. Em cada grupo os animais receberam

uma das formulagdes, contendo articaina ou controle, na pata traseira direita.

4.3 MATERIAL

Neste estudo foram utilizadas solugdo articaina a 4% com epinefrina
1:100.000 (Articaine® com epinefrina 1:100.000 — DFL Ind. Com. SA, Rio de
Janeiro, Brasil) e solucao de cloreto de sodio 0,9% (Equiplex Ind. Farm., Brasil)
(NaCl 0,9%). Para a preparacédo das formulagdes lipossomais (descrita no item
4.4) foram utilizados cloridrato de articaina (DFL Ind. Com. SA, Rio de Janeiro,
Brasil), acetato de a-tocoferol, fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma Chem.
Co.) e tampao HEPES 20 mM com NaCl 154 mM (Q-biogene).

Para promover sedagdo nos animais foi utilizado tiopental sédico
(Tionembutal®, Cristalia Prod. Quim. Farm. Ltda); para a anestesia geral foram
utilizados xilazina (Rompun®) e ketamina (Dopalen®) no experimento de bloqueio
do nervo alveolar inferior e Isofluorano (Isoforine, Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil) no modelo de infiltragdo subcutédnea em
ferida cirurgica.

A administracdo de todas as substéncias injetadas nos animais
(formulacbes anestésicas locais, formulagdes controle, anestésico geral e agente
para sedacdo) foram realizadas com agulhas descartaveis 13 X 4,5 (BD
PrecisonGlide® - 26G, Becton Dickinson Ind. Cirurgicas Ltda, Curitiba, PR, Brasil),
acopladas a seringas centesimais de 1 mL (BD® Becton Dickinson Ind. Cirdrgicas
Ltda, Curitiba, PR, Brasil).

Para a avaliacdo da anestesia na técnica de bloqueio do nervo
infraorbital foi utilizada pin¢ca dente de rato (Golgran®). Para o experimento de
bloqueio do nervo alveolar inferior foram utilizados fios de cobre desencapados
nas duas extremidades para fixagdo a superficie oclusal dos molares inferiores
dos ratos, solucao a base de acido fosférico a 37% em forma de gel (MAGIC ACID
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Gel, Vigodente®), algodao, pinca clinica para algoddao (Golgran®), adesivo
fotopolimerizavel (MAGIC BOND, Vigodente®), pincel com cerdas macias, resina
fotopolimerizavel (Z100, 3M ESPE®), espatula para insercao de resina composta
e aparelho Fotopolimerizador (Gnatus®).

No experimento de infiltracdo subcutanea em ferida cirargica foram
utilizados: lamina de bisturi descartavel n®10, cabo de bisturi, porta-agulhas de
Mayo-Hegar, tesoura de Metzembaum curva, fio de sutura de nylon monofilamento
preto 6-0 com agulha (BRASUTURE Ind Com Imp Exp Ltda, Sdo Sebastido da
Grama, SP, Brasil), gaze estéril, algodao e béquer.

Além desses materiais, foram ainda utilizados: mesas clinicas para
imobilizagdo dos animais, aparelho emissor de impulsos elétricos pulp tester
elétrico Vitality Scanner modelo 2006 (Analytic Technology, Redmond, EUA),
gaiolas plasticas especificas para analgesimetro de von Frey (23 x 20 x 18 cm -
largura x profundidade x altura), com fundo aramado (trama de 0,5 x 0,5 cm)
acopladas a espelho angulado abaixo do fundo aramado (Insight Equipamentos
Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e aparelho para aplicagcdo de forgca com
intensidade controlada analgesimetro digital von Frey (Insight Equipamentos Ltda,
Ribeirao Preto, SP, Brasil).

4.4 PREPARAGAO DAS SUSPENSOES LIPOSSOMAIS
As suspensbes lipossomais foram preparadas no laboratério de
Biomembranas do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob orientacao da Profa.

Dra. Eneida de Paula.

4.4.1 Preparacao da suspensao lipossomal multilamelar de articaina
Os lipossomas multilamelares foram preparados pelo método de
hidratacdo de filme seco. Para a obtengdo deste filme seco foram utilizadas
aliquotas das solucbes de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e alfa tocoferol na
proporcdo de 4:3:0,07. Solucdo de fosfatidilcolina de ovo em cloroférmio foi
colocada em um tubo de ensaio e submetida a evaporagdo sob fluxo de
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nitrogénio. Em seguida, foi adicionada ao tubo solugdo de colesterol em
cloroférmio, sendo a mesma submetida ao mesmo processo de evaporacao
descrito para a solugcdo de fosfatidilcolina de ovo em cloroformio. Apos este
procedimento, foi colocada no tubo solu¢gdo de alfa tocoferol em cloroférmio,
sendo submetida ao mesmo procedimento de evaporagdao descrito para as
solucbes de fosfatidilcolina de ovo e colesterol. Apds evaporacdo das trés
solucdes sob fluxo de nitrogénio o tubo foi levado a vacuo durante 2 h a
temperatura ambiente formando entéo o filme lipidico seco. (Boogaerts et al.,1993
a,b; Fraceto et al., 2002).

Este filme seco foi entdo hidratado com tampao HEPES 20 mM, pH 7,4
com NaCl 154 mM, sendo a dispersao submetida a agitagdo em vortex durante 5
minutos. Com este procedimento formaram-se lipossomas multilamelares, com
concentragao lipidica de 8 mM. A essa preparacéo foi incorporado cloridrato de
articaina, atingindo concentragao final de 4%. A preparacdo sem anestésico foi

utilizada como controle em todos os experimentos.

4.4.2 Preparacao da suspensao lipossomal unilamelar de articaina

Apoés a obtencdo dos lipossomas multilamelares, estes foram passados
em um extrusor (Extrusor Lipex Biomembranes Inc.), sob pressao de nitrogénio, a
temperatura ambiente, através de um disco de drenagem e duas membranas de
policarbonato (Poretics) com poros de 0,4 um, por 12 vezes. Esse processo
permitiu a obtengcédo de lipossomas unilamelares de 0,4 ym (400 nm). Apds este
procedimento, a suspensao lipossomal unilamelar foi mantida em repouso por 2
horas para o intumescimento dos lipossomas e o sal de cloridrato de articaina foi
adicionado, proporcionando concentragao final de 4%. Da mesma forma que para
a preparagdo multilamelar, a suspensdo sem anestésico foi utilizada como
controle em todos os experimentos e a concentragao lipidica foi de 8 mM.

Todas as preparacdes foram submetidas a afericdo de pH (pHmetro
ORION®, modelo 2902 acoplado a um micro-eletrodo LAZAR BNC), para controle.
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As condicdes de analise do pH foram estabelecidas através de validacdo com
solucdes tampao Merck® (Merck S.A. Industrias Quimicas) com pH 4,0 e 7,0.

4.5 AVALIACAO DA EFICACIA ANESTESICA

A eficécia anestésica foi avaliada em 3 modelos animais: BNIO, com o objetivo
de avaliar anestesia de tecido mole da regidao perioral; ISFC, para avaliar
anestesia em tecido mole inflamado; e BNAI, como a finalidade de avaliar
anestesia em tecido pulpar.

4.5.1 Experimento 1 - Bloqueio do Nervo Infraorbital
Descrito pela primeira vez por Fink et al, 1975, este modelo é
altamente reprodutivel e confiavel. O nervo infraorbital do rato € homdlogo ao
humano, sendo responsavel pela inervagao do labio superior e pele desta regiao.
Emerge do cranio pelo forame infraorbital situado logo abaixo da érbita, no espaco
entre os molares e o dente incisivo de cada lado da maxila do animal, sendo este
o local de deposicao das solucdes (Figura 3A) (Cereda et al., 2006).

O experimento foi realizado apds sedacao dos animais com tiopental sédico
(25mg/kg) e comprovagdo de que o animal encontrava-se responsivo a
estimulacao dolorosa (preensédo da cauda e pingcamento do labio). A agulha foi
introduzida no férnice do vestibulo, aproximadamente na metade da distancia
entre o incisivo e o primeiro molar superior, sendo direcionada ao forame
infraorbital, onde foi injetado 0,1 mL da formulacdo contendo articaina no lado
direito (Figuras 3A e 3B) e da respectiva formulac¢ao controle no lado esquerdo.

Cinco minutos apds as injecdes foi iniciada a avaliagcdo da anestesia, por
pincamento do labio do animal, sendo atribuido os escores “0” para presenca de
resposta aversiva e “1” para auséncia de resposta aversiva. Este teste foi
realizado a cada 5 minutos até que fosse obtido o primeiro sinal de resposta
aversiva do animal, podendo ser movimentagdo brusca da cabeca ou dos
membros dianteiros e/ou traseiros (Cereda et al., 2004).
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Figura 3 - A: Posicao do forame infraorbital; B: Local de inje¢cao do anestésico para
blogueio do nervo infraorbital.

4.5.2 Experimento 2 - Infiltracao Subcutanea em Ferida Cirargica

Este experimento utilizou o modelo de resposta de retirada da pata a
estimulo nociceptivo (aplicacdo de forca com filamentos de von Frey) apds
desenvolvimento de inflamagéo em ferida cirurgica, gerando hipernocicepgéo. Foi
utilizado o modelo descrito por Vandermeulen et al., (1994) e Brennan et al.,
(1996), modificado por Grant et al,1997. No presente estudo foi utilizado um
analgesimetro eletrénico.

No primeiro dia do experimento, os ratos foram colocados em gaiolas
especificas, com fundo aramado, que permitem a aplicacdo de forca com o
analgesimetro de von Frey, por 15 a 30 minutos para ambientalizacao.

Em seguida, foi avaliada a sensibilidade basal da pata traseira direita
pela aplicacdo de forga com intensidade crescente, de acordo com Grant et al.,
1997 (variando de 0,0073 N a 0,456 N, equivalente a 0,73 g a 45,6 g, mostrado no
visor do aparelho) com o analgesimetro de von Frey. A aplicacao foi realizada pela
parte inferior da gaiola, sendo o teste terminado quando o animal levantava a pata
frente ao estimulo aplicado. A aplicagdo do estimulo foi realizada por trés vezes,
com intervalos de 5 minutos entre as aplicacdes, sendo a média das trés medidas

considerada como a sensibilidade basal da pata do animal.
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Depois de obtido o limiar basal, os animais foram posicionados em uma
mesa cirurgica, dentro de uma capela com exaustdo e anestesiados com
isofluorano (colocado em um algoddo no fundo de um béquer), sendo entédo
submetidos a incisdo, com lamina de bisturi n® 10, na superficie plantar da pata
traseira direita. A profundidade da incisdo foi estabelecida em 3 mm e mensurada
a partir das dimensdes da lamina, que apresenta chanfro de 4 mm. Desta forma, a
inciséo foi feita mantendo 1 mm do chanfro da lamina fora dos tecidos. A extensao
da incisao foi estabelecida em 1 cm, demarcada na pata do animal com auxilio de
um paquimetro. Em seguida, a incisdo foi suturada com fio de nylon 6-0 com trés
pontos isolados (Figura 4). Nas 24 horas seguintes 0s animais permaneceram em
gaiolas plasticas com cama de maravalha, recebendo agua e alimentacdo a
vontade.

Apoés este periodo de repouso, os animais foram novamente colocados
nas gaiolas com fundo aramado ja descritas, por 15 a 30 minutos para
ambientalizacdo, sendo, em seguida, avaliada a sensibilidade da pata traseira
direita, por meio da aplicacdo da ponta do analgesimetro lateralmente a ferida
cirurgica. Conforme descrito anteriormente a avaliagao foi realizada trés vezes, em
intervalos de 5 minutos, com aplicacao de forca crescente variando de 0,0073N a
0,456N (equivalente a 0,739 a 45,6g). Neste experimento foram utilizados apenas
animais que apresentaram hipernocicepcdo ao estimulo, ou seja, aqueles que
apresentaram a média das trés medidas de forga necessaria para promover a
retirada da pata 20% menor que a observada antes da realizacdo da ferida
cirurgica (basal), conforme estabelecido por Grant et al. (1997).

Os ratos que apresentaram resposta hipernociceptiva foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos, com 6 animais em cada grupo, e receberam ao lado
da incisdo, a injecdo de 0,1 mL da formulagcdo contendo anestésico ou da
formulacdo controle (Figura 4).
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Figura 4.Infiltragéo subcuténea na

ferida cirargica

Decorridos cinco minutos desse procedimento, foi iniciada a avaliacdo
do efeito anestésico pela aplicacao de forca com o analgesimetro de von Frey
lateralmente a inciséo, ou seja, no local de aplicacao das formulacdes, a cada 10
minutos, da forma ja descrita.

A anestesia foi considerada como auséncia de reflexo de retirada da
pata (elevacao da pata) frente a estimulo de 0,457N (45,79 no visor) e a duracao
da anestesia como o tempo decorrido entre a infiltracdo das formulacdes na ferida
até o ultimo tempo no qual o animal ndo apresentou o reflexo de retirada da pata.

4.5.3 Experimento 3 - Bloqueio do Nervo Alveolar Inferior

O modelo de bloqueio do nervo alveolar inferior utilizado neste estudo
foi descrito por Silva et al., 2009, idealizado a partir da descricdo da inervacao da
mandibula e dos dentes inferiores no rato feita por Naftel et al.,1999 e ja utilizado
por Gayoso, 2009; Berto, 2010; Bhering, 2010

Neste modelo a avaliacdo da anestesia pulpar é realizada pela
aplicacao de estimulo elétrico a fios de cobre fixados na superficie oclusal dos
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molares inferiores do animal, observando-se a presenca ou ndao de resposta
aversiva do animal (descrita no item 4.5.3.2).

A sequéncia resumida do estudo consta da anestesia geral do animal,
fixacdo dos fios de cobre a superficie oclusal dos molares inferiores, retorno da
anestesia geral, sedacao dos animais, avaliagao da sensibilidade basal pulpar a
estimulo elétrico, bloqueio do nervo alveolar inferior e avaliacdo dos parametros

da anestesia com a aplicac&o de estimulo elétrico.

4.5.3.1 Fixag&o de fios de cobre a superficie oclusal dos molares

A primeira etapa consta da fixagdo dos fios de cobre a superficie
oclusal dos molares inferiores do rato. Para esta etapa os animais foram
submetidos a anestesia geral com uso de xilazina (10 mg/kg) e ketamina (90
mg/kg) administrados por via intramuscular. Sob efeito da anestesia geral, os
animais foram posicionados na mesa cirdrgica de modo que a boca pudesse
permanecer aberta para a fixagao dos fios de cobre.

A fixacdo dos fios de cobre aos dentes foi realizada com resina
fotopolimerizavel, utilizada para restauracdes dentais, adaptada as dimensdes da
cavidade bucal do animal. A técnica consistiu da aplicacao de acido fosférico a
37% na superficie oclusal dos molares inferiores por 20 segundos, seguida de
remocao do mesmo com algoddo embebido em agua e secagem da superficie
oclusal com algodao seco. A aplicacdo do acido foi realizada a fim de condicionar
a superficie do esmalte dental para permitir a adesao da resina e fixacao dos fios
de cobre. Logo apés, foi aplicado o adesivo com um pincel de cerdas macias,
seguido da fotopolimerizagdo por 20 segundos. Com auxilio da espatula de
insercdo, a resina composta foi aplicada sobre os fios de cobre posicionados
sobre a oclusal dos molares inferiores (um fio de cada lado), sendo em seguida
submetida a fotopolimerizacdo. As extremidades dos fios encontravam-se
desencapadas, ficando assim uma extremidade em contato com os molares

inferiores e a outra fora da cavidade oral.
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4.5.3.2 Bloqueio do nervo alveolar inferior

Apés retorno da anestesia geral (cerca de duas a trés horas) e estando
0s animais completamente responsivos a estimulacdo dolorosa (observado
através de resposta do animal a preensédo da cauda), iniciou-se a segunda etapa
do experimento.

Os animais foram sedados com 25 mg/Kg de tiopental sédico a 2% por
via intraperitoneal, mantendo reacdo a estimulos dolorosos. Foi entdo testada a
sensibilidade pulpar dos molares de cada lado por meio da aplicacédo de estimulo
elétrico, conforme descrito no item 4.5.3.3.

Obtido o limiar basal dos animais, foi feita palpacdo do angulo da
mandibula para que se delimitasse o local da injegdo. Aproximadamente 11 a 13
mm da agulha descartavel (13 x 4,5), acoplada a seringa centesimal de 1 mL, foi
introduzida em angulo de 30 a 45° com a base do angulo da mandibula do animal,
pela face interna. A agulha foi introduzida com bisel voltado para o osso, até que
fosse sentida resisténcia dssea, sendo esta a posi¢éo final de injecao, onde foram
depositados 0,2 mL da formulacdo contendo articaina (lado direito) ou controle
(lado esquerdo) (Figura 5). Apos a injecao das formulagdes foram avaliados os
parametros da anestesia com a aplicacao de estimulo elétrico, conforme descricdo
no item 4.5.3.3.

Figura 5 - A: Posigédo do forame mandibular; B: local de injecao do anestésico para

bloqueio do nervo alveolar inferior
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4.5.3.3 Avaliacao da sensibilidade pulpar a estimulo elétrico

A avaliacdo da sensibilidade pulpar a estimulo elétrico é feita com o
aparelho “pulp tester”, o qual é utilizado para verificagdo da vitalidade pulpar em
endodontia e na avaliagdo da anestesia pulpar em experimentos com anestésicos
em humanos e animais (Tortamano et al., 2009; Silva, et.al., 2009; Nuzum et al.,
2010; Batista da Silva et al., 2010; Meechan et al., 2011; Tofoli et al., 2011;
Wiziack Zago et al., 2011; Franz-Montan et al., 2011).

Este aparelho emite impulsos elétricos de forma intermitente e
progressiva até atingir o maximo de 300V. No visor do aparelho o aumento da
voltagem € mostrado em uma escala arbitraria de 0 a 80, sendo este o limite
maximo do aparelho. O aparelho consta de uma unidade geradora de impulsos
elétricos, um fio condutor com um eletrodo na extremidade, o qual € aplicado
diretamente ao dente (no caso de experimentos em humanos) ou ao fio de cobre
em contato com os dentes (no caso de ratos), além de um fio terra.

Ao ser transmitida ao dente, a corrente estimula as fibras sensoriais de
condugdo rapida da juncdo dentina-polpa, sendo percebida pelo animal ou
humano (Certosimo & Archer, 1996). Em experimentos com ratos a percepcao do
estimulo elicia resposta aversiva do animal que apresenta reacao repetitiva,
sincronizada com o estimulo elétrico do aparelho, ndo observada na auséncia do
estimulo. Esta reacdo repetitiva pode manifestar-se como movimentagdo da
cabeca e/ou dos musculos faciais, das vibricas ou dos membros superiores.

Em estudos de avaliacao da eficacia anestésica pulpar primeiramente é
avaliada a sensibilidade basal de resposta pulpar, por meio de trés medidas com o
pulp tester, sendo a média destas medidas considerada como a resposta basal.
ApGs a injecado da formulagdo anestésica, a auséncia de percepg¢do do estimulo
maximo emitido pelo aparelho é considerada como anestesia pulpar.

No presente estudo os molares de cada lado foram testados por meio
da aplicacdo do estimulo elétrico na extremidade do fio de cobre externa a
cavidade oral do animal. Assim que a resposta aversiva era observada, o eletrodo

era afastado do fio de cobre conectado ao dente e o valor que aparecia no visor
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do aparelho era anotado. A média dos valores das trés medidas foi considerada
como o limiar basal (avaliado separadamente para cada lado do animal). O
intervalo entre cada medida foi de 2 minutos.

Para a avaliagdo da eficacia anestésica das formulagdes, a aplicacéo
de estimulo elétrico foi iniciada 2 min ap6s a injecdo das mesmas. O estimulo
elétrico foi aplicado a cada 2 minutos durante os primeiros 10 minutos, para
estabelecer o tempo de laténcia das preparagdes. Os animais que apresentaram
resposta aversiva ao estimulo elétrico (conforme descrito anteriormente) apds
esse periodo, no lado em que foi injetada formulacdo anestésica (lado direito),
foram considerados como insucesso da anestesia. JA 0s que apresentaram
auséncia de resposta aversiva ao estimulo maximo emitido pelo aparelho,
continuaram a receber aplicagdo de estimulo elétrico a cada 5 minutos até a
observacéao de retorno de resposta aversiva do animal, ou seja, final da anestesia
e retorno a sensibilidade.

A aplicagédo do estimulo elétrico também foi realizada do lado esquerdo,
no qual foram aplicadas as formula¢des controle, para garantir o funcionamento

correto do aparelho e a responsividade do animal.

4.5.3.4 Parametros da anestesia
A eficacia anestésica das formulagdes foi avaliada de acordo com o0s
seguintes parametros:

o Tempo de laténcia: intervalo de tempo entre o final da injecdo da solucao

anestésica e o inicio de auséncia de resposta aversiva ao teste elétrico.

o Duracdo da anestesia: tempo entre o inicio da anestesia e o tempo

imediatamente anterior ao de obtencdo de duas respostas aversivas
consecutivas, ou seja, intervalo de tempo no qual o animal ndo apresentou
resposta ao estimulo elétrico maximo emitido pelo aparelho.

o Sucesso da anestesia: a anestesia foi considerada como sucesso quando o

animal apresentou laténcia de no maximo 10 minutos e permaneceu
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anestesiado por pelo menos 10 minutos (Kanaa et al., 2006; Jung et al.,
2008; Wiziack Zago et al., 2011; Franz-Montan et al.; 2011)

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos resultados foi realizada com uso do software BioEstat 5.0
para Windows® (Instituto Mamiraud, Belém, PA), sendo estabelecido nivel de
significancia de 5%.

Os resultados de duracdo da anestesia nos modelos de bloqueio do
nervo infraorbital e infiltracdo subcutdnea em ferida cirargica e de laténcia da
anestesia no bloqueio do nervo alveolar inferior foram comparados pelos testes de
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls; a duracado da anestesia no bloqueio do
nervo alveolar inferior foi submetida a ANOVA; o sucesso da anestesia nos
modelos de bloqueio do nervo infraorbital e infiltracdo subcutanea em ferida
cirurgica foi avaliado pelo teste de Log-Rank. O sucesso da anestesia no bloqueio

do nervo alveolar inferior foi comparado pelo teste Exato de Fisher.
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5 RESULTADOS

Os pHs (média + desvio padrdo) das formulagbes de articaina com
epinefrina, articaina lipossomal unilamelar e articaina lipossomal multilamelar
foram, respectivamente, 3,7 £0,3; 6,6 £+ 0,3 e 6,7 £ 0,2.

5.1 BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL

O bloqueio do nervo infraorbital proporcionou anestesia da metade do
labio superior no lado injetado com as formulacbes anestésicas, em todos os
animais. A anestesia foi observada ja na primeira avaliagcao apoés a injegéao. O lado
injetado com as formulagbes controle permaneceu responsivo ao estimulo
aversivo e, portanto, essas formulacdes nao apresentaram efeito anestésico.

As porcentagens de sucesso da anestesia em funcao do tempo sao
mostradas na Figura 6. Nela & possivel observar que 100% dos animais que
receberam Arti-Epi permaneceram anestesiados por no minimo 145 minutos,
enquanto os que receberam Arti-MLV permaneceram anestesiados por no minimo
95 minutos e aqueles que receberam Arti-LUV permaneceram anestesiados por
no minimo 75 minutos. A formulagéo lipossomal unilamelar de articaina (Arti-LUV)
apresentou menor taxa de sucesso (Log-Rank; p<0,05) que as demais
formulagdes (articaina com epinefrina — Arti-Epi e formulagdo lipossomal
multilamelar de articaina — Arti-MLV), ndo sendo observada diferenca entre estas
(p>0,05).

A Figura 7 mostra a duragdo da anestesia proporcionada pelas trés
formulacdes estudadas. Os tempos de duracdo (mediana e desvio interquartilico,
em minutos) apés BNIO foram respectivamente: Arti-Epi 163 £ 17,5; Arti-MLV 140
+ 62,5 e Arti-LUV 140 + 31,25 A formulag&o contendo epinefrina apresentou maior
duracao (Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls; p<0,05) que a formulagao
lipossomal unilamelar. A formulacdao multilamelar n&o diferiu das demais (p>0,05).
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Figura 6 - Sucesso da anestesia (% de animais com o labio superior anestesiado) apos
blogueio do nervo infraorbital com formulagdes de articaina (articaina com
epinefrina - Arti-Epi, articaina lipossomal multilamelar - Arti-MLV e articaina
lipossomal unilamelar — Arti-LUV) (n=8 ratos/grupo; Log-Rank; * p<0,05 em

relacdo as demais formulagoes.
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Figura 7 - Duracdo da anestesia (mediana e desvio interquartilico, em minutos) no labio
superior apds bloqueio do nervo infraorbital, em ratos, com formulagées de
articaina (articaina com epinefrina - Arti-Epi, articaina lipossomal multilamelar -
Arti-MLV e articaina lipossomal unilamelar — Arti-LUV). (n= 8 ratos/grupo;
Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls; letras distintas indicam p<0,05).

29



5.2 INFILTRACAO SUBCUTANEA EM FERIDA CIRURGICA

Todos os animais que se submeteram ao procedimento cirdrgico
apresentaram diminuicdo de pelo menos 20% no limiar de sensibilidade ao
estimulo do von Frey e, portanto, ndo houve necessidade de descarte de nenhum
animal.

O sucesso da anestesia apéds injecao das formulagdes anestésicas nas
patas esta mostrado na Figura 8, sendo que 100% dos animais que receberam
Arti-Epi permaneceram anestesiados por no minimo 120 minutos, enquanto os
que receberam Arti-MLV permaneceram anestesiados por no minimo 60 minutos e
0os que receberam Arti-LUV permaneceram anestesiados por no minimo 40
minutos. Neste modelo, a solugdo contendo articaina com epinefrina mostrou
maior taxa de sucesso (p<0,05) que as formulac¢des lipossomais, as quais nao
apresentaram diferenca entre si (p>0,05).

Os tempos de duracao (mediana e desvio interquartilico, em minutos)
apoés injecao das formulagbes anestésicas nas patas foram respectivamente: Arti-
Epi 150 £ 67,50; Arti-MLV 65 = 17,50 e Arti-LUV 55 + 17,50 e estdo mostrados na
figura 9. A solugdo contendo articaina com epinefrina mostrou maior tempo de
duracédo (p<0,05) que as formulagdes lipossomais, as quais ndo apresentaram
diferenca entre si (p>0,05).

Da mesma forma que no modelo de bloqueio do nervo infraorbital,
todos os animais apresentaram auséncia de resposta ao estimulo aversivo na pata
a partir do primeiro tempo de avaliagdo apdés a injecdao das formulacdes
anestésicas. As formulacbes controle ndao promoveram anestesia apos infiltracao

na pata dos animais.
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Figura 8 - Porcentagem de animais com anestesia na pata submetida a inflamacao por
incisdo cirurgica, apos infiltragcdo com formulagdes de articaina (articaina
com epinefrina - Arti-Epi, articaina lipossomal multilamelar - Arti-MLV e
articaina lipossomal unilamelar — Arti-LUV). (n= 6 ratos/grupo; Log-Rank; *
p<0,05 em relagdo as demais formulagoes).
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Figura 9 - Duragdo da anestesia (mediana e desvio interquartilico, em minutos) nas
patas submetidas a inflamacao por incisdo cirdrgica, apos inje¢do com as
formulagbes (articaina com epinefrina - Arti-Epi, articaina lipossomal
multilamelar - Arti-MLV e articaina lipossomal unilamelar — Arti-LUV). (n= 6
ratos/grupo; Kruskal-Wallis e Student-Newman-Keuls; letras distintas indicam
p<0,05).
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5.3 BLOQUEIO DO NERVO ALVEOLAR INFERIOR

Neste experimento nédo foi observada diferenca entre as formulacdes
contendo anestésico local com relacdo a laténcia (Kruskal-Wallis; p>0,05), ao
sucesso (teste Exato de Fisher p>0,05) e a duragdo da anestesia (ANOVA;
p>0,05). As formulagbes controle ndo mostraram efeito anestésico.

Os resultados de laténcia (mediana e desvio interquartilico, em minutos)
apods bloqueio do nervo alveolar inferior foram respectivamente: Arti-Epi 2 + 0, Arti-
MLV 4 £ 0 e Arti-LUV 4 £ 2 (Figura 10).

Os resultados de sucesso da anestesia, obtidos no bloqueio do nervo
alveolar inferior com as formulacées contendo articaina, sdo mostrados na Figura
11.

Os resultados de duragédo (media e desvio padrdo, em minutos) apoés
BNAI foram respectivamente: Arti-Epi 35 + 14,4; Arti-MLV 27,3 + 13,2 e Arti-LUV
34,2 + 17,9 e estdo mostrados na Figura 12.
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Figura 10 - Laténcia da anestesia (em minutos) apds bloqueio do nervo alveolar
inferior, em ratos, com formulacdes de articaina (articaina com epinefrina -
Arti-Epi, articaina lipossomal multilamelar - Arti-MLV e articaina lipossomal
unilamelar — Arti-LUV). (Linha central: mediana; caixa: 1° e 3 ¢ quartis;
suicas: valores maximo e minimo) (n=15 ratos/grupo; Kruskal-Wallis;
p>0,05).
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- Sucesso da anestesia (em %) nos molares inferiores apds bloqueio do nervo
alveolar inferior com formulagdes de articaina (articaina com epinefrina - Arti-

Epi, articaina lipossomal multilamelar - Arti-MLV e articaina lipossomal
unilamelar — Arti-LUV). (n= 15 ratos/grupo; Teste Exato de Fisher; p>0,05).
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Figura 12 - Duracdo da anestesia (média e desvio padrao, em minutos) nos molares
inferiores apds bloqueio do nervo alveolar inferior com formulagdes de
articaina (articaina com epinefrina - Arti-Epi, articaina lipossomal
multilamelar - Arti-MLV e articaina lipossomal unilamelar — Arti-LUV). (n= 15
ratos/grupo; ANOVA; p>0,05).
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6 DISCUSSAO

A anestesia local constitui a base das técnicas de controle da dor em
odontologia. Dentre os inUmeros agentes anestésicos disponiveis, a articaina 4%
apresenta alto nivel de poténcia anestésica e baixa toxicidade sistémica
(Nizharadze et al., 2011). Apesar da baixa toxicidade sistémica, a articaina tem
atraido a atencdo de clinicos e pesquisadores pelos relatos de parestesia, apds
bloqueio do nervo alveolar inferior (Haas & Lennon, 1995; Gaffen & Haas, 2009;
Garisto et al., 2010).

A epinefrina, bem como os demais vasoconstritores, ao tornar mais
lenta a absorcdo do sal anestésico, reduz a dose necessaria deste para o
bloqueio, podendo aumentar a eficacia e diminuir a toxicidade sistémica do
anestésico (Volpato & Ranali, 2011). Entretanto, ndo consegue impedir a
toxicidade local, uma vez que o anestésico esta livre na solucdo para exercer
efeito. A reducao na toxicidade local poderia entao ser conseguida pela diminuicdo
da concentracdo do sal anestésico na solugcao ou por meio do uso de sistemas de
liberagdo controlada de medicamentos, como os lipossomas testados no presente
estudo.

O nervo infraorbital fornece inervacdo sensitiva para a pele e as
mucosas do labio superior e palpebra inferior e para a pele da regiao lateral do
nariz (Scot, 1989, citado por Bésenberg & Kimble, 1995), sendo assim util para
avaliar formulacdes anestésicas, como ja demonstrado por varios autores (Cereda
et al., 2004; Ready & Fink, 1980; Hassan et al.,1985 a;b).

Neste modelo de bloqueio do nervo infraorbital, foi observado que a
encapsulacdo em lipossomas unilamelares promove aumento da duragdo da
anestesia de varios sais, como prilocaina, lidocaina, mepivacaina, ropivacaina e
articaina, quando comparado ao efeito promovido pelas solu¢des anestésicas sem
aditivos (Cereda et al., 2004; Cereda et al., 2006; de Araujo, 2005; Berto, 2010).

Especificamente para a articaina, Berto (2010) comparou a duracao da
anestesia no Iabio superior com cinco formulagdes: articaina 4% com epinefrina
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1:100.000, articaina 3% encapsulada em lipossomas unilamelares (4 mM),
articaina 4% encapsulada em lipossomas unilamelares (4 mM), articaina 3% sem
aditivos e articaina 4% sem aditivos, ndo tendo observado diferenca estatistica
entre a articaina com epinefrina e as formulagdes de articaina encapsulada em
lipossomas unilamelares.

Contrariamente ao observado por Berto (2010), no presente estudo a
formulagéo de articaina 4% encapsulada em lipossomas unilamelares apresentou
menor duragdo de anestesia que a formulagdo de articaina contendo epinefrina
(p<0,05). Apesar da diferenca na conclusdo de ambos os estudos, a duragéo da
anestesia observada com as formulagcdes lipossomal unilamelar e contendo
epinefrina nos estudos foram bastante préximas, respectivamente 128 min e 146
min (média) no estudo de Berto (2010) e 140 min e 163 min (mediana) no
presente estudo.

A formulagdo multilamelar de articaina ndao apresentou diferenca em
relacdo a unilamelar em relacdo a duracdo da anestesia, mas apresentou maior
taxa de sucesso que esta. Para ambos os parametros estudados, a formulagao de
articaina encapsulada em lipossomas multilamelares ndo apresentou diferencas
em relagdo a formulagdo de articaina associada a epinefrina. Estes resultados
sugerem que o0 maior numero de bicamadas dos lipossomas multilamelares,
proporcionando maior permanéncia no local injetado (Grant & Bansinath, 2001),
pode promover liberagdo mais lenta do anestésico, aumentando desta forma a
taxa de sucesso da anestesia para a articaina.

A alta taxa de sucesso da anestesia, 100% com as trés formulacdes
estudadas ja no primeiro tempo de avaliacdo, mostra que o pH das formulacdes
nao interferiu no inicio da anestesia. Assim, o proprio sistema de tamponamento
tecidual foi suficiente para que um namero minimo de moléculas de articaina
pudesse ficar na forma nao ionizada e assim penetrar no axdnio, podendo exercer
acao (apos o retorno do equilibrio entre as formas ndo ionizadas e ionizadas,
ligando-se esta ultima ao canal de sdédio). Resultados semelhantes foram
observados por Cereda et al. (2004 e 2006), que avaliaram formulacdes de

38



lidocaina, prilocaina e mepivacaina encapsuladas em lipossomas unilamelares e
sem aditivos, em bloqueio do nervo infraorbital.

Além da avaliagdo da eficacia anestésica em tecidos moles da regido
perioral, por meio do bloqueio do nervo infraorbital, foi também avaliada a eficacia
anestésica em tecido mole no qual foi desenvolvida resposta hipernociceptiva,
caracteristica de dor inflamatéria aguda, com sensibilizacdo dos nociceptores
(Cunha et al., 2005).

Apds o estimulo inflamatorio inicial, ocorre a liberagdo de histamina, um
dos primeiros mediadores da inflamacao, promovendo dilatacdo das arteriolas e
aumento da permeabilidade das vénulas, com extravasamento de fluido rico em
proteina para os tecidos, o que promove diminuicdo do fluxo sanguineo no local,
facilitando a ades&o de leucdcitos ao endotélio e sua migragdo ao local injuriado.
Neste local estas células atuam na eliminagdo do agente agressor e de restos de
tecido necrdtico, possibilitando o processo de reparo tecidual (Kumar et al., 2010).

A inflamacado envolve a liberacdo de uma série de mediadores,
incluindo varias citocinas, as quais sao liberadas em sequéncia, constituindo uma
cascata, de acordo com Cunha et al. (2005). A primeira citocina liberada é a TNF-
a, a qual por sua vez estimula a liberacao de IL-1B. Dependendo do tipo de agente
causador da inflamacdo e ainda da espécie animal estudada, a sequéncia de
liberacao das citocinas pode variar (Cunha et al., 2005).

Ao final dessa cascata sao liberadas as prostaglandinas e as aminas
simpatomiméticas, responsaveis pelo aumento da excitabilidade neuronal. As
alteracées neuronais ocorrem tanto no local inflamado, com sensibilizagdo dos
nociceptores, quanto em nivel central, aumentando a excitabilidade dos neurénios
do corno dorsal (Brennan et al., 2005).

A sensibilizagdo dos nociceptores leva aos fendbmenos de hiperalgesia,
na qual o individuo passa a perceber dor mais intensa a estimulos nociceptivos, e
de alodinia, na qual estimulos que normalmente ndo promovem dor passam a ser

percebidos como estimulos dolorosos (Brennan et al., 2005).
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Como nao é possivel a distincdo entre hiperalgesia e alodnia na
resposta do animal frente a aplicacdo de forca com o analgesimetro de von Frey,
Parada et al. (2003) propuseram o uso do termo hipernocicepgao.

No presente estudo, a infiltracao das formulagdes anestésicas na pata
apresentando hipernocicep¢ao resultou em anestesia em 100% dos animais no
primeiro tempo de avaliacdo, da mesma forma que no bloqueio do nervo
infraorbital. Assim, tanto o pH das formulag¢des, quanto a presenca de inflamacao
no local da injecao, n&o interferiram no inicio da anestesia, considerando o tempo
de espera para o inicio da avaliagao (5 min).

Comparando a duracdo da anestesia nestes dois experimentos,
bloqueio do nervo infraorbital (Figura 7) e infiltracdo subcutanea em ferida
cirurgica (Figura 9), observa-se que a formulagdo contendo epinefrina nao
apresentou diferenca de duracao (163 min e 150 min, respectivamente; p>0,05;
teste de Student-Neuman-Keuls), enquanto que as formulacdes lipossomais
apresentaram reducgdo significativa (140 min e 65 min, respectivamente para
articaina lipossomal multilamelar e 140min e 55min, respectivamente para
articaina lipossomal unilamelar; p<0,05, teste de Student-Neuman-Keuls). O
mesmo pode ser observado na comparacdo dos tempos em que 100% dos
animais ainda apresentavam anestesia no local avaliado (Figuras 6 e 8).

Estes resultados mostram que a agao vasoconstritora da epinefrina é
fundamental para aumentar a duracdo da anestesia no local, especialmente em
tecido inflamado, no qual o pH esta acidificado (em torno de 6,0, de acordo com
Malamed, 2005) e ha vasodilatagdo, o que pode favorecer a passagem do
anestésico local para a corrente sanguinea. Como os lipossomas nao apresentam
acao sobre os vasos sanguineos, uma vez que as moléculas de anestésico local
sdo liberadas dos mesmos, podem exercer acao vasodilatadora, aumentando sua
absorgao para a corrente sanguinea.

Especificamente nas patas inflamadas, foram observadas maior
duracao e taxa de sucesso da anestesia com a formulacao contendo epinefrina do
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que com as formulacdes de articaina encapsulada em lipossomas unilamelares e
multilamelares, as quais nao apresentaram diferenca entre si.

Embora a encapsulagdo de anestésicos, como a bupivacaina, em
lipossomas multilamelares possa aumentar o tempo de anestesia em tecidos
inflamados em relacdo a formulagdo sem aditivos, como observado por Grant et
al., 1997, quando a comparacéo é feita com uma solugéo contendo vasoconstritor,
como a epinefrina no presente estudo, a duracdo € maior com esta ultima
formulacao.

Comparacbes entre anestésicos encapsulados em lipossomas
multilamelares e formulagcbes associadas a vasoconstritor restringem-se a um
estudo (Boogaerts et al., 1994), no qual foi observada maior duracao do periodo
sem dor poés-operatéria com o bloqueio epidural feito com bupivacaina 0,5%
encapsulada em lipossoma multilamelar em comparacao com a bupivacaina 0,5%
com epinefrina 1:200.000. Entretanto, este estudo consistiu de uma avaliacao
inicial, comparando de forma ndo randomizada e sem cegamento a dor pds-
operatéria de procedimentos cirurgicos diversos (abdominal, toracico e ortopédico,
entre outros), sendo que as cirurgias variavam dentro de um mesmo grupo e entre
0s grupos, podendo implicar em dor de intensidade distinta.

Avaliando espécie e sal anestésico distintos, no presente estudo a
superioridade da formulacdo lipossomal multilamelar ndo pode ser comprovada
para a articaina no modelo de tecido inflamado (infiltracdo subcutanea na
superficie plantar submetida a incisao cirurgica e sutura).

O terceiro modelo utilizado no presente estudo avaliou a anestesia
pulpar apds bloqueio do nervo alveolar inferior. Varios estudos descrevem o uso
da corrente elétrica emitida pelo pulp tester para avaliacdo da eficicia anestésica,
pois é um método seguro e preciso para avaliar anestesia pulpar em humanos . A
auséncia de percepcao ao estimulo maximo emitido pelo aparelho é amplamente
usada como critério de anestesia pulpar (Dreven et al., 1987; Certosimo & Archer,
1996; Corbett et al., 2008; Brunetto et al., 2008; Weisleder et al., 2009; Batista da
Silva et al., 2010; Martin et al., 2011).
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Em 1999, Naftel et al. demonstraram o trajeto dos nervos que suprem
os dentes mandibulares em ratos, assim como seus tecidos periodontais. Foi a
partir desses achados que Silva et al. (2009) propuseram o modelo de bloqueio do
nervo alveolar inferior em ratos, servindo como base para este e outros estudos
(Bhering, 2010; Gayoso, 2009; Berto, 2010).

No presente estudo ndo foram observadas diferencas na laténcia entre
as formulagdes, para o bloqueio do nervo alveolar inferior, sendo obtidos valores
de 2 min, 4 min e 4min (mediana), respectivamente para as formulacées de
articaina com epinefrina, articaina lipossomal mutilamelar e articaina lipossomal
unilamelar.

Utilizando o mesmo modelo (Gayoso, 2009) e (Bhering, 2010) também
ndao encontraram diferengas na laténcia entre formulagdes lipossomais,
associadas a vasocontritor e sem aditivos. Gayoso (2009) avaliou formulacbes de
prilocaina, enquanto Bhering comparou formulagdes de ropivacaina. Nestes
estudos a concentracao lipidica dos lipossomas unilamelares foi de 5 mM (Gayoso
(2009) e 4 mM (Bhering, 2010).

Contrariamente aos resultados de Gayoso, (2009), Bhering, (2010) e
aos do presente estudo, Berto (2010) observou diferenca significativa na laténcia
entre a articaina associada a epinefrina e articaina lipossomal unilamelar (com
concentracao lipidica 4 mM). Entretanto, as médias obtidas por Berto (2010) com
estas duas formulagdes (2,2 min para a articaina associada a epinefrina e 4,7 min
para a articaina lipossomal unilamelar) ndo foram diferentes das medianas obtidas
no presente estudo (2 min e 4 min, para a articaina com epinefrina e articaina
encapsulada em lipossomas unilamelares com concentragdo lipidica 8mM).
Resultados semelhantes, dentro da mesma faixa (entre 2 e 4 minutos), foram
obtidos por (Gayoso, 2009) e (Bhering, 2010) para formulagdes de prilocaina e
ropivacaina, respectivamente.

O bloqueio do nervo alveolar inferior € uma das técnicas mais utilizadas
na Odontologia quando se quer intervir em dentes posteriores na mandibula.
Entretanto, o insucesso dessa técnica € frequente (Palti et al., 2011). Em humanos
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sao relatadas taxas de sucesso variando de 29% a 84% em dentes posteriores da
mandibula ap6s bloqueio do nervo alveolar inferior com solugdes de lidocaina 2%
e articaina 4% associadas a epinefrina 1:100.000 (Mikesell et al., 2005; Fernandez
et al, 2005; Jung et al., 2008). Diferencas na definicdo de sucesso (com base no
tempo maximo de laténcia aceitavel e tempo minimo de duracao) e variabilidade
anatdmica na posicao do forame mandibular, entre outros fatores, podem afetar o
grau de sucesso relatado (Desantis & Liebow, 1996).

No presente estudo as taxas de sucesso no bloqueio do nervo alveolar
inferior variaram de 80 a 87%, dentro da faixa observada por Bhering (2010) para
formulacdes a base de ropivacaina (80 a 90%) e proximas das obtidas por Gayoso
(2009) para formulagdées com prilocaina (50 a 70%), no mesmo modelo em ratos.

Com relacdo a duracao da anestesia foram observadas no presente
estudo médias de 35 min, 27 min e 34 min, respectivamente para a articaina com
epinefrina, articaina lipossomal multilamelar e articaina lipossomal unilamelar, sem
diferencas entre as formulagbes. Esses resultados sdo compativeis com os
obtidos por Berto (2010) que observou médias de duragédo de anestesia pulpar, no
mesmo modelo, de 39 min e 24 min, respectivamente para a articaina com
epinefrina e articaina lipossomal unilamelar, embora esta autora tenha observado
diferenca significativa entre as formulacées, com a solugcado contendo epinefrina
apresentando maior duracao que a formulagéo lipossomal.

No presente estudo n&o foram observadas diferengcas entre as
formulacdes, tanto para o sucesso, quanto para a duracdo da anestesia no
bloqueio do nervo alveolar inferior.

Em conjunto, estes resultados mostram que as formulagdes lipossomais
de articaina podem ser op¢édo de uso para anestesia pulpar e de tecido mole nao
inflamado (apenas a formulacao lipossomal multilamelar). Em tecidos submetidos
a processo inflamatério a solucdo contendo epinefrina mostra-se mais eficaz,
proporcionando maior duragéo e taxa de sucesso da anestesia.

Atualmente, entretanto, a maior estabilidade das formulagbes
comerciais contendo epinefrina, com tempo de estocagem minimo de 12 meses
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(Ramacciato, 2003), em comparacao ao observado para formulacdes lipossomais
(1 més, de acordo com Cereda et al, 2008), pode ainda limitar o uso destas
formulagdes. O processo de esterilizacdo dessas formulagdes ainda precisa ser
melhorado para uso em escala industrial (de Paula et al., 2010).

A articaina, por sua féormula estrutural peculiar, diferente dos demais
anestésicos, ainda deve ser alvo de estudos futuros associada a outros sistemas

de liberagédo de drogas, como polimeros, por exemplo.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

o Nos modelos experimentais sem inflamacdo a eficacia anestésica das
suspensdes lipossomais n&o diferiu da observada com a solugdo contendo
epinefrina (com excec¢do da suspensdo lipossomal unilamelar que apresentou
menor eficacia que a solugdo de articaina com epinefrina no bloqueio do nervo
infraorbital). Desta forma, estas suspensdes poderiam ser uma op¢cao ao uso da

solugéo contendo epinefrina.

o No modelo de infiliracdo subcutanea em ferida cirargica, no qual havia
presenca de inflamacao e hiperalgesia, a solugdo contendo epinefrina foi mais
potente em aumentar a duracdo e taxa de sucesso da anestesia que as

formulagdes lipossomais.
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ANEXO 1 — Aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNICAMP
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1938-1, sobre "Eficacia anestésica das
preparacdes lipossomais uni e multilamelar de articaina, em blogueio dos
nervos infraorbital e alveolar inferior e em ferida cirdrgica, em ratos", sob a

responsabilidade de Profa. Dra. Maria Cristina Volpato / Camila Batista da
Silva, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp
em 03 de setembro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1938-1, entitled "Anesthetic efficacy of uni and

multilamelar liposomal artcaine formulations in__infraorbital and inferior

alveolar nerve blocks and surgical wound, in rats"”, is in agreement with the
Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College for

Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on September 3, 2008.

Campifias, 03 de setembro de 2009.
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