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RESUMO

O presente estudo avaliou a eficacia anestésica das formulagdes:
prilocaina 3% encapsulada em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV, concentragéo
lipidica 4mM), prilocaina 3% encapsulada em lipossomas multilamelares (Prilo-
MLV, concentracao lipidica 8mM) e prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL
(Prilo-Feli), em trés modelos, blogueio do nervo infraorbital (BNIO), bloqueio do
nervo alveolar inferior (BNAI) e infiltracdo subcutanea em ferida cirtrgica (ISFC).
Foram usadas como controle formulag¢des lipossomais unilamelar e multilamelar
sem anestésico e solucdo de NaCl 0,9%. No BNIO e BNAI as formulacées
anestésicas foram injetadas do lado direito e os controles no esquerdo. Para o
BNIO, 30 ratos (10 animais/grupo) receberam 0,1 mL de uma das formulagdes
proximo ao forame infraorbital. Foi avaliada a duragdo da anestesia por
pincamento do labio superior, a cada 5 minutos. Para o BNAI 45 ratos (15
animais/grupo) receberam 0,2 mL das formulagbes préximo ao forame mandibular.
Foram avaliados sucesso, laténcia e duragdo da anestesia pulpar com estimulo
elétrico (“pulp tester”). Para a ISFC 36 ratos (6 animais/grupo) foram submetidos a
incisdo na pata traseira direita e 24 horas apds, receberam 0,1 mL das
formulacbes nas duas patas traseiras (com e sem incisdo); a anestesia foi
avaliada pelo analgesimetro de von Frey. Os resultados foram submetidos aos
testes de Log-Rank, Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls e Friedman (a= 5%).
No BNIO, a Prilo-Feli proporcionou duracdo de anestesia maior que a Prilo-LUV
(p<0,05); Prilo-MLV nao diferiu das demais (p>0,05). A Prilo-Feli proporcionou
maior sucesso de anestesia (p<0,05) que a Prilo-LUV e Prilo-MLV, sem diferenca
entre estas (p>0,05). Para o BNAI Prilo-Feli proporcionou maior sucesso e
duracdo de anestesia que as formulagdes lipossomais (p<0,05); Prilo-MLV
apresentou maior sucesso de anestesia que Prilo-LUV (p<0,05), mas néo diferiu
desta com relacdao a duragdo da anestesia (p>0,05). Nao houve diferencas entre
formulacbes com relagdo a laténcia (p>0,05). Para a ISFC, nas patas com
hipernocicepc¢ao Prilo-Feli proporcionou maior duracéo de anestesia que Prilo-LUV



e Prilo-MLV (p<0,05), sem diferenca entre estas (p>0,05); nas patas sem
hipernocicep¢cdo ndo houve diferencas entre as formulagdes (p>0,05). Com
relacdo ao sucesso da anestesia, em ambas as condicdes, com e sem
hipernocicepgao, Prilo-Feli mostrou maior sucesso que Prilo-LUV e Prilo-MLV
(p<0,05), sem diferenca entre estas (p>0,05). Conclui-se que a encapsulacao da
prilocaina em lipossomas unilamelares e multilamelares resultou em menor
eficacia anestésica em comparagéo a solugcdo de prilocaina com felipressina nos
modelos avaliados.

Palavras-chave: Lipossomas, Pr , Hipernocicepcgao
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ABSTRACT

The present study assessed the anesthetic efficacy of the following
formulations: 3% prilocaine with 0.03 UI/mL felypressin (Prilo-Fely), 3% prilocaine
encapsulated in unillamellar liposomes (Prilo-LUV, 4 mM lipid concentration) and
3% prilocaine encapsulated in multilamelar liposomes (Prilo-MLV, 8 mM lipid
concentration) in three models, in rats: infraorbital nerve block (IONB), inferior
alveolar nerve block (IANB), and subcutaneous infiltration in surgical wound
(SISW). The following were used as controls: unillamelar liposomal suspension,
multillamelar liposomal suspension and 0.9% NaCl solution. For IONB and IANB
the anesthetic formulations were injected in the right side and the respective
controls in the left side. For IONB, 30 rats (10 animals per group) received 0.1mL
of the anesthetic formulations near the infraorbital foramen. The duration of
anesthesia was assessed by upper lip pinching every 5 minutes. For IANB, 45 rats
(15 animals per group) received 0.2mL of the anesthetic formulations near the right
mandibular foramen. The success, onset and duration of pulpal anesthesia were
assessed by electric pulp tester. For SISW, 36 animals (6 animals per group) were
submitted to incision in the right hind paw and 24h after they received 0.1mL of the
formulations in both hind paws (with and without incision). Anesthesia was
evaluated with von Frey anesthesiometer. Data were submitted to Log-Rank,
Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls and Friedman tests (o= 5%). For IONB
Prilo-Fely presented longer anesthesia duration than Prilo-LUV (p<0.05); Prilo-MLV
did not differ from the others (p>0.05). Prilo-Fely promoted higher anesthesia
success (p<0.05) than Prilo-LUV and Prilo-MLV, with no difference between these
two formulations (p>0.05). For IANB Prilo-Fely provided higher success and
duration of anesthesia than the liposomal formulations (p<0.05); Prilo-MLV
presented higher anesthesia success than Prilo-LUV (p<0.05), but did not differ
from the latter concerning anesthesia duration (p>0.05). No differences among the
formulations were observed for BNAI anesthesia onset (p>0.05). For SISW in the
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hypernociceptive paws, Prilo-Fely provided longer anesthesia duration than Prilo-
LUV and Prilo-MLV (p<0.05), with no difference between these two formulations
(p>0.05); in the non hypernociceptive paws no differences were observed among
the formulations (p>0.05). In both conditions, with and without hypernociception,
Prilo-Fely presented higher anesthesia success (p<0.05) than Prilo-LUV e Prilo-
MLV, whith no difference between these two formulations (p>0.05). It can be
concluded that the encapsulation of prilocaine in unillamelar and multillamelar
liposomes provided lower anesthetic efficacy when compared to prilocaine with
feypressin in the evaluated models.

Key Words: Liposomes, Prilocaine, Local anesthetics, Hypernociception.
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LISTA DE ABREVIATURAS

BNIO - Blogueio do nervo infraorbital

BNAI - Bloqueio do nervo alveolar inferior

ISFC - Infiltracdo subcutanea em ferida cirurgica

Prilo-MLV - Prilocaina 3% encapsulada em lipossomas

multilamelares

Prilo-LUV - Prilocaina 3% encapsulada em lipossomas
unilamelares

Prilo-Feli - Prilocaina 3% associada a felipressina 0,03 Ul/mL

NaCl - Cloreto de sédio
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1 INTRODUGAO

O controle da dor durante a realizacao de procedimentos e no pés-
operatério, em medicina e odontologia, constitui um importante campo de
estudo na area de anestesiologia. Apesar dos avangos conseguidos em mais
de 120 anos, desde a descoberta das propriedades da cocaina em promover
anestesia local, ainda ha um longo caminho a ser percorrido para obtencao de
anestésicos mais eficazes e com baixo potencial de toxicidade (Friedman &
Friedland, 2006; Rang & Dale, 2007).

agentes vasoconstritores para permitir mai (Jansson,
2008; Malamed, 2005). O aumento da duracao da anestesia, por sua vez, faz
com que menores volumes de anestésico sejam necessarios, diminuindo

assim o risco de toxicidade ao paciente (Volpato & Ranali, 2011).

utilizado na odontologia, por apresentar baixa atividade vasodilatadora (50%
menor que a lidocaina), pode ser usada sem adicdo de vasoconstritores ou
associada a epinefrina em baixa concentracdao (1:200.000), ou ainda a
felipressina, um vasoconstritor derivado da vasopressina, com menor poténcia
vasoconstritora do que as aminas simpatomiméticas. Quando associada a
epinefrina ou sem vasoconstritores, a prilocaina € utilizada na concentracao
de 4%, enquanto na associacdo com felipressina a concentracdo é de 3%
(Malamed, 2005). Apenas a formulacdo contendo felipressina é disponivel
comercialmente no Brasil (Andrade, 2006; Ramacciato et al., 2010).

Embora a incidéncia de toxicidade decorrente do uso de
anestésicos locais seja rara, especialmente em odontologia, devido as baixas
doses utilizadas, sua ocorréncia é possivel (Volpato & Ranali, 2011).



Visando o aumento da eficacia anestésica e diminuicdo da
toxicidade de farmacos, varios sistemas de liberacdo controlada tém sido
pesquisados, como biopolimeros, ciclodextrinas e lipossomas. Estes ultimos
séo vesiculas compostas por uma ou mais bicamadas de fosfolipideos, que
circundam o interior aquoso, podendo assim encapsular tanto moléculas
hidrofilicas, quanto hidrofébicas (Grant & Bansinath, 2001). Por apresentarem
constituicdo semelhante a das membranas biolégicas sdo biocompativeis,
atraindo o interesse no uso dos mesmos (Malinovsky et al., 1997; Cereda et
al., 2008).

Varios farmacos, como medicamentos para tratamento de céancer,
antivirais e antifungicos tem sido comercializados nos Estados Unidos da
América, tendo lipossomas como carreadores (Stuart et al., 2000; Law et al.,
2000; Kotwani et al., 2002).

Tem sido demonstrado em modelos animais e em humanos que a
encapsulacédo de anestésicos locais pode aumentar a duragdo da anestesia e
também diminuir a toxicidade dos mesmos, quando comparados as
respectivas solu¢des sem aditivos (Boogaerts et al., 1995; Cereda et al., 2004;
Grant et al., 2004; Cereda et al., 2006; Davidson et al., 2010; Toéfoli et al.,
2011)

Entretanto, a encapsulacdo de anestésicos locais em lipossomas
unilamelares (com concentracdo lipidica 4 mM) ndo promove eficacia
anestésica equivalente aquela conseguida com solucbes contendo
vasoconstritores (Wiziack Zago et al., 2011; Franz-Montan et al., 2011). Por
outro lado, foi observado que a encapsulacao da bupivacaina em lipossomas
multilamelares foi eficaz em aumentar a duracdo da anestesia, em
comparagao com a solugdo contendo epinefrina, para controle da dor pos-
cirurgica, em dor crénica e dor decorrente de cancer (Boogaerts et al., 1994;
Lafont et al., 1994; Lafont et al., 1996). De acordo com Grant & Bansinath

(2001), lipossomas com varias bicamadas tendem a liberar o farmaco mais



lentamente do que lipossomas unilamelares, podendo assim promover maior
duracao do efeito.

A partir desses achados, o presente trabalho teve como objetivo
avaliar a eficacia anestésica de duas formulagbes de prilocaina, encapsulada
em lipossomas unilamelares e em lipossomas multilamelares, comparada com
a solucao de prilocaina com felipressina, em trés modelos experimentais, em
ratos: bloqueio do nervo infraorbital, bloqueio do nervo alveolar inferior e

infiltracao subcutanea em ferida cirurgica.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Anestésicos locais

O termo anestesia (do grepo “an” - privagao, “aisthesis” - sensacao)
significa “sem capacidade de sentir’ (Fortes & Pacheco, 1968). A anestesia
local pode ser definida como a falta de sensibilidade, especialmente tatil e
dolorosa (Fortes & Pacheco, 1968), em uma regido circunscrita do corpo,
decorrente da inibicdo da conducao nervosa. Pode ser conseguida por varios
métodos, sendo os anestésicos locais 0s agentes mais empregados para esta
finalidade (Malamed, 2005).

Atualmente, 0 mecanismo de acao mais aceito para o bloqueio da
conducgao nervosa pelos anestésicos locais é a “teoria do receptor especifico”,
a qual propbe que os anestésicos locais, na forma catiénica, se ligam em
sitios especificos da por¢cao axoplasmatica dos canais de sdédio (Strichartz &
Ritchie, 1987, apud Malamed, 2005).

Por seu carater basico, baixa solubilidade em agua e instabilidade
ao serem expostos ao ar, 0os anestésicos locais sdo comercializados como
sais (cloridrato) dissolvidos em agua ou soro fisiolégico. Nessa solugdo sao
encontradas, de forma simultdnea, moléculas com e sem carga (ionizadas e
nao ionizadas). Apenas a forma nado ionizada é capaz de atravessar a
membrana axoplasmatica e penetrar no axoplasma. Uma vez no interior do
axoénio, volta a ser reestabelecido o equilibrio entre as formas ionizada e néao
ionizada, sendo que apenas a forma ionizada é que se liga na porgao interna
dos canais de sodio, impedindo a passagem deste ion, estabelecendo assim o
bloqueio da conducao nervosa (de Jong, 1994; Malamed, 2005).

A descoberta da capacidade de bloqueio da conducéo nervosa pela

coocaina foi um marco na medicina € na odontologia, pois embora ndo sendo



o agente ideal, permitiu o desenvolvimento de varios outros, mais eficazes e
seguros (Friedman & Friedland, 2006).

Em sequéncia ao uso da cocaina e de varios derivados do mesmo
grupo (ésteres), como a procaina, tetracaina, cloroprocaina e benzocaina,
surgiram as amidas, com menor potencial alergénico, sendo a lidocaina o
primeiro deste grupo a ser comercializado, a partir de 1948 (de Jong, 1994) e,
ainda hoje tido como anestésico local padrdao de comparagcdo (Malamed,
2005). Apos a sintese da lidocaina, outras amidas foram sintetizadas, como a
prilocaina (em 1953), mepivacaina, bupivacaina (em 1957) e articaina (em
1969).

A excecdo da cocaina (e possivelmente da ropivacaina, embora
esta ainda seja motivo de controvérsia), todos o0s anestésicos locais
apresentam acao vasodilatadora (Cederholm et al., 1992; Nakamura et al.,
1993; Gherardini et al., 1995; Burke et al., 2000; Malamed, 2005; Wienzek et
al., 2007; Keramidas & Rodopoulou, 2007; Jansson, 2008).

Devido as suas propriedades vasodilatadoras, os anestésicos locais
sdo frequentemente associados a vasoconstritores para obtencdo de maior
duracdo durante o procedimento anestésico. O aumento na duracdo da
anestesia permite uso de menores doses, diminuindo também a probabilidade

de superdosagem e reagdes toxicas (Volpato & Ranali, 2011).

Além do aumento da duracdo da anestesia, os vasoconstritores
também promovem o controle da hemostasia, melhorando a visualizacao do
campo operatorio, facilitando assim a realizagdo do procedimento cirurgico
(Naftalin & Yagiela, 2002). Especificamente em odontologia, sao utilizados
dois tipos de vasoconstritores, as aminas simpatomiméticas (epinefrina,
norepinefrina, corbadrina e fenilefrina) e derivados da vasopressina
(felipressina) (Ramacciato et al., 2010).



2.2 Prilocaina

Um dos anestésicos locais mais comumente empregados no
mercado brasileiro (Andrade, 2006), a prilocaina (também conhecida como
propitocaina) foi sintetizada em 1953 por Lofgren e Tegnér e comercializada
nos Estados Unidos a partir de 1965 apds a aprovacao pela Food and Drug
Administration (Malamed, 2005). Comparada ao anestésico local padrao, a
lidocaina, apresenta capacidade vasodilatadora 50% menor e toxicidade 40%
menor (Akerman et al., 1966; Malamed, 2005).

Sua estrutura quimica é N-2-fenil-metil-2-propilamino-propiamida,
apresentando pKa de 7,9, ligacdo a proteinas plasmaticas de 55% e
solubilidade aproximada em lipideos de 1,5 (Malamed, 2005). Por ser uma
amina secundaria (ao contrario da lidocaina e mepivacaina, que sdo aminas
terciarias), ndo precisa ser previamente desalquilada, sendo prontamente
hidrolisada pelas amidases hepaticas em ortotoluidina e N-propilalanina; o
produto final da biotransformacao é o diéxido de carbono (de Jong, 1994).
Além do figado, outros locais também podem, em menor grau, contribuir para
a biotransformacéo da prilocaina, como os pulmées e os rins (Akerman et al.,
1966). A eficiéncia da biotransformacao da prilocaina pode ser comprovada
pela pequena fracdo de droga intacta excretada na urina (de Jong, 1994).

A prilocaina € comercializada na concentracdo de 4% sem
vasoconstritor ou associada a epinefrina 1:200.000 em varios paises da
Europa, nos EUA, no Canada e outros paises. No Brasil estd disponivel
apenas na concentracdo de 3% associada a felipressina 0,03Ul/mL
(Ramacciato et al., 2010).

A dose maxima de prilocaina recomendada por sessdao de
atendimento, para uso odontolégico, é de 6 mg/kg, ndo devendo ultrapassar
400 mg (Malamed, 2005). Quando em dose superior a recomendada, ou ainda



em pacientes com dificuldade de oxigenagcdo (alteragcdes hematoldgicas,
insuficiéncia respiratéria ou insuficiéncia cardiaca congestiva), pode causar
metemoglobinemia, condigdo na qual ha aumento da quantidade de
metemoglobina circulante, com prejuizo a oxigenagao (Malamed 2005).

2.3 Sistemas de liberagao controlada de medicamentos - lipossomas

Nos ultimos anos tem crescido o interesse por formas de liberacao
controlada de medicamentos que permitam o aumento da duragéo do efeito e
diminuicdo da toxicidade, especialmente em bloqueios anestésicos na area

médica.

Dentre as formas de liberacdo controlada de medicamentos
atualmente em estudo destacam-se as ciclodextrinas, as nanocapsulas e os
lipossomas. Estes ultimos tem se destacado, havendo varias formulagbes
disponiveis para uso comercial com este tipo de encapsulagcado, dentre os
quais se destacam o anestésico topico o LMX 4® (lidocaina a 4%, creme em
veiculo lipossomal), comercializado nos EUA (de Araljo et al., 2003), o
antifingico anfotericina B (Ambisome®) e o quimioterapico doxorrubicina
(Caelyx®), registrados na ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2012).

Os lipossomas consistem de esferas microscopicas formadas por
uma ou mais bicamadas lipidicas, constituindo os lipossomas uni e
multilamelares. A composicao das bicamadas, semelhante a das membranas
bioldgicas, faz com que esses carreadores apresentem baixa toxicidade
intrinseca (alergenicidade e capacidade de promover lesbdes histolégicas)
(Malinovsky et al., 1997). O uso de anestésicos locais encapsulados nestas
esferas tem como vantagens a liberagdo lenta do farmaco, prolongando a
duracdo da anestesia, reduzindo assim a toxicidade para os sistemas



cardiovascular e nervoso central (Boogaerts et al., 1993a; Bucalo et al., 1998;
Gayoso, 2009; Berto, 2010).

O tamanho dos lipossomas pode variar consideravelmente, de 50
nm a 1000 nm (Banerjee, 2001; Grant, 2002). Este é um fator importante, pois
pode afetar a biodistribuicao; lipossomas grandes tendem a permanecer por
mais tempo no local onde foram injetados, podendo promover efeito mais
prolongado, enquanto que lipossomas menores que 120 nm atravessam
rapidamente os capilares (Grant & Bansinath, 2001).

Estudos recentes em animais mostraram resultados positivos com a
encapsulacdo de prilocaina e mepivacaina em lipossomas unilamelares
grandes de 400 nm (de Araujo et al., 2004; Cereda et al., 2006), quando
comparados com as formulagées sem aditivos. No modelo de bloqueio do
nervo infraorbital em ratos, Cereda et al. (2006) obtiveram aumento do efeito
anestésico de 56% e 30%, respectivamente para a prilocaina 2% e para a
mepivacaina 2%, nesse tipo de encapsulacdo, quando comparadas as

formulagbes sem aditivos.

Entretanto, apesar de proporcionar aumento da duracdo da
anestesia, a encapsulacdo em lipossomas unilamelares ndo aumenta a
duragdo quando comparada a formulagdo de anestésico associado a
vasoconstritor, como observado por Cereda et al. (2004). Estes autores nao
observaram diferenga quando eram comparadas as formulagdes de prilocaina
encapsulada em lipossomas unilamelares e prilocaina com felipressina, em

bloqueio do nervo infraorbital em ratos.

Para a articaina (nas concentracbes de 3% e 4%) a encapsulagéao
em lipossomas unilamelares promoveu menor duracdo de anestesia no
blogueio dos nervos infraorbital e alveolar inferior, em ratos, em comparacao a
articaina 4% com epinefrina 1:100.000, embora tenham aumentado a durag¢éo
em comparacao a articaina (3 % e 4%) sem aditivos (Berto, 2010).



Em humanos, trés estudos também mostraram resultados
semelhantes. Franz Montan et al. (2011) observaram menor duracdo de
anestesia pulpar no canino superior com a ropivacaina encapsulada em
lipossomas unilamelares em comparagcdo a ropivacaina associada a

epinefrina, apos a realizacao de técnica anestésica infiltrativa na maxila.

Wiziack Zago et al. (2011), utilizando o mesmo modelo
experimental em humanos relataram maior duragdo de anestesia da prilocaina
3% associada a felipressina em comparacao as formulagées de prilocaina 3%
encapsulada em lipossomas unilamelares e prilocaina 3% sem adtivos, ndo
sendo observadas diferencas na eficacia anestésica destas duas ultimas

formulacoes.

Na avaliacdo de formulacbes de mepivacaina, Téfoli et al. (2011)
observaram aumento da duracdo da anestesia com a formulacdo de
mepivacaina 3% encapsulada em lipossomas unilamelares em relacao a
formulacdo de mepivacaina 3% sem aditivos e de mepivacaina 2%
encapsulada em lipossomas unilamelares, sem diferenga entre estas duas
Ultimas formulagdes. Porém, da mesma forma que os estudos anteriores,
também estes autores obtiveram maior duragdo de anestesia com a solucao

de mepivcaina 2% associada a epinefrina do que com as formulacoes

lipossomais unilamelares.

Outras publicacées tém relatado que lipossomas multilamelares
podem promover aumento da duracdo da anestesia da bupivacaina quando
essas formulacbes sdo comparadas a solucées de bupivacaina contendo
epinefrina. Assim, Boogaerts et al. (1994) relataram aumento da duracé&o do
efeito anestésico com suspensao lipossomal multilamelar de bupivacaina
0,5% em comparacdo com a solucao de bupivacaina 0,5% com epinefrina,
quando essas formulagbes eram utilizadas em infiltracdo epidural para
controle da dor pds-cirargica (em cirurgias abdominais, vascular, toracica,

ortopédica e uroldégica). Da mesma forma, Lafont et al. (1996) observaram



aumento do tempo de remissao da dor em paciente com cancer de pulméo, de
4 horas para 11 horas, respectivamente com as formulagdes de bupivacaina
0,25% com epinefrina 1:200.000 e bupivacaina 0,25% encapsulada em

lipossomas multilamelares, administradas via cateter epidural.

Conforme relatado por Grant & Bansinath (2001), o aumento do
nuamero de bicamadas pode aumentar o tempo de permanéncia do lipossoma
no tecido, promovendo liberagdo mais lenta do farmaco e aumento da duracao
de seu efeito. N&o ha, até o momento, publicacdes a respeito da eficacia

anestésica da prilocaina encapsulada em lipossomas multilamelares.

2.4 Modelos de estudo de eficacia anestésica em ratos
2.4.1 Bloqueio do nervo infraorbital

Este modelo de estudo permite a avaliagdo da anestesia em tecidos
moles na regido orofacial (l4bio superior). Tanto no rato, quanto no ser
humano, o nervo infraorbital emerge do forame infraorbital, o qual situa-se no
osso maxilar, logo abaixo da 6rbita, entre os dentes molares e incisivos, em
ambos os lados. O nervo infraorbital inerva o labio superior e pele desta regido
(Fink et al., 1975; Abe et al., 1989).

O bloqueio anestésico do nervo infraorbital foi descrito em 1975, por
Fink et al., os quais concluiram que esse modelo era adequado para a
comparacao da eficacia de solucbes anestésicas. Consiste basicamente na
palpacdo do forame e introdugdo de uma agulha até o mesmo, onde é
depositado o volume de 0,1ml de solucdo anestésica. Apds a injecéao, a
anestesia é avaliada por pingamento do labio no lado em que foi injetada a
solucdo anestésica e observacdo da reacdo do animal. A auséncia de
resposta aversiva (movimentacao do animal e vocalizagao) indica que o labio

esta anestesiado.
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Posteriormente a esta publicacéo, outros estudos foram conduzidos
no mesmo modelo para comparar a duracdo da anestesia de diversas
formulagbes, como lidocaina 2%, prilocaina 2%, bupivacaina 0,5% e
etidocaina 0,5% associadas a dextranos (Hassan et al., 1985a,b) e lidocaina a
2% comparada a bupivacaina 0,25% (Abe et al., 1989).

Desde entdo, esse modelo de avaliacdo da eficacia anestésica em
tecido mole tem sido usado de forma consistente, sendo de simples avaliagéo,
permitindo obtencado de resultados altamente reprodutiveis (Cereda et al.,
2004, Cereda et al., 2006; de Araujo et al., 2008; Berto, 2010).

2.4.2 Bloqueio do nervo alveolar inferior

Em 1999 Naftel et al. descreveram a inervacdao da mandibula
(dentes e tecidos periodontais) em ratos, desde o periodo intra-uterino até o
90° dia ap6s o nascimento. A partir desta descricdo, Silva et al. (2009)
desenvolveram uma técnica para bloqueio do nervo alveolar inferior,
permitindo assim o estudo da eficacia de solu¢des anestésicas na polpa

dental.

Esta técnica consiste na introducéo de 11 a 13 mm de uma agulha
13 x 4,5 mm pela face medial do ramo mandibular, na regidao do angulo da
mandibula, em direcao ao forame mandibular, formando um angulo de 30° a
452 com a base da mandibula. Com esta técnica a ponta do bisel da agulha
fica préxima ao forame mandibular, onde é injetada a solugdo anestésica, no
volume de 0,2 mL (Silva et al., 2009; Gayoso, 2009; Berto, 2010).

Previamente a injecdo do anestésico os animais sao submetidos a
fixacdo de fios de cobre aos molares mandibulares de ambos os lados, o que
permite a aplicagdo de estimulo elétrico para avaliagdo da sensibilidade basal
do animal e, posteriormente, para a avaliagdo da anestesia. A auséncia de
resposta aversiva do animal (movimentacdo da cabeca, das vibricas e
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vocalizacdo) ao estimulo elétrico no lado em que € injetada a solugéao
anestésica indica que o nervo foi bloqueado. O lado ndo anestesiado serve de
controle para avaliar o funcionamento do aparelho emissor de impulsos
elétricos (“pulp tester”), bem como a responsividade do animal (Berto, 2010;
Bhering, 2010).

A avaliacdo da eficacia anestésica com a aplicacdo de estimulos
elétricos também é realizada em estudos em humanos, sendo amplamente
aceita (Brunetto et al., 2008; Kanaa et al., 2009; Batista da Silva et al., 2010;
Meechan et al., 2011; Franz-Montan et al., 2011; Zago, 2011; Tofoli et al.,
2011).

2.4.3 Infiltragdao subcutdnea em ferida cirdrgica

O modelo de desenvolvimento de hiperalgesia apds realizagdo de
ferida cirurgica foi descrito inicialmente por Vandermeulen et al. (1994) e

Brennan et al. (1996) e posteriormente modificado por Grant et al. (1997).

Neste modelo é possivel avaliar a sensibilidade do animal a
estimulos pressoricos com aplicagdo de filamentos de von Frey na pata do
animal, na qual foi desenvolvida hiperalgesia apds a realizacdo de uma ferida
cirurgica na superficie plantar. Na pata com hiperalgesia observa-se
diminuigéo do limiar (valor de pressédo) no qual o animal retira a pata da fonte
de estimulo (resposta de retirada da pata). Esse modelo é interessante, pois
permite a avaliacdo do efeito de anestésicos locais, analgésicos e anti-
inflamatérios na resposta de tecidos inflamados a estimulo pressérico (Grant
et al.,, 1997; Brennan et al., 2005).

Em 1997 Grant et al. fizeram algumas alteragcbes no modelo
proposto por Vandermeulen et al. (1994) e Brennan et al. (1996),
estabelecendo o intervalo de forgca de 0,0073 N até 0,456 N. Esta forca
maxima foi estabelecida, pois a aplicacdo de forgca maior é suficiente para
promover a elevacao da pata do animal em qualquer situagdo, na presencga ou
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auséncia de processo inflamatério (hiperalgesia). Também foi estabelecido
neste estudo o valor minimo de 20% na reducao do limiar de retirada da pata
apos a realizacado da ferida cirurgica para que a mesma seja considerada
como hiperalgésica.

Neste estudo Grant et al. (1997) compararam a duragcado da
anestesia ap6s infiltracdo de formulacées de bupivacaina encapsulada em
lipossomas multilamelares e bupivacaina sem aditivos ao lado da ferida
cirurgica. Observaram que a encapsulacdo em lipossomas aumentou a
duracdo da anestesia nas patas submetidas a hiperalgesia mostrando a
eficacia deste tipo de formulacdo, mesmo em condicao de inflamacao, na qual

ha diminuicdo do limiar de sensibilidade.

Como a avaliagéo da hiperalgesia com o analgesimetro de von Frey
em ratos nao permite a diferenciacao entre alodinia (definida como sensacéao
dolorosa causada por estimulo que normalmente nado evoca dor) e
hiperalgesia (definida como sensag&o dolorosa aumentada a estimulo que
causa dor), Parada et al. (2003) propuseram que essa percepgao seja referida
como hipernocicepgao.
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3 PROPOSIGAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia anestésica da
prilocaina a 3% encapsulada em lipossomas multilamelares e em lipossomas
unilamelares, em comparagcdo com a solugdo anestésica comercial de
prilocaina 3% com felipressina 0,03 Ul/mL, em trés modelos experimentais,
em ratos: bloqueio do nervo infraorbital, bloqueio do nervo alveolar inferior e
infiltracdo subcutanea em ferida cirurgica, os quais avaliam, respectivamente,
anestesia de tecidos moles da regido orofacial, anestesia pulpar e anestesia

em tecidos inflamados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica em Experimentagdo
Animal da Universidade Estadual de Campinas (CEEA/Unicamp) sob o
protocolo de numero 1937-1 (Anexo 1).

Foram utilizados 111 ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
adultos, machos, com peso aproximado de 300 g, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagéo Biolgica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratério da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP), os
quais foram mantidos no Biotério da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
em ambiente com temperatura e umidade controlada (x 22° C), ciclos claro-
escuro estabelecidos (a cada 12 horas) e com agua e comida ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos distintos para

os trés experimentos.

4.2 Delineamento experimental

Neste trabalho foram utilizados trés modelos experimentais, em
ratos: blogueio do nervo infraorbital (BNIO), bloqueio do nervo alveolar inferior
(BNAI) e infiltracdo subcutédnea em ferida cirurgica (ISFC), para avaliacao da
eficacia anestésica das seguintes formulagées:

a) prilocaina 3% encapsulada em lipossomas multilamelares —
Prilo-MLV;

b) prilocaina 3% encapsulada em lipossomas unilamelares —
Prilo-LUV;

c) prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL — Prilo-Feli.
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O delineamento dos trés modelos

fluxograma da figura 1.

[ 1717 o |
111 ratos

Bloqueio do Nervo
Infraorbital (BNIO)

30ratos— 3 grupos —10
ratos por grupo

|_|

de estudo

7

€ mostrado no

L -2 |

Blogueio do Nervo
Alveolar Inferior (BNAI)

45 ratos— 3 grupos - 15
ratos por grupo

Infiltragdo subcutanea em ferida

cirargica (ISFC)

36 animais—6 grupos - 6 ratos por

grupo

Lado direito

*Prilocaina 3% encapsulada em
lipossomas multilamelares (PRILO-MLV);
*Prilocaina 3% encapsulada em
lipossomas unilamelares (PRILO-LUV;
*Prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL
(Prilo-Feli).

Lado esquerdo (Controle)

*Solugdo de NacCl, 0,9%;

*Suspensdo lipossomal multilamelar, sem
anestésico local;

*Suspensdo lipossomal unilamelar, sem
anestésico local.

Lado direito

*Prilocaina 3% encapsulada em
lipossomas multilamelares (PRILO-MLV);
*Prilocaina 3% encapsulada em
lipossomas unilamelares (PRILO-LUV;
*Prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL
(Prilo-Feli).

Lado esquerdo (Controle)

*Solugdo de NaCl, 0,9%;

*Suspensdo lipossomal multilamelar, sem
anestésico local;

*Suspensdo lipossomal unilamelar, sem
anestésico local.

Pata traseira direita — (incisdo e sutura —
hipernocicepgao)

*Prilocaina 3% encapsulada em
lipossomas multilamelares (PRILO-MLV);
*Prilocaina 3% encapsulada em
lipossomas unilamelares (PRILO-LUV;
*Prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL
(Prilo-Feli).

*Solugdo de NacCl, 0,9%;

*Suspensdo lipossomal multilamelar, sem
anestésico local;

*Suspensdo lipossomal unilamelar, sem
anestésico local.

Pata traseira esquerda —sem
hipernocicepgao

Mesmas formulagdes as quais a pata
direita foi submetida.

Figura 1 - Delineamento experimental dos trés modelos de estudo utilizados para avaliar a
eficacia anestésica de formulagdes de prilocaina.

4.3 Material

Foram utilizadas as seguintes formulagdes: solugdo comercial de

prilocaina 3% com felipressina 0,03 Ul/mL (Citocaina® — Cristalia Produtos

Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil), suspensao lipossomal

unilamelar de prilocaina a 3%, suspensado lipossomal multilamelar de

prilocaina a 3%,

suspensao

lipossomal

multilamelar

sem anestésico,

suspensao lipossomal unilamelar sem anestésico e solucdo de cloreto de

sodio 0,9% (Equiplex Ind. Farm., Brasil).
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A preparacao das formulagdes lipossomais esta descrita no item
4.4. para o preparo destas formulagbes foram utilizados: cloridrato de
prilocaina (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, ltapira, SP,
Brasil), acetato de a-tocoferol, fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma
Chem. Co.) e tampao HEPES 20 mM com NaCl 0,9% (Q-biogene).

Para a anestesia geral dos animais foram utilizados quetamina
(Dopalen®) e xilazina (Rompun®) e isofluorano (Isofluorine®, Cristalia Produtos
Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil); para a sedacao foi
utilizado tiopental sédico (Thiopentax® injetavel 1 g sem diluente, Cristalia® —
Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, ltapira, SP, Brasil).

Para a administracdo das formulacdes de estudo foram utilizadas
agulhas descartaveis 13 X 4,5 (BD PrecisonGlide® - 26 G, Becton Dickinson
Ind. Cirurgicas Ltda, Curitiba, PR, Brasil), acopladas a seringas centesimais de
1 mL (BD®). Para a injecdo dos anestésicos gerais foram utilizadas agulhas
descartaveis 25 X 7 (BD PrecisonGlide® - 22 G, Becton Dickinson Ind.
Cirargicas Ltda, Curitiba, PR, Brasil).

Além deste material, no bloqueio do nervo infraorbital foi utilizada
pinga dente de rato. No bloqueio do nervo alveolar inferior foram utilizados fios
de cobre desencapados nas duas extremidades, pinca clinica para algodao,
gaze estéril, algoddo, mesa cirdrgica para ratos, solugdo a base de acido
fosférico a 37% em forma de gel (MAGIC ACID Gel, Vigodente®), adesivo
fotopolimerizavel (MAGIC BOND, Vigodente®), pincel com cerdas macias,
micro-aplicador descartavel (Microbrush®, Vigodent SA Industria e Comércio,
Rio de Janeiro, RJ, Brasil), resina composta fotopolimerizavel (Charis.ma®
seringa, Haraeus Holding, Hanau, Alemanha), espatula para resina composta,
aparelho fotopolimerizador (Gnatus®), mesa operatéria especial para insercao
dos fios na cavidade oral do animal e manutencdo da abertura bucal e “pulp
tester” elétrico Vitality Scanner modelo 2006 (Analytic Technology, Redmond,
EUA).
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No experimento de infiltracdo subcutédnea em ferida cirurgica foram
utilizados lamina de bisturi descartavel n. 10 (Solidor®, Suzhou Kyuan medical
apparatus Co. Ltd. Beigiao Town, Suzhou City, China), cabo de bisturi, porta-
agulhas de Mayo-Hegar e tesoura de Metzembaum curva. Para a sutura foi
utilizado fio de sutura de nylon monofilamento preto 6-0 com agulha
(BRASUTURE Ind Com Imp Exp Ltda, Sado Sebastiao da Grama, SP, Brasil),
gaze estéril, capela para exaustdo de gases (ldeoxima Equipamentos Ltda,
Ribeirdo Preto-SP), aparelho para aplicagcdo de forgca com intensidade
controlada analgesimetro digital von Frey (Insight Equipamentos Ltda,
Ribeirao Preto, SP, Brasil) e gaiolas com fundo aramado para uso com o
analgesimetro de von Frey (Insight Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil)

4.4 Preparagao das suspensoes lipossomais

As formulagdes lipossomais foram preparadas no laboratério de
Biomembranas do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP, sob orientacdo da
Profa. Dra. Eneida de Paula.

4.4.1 Preparag¢do da suspensao lipossomal multilamelar de prilocaina

A preparagdao dos lipossomas multilamelares foi realizada pelo
método de hidratacdo de filme seco, utilizando fosfatidilcolina de ovo,
colesterol e a-tocoferol na proporcdo molar de 4:3:0,07, a partir de uma
solugdo estoque em cloroférmio, submetida a evaporacado do solvente sob
fluxo de Nz e a vacuo por 2h, a temperatura ambiente (Boogaerts et al., 1993
a, b). Em seguida a esse procedimento, foi adicionado o tampao HEPES 20
mM, pH 7,4 com NaCl 154 mM, sendo a dispersao submetida a agitacdo em

vértex durante 5 minutos. Com esse procedimento formaram-se lipossomas
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multilamelares (vesiculas concéntricas), separadas por cavidades aquosas,
com concentracado lipidica de 8 mM. A essa preparacdo foi incorporado
cloridrato de prilocaina, atingindo concentragao final de 3%. A preparacédo sem

anestésico foi utilizada como controle em todos os experimentos.

4.4.2 Preparacdo da suspensao lipossomal unilamelar de prilocaina

A suspensado de lipossomas unilamelares foi obtida a partir da
suspensao lipossomal multilamelar descrita no item 4.3.1, a qual foi
introduzida, sob pressdo de nitrogénio, a temperatura ambiente, em um
extrusor (Extrusor Lipex Biomembranes Inc.), passando através de um disco
de drenagem e duas membranas de policarbonato (Poretics) com poros de 0,4
Mm, por 12 vezes. Esse processo permitiu a obtencdo de lipossomas
unilamelares de 0,4cum (400 nm). ApGs esse procedimento, a suspensao foi
mantida em repouso por 2 horas para o intumescimento dos lipossomas. A
concentracao lipidica dos lipossomas foi de 4 mM. Em seguida, foi
incorporado o sal de cloridrato de prilocaina na concentracao final de 3%. Da
mesma forma que para a preparacdao multilamelar, a suspensdo sem

anestésico foi utilizada como controle em todos os experimentos.

Todas as preparacgdes foram submetidas a afericdo de pH (pHmetro
ORION®, modelo 2902 acoplado a um micro-eletrodo LAZAR BNC), para
controle. As condicbes de andlise do pH foram estabelecidas através de
validacdo com solugbes tampédo Merck® (Merck S.A. Industrias Quimicas)
compH 4,0 e 7,0.

4.5 Avaliacao da eficacia anestésica

A eficacia anestésica foi avaliada em trés modelos experimentais:
a) Bloqgueio do nervo infraorbital (Fink et al., 1975);

b) Bloqueio do nervo alveolar inferior (Silva et al., 2009);
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c) Infiltragdo anestésica em ferida cirurgica (Vandermeulen et al., 1994;
Brennan et al., 1996; Grant et al., 1997).

4.5.1 Bloqueio do nervo infraorbital (BNIO)

Este modelo experimenta € utilizado para avaliar a anestesia de
tecidos moles da regido perioral. Conforme mostrado na figura 1, neste
experimento foram utilizados 30 ratos (10

), Prilo-MLV, Prilo-LUV e PRILO-Feli.

Apés sedacao leve com tiopental sédico (25

), cada animal
recebeu 0,1mL de uma das formulagbes contendo prilocaina proximo ao
forame infraorbital do lado direito (figura 2). O lado esquerdo foi utilizado como
controle,
unilamelar ou multil
recebida no lado direito. A agulha foi introduzida no sulco vestibular, na regiao
compreendida entre o incisivo central e o primeiro molar inferior, sendo

direcionada ao forame infraorbital que se localiza logo abaixo da érbita.

Figura 2 - Posigao final da agulha no bloqueio do nervo infraorbital.
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A anestesia do labio superior
(figura 3) 0" para presenca de
resposta aversiva e “1” para auséncia de resposta, de acordo com o modelo
descrito por Cereda et al. (2004; 2006
obtencdo o primeiro sinal de resposta aversiva, obtendo-se assim a
duracéo da anestesia.

o

Figura 3-Pingcamento do labio
superior do rato para
avaliagdo da anestesia.

4.5.2 Bloqueio do nervo alveolar inferior (BNAI)

Este modelo experimental avalia a anestesia pulpar nos molares
inferiores. Neste estudo a avaliagcdo da eficacia do bloqueio anestésico do
nervo alveolar inferior foi

, conforme mostrado na figura 1.

O experimento foi dividido em duas etapas: preparagédo dos animais
para o estudo (fixagdo de fios de cobre aos molares inferiores) e avaliagdo da
anestesia propriamente dita.

A primeira etapa iniciou-se com a anestesia geral dos animais,

realizada com xilazina (10 mg/kg) e quetamina (90 mg/kg), pela via
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intramuscular. ApGs a anestesia geral, com os animais posicionados na mesa
cirdrgica com a boca aberta (figura 4A), permitindo a visualicdo dos molares
inferiores, foi aplicado gel de acido fosférico 37% na superficie oclusal dos
molares por 20 segundos. Em seguida, a superficie oclusal dos molares foi
lavada e secada com algodao, sendo aplicado o sistema de unido
fotopolimerizavel com o micro-aplicador descartavel, o qual foi submetido a
fotolpolimerizagdo. Foram entdo adaptados dois fios de cobre, com as
extremidades desencapadas, na superficie oclusal dos molares inferiores do
lado direito e esquerdo (figura 4B), sendo os mesmos fixados com resina
fotopolimerizavel. Assim, cada lado ficou com um fio de cobre fixado a oclusal
dos molares, permanecendo a outra extremidade do fio fora da cavidade oral
para permitir a aplicagdo dos estimulos elétricos nos dentes dos animais.

Figura 4 — A) animal em posi¢cao na mesa clinica com abertura total
da cavidade oral e; B) adaptacao dos fios de cobre a
superficie oclusal dos molares inferiores.

Apé6s o retorno da anestesia geral iniciou-se a etapa de avaliacao
das formulag¢des anestésicas. Os animais foram sedados com tiopental soédico
(25 mg/kg, por via intraperitoneal), para que 0s mesmos pudessem

permanecer na gaiola sem movimentagdo excessiva, mas mantendo a
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percepcado de dor, permitindo assim a aplicacdo de estimulo elétrico aos
dentes e avaliagao da anestesia pulpar.

Apos a sedagéo foi avaliada a sensibilidade basal dos dentes ao
estimulo elétrico emitido pelo “pulp tester”, conforme descrito no item 4.4.2.1.
Em seguida a avaliagdo da sensibilidade basal, os animais foram submetidos
ao bloqueio do nervo alveolar inferior, como descrito no item 4.4.2.2, sendo

entdo avaliados os parametros da anestesia (item 4.4.2.3).

4.5.2.1 Avaliacao da sensibilidade pulpar com aplicacdo de estimulo elétrico

pelo “pulp tester

O “pulp tester” utilizado nesse experimento (Vitality Scanner modelo
2006 - Analytic Technology, Redmond, EUA) é um aparelho é composto por
um fio terra e uma unidade de producdo de corrente elétrica, a qual é
transmitida ao dente por um eletrodo colocado em contato com os mesmos. A
corrente elétrica é transmitida ao dente de forma intermitente, com aumento
gradual da voltagem, que varia de 15 a 300 V. Esse aumento é mostrado em
uma escala arbitraria de 0 a 80, mostrada no visor do aparelho. Ao ser
aplicado ao dente, o estimulo € transmitido do esmalte a dentina, estimulando
as fibras sensoriais pulpares, sendo este estimulo percebido como sensagéao
de vibragao, calor ou dor pelos voluntarios (Certosimo & Archer, 1996).

A avaliacdo da sensibilidade pulpar com estimulo elétrico é
amplamente utilizada para comprovacao da anestesia pulpar em estudos de
eficacia anestésica (Brunetto et al., 2008; Kanaa et al., 2009; Batista da Silva
et al., 2010; Meechan et al., 2011; Franz-Montan et al., 2011; Wiziack Zago et
al., 2011; Téfoli et al.,, 2011). Este uso baseia-se nos estudos Dreven et al.
(1987) e Certosimo & Archer (1996), que demonstraram auséncia de dor em
procedimentos operatérios em dentes previamente anestesiados e que nao

respondiam ao estimulo elétrico maximo emitido pelo aparelho. Assim, a
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auséncia de percepcao ao estimulo maximo gerado pelo aparelho apés a
injecao de anestésico local indica anestesia pulpar.

No presente estudo a aplicagdo do estimulo elétrico foi feita na
extremidade do fio de cobre externa a cavidade oral, até que o estimulo fosse
percebido pelo animal (quando o dente ndo estava anestesiado) ou até que
fosse atingido o estimulo maximo do aparelho (condicdo em que o dente
apresentava-se anestesiado), sendo entdo desconectado o eletrodo do fio de
cobre. A percepcdo do estimulo (dor) pelo animal foi caracterizada pela
movimentacdo da cabeca e/ou da vibricas, ou ainda por vocalizacdo do
mesmo (Silva et al., 2009).

Previamente ao bloqueio do nervo alveolar inferior foi avaliada a
sensibilidade basal de resposta pulpar dos animais por meio da aplicagao do
estimulo elétrico aos dentes em triplicata, sendo a sensibilidade basal
considerada como a média das trés medidas. O intervalo de tempo entre cada
aplicacdo foi de 2 minutos e a avaliagdo foi realizada nos molares
mandibulares dos lados direito e esquerdo.

Apoés a realizagdo do bloqueio do nervo alveolar inferior com cada
formulagao, foram aplicados estimulos elétricos a cada 2 minutos, durante 10
minutos, por meio do pulp tester elétrico estabelecendo a laténcia das
preparagoes. Os animais que mostraram algum tipo de resposta aversiva com
a aplicacdo do estimulo elétrico no lado direito (no qual foram injetadas as
formulacées contendo prilocaina) durante este periodo foram considerados
como insucesso da anestesia. Aqueles que continuavam nao respondendo
aos estimulos elétricos continuaram a ser avaliados, sendo o estimulo elétrico
aplicado a cada 5 minutos. O estimulo elétrico também foi aplicado do lado
esquerdo (onde foram injetadas as formulagdes controle) nos mesmos tempos
em que foi avaliado o lado direito, a fim de garantir que o animal continuava

respondendo e que o “pulp tester” estava funcionando de forma adequada.
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4.5.2.2 Técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior

A anestesia do nervo alveolar inferior foi realizada de acordo com o
descrito por Silva et al. (2009). Apo6s palpagdo do angulo da mandibula, foi
introduzida uma agulha 13 mm x 4,5 mm nesta regido, pela face medial do
ramo mandibular, formando um angulo de 30° a 45° com a base da mandibula
(figura 5). A agulha foi inserida em cerca de 11 a 13 mm, em dire¢do ao

forame mandibular, onde foi realizada a injecao das formulacgodes.

Figura 5 - Técnica de blogueio do nervo

alveolar inferior do rato

4.5.2.3 Avaliagdo dos parédmetros da anestesia

Foram avaliados nesse experimento a laténcia, a duragao e o grau
de sucesso da anestesia pulpar nos molares inferiores, considerados da
seguinte forma:

a) tempo de laténcia: intervalo de tempo entre o final da
injecdo da solugdo anestésica e o inicio de auséncia de

resposta aversiva do animal ao teste elétrico;
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b) 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 n&o apresentou resposta ao

estimulo elétrico maximo emitido pelo aparelho;

C) sucesso da anestesia: quando o0 animal apresentou
laténcia de no maximo 10 minutos e permaneceu

anestesiado por pelo menos 10 minutos.

4.5.3 Infiltracdo subcutanea em ferida cirurgica

O modelo utilizado foi o descrito por Brennan (1996), com as
modificacdes feitas por Grant et al. (1997) para promover inflamacéao e
hipernocicepgéo na pata e assim ser avaliada a eficicia anestésica em tecidos
moles em condicao de reducgéo do limiar a dor.

Neste experimento foram utilizados 36 ratos, sendo 6 animais para
cada formulagdo. Os animais permaneceram em gaiolas com maravalha, sob

as condic6es descritas no item 4.1.

No dia do experimento, foi utilizada uma gaiola especifica, com o
fundo aramado (23 x 20 x 18 cm - largura x profundidade x altura e trama de
0,5 x 0,5 cm) que permite a passagem da ponta do analgesimetro de von Frey
para a aplicagdo de for¢a na pata do animal.

Os animais foram colocados na gaiola para aclimatacédo durante
aproximadamente 30 minutos (figura 6). Ao concluir este periodo, a
sensibilidade basal de ambas as patas traseiras foi avaliada com a aplicacéao
de forga crescente entre 0,0073 N a 0,456 N com o analgesimetro de von Frey
(Grant et al., 1997). O teste foi realizado em triplicata, com intervalos de 5
minutos, sendo a sensibilidade basal considerada como a média das trés
medidas.
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Figura 6 - Gaiola com o fundo aramado e espelho com
0s animais em posicao para aclimatagéo.

Em seguida, os animais foram submetidos a anestesia geral com
isofluorano e submetidos a incisdao na superficie plantar da pata traseira direita
para inducao de inflamagdo e hipernocicepgédo. A inciséo foi realizada com
lamina de bisturi numero 10 (incisdo de 1 cm de extensdo e 3 mm de
profundidade). A padronizagdo da extensdo da incisdo foi realizada com
paquimetro ajustado para 1 cm e colocado sobre a pata do animal quando da
realizagdo da incisdo. A profundidade da incisao foi ajustada de acordo com o
chanfro da lamina de bisturi, deixando cerca de 1 mm para fora dos tecidos no
momento da realizacao da incisao (figura 7A, B). Apéds a realizacao da incisao,
a mesma foi suturada com 3 pontos simples, com fio de nylon 6-0 (figura 7C).
Apéds esse procedimento, os animais foram mantidos em repouso em gaiolas

plasticas durante 24 horas, com agua e alimentacao ad libitum.
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Figuras 7 — A) lamina de bisturi com chanfro de 4 mm; B) pata traseira com
incisdao de 1 cm de extensao; C) pata traseira apds sutura com
3 pontos simples.

Decorrido esse periodo, os animais foram novamente colocados
nas gaiolas especificas para o experimento (fundo aramado), onde
permaneceram novamente por 30 minutos para aclimatagdo. A sensibilidade
das duas patas traseiras foi novamente testada, em triplicata, e em intervalos
de 5 minutos, com a aplicagcdo de forca pelo analgesimetro de von Frey,
lateralmente a incisdo realizada na pata traseira direita e em local homdlogo

na pata traseira esquerda.

Os animais que apresentaram redugao de pelo menos 20% na forca
necessaria para promover a elevacao da pata traseira direita (retirada da pata)
foram considerados como hiperalgésicos (ou seja, apresentaram
hipernocicepg¢do ao estimulo de pressao) e continuaram no estudo (Grant et
al., 1997). Os animais que nao apresentaram essa reducdo no limiar de

sensibilidade foram descartados.

Apés esse procedimento, os animais receberam 0,1 mL de uma das
formulacbes em cada pata traseira (ao lado da ferida cirurgica na pata traseira
direita - com hipernocicep¢ao, e em local homdlogo na pata traseira esquerda
- sem hipernocicepcao). Este volume foi padronizado a partir dos resultados
obtidos no estudo piloto. O volume de 0,3mL preconizado por Grant et al.
(1997) mostrou-se excessivo, gerando extravasamento das formulagdes para
fora do tecido.
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Apés a injecao das f

0,456 N. A aplicacao da forca foi realizada a
cada 10 minutos.

A auséncia de reflexo de retirada da pata quando da aplicagao de
forca de 0,456 N foi considerada como anestesia. A duracdo da anestesia foi
considerada como o tempo decorrido entre o término da infiltracdo da
formulacdo na pata até o dltimo tempo no qual o animal ndo apresentou

reflexo de retirada da pata.

4.6 Analise Estatistica

Foram utilizados os testes de Log-Rank (para comparacao do
sucesso da anestesia nos trés modelos estudados), Kruskal-Wallis e Student-
Newman-Keuls (para avaliacdo da duracdo da anestesia nos trés modelos e
da laténcia no bloqueio do nervo alveolar inferior) e Friedman (para
comparacao da sensibilidade a forca aplicada nas patas no periodo basal e 24
horas apdés a inducdo de hipernocicepcao). Foi considerado o nivel de
significancia de 5%. A analise dos resultados foi realizada com o software

BioEstat 5.0 para Windows® (Instituto Mamiraua, Belém, PA).
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5 RESULTADOS

Os pHs (média + desvio padrao) das formulagdes de prilocaina 3%
com felipressina (Prilo-Feli) e prilocaina 3% encapsulada em lipossomas
multilamelares (Prilo-MLV) e em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV) foram,
respectivamente, 4,5+0,4;5,9+0,1e€6,3+£0,2.

Em todos os modelos estudados as formulagcdes controle néo

proporcionaram anestesia nos locais nos onde foram injetadas.

5.1 Bloqueio do nervo infraorbital (BNIO)

Todos os animais apresentaram anestesia do labio superior no lado
direito (lado em que foi injetada formulacao contendo prilocaina). As figuras 8
e 9 mostram, respectivamente, a taxa de sucesso e a duracao da anestesia
apos bloqueio do nervo infraorbital.
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Figura 8 - Porcentagem de animais com o labio superior anestesiado (sucesso

da anestesia) ao longo do tempo, apés bloqueio do nervo infraorbital
com formulagdes de prilocaina 3% com felipressina (Prilo-Feli) e
prilocaina 3% encapsulada em lipossomas multilamelares (Prilo-
MLV) e em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV). ( n=10/grupo; Log-
Rank; * p<0,05 para Prilo-Feli em relagcao as demais formulagées)
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Figura 9 - Duracdo da anestesia (em min) apds o bloqueio do nervo infraorbital
em ratos com formulagdes de prilocaina 3% com felipressina (Prilo-
Feli) e prilocaina 3% encapsulada em lipossomas multilamelares
(Prilo-MLV) e em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV). A linha central
representa a mediana, a caixa representa o 1° e 3° quartis e as
suicas representam os valores maximo e minimo. (n=10/grupo;
Kruskal-Wallis; letras distintas indicam p<0,05).

Como pode ser observado na figura 8 a solugdo de prilocaina 3%
com felipressina 0,03Ul/mL (Prilo-Feli) apresentou maior sucesso de anestesia
(Log-Rank, p<0,01) que as formulagdes de prilocaina encapsulada em
lipossomas unilamelares (Prilo-LUV) e multilamelares (Prilo-MLV), sem
diferenca entre estas (p>0,05). Pode-se observar ainda que tanto a Prilo-Feli
quanto a Prilo-MLV proporcionaram anestesia em 100% dos animais durante

45 minutos.

Com relagcdo a duracdo da anestesia, foi observada maior duracao
apos injecao de Prilo-Feli do que com a injecao de Prilo-LUV (Kruskal-Wallis,
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p<0,05). A formulagédo de Prilo-MLV n&o apresentou diferencas em relagéo as
demais formulagées (p>0,05).

5.2 Bloqueio do nervo alveolar inferior (BNAI)

Neste experimento ndo foram observadas diferengas entre as
formulagbes com relacdo a laténcia da anestesia pulpar em molares inferiores
(Kruskal-Wallis, p>0,05). Os resultados de laténcia apés BNAI sdo mostrados
na figura 10.

Prilo-MLYV -

Prilo-LUV -

Prilo-Feli -

0 2 4 6 8 10
Tempo (em minutos)

Figura 10 - Laténcia da anestesia (em min) apds o bloqueio do nervo
alveolar inferior, em ratos com formulagbes de prilocaina
3% com felipressina (Prilo-Feli) e prilocaina 3%
encapsulada em lipossomas multilamelares (Prilo-MLV) e
em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV). A linha central
representa a mediana, a caixa representa o 1% e 3° quartis
e as suicas representam os valores maximo e minimo.
(n=15/grupo; Kruskal-Wallis, p>0,05).

As figuras 11 e 12 mostram, respectivamente, 0 sucesso e a

duracao da anestesia pulpar apés o BNAI com as formulacdes estudadas.
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A Prilo-Feli proporcionou maior sucesso (Log-Rank, p<0,05) e
duracao de anestesia pulpar (Kruskal-Wallis, p<0,05) ap6s o BNAI do que as
demais formulagdes. Entretanto, observou-se que até 30 minutos de
avaliacdo, as formulagbes Prilo-Feli e Prilo-MLV apresentavam sucesso
similar, com 80% dos animais apresentando os molares anestesiados. A
formulagdo Prilo-MLV proporcionou maior sucesso de anestesia que a
formulacdo de prilocaina unilamelar (Prilo-LUV) (p<0,05), mas né&o diferiu
desta ultima com relag&o a duracao da anestesia (p>0,05).

100 -
90
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 -
20 -
10 -

=== PRILO-Feli
== PRILO-LUV
=== PRILO-MLV

Dentes anestesiados (%)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Tempo (min)

Figura 11 - Sucesso da anestesia (em %) nos molares inferiores apds bloqueio do
nervo alveolar inferior em ratos com formulagdes de prilocaina 3% com
felipressina (Prilo-Feli) e prilocaina 3% encapsulada em lipossomas
multilamelares (Prilo-MLV) e em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV).
(n=15/grupo; Log-Rank, p<0,05 entre todas as formulagoes).
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Figura 12 - Duracdo da anestesia (em min) nos molares inferiores apo6s
bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos com formulagées de
prilocaina 3% com felipressina (Prilo-Feli) e prilocaina 3%
encapsulada em lipossomas multilamelares (Prilo-MLV) e em
lipossomas unilamelares (Prilo-LUV). A linha central representa a
mediana, a caixa representa o 1% e 3% quartis e as suicas
representam os valores maximo e minimo. (n=15/grupo; Kruskal-
Wallis; letras distintas indicam p<0,05).

5.3 Infiltragao subcutanea em ferida cirurgica

As figuras 13, 14 e 15 mostram o efeito da inflamacdo na
sensibilidade da pata direita dos animais previamente a administracdo das
formulacoes anestésicas Prilo-LUV, Prilo-MLV e Prilo-Feli, respectivamente.
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Figura 13 - Sensibilidade dolorosa das patas dos ratos previamente a
administracdo da formulagéo Prilo-LUV. A linha central
representa a mediana, a caixa o 12 e 3° quartis e as
suicas os valores maximo e minimo. Dir*: pata direita,
com hipernocicepcdo; Esq: pata esquerda, sem
hipernocicep¢do. Tratado: animais que posteriormente
receberam a formulacao Prilo-LUV; Controle: animais que
posteriormente  receberam  formulagdo lipossomal
unilamelar sem anestésico (n=6/grupo; Friedman; Letras
distintas acima das barras representam diferengas
estatisticamente significantes [p<0,05] entre os grupos,
patas ou periodos).
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Figura 14 - Sensibilidade dolorosa das patas dos ratos previamente
a administracdo da formulagdo Prilo-MLV. A linha
central representa a mediana, a caixa o 12 e 3° quartis
e as suicas os valores maximo e minimo. Dir*: pata
direita, com hipernocicepgao; Esq: pata esquerda, sem
hipernocicepgao. Tratado: animais que posteriormente
receberam a formulacao Prilo-MLV; Controle: animais
que posteriormente receberam formulacao lipossomal
multilamelar sem anestésico (n=6/grupo; Friedman;
Letras distintas acima das barras representam
diferengas estatisticamente significantes [p<0,05] entre
0S grupos, patas ou periodos).
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Figura 15 - Sensibilidade dolorosa das patas dos ratos previamente a
administracdo da formulagdo Prilo-Feli. A linha central
representa a mediana, a caixa o 1% e 3% quartis e as suicas
os valores maximo e minimo. Dir*: pata direita, com
hipernocicepcao; Esq: pata esquerda, sem hipernocicepgao.
Tratado: animais que posteriormente receberam a
formulacdo Prilo-Feli; Controle: animais que posteriormente
receberam solucdo de NaCl 0,9%. (n=6/grupo; Friedman;
Letras distintas acima das barras representam diferengas
estatisticamente significantes [p<0,05] entre os grupos,
patas ou periodos).

Nao foram observadas diferencas (Friedman, p>0,05) entre os
valores de sensibilidade basal das patas direitas e esquerdas no periodo
inicial (figuras 13, 14 e 15). Entretanto, 24 horas apés a inducdo de
hipernocicepgdo nas patas direitas, as mesmas apresentaram diminuigao
significativa no limiar de retirada da pata, tanto em relacao aos valores basais
iniciais das patas direita e esquerda, quanto em relagdo aos valores da pata
esquerda no mesmo periodo de observacao (24 horas apds), como pode ser
visto nas figuras 13, 14 e 15 (Friedman, p<0,05).
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A figura 16 mostra o sucesso da anestesia apds a infiltracdo das
formulacbes anestésicas nas patas traseiras direita e esquerda,
respectivamente com e sem hipernocicep¢cdo. Em ambas as patas foi
observado maior sucesso de anestesia com a formulagao Prilo-Feli (Log-Rank,
p<0,05), sem diferengca entre as formulagdes lipossomais (p>0,05). Na
comparacao entre patas inflamadas e nao inflamadas, foi observado menor

sucesso de anestesia nas patas inflamadas para todas as formulagbes
(p<0,05).
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Figura 16 - Sucesso da anestesia (% de patas anestesiadas) nas patas dos ratos
com hipernocicepcao (A) e sem hipernocicepcao (B) apods infiltracao
subcutadnea com as formulacbes de prilocaina 3% com felipressina
(Prilo-Feli) e prilocaina 3% encapsulada em lipossomas
multilamelares (Prilo-MLV) e em lipossomas unilamelares (Prilo-
LUV). ( n=6/grupo; Log-Rank; * indica diferenga [p<0,05] em relagéo
as demais formulagdes).

A figura 17 mostra a duracdo da anestesia apos infiltracao das
formulacdes anestésicas nas patas traseiras direita e esquerda
(respectivamente com e sem hipernocicepg¢ao). Como pode ser observado na
figura 18, a formulacédo de prilocaina 3% com felipressina 0,03 Ul/mL (Prilo-
Feli) promoveu maior duracdo de anestesia do que as formulagbes

lipossomais na presenca de hipernocicepcao, (Kruskal-Wallis, Student-
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Newman-Keuls, p<0,05), sem diferenca entre as formulacbes lipossomais
(p>0,05). Na auséncia de hipernocicepcao nao foi observada diferenca entre
as formulagbes (p>0,05). Quando comparadas as patas com e sem
hipernocicepgao, foi observada diferenca apenas para a formulagdo Prilo-
MLV, que proporcionou menor duragcdo de anestesia na pata com
hipernocicepc¢ao (Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls, p<0,05).
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Figura 17 - Duragéo da anestesia (mediana * desvio interquartilico, em min) apos
infiltracdo subcutanea com as formulacées de prilocaina 3% com
felipressina (Prilo-Feli) e prilocaina 3% encapsulada em lipossomas
multilamelares (Prilo-MLV) e em lipossomas unilamelares (Prilo-LUV),
nas patas com e sem hipernocicepcao (n=6/grupo; Kruskal-Wallis,
Student-Newman-Keuls; letras distintas indicam diferencas [p<0,05]
entre as formulagcdes considerando as patas com ou sem
hipernocicepcao separadamente; # representa diferenca [p<0,05] entre
as patas com e sem hipernocicepg¢ao para uma mesma formulagéo.
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6 DISCUSSAO

Em 1975 Fink et al. (1975) idealizaram o modelo de bloqueio do
nervo infraorbital do rato para avaliagdo da eficacia de formulagdes
anestésicas locais. Desde ent&o esta técnica tem sido utilizada para avaliar a
anestesia de tecidos moles da regido perioral, produzida por anestésicos
locais associados a sistemas de liberacao controlada (Hassan et al., 1985a,b;
Cereda et al., 2004; Cereda et al., 2006; de Araujo et al., 2008).

Varios estudos demonstraram a eficacia da encapsulagdo em
lipossomas unilamelares em aumentar a duragdo da anestesia de anestésicos
locais como a prilocaina, lidocaina, mepivacaina, articaina e ropivacaina em
relacao a solugado sem aditivos no modelo de bloqueio do nervo infraorbital em
ratos (Cereda et al., 2004; Cereda et al., 2006; Berto, 2010; de Araujo et al.,
2008).

Entretanto, ao comparar a formulacdo de prilocaina encapsulada
em lipossomas unilamelares com a prilocaina com felipressina, Cereda et al.
(2004) ndo observaram diferenca no tempo de recuperacdo do bloqueio
(duracao da anestesia) e no efeito anestésico total (area sob a curva). Ambas
as formulacdes apresentaram duragcao de anestesia de 95 minutos (mediana).

No presente estudo foram observados resultados distintos, pois a
prilocaina associada a felipressina proporcionou maior taxa de sucesso e de
duracdo da anestesia que a prilocaina encapsulada em lipossomas
unilamelares, sendo a duracdo da primeira de 65 minutos e da ultima de 45
minutos. Os resultados obtidos no presente estudo estdo mais préximos dos
obtidos por Wiziack Zago et al. (2011) em humanos. Estes autores
observaram maior duracao da anestesia em tecidos moles (gengiva) apés a
infiltracdo na maxila com solucéo de prilocaina com felipressina do que com a
prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares.
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A maior eficacia da solugdo contendo vasoconstritor também foi
observada no estudo de Tofoli et al. (2011), apds infiltragdo maxilar de
formulagbes lipossomais unilamelares de mepivacaina 2% e 3% e de
mepivacaina 2% com epinefrina, em humanos. Neste estudo a mepivacaina

associada a epinefrina proporcionou maior duracdo de anestesia no labio

superior que as formulagdes lipossomais.

Com relagdo a formulagdo de prilocaina encapsulada em
lipossomas multilamelares, esta também apresentou menor taxa de sucesso
do que a prilocaina com felipressina no presente estudo. Entretanto, nao
houve diferencas entre estas com relagdo a duracdo da anestesia. E possivel
que o0 maior numero de bicamadas lipidicas tenha proporcionado liberagéao
mais lenta da prilocaina (Grant & Bansinath, 2001), fazendo com que a
duracdo da formulacdo de prilocaina encapsulada em lipossomas
multilamelares ficasse mais proxima daquela proporcionada pela prilocaina

associada a vasoconstritor (felipressina).

Além da avaliacdo em tecidos moles, no presente estudo também
foi utilizado o modelo de bloqueio do nervo alveolar inferior. Este modelo foi
descrito pela primeira vez na literatura por Silva et al. (2009), tendo sido
empregado também por outros autores (Gayoso, 2009; Berto, 2010; Bhering,
2010). E um modelo importante para a odontologia, pois permite avaliacdo da

anestesia pulpar, a qual é necesséaria na maioria dos procedimentos.

Conforme ja observado para a ropivacaina (Bhering, 2010) e para a
propria prilocaina (Gayoso, 2009) no mesmo modelo de estudo, no presente
trabalho também n&o foram observadas diferencas entre as formulagées com
relacdo a laténcia da anestesia pulpar. Os tempos de laténcia 2 minutos, 4
minutos e 4 minutos, respectivamente para a prilocaina com felipressina, e
prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares e multilamelares tambéem
estdo proximos dos obtidos por Gayoso (2009), que observaram 2 minutos de
laténcia para todas as formula¢des estudadas (prilocaina com felipressina,
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prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares e prilocaina sem

aditivos).

Com relagdo ao sucesso, no presente estudo foram observadas
taxas de sucesso da anestesia maiores que as obtidas por Gayoso (2009)
(70%, 50% e 50%, respectivamente para a prilocaina com felipressina e
prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares e prilocaina sem
aditivos). Também a duracao da anestesia foi maior que a observada por esta
autora (30 minutos, 20 minutos e 10 minutos, respectivamente para a
prilocaina com felipressina e prilocaina encapsulada em lipossomas
unilamelares e prilocaina sem aditivos). Gayoso (2009) observou menor
sucesso e duracao de anestesia com a formulagdo sem aditivos do que com
as demais formulagbes, ndo tendo observado diferenca entre a prilocaina com
felipressina e a prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares. Em
decorréncia desses resultados, no presente estudo nao foi avaliada a solugéao

de prilocaina sem aditivos.

Diferente do obtido por Gayoso (2009), no presente estudo a
formulagdo de prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares
proporcionou menor duracdo e taxa de sucesso do que a prilocaina com
felipressina. Esta diferenca pode ser provavelmente devida ao menor niumero
de animais avaliados (10 ratos por grupo) no estudo de Gayoso (2009) e maior
variabilidade de resultados, ndo sendo possivel a observacado de diferenca

entre os grupos.

No presente estudo, a prilocaina encapsulada em lipossomas
multilamelares, embora tendo apresentado menor duracéo e taxa de sucesso
de anestesia que a prilocaina com felipressina, apresentou maior sucesso que
a prilocaina encapsulada em lipossomas unilamelares. Foi observado também
que até o tempo de avaliagdo de 30 minutos apds a injecdo a prilocaina

encapsulada em lipossomas multilamelares apresentou sucesso similar ao da
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prilocaina com felipressina, promovendo anestesia pulpar em 80% dos

animais.

Os resultados do presente estudo confirmaram os obtidos por
Bhering (2010), que observou maior taxa de sucesso e duragédo da anestesia
com a ropivacaina associada a epinefrina do que com a ropivacaina
encapsulada em lipossomas unilamelares e ropivacaina sem aditivos, no

blogueio do nervo alveolar inferior em ratos.

Da mesma forma, embora tenham avaliado técnica anestésica
distinta da utilizada no presente estudo, bem como espécie diferente, Wiziack
Zago et al. (2011), Téfoli et al. (2011) e Franz-Montan et al. (2011) observaram
resultados semelhantes respectivamente para a prilocaina, mepivacaina e
ropivacaina, as quais resultaram em maior taxa de sucesso e de duracdo da
anestesia pulpar, quando associadas a vasoconstritor (felipressina no caso da
prilocaina e epinefrina para as demais) do que quando encapsuladas em

lipossomas unilamelares ou sem aditivos.

Os resultados do presente estudo mostram, portanto, que mesmo o
aumento do numero de bicamadas lipidicas ndo é suficiente para aumentar a
taxa de sucesso e a duracdo da anestesia pulpar da prilocaina em relacao a
formulacdo de prilocaina com felipressina (disponivel comercialmente).
Embora a felipressina seja o vasoconstritor menos potente para uso
odontoldgico (Malamed, 2005), ao promover diminui¢cdo do calibre dos vasos,
reduz a velocidade de absorcdo da prilocaina e, desta forma, consegue
prolongar a duragdo da anestesia. A encapsulagao em lipossomas, entretanto,
mesmo liberando mais lentamente a prilocaina, uma vez que esta sai das
vesiculas, pode promover vasodilatacdo e aumento da sua absorgdo para a
circulacdo. Desta forma, a vasoconstricdo parece ser um fator essencial para
o prolongamento da anestesia pulpar.

Juntamente com os modelos de blogqueio dos nervos infraorbital e
alveolar inferior, foi também utilizado no presente trabalho o modelo de
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infiltracdo subcutdnea em ferida cirlrgica, que permite a avaliacdo de
formulacbes anestésicas em situacdo de maior desafio para a eficacia
anestésica, a presencga de inflamagao, com consequente hipernocicepgéao. O
modelo utilizado foi o descrito primeiramente por Vandermeulen et al. (1995) e
Brennan et al. (1996), tendo sido desenvolvido para permitir o entendimento
dos mecanismos de sensibilizacdo que ocorrem apds cirurgias e, assim,
possibilitar o controle da dor pds-operatoria. Posteriormente foram feitas
modificagdes no modelo, tendo sido 0 mesmo também utilizado para avaliagao
de formulacdes anestésicas associadas a sistemas de liberacao controlada de
farmacos (Grant et al., 1997).

Apo6s o estimulo inflamatério, a lise tecidual, com liberagdo de
mediadores da inflamagéo, vasodilatacdo e acumulo de neutréfilos promove
alteracao significativa do pH, o qual pode baixar de 7,4 para 6,0 (Malamed,
2005). De acordo com Cunha et al. (2005), em ratos e camundongos o0
estimulo inflamatorio (causado pela administragéo de carregenina e adjuvante
completo de Freund, entre outros) elicia a liberagdo de uma cascata de
citocinas, comecando com TNF-q, a qual estimula a liberagéo de IL-1B e, em
sequéncia final, as prostaglandinas e aminas simpatomiméticas, responsaveis
pela ativacao dos segundos mensageiros, 0s quais aumentam a excitabilidade
neuronal, diminuindo o limiar dos nociceptores a estimulo mecéanico. A
sequéncia de liberacdo das citocinas pode diferir entre espécies e também de
acordo com o tipo de agente causador da inflamagao (Cunha et al., 2005).

A cascata de eventos decorrentes do estimulo inflamatério pode
promover alteracées no sistema nervoso periférico, com sensibilizagdo dos
nociceptores, conforme descrito, constituindo a denominada hiperalgesia
primaria. Além dessa alteracdo, também ocorre a hiperalgesia secundaria,
caracterizada pelo aumento nas respostas de transmissao neuronal da dor no
sistema nervoso central — aumento da atividade dos neurdnios do corno dorsal
(Brennan et al., 2005).
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Neste modelo de inflamacgao, decorrente de incisdo cirurgica, Grant
et al. (1997) observaram aumento da duracdo da anestesia de 23 minutos
para 180 minutos quando eram administradas bupivacaina 0,5% sem aditivos
e bupivacaina 2% encapsulada em lipossomas multilamelares. A utilizacao de
bupivacaina na concentracdo de 2% foi possivel devido a liberacao lenta do
anestésico pelos lipossomas; as mesmas concentracdo e dose utilizadas nao
seriam possiveis para a formulagdo sem aditivos, pois levariam a morte dos

animais.

A eficacia da formulacdo de bupivacaina 0,5% em lipossomas
multilamelares também foi relatada em relacdo a bupivacaina associada a
epinefrina. Boogaerts et al. (1994) relataram aumento do periodo sem dor no
pds-operatorio de pacientes submetidos a varios tipos de cirurgia, apos a
injecdo epidural de bupivacaina encapsulada lipossomas multilamelares.
Entretanto, este estudo nao foi randomizado ou duplo-cego, e, conforme a
avaliacao dos préprios autores, foram comparados diferentes tipos de cirurgia,
sendo a escala de trés pontos usada para a avaliagcdo menos precisa que a
escala analdgica visual. Neste estudo foi observado aumento do periodo sem
dor, porém a bupivacaina encapsulada em lipossomas multilamelares nao foi
capaz de induzir anestesia cirurgica e, portanto, ndo poderia ser utilizada para

tal fim.

Contrariamente a estes achados, a encapsulacao da prilocaina em
lipossomas multilamelares, da mesma forma que em lipossomas unilamelares,
nao resultou em aumento da taxa de sucesso e da duragdo da anestesia nas

patas submetidas a inflamagéo no presente estudo.

Na auséncia de inflamagédo, embora as formulacées lipossomais
nao tenham diferido da prilocaina associada a felipressina com relagcdo a
duracao da anestesia, foi observada maior taxa de sucesso com esta ultima
do que com as formulacdes lipossomais. Desta forma, os resultados positivos
obtidos na comparacao de formulacbes de anestésicos encapsulados em
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lipossomas em relacdo a solugdes anestésicas sem aditivos (de Araujo et al.,
2008), nado sao reproduzidos quando a comparacdo é feita com solucdes

contendo vasoconstritor, como no presente estudo.

7

Embora tratando-se de modelos diferentes, € interessante notar
ainda que a taxa de sucesso é semelhante nos modelos de avaliagdo de
tecido mole sem presenca de hiperalgesia, ou seja, no bloqueio do nervo
infraorbital (figura 9) e a infiltragdo subcutdnea nas patas ndo submetidas a
procedimento cirurgico (figura 17B). Nestes dois modelos pode-se observar
anestesia em pelo menos 80% dos animais no tempo de 50 minutos apés a
infiltracdo das formulacées de prilocaina com felipressina e prilocaina
encapsulada em lipossomas multilamelares, enquanto que a formulagéo
lipossomal unilamelar de prilocaina resultou em 50% dos animais com

anestesia neste tempo de estudo.

Na condicdo de presenca de inflamacao foi possivel observar
reducgdo nitida da porcentagem de animais com a pata anestesiada para todas
as formulagbes avaliadas (figura 17A, B), que pode ser atribuida a
hiperssensibilizagdo dos nociceptores. De fato, estudos em humanos com
hiperalgesia decorrente de inflamacéo pulpar mostram a maior dificuldade em
obter anestesia nestes casos, em comparacao com dentes nos quais nao ha
inflamagao pulpar (Bigby et al., 2006; Khan et al., 2007; Tortamano et al.,
2009).

A avaliacao dos resultados obtidos com os trés modelos de estudo
avaliados no presente trabalho mostra que a encapsulagdao em lipossomas
unilamelares e multilamelares ndao aumenta a eficacia anestésica da prilocaina
de forma comparavel a observada com a associacdo de prilocaina com
felipressina, em termos de taxa de sucesso e de duracdo de anestesia. O
aumento do numero de bicamadas lipidicas dos lipossomas nao resultou em
aumento da eficicia anestésica da prilocaina. Embora a taxa de sucesso da

anestesia no bloqueio do nervo alveolar inferior tenha sido maior com a
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formulacdo de prilocaina encapsulada em lipossomas multilamelares em
relacdo a formulacdo com lipossomas unilamelares, esse foi um resultado
pontual, tendo a formulacdo com vasoconstritor apresentado, de forma
consistente, resultados melhores que os proporcionados pelas formulagdes

lipossomais.

Aliados aos resultados obtidos anteriormente em estudos em
humanos, voltados de forma especifica para a odontologia (Wiziack Zago et
al., 2011; Tofoli et al., 2011; Franz-Montan et al., 2011), os resultados do
presente estudo mostram que a encapsulacdo em lipossomas, tanto
unilamelares, quanto multilamelares proporciona eficacia anestésica inferior
aquela obtida com formulagdes contendo vasoconstritor, ndo havendo
vantagem no seu uso. Entretanto, essas formula¢cdes podem ser bastante
promissoras para uso tépico (Franz-Montan et al., 2007; Franz-Montan et al.,
2010a, Franz-Montan et al., 2010b; Baroni, 2010). Assim, pesquisas futuras

devem focar este tipo de uso.
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7 CONCLUSAO

A encapsulacdo da prilocaina em lipossomas unilamelares e
multilamelares resultou em menor eficdcia anestésica em comparagdo a
solugao de prilocaina com felipressina nos trés modelos estudados, bloqueio
do nervo infraorbital, bloqueio do nervo alveolar inferior e infiltragao

subcutanea em ferida cirurgica.
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ANEXO 1

Certificado de aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Campinas
(CEEA/Unicamp).

&

- )

Y @ <
CEEA/Unicamp

Comisséo de Etica na Experimentagéo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1937-1, sobre "Eficacia anestésica das

preparacdes lipossomais uni e multilamelar de prilocaina, em blogueio dos
nervos infraorbital e alveolar inferior e em ferida cirtrgica, em ratos", sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Francisco Carlos Groppo / Fabiana Pianchetti
Nolasco, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao Animal

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

We certify that the protocol n° 1937-1, entitied "Anesthetic efficacy of uni_and

multilamelar liposomal_prilocaine 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, 2009.

Campinas, 03 de setembro de 2009.
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