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RESUMO:

Este trabalho comparou a reagao tecidual provocada por solucbes comerciais de
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (MVC 2% EPI), mepivacaina 3% sem
vasoconstritor (MVC 3%), e preparacao lipossomal de mepivacaina 2% (MVC LUV
2%), através do teste de edema de pata, em ratos, avaliado 60, 120 e 180
minutos apds a injecdo destas formulacdes. Além disso, a reacao tecidual na
mucosa oral de ratos provocada pela injecao destas formulacdes, apds 6 horas, 24
horas e 4 dias foi analisada por técnicas histologicas. Os niveis plasmaticos de
mepivacaina obtidos apds a injecao intra-oral destas formulagbes em ratos foram
determinados com espectrometria de massas (CLAE-EM-EM), apds 0, 15, 30, 45,
60, 120, 180, 240, 300, 360 e 420 minutos da injecao. O teste de edema de pata
nao mostrou diferencas estatisticamente significantes entre as formulagdes
testadas em nenhum dos tempos analisados (p>0,05). De forma geral,
considerando cada um dos tempos em estudo, a avaliagdo histoldgica mostrou que
a MVC LUV 2% promoveu reagao inflamatéria de menor intensidade quando
comparada com a MVC 2% EPI (p<0,05), mas nao mostrou diferencas com
relacdo a MVC 3%. Os niveis plasmaticos obtidos apds a injecdo de MVC LUV nao
apresentaram diferenga estatisticamente significativa daqueles obtidos apds a
injecdo de MVC 2% EPI (p>0,05), porém a injecao de MVC LUV promoveu
concentragdes menores que aquelas obtidas apds a injecao de MVC 3% até os 240
minutos (p<0,05). Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que a
formulacao lipossomal de mepivacaina promoveu reacao inflamatoria menor que a
promovida pela formulacdo com epinefrina na mucosa oral. Além disso, a
encapsulacdao do anestésico local promoveu niveis plasmaticos de mepivacaina

semelhantes aqueles obtidos pela adicao de vasoconstritor.

Palavras-chave: anestesia local, formulacao lipossomal, mepivacaina.
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ABSTRACT:

This study evaluated the tissue reaction induced by commercial solutions of 2%
mepivacaine/1:100.000 epinephrine (MVC 2% EPI) and 3% mepivacaine (MVC
3%) and by the liposomal formulation of 2% mepivacaine (MVC LUV), with the
“paw edema” test, in rats, observed 60, 120 and 180 minutes after the injections
of these formulations. In addition, the tissue reaction in the oral mucosa induced
by these formulations was analysed with histological techniques, after 6, 24 hours
and 4 days. The plasmatic levels of these formulations were obtained after
injection into oral mucosa by using mass spectrometry (HPLC- MS/MS) after 0, 15,
30, 45, 60, 120, 180, 240, 300, 360 and 420 of the injection. The “paw edema”
test did not show statistically significant differences between the local anesthetic
formulations tested in all periods (p>0.05). The histological evaluation of the oral
mucosa, considering each time, showed lower intensity of inflammatory reaction
with liposome formulation in comparison to MVC 2% EPI (p<0.05), but not with
MVC 3% (p>0.05). The plasmatic levels obtained after MVC LUV injection did not
showed statistically significant differences with the MVC 2% EPI levels considering
all times (p>0.05). However, the MVC LUV plasmatic levels were significantly lower
than the MVC 3% until 240 minutes (p<0.05). We concluded that the liposome
formulation of mepivacaine induced less inflammatory reaction in oral mucosa than
the commercial formulation with epinephrine. Besides, the encapsulation of
mepivacaine into liposomes produced plasmatic levels of mepivacine similar to the

vasoconstrictor addition.

Key-words: local anesthesia, liposomal fromulation, mepivacaine.
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Lista de siglas e abreviaturas:
p - probabilidade

a - nivel de confiabilidade

&-e

pH - potencial hidrogénio-idnico

AL - anestésico local

EPI - epinefrina

MVC - mepivacaina

LUV - preparagao lipossomal

MVC LUV 2% - preparacao de mepivacaina 2% lipossomal
CLAE - Cromatografia liquida de alta eficiéncia
EM - Espectrometro de massas

Tmax - tempo maximo

AUC - area sob a curva

Cmax - concentragdo maxima
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1. INTRODUCAO:

A anestesia local € o método de controle da dor mais empregado em
Odontologia. Estima-se que os dentistas brasileiros utilizem cerca de 250 milhdes
de tubetes anestésicos por ano (RANALI, 2002). Embora seja um método seguro,
alguns cuidados sado indispensaveis para a sua execucao como a escolha correta
do anestésico local a ser utilizado, priorizando-se aquele que é mais efetivo na
menor concentracdo tanto do sal anestésico como do vasoconstritor.

Os anestésicos locais podem causar reacoes adversas pelo blogueio nao
especifico de canais ibnicos das membranas nervosas, sendo o sistema nervoso
central e o sistema cardiovascular os locais mais suscetiveis as suas acoes
(GROBAN, 2003). Em Odontologia, a toxicidade dos anestésicos locais esta
associada a rapidas inje¢Oes intravasculares ou a administracao extravascular de
grandes doses destes agentes.

O sistema nervoso central é o local mais suscetivel aos efeitos tdxicos
destas drogas e a toxicidade pode apresentar—-se em dois estagios: em baixas
concentragdes os neurdnios inibitdrios sdao bloqueados resultando em convulsoes,
e em altas concentracdes ocorre depressao generalizada (GROBAN, 2003). Além
disso, os anestésicos locais sdo cardiotdxicos exercendo efeitos indiretos mediados
centralmente e diretos no miocardio, relacionados com a interagdo dos anestésicos
com canais ionicos. Acoes diretas causam efeitos cronotrépico, dromotrdpico e
inotrépico negativos (GRAF, 2001) enquanto a cardiotoxicidade indireta produz
efeitos iniciais estimulantes, seguidos de depressao com o aumento da dose.

Devido as suas propriedades vasodilatadoras, os anestésicos locais sao
freqlientemente associados com vasoconstritores para aumentar a duracao da
anestesia. A adicdo de vasoconstritores traz varias vantagens clinicas como
aumento da duracdo e da qualidade anestésica, diminuicdo dos niveis plasmaticos
e, conseqgientemente, da probabilidade de ocorréncia de efeitos sistémicos

adversos. Além disso, a associacdo com vasoconstritores reduz a concentragao



necessaria para anestesia adequada e controla a hemorragia, durante
procedimentos cirargicos (SISK, 1993).

Para que o risco de reagdes adversas ao paciente seja o0 menor possivel, na
escolha de uma solucdo anestésica local deve-se optar por aquela que contenha o
vasoconstritor na menor concentragao e que produza a mesma qualidade
anestésica (LIPP et al., 1993; MEECHAN et al., 1994; YAGIELA, 1999; TOFOLI et
al, 2003). Os vasoconstritores do tipo amina simpatomimética, incluindo a
epinefrina, interagem com os receptores adrenérgicos (a1, oz, B1, B2) resultando
em agles simpatomiméticas (HOFFMAN & LEFKOWITZ, 1996). Com o uso de
doses excessivas ou com injecao intravascular acidental podem ocorrer
manifestacdes tdxicas devido a acdo dos vasoconstritores, tais como, taquicardia,
arritmias, hipertensao, tremores e cefaléia (CASSIDY et a/., 1986; YAGIELA, 1999),
podendo levar ao infarto do miocardio, acidente vascular cerebral e morte
(TOMLIN, 1974; PEARSON, 1987).

Pacientes saudaveis toleram um aumento de epinefrina no plasma, mas o
mesmo pode ndo ocorrer em pacientes com comprometimento médico,
especialmente com problemas cardiovasculares (LIPP et a/. 1993, LITTLE et a/.,
1997). Assim, o vasoconstritor pode ser o fator limitante na dose total de
anestésicos que um paciente pode receber com seguranga.

Varias drogas, incluindo antineoplasicos, antibidticos, antifiingicos e
anestésicos locais tém sido encapsuladas em lipossomas ou em outros veiculos,
como ciclodextrinas ou polimeros sintéticos. As vantagens dessas formulagoes,
com sistema de liberagao sustentada incluem aumento na duragao do efeito e
diminuicao da toxicidade da droga (GESZTEZ & MEZEI, 1988; LANGERMAN et al.,
1992; BOOGAERTS et al, 1993 a,b; MOWAT et al., 1996; BUCALO et al., 1998;
DAVIS & BREWSTER, 2004; ROSE et a/., 2005; TORCHILIN, 2005).

O uso de anestésicos locais encapsulados em lipossomas tem como

vantagens a liberacao lenta da droga, prolongando a duragao da anestesia e



reduzindo a toxicidade para o sistema cardiovascular e o sistema nervoso central
(GESZTES & MEZEI, 1988; LANGERMAN et al., 1992; BOOGAERTS et a/.,1993 a,b;
MOWAT et al., 1996; BUCALO et al., 1998; ARAUJO et al., 2003), tanto em relagao
ao sal anestésico, quanto ao vasoconstritor, j@ que este poderia estar ausente
nesta preparacao. Pacientes submetidos a cirurgias que necessitem de controle de
dor pds-operatdéria ou com dores crbnicas, que recebem grandes doses e/ou
aplicacoes repetidas destas drogas seriam beneficiados (KUZMA et al., 1997).

O uso clinico do sistema lipossomal de liberagdo prolongada para anestesia
local em Medicina vem confirmando as vantagens terapéuticas com resultados
promissores. Em Odontologia, o uso de preparacdes como as lipossomais, traz a
possibilidade de eliminagao dos vasoconstritores, sem reducao de duragao e
efetividade anestésica, e isto pode representar um avango significativo na
seguranca do tratamento odontoldgico.

Além disso, as solucbes anestésicas para uso odontoldgico contendo
vasoconstritor, segundo a farmacopéia Americana (USP, 1995), devem ter pH
entre 3,5 e 5,5. Entretanto, o pH acido da solucao anestésica pode provocar dor
ou sensacao de ardéncia (queimacao) até uma inflamagao tecidual causando
desconforto ao paciente durante sua injecdo (MEECHAN, 1999), além de retardar o
inicio da anestesia (MALAMED, 2001). Assim, uma solucdo sem adicao de
vasoconstritores e com pH proximo ao fisiolégico, como a solucdao lipossomal,

causaria menor dor e desconforto durante a injecdo anestésica.



2. REVISAO DE LITERATURA:
2.1. CONTROLE DA DOR E ANESTESIA LOCAL EM ODONTOLOGIA

Os anestésicos locais tém ampla variedade de aplicagdes e sao as principais
substancias utilizadas para obtencdo de analgesia nos periodos trans e pds-
operatorios (MCLURE & RUBIN, 2005).

Os anestésicos locais, em contato com fibras nervosas, promovem a
interrupcdo da propagacao de impulsos nervosos de maneira reversivel (PIPA-
VALEJO & GARCIA-POLA-VALLEJO, 2004). A ligacdo a sitios especificos nos canais
de sddio da membrana nervosa resulta em reducao ou bloqueio da permeabilidade
e do influxo deste ion e, assim, da conducao nervosa (VANDERMEULEN, 2000).

A anestesia local é definida como perda da sensibilidade de uma érea
circunscrita do corpo, causada pela depressdao da excitacdo das terminagdes
nervosas ou pela inibicdo do processo de conducdo dos nervos periféricos
(MALAMED, 2001). Os agentes que promovem anestesia local sdo quimicamente
similares e bloqueiam reversivelmente a geracao e a conducao dos impulsos
nervosos periféricos (BUTTERWORTH & STRICHARTZ, 1990).

Em relagdo a estrutura quimica, os anestésicos locais, tanto do grupo éster
quanto do grupo amida tém caracteristicas em comum: um grupo aromatico,
responsavel pelo carater lipofilico da molécula, uma extremidade aminoterminal
secundaria ou terciaria, que confere a hidrossolubilidade e uma cadeia
intermediaria, que proporciona a separacao espacial entre as duas extremidades,
diferenciando-se pelo tipo de ligagdo éster ou amida (MALAMED, 2001).

Os anestésicos do tipo amida, devido a sua menor toxicidade e potencial
alergénico, sdao os Unicos disponiveis na forma injetavel no Brasil, como tubetes
para uso odontoldgico. Varias sdo as formulacdes anestésicas locais hoje
disponiveis para anestesia odontoldgica. As mais comuns sao as que contém como
sal anestésico, a lidocaina, a prilocaina e a mepivacaina, considerados anestésicos
locais de poténcia e duragdao de agdo intermediarias (COVINO & GIDDON, 1981),



além da bupivacaina de longa duracdo (ANDRADE, 1999). Esses anestésicos
apresentam-se em concentracdes variaveis de 2 a 3% e associados a
vasoconstritores adrenérgicos, com excecao da prilocaina que é associada a
felipressina, um derivado da vasopressina (RANALI et a/., 1996).

As solucOes anestésicas possuem caracteristicas préoprias em relacdo ao
periodo de laténcia, poténcia e duracao da anestesia, assim a escolha da solucao
depende do tipo de procedimento a ser realizado e do estado geral de saude do
paciente (SOARES, 2002). As caracteristicas fisico-quimicas dos sais anestésicos,
como a atividade vasodilatadora, influenciam no seu efeito terapéutico.

A atividade vasodilatadora dos sais anestésicos influencia a duragdo do
efeito anestésico. Todos os sais anestésicos locais apresentam algum grau de
atividade vasodilatadora, quanto mais significativa for essa atividade, mais rapido o
anestésico sera retirado do local anestesiado, reduzindo a duracdo anestésica e
elevando o nivel sangliineo do composto, o que pode aumentar o risco de produzir
reacOes tdxicas no organismo (BENNETT, 1989).

Devido a propriedade vasodilatadora discreta, a mepivacaina 3% sem
vasoconstritor pode ser utilizada clinicamente e produz um periodo de anestesia
pulpar de 40 minutos nos bloqueios anestésicos, e de 20 minutos nas infiltragdes.
Assim, em intervencOes rapidas, que ndo exijam anestesia pulpar prolongada, e
em pacientes que nao devem utilizar vasoconstritores é recomendado o uso desta
solugdo sem vasoconstritor (MALAMED, 2001). A pequena propriedade
vasodilatadora da mepivacaina poderia ser vantajosa nas formulacOes lipossomais,
que poderiam promover uma anestesia pulpar com maior duragao e sem adicao de
vasoconstritores, beneficiando pacientes que apresentam comprometimento
médico, que restringe o uso de vasoconstritores, proporcionando controle eficaz de

dor por um periodo de tempo mais prolongado.



2.2. LIPOSSOMAS:

Atualmente, varias formulacdes com sistemas de liberacdo sustentada, tém
sido utilizadas com drogas como: antineoplasicos, antibidticos, antifiingicos e
anestésicos locais. O uso destas preparacoes, encapsuladas em lipossomas ou em
outros veiculos, como ciclodextrinas ou polimeros sintéticos, incluem aumento na
duracao do efeito e diminuicao da toxicidade da droga (GESZTEZ & MEZEI, 1988;
LANGERMAN et al,, 1992; BOOGAERTS et al., 1993 a,b; MOWAT et al,, 1996;
BUCALO et al., 1998; DAVIS & BREWSTER, 2004; ROSE et a/., 2005; TORCHILIN,
2005; VISCUSI, 2005).

Além de atuarem como sistemas de liberacdo sustentada para drogas, os
lipossomas sao utilizados em varias areas da clinica médica, como: diagndstico por
imagens em varios 0rgaos, aplicacao topica de medicamentos, aplicagdo inalatéria
de medicamentos, terapia contra artrite, lipossomas alvo para células especificas
no tratamento de neoplasias, vacinas lipossomais, lipossomas carreadores de
proteinas e peptideos e utilizados para liberacao de genes (BANERJEE, 2001;
TORCHILIN, 2005).

Dentre os diversos veiculos para liberacdo lenta de drogas os lipossomas
tém gerado grande interesse devido a sua versatilidade (KSHIRSAGAR et al.,
2005). Estes veiculos foram desenvolvidos ha mais de 30 anos para liberacao
sustentada de drogas (ROSE et al., 2005). Os lipossomas sao formados pela
interacdo de lipidios anfifilicos com uma fase aquosa (BANERJEE, 2001) e
consistem de esferas micro ou nanométricas de uma ou mais bicamadas de lipidios
cujas caudas hidrofdbicas estao voltadas para o interior e as cabegas polares para
o exterior da bicamada, em contato com a fase aquosa (RANADE, 1989;
TORCHILIN, 2005).

Os lipossomas sao formulados tipicamente pela dissolucdo de lipidios em um
solvente que sera posteriormente evaporado deixando um filme lipidico. Drogas

lipofilicas sd@o dissolvidas com os fosfolipidios, enquanto drogas aquosas sao



utilizadas para reconstituir o filme lipidico e ficam armazenadas entre as camadas
destes (ROSE et al., 2005).

A encapsulacdo de drogas nos lipossomas é orientada pela hidro ou
lipofilicidade das mesmas, ja que compostos hidrofilicos tém tendéncia a
permanecer no compartimento aquoso e compostos hidrofobicos inserem-se na
bicamada lipidica (SHARATA & KATZ, 1996; ARAUJO et al., 2003). Drogas
anfipaticas, como os anestésicos locais, sao encapsuladas dentro da bicamada
lipidica e/ou do compartimento aquoso (ROSE et al, 2005). Desta forma, os
lipossomas s3ao capazes de proteger os principios ativos encapsulados da
metabolizacdo, fazendo com que alcancem o seu sitio de agdo em concentracoes
efetivas maiores (ARAUJO et al., 2003).

Os lipidios constituintes da bicamada sao materiais biocompativeis de
ocorréncia natural, como fosfolipidios e colesterol, assim estas vesiculas lipidicas
sao semelhantes as membranas bioldgicas e sdao biodegradaveis além de
apresentarem baixa toxicidade e imunogenicidade reduzida ou inexistente (KUZMA
et al., 1997; KSHIRSAGAR et al., 2005).

A similaridade dos mondémeros constituintes dos lipossomas com o das
membranas bioldgicas elimina o risco de antigenicidade ou de lesGes histoldgicas
(MALINOVSKY et al., 1997) apds sua administracdo. A literatura relata também
que lipossomas com carga neutra ndo promovem a lise de eritrocitos (YOSHIHARA
& NAKAE, 1986; PARNHAM & WETZIG, 1993; STENSRUD et al, 1999) e nao
possuem efeito pré-agregante. Ao contrario, tem sido demonstrado que a
formulagado lipossomal de AL tem maior efeito na inibicdo da agregacao plaquetaria
induzida por ADP e outros agentes indutores do que quando os ALs sao utilizados
isoladamente (PINTO et al, 2004). Lipossomas puros nao tém atividade
farmacoldgica inerente (GRANT et al., 1994)

As preparacOes liposssomais sao classificadas como vesiculas multi ou

unilamelares, de acordo com o nimero de bicamadas. Os lipossomas ideais devem



ter a habilidade de encapsular drogas em altas concentracbes, de serem
eliminados lentamente do local da injecao e de maximizar a liberacao da droga
encapsulada (MOWAT et al., 1996). O tamanho dos lipossomas afeta sua
biodistribuicdao, pois lipossomas menores que 120 nm atravessam rapidamente os
capilares, enquanto que os maiores tendem a permanecer no sitio da injecao
(GRANT & BANSINATH, 2001). Umbrain et a/. (1995) observaram a biodistribuigao
de lipossomas multilamelares grandes e unilamelares pequenas em ratos e coelhos
apds a injecao extradural por imagens cintilograficas. As vesiculas multilamelares
grandes formaram um depdsito no local da injecao, enquanto que as vesiculas
unilamelares pequenas atingiram a circulagao sistémica 30 minutos apods a injecao.
Estes resultados levaram a selecao de vesiculas grandes para estudos clinicos com
lipossomas associados a anestésicos locais.

Depois da liberacao da droga os lipossomas sao removidos do local da
injecdo por macroéfagos e pelo sistema linfatico. Lipossomas intravasculares sao
eliminados por uma combinacao de processos que incluem a participacao de
mondcitos circulantes, sistema reticular endotelial e proteinas de alta densidade
(MASHIMO et al., 1992; GREGORIARIDIS & FLORENCE, 1992).

2.3. ANESTESICOS LOCAIS ENCAPSULADOS EM LIPOSSOMAS:

Lipossomas sdo esferas microscopicas constituidas por bicamadas de
fosfolipidios, dentro destas esferas, anestésicos locais podem ser encapsulados
(MCLURE & RUBIN, 2005). Os anestésicos locais sdao lentamente liberados da
formulagao lipossomal prevenindo altos picos plasmaticos, prolongando a duragao
de acdo do bloqueio nervoso e reduzindo o risco de toxicidade sistémica (GESZTES
& MEZEI, 1988; LANGERMAN et al., 1992; BOOGAERTS et a/.,1993 a,b; MOWAT et
al., 1996; BUCALO et al., 1998; ARAUIO et al., 2003).

Lipossomas tém sido utilizados, em estudos em animais e em voluntarios,

para prolongar o efeito anestésico e diminuir efeitos tdxicos de diversos



anestésicos como: bupivacaina, mepivacaina, lidocaina e prilocaina.

MALINOVSKY et al. (1997) aplicaram bupivacaina 0,5%, bupivacaina
lipossomal 0,5%, lipossomas vazios e solucao salina isotbnica, intracisternamente
em coelhos. A formulacdo de bupivacaina lipossomal provocou anestesia de maior
duracdo quando comparada com a bupivacaina livre na mesma concentragao.
Além disso, os autores realizaram avaliacao histopatoldgica do cordao espinhal
depois de sete dias da aplicacdo dos anestésicos e nao observaram diferencas
significativas entre os grupos avaliados.

O prolongamento da analgesia provocado pela administracao subcutanea de
bupivacaina lipossomal foi observado em camundongos por GRANT et a/. (2001).
Os animais receberam injecoes de bupivacaina 0,5% e de bupivacaina lipossomal
0,5%; 1% e 2%. Os animais que receberam bupivacaina lipossomal apresentaram
maior duragdo de efeito anestésico e a droga permaneceu por até 96h no local da
injegao.

A maior permanéncia no local da injecdo e uma menor taxa de absorcao do
anestésico local encapsulado em lipossomas tém sido demonstradas em diversos
estudos. BOOGAERTS et al. (1993) compararam concentracdoes plasmaticas de
bupivacaina obtidas depois da administracao de bupivacaina livre ou complexada
com lipossomas multilamelares durante o bloqueio axilar em coelhos. Os animais
que receberam bupivacaina lipossomal apresentaram niveis plasmaticos mais
baixos nos primeiros 10 minutos e mais altos depois de 24 horas, o que mostra a
liberacao lenta do anestésico responsavel pelo aumento na sua duracdo de acao.

MASHIMO et al. (1992) estudaram a farmacocinética da lidocaina livre e
encapsulada em 20 cdes apds a administragdo epidural. O tempo de recuperagao
apds a aplicagdo da lidocaina encapsulada foi cerca de 3 vezes maior quando
comparado com a lidocaina livre. As areas sobre a curva (AUC) e o tempo maximo
(Tmax) foram maiores nos animais que receberam lidocaina encapsulada, o que

sugere que o prolongamento da anestesia é causado pela liberacdo lenta da droga



dos lipossomas.

A maior eficacia anestésica e menor toxicidade tém sido demonstradas em
animais com preparacoes lipossomais de diversos anestésicos locais. A toxicidade
aguda no sistema nervoso central (SNC) e no sistema cardiovascular (SCV)
provocadas apods a injecao intravascular de bupivacaina 0,25% foi comparada com
a da formulacao lipossomal de bupivacaina na mesma concentracao em coelhos. A
dose necessaria para inducdo de convulsdes e taquicardia ventricular foi
significativamente maior com a bupivacaina encapsulada em lipossomas, o que
mostra a redugao de toxicidade sistémica apds a infusao intravenosa de anestésico
local lipossomal (BOOGAERTS et al., 1993).

O uso de bupivacaina em lipossomas e da mesma solucdao nao encapsulada
foi avaliado por YU HY et al. (2002) em ratos Wistar aplicando o teste de “tail-
flick”. A solucao encapsulada mostrou um nivel plasmatico constante, além de um
efeito anestésico maior durante o mesmo periodo. Assim, os autores concluiram
que a preparacao lipossomal aumentou a intensidade e prolongou a duragao do
efeito da bupivacaina, além de reduzir a taxa de absorgdo sistémica do anestésico.

A mepivacaina 2% foi avaliada nas formas encapsulada e nao encapsulada,
com relacao a laténcia e duracdo da anestesia em bloqueio motor e sensitivo, em
camundongos, tendo sido observada potencializacao do efeito analgésico em
relacdo a amplitude e ao tempo de duracdao da anestesia para a forma
encapsulada. Para o bloqueio motor ndo foi observada diferenca estatistica entre
as duas formas (ARAUJO et a/,, 2004).

O efeito antinociceptivo de formulagdes lipossomais de lidocaina, prilocaina
e mepivacaina 2% foi comparado com o efeito produzido pelas solugdes puras
destes trés anestésicos em ratos apds o bloqueio do nervo infra-orbital. As
formulagdes encapsuladas aumentaram a intensidade de efeito anestésico quando
comparadas com a forma livre dos mesmos anestésicos. A mepivacaina foi o

anestésico mais beneficiado pela adicdo de lipossomas, enquanto que a lidocaina
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foi a menos beneficiada (CEREDA et a/,, 2006).

Anestésicos encapsulados em lipossomas para aplicacdo topica ja foram
avaliados em diversos estudos com voluntarios. GESZTES & MEZEI (1988)
avaliaram a tetracaina 1% isolada e a tetracaina 0,5% encapsulada em lipossomas
multilamelares para anestesia tdpica da pele intacta de 24 voluntarios através de
teste de “pin-prick”. Os resultados mostraram anestesia de pelo menos 4 horas de
duracdo para a tetracaina encapsulada em lipossomas, enquanto a tetracaina
isolada nao promoveu anestesia efetiva.

FOLDVARI (1994), em estudo realizado /n vitro, observou a quantidade de
tetracaina liberada em células humanas por duas formulagoes lipossomais e por
duas formulagdes convencionais, todas com a mesma concentragdo de tetracaina
(2%). Observou que a concentracao de tetracaina obtida nas células foi de 1,5 a 4
vezes maior quando a droga estava associada a lipossomas. A mesma autora
testou as quatro formulacdes, e mais uma formulacdo placebo somente com
lipossomas, em voluntarios e avaliou a atividade anestésica com teste de “pin-
prick”. A anestesia topica proporcionada pela associacdo de tetracaina e
lipossomas foi mais profunda e mostrou tempo de laténcia menor nos voluntarios
avaliados.

SINGH & VYAS (1996) avaliaram a eficacia de suspensoes lipossomais com
benzocaina, incorporadas em creme ou gel, apds a aplicagdo tdpica em pele de
cadaveres (in vitro) e em humanos (in vivo). No estudo /in vitro com pele de
cadaver humano foi verificada a difusdao das formulas creme e gel de benzocaina
encapsulada ou ndao em lipossomas. As formulagdes lipossomais apresentaram
liberacdo constante e localizada. No estudo /in vivo, os voluntarios receberam
aplicacdes tdpicas de gel e creme de benzocaina lipossomal no antebraco direito, o
antebraco esquerdo recebeu creme e gel de benzocaina como controle. O tempo
de laténcia e a duragdo da anestesia foram verificados com o teste de “pin-prick” e

as formulacdes lipossomais exibiram maior duracao e laténcia.
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FISCHER et al. (1998), em estudo duplo-cego e cruzado, compararam a
capacidade de produzir anestesia tdpica em pele intacta, da tetracaina 5%
encapsulada em lipossomas em relacdo a mistura eutética de anestésicos locais
(EMLA - lidocaina 2,5% e prilocaina 2,5%), na anestesia topica em pele integra de
40 voluntarios. Os autores observaram uma anestesia mais efetiva, através de
testes de “pin-prick” e escala analdgica visual, e, além disso, uma preferéncia dos
voluntarios pela anestesia proporcionada pela tetracaina encapsulada em
lipossomas.

FRIEDMAN et al (1999) compararam a profundidade e duragao da
anestesia produzida por quatro anestésicos topicos: EMLA, ELA-Max (lidocaina 4%
em veiculo lipossomal), betacaina-LA (lidocaina + prilocaina + vasoconstritor) e
tetracaina 4% em gel. Os testes foram realizados em 10 locais do antebrago de 12
voluntarios, através de estimulagdo com laser. Os resultados mostraram
superioridade do EMLA e da lidocaina lipossomal na promocao da anestesia em
relacdo as outras preparacoes.

Em estudo duplo cego, cruzado, com 120 criangas, foi demonstrado que a
aplicacao todpica de lidocaina lipossomal por 30 minutos, sem curativo oclusivo,
apresentou a mesma seguranca e eficacia para melhora da dor a puncdo de
agulhas que a mistura eutética de lidocaina e prilocaina (EMLA) aplicada por 60
minutos, com curativo oclusivo (EICHENFIELD et a/.,2002).

A absorcdo e a toxicidade potencial da lidocaina lipossomal tdpica foi
avaliada em 8 voluntarios que receberam 30 ou 60g deste anestésico com
aplicacdo topica através de curativos oclusivos. Os niveis sangliineos de lidocaina e
de seu metabdlito monoetilglicinaxilidida (MEGX) foram observados apds 1; 2; 6 e
24h da aplicagdo. Os niveis observados foram menores que 0,5 ng/mL. Os autores
concluiram que em pequenas quantidades a lidocaina aplicada com curativos
oclusivos é segura, pois ndao houve sinais clinicos de intoxicacdo e baixos niveis

sangliineos de lidocaina e de seu metabdlito foram encontrados (NESTOR, 2006).
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Outros autores relataram o uso injetavel de suspensdes lipossomais com
anestésicos locais em voluntarios. Bupivacaina 0,25% encapsulada em lipossomas
foi administrada em um paciente ASA I com dores cronicas no brago. O paciente
recebeu anestesia infiltrativa no plexo braquial com bupivacaina 0,25% associada
a epinefrina 1:200.000, e em outra ocasido recebeu a suspensao lipossomal de
bupivacaina 0,25%. Esta preparacao promoveu analgesia sem blogueio motor,
alivio da dor por 40 horas e apds este periodo ocorreu dor leve tolerada pelo
paciente sem que fosse necessario o uso de analgésicos orais. Foram realizadas
trés injecOes, com intervalo de 2 semanas entre estas, e depois da terceira
administracao a dor desapareceu completamente (LAFONT et a/., 1994).

BOOGAERTS et al. (1994) observaram, em humanos, a influéncia da
formulagao lipossomal na farmacodinamica da bupivacaina 0,5% e a eficacia desta
nova formulacao para analgesia pds-cirirgica. Foram selecionados 26 pacientes
que sofreram cirurgias maiores, os quais receberam bupivacaina 0,5% com
epinefrina 1:200.000 (n=12) ou suspensao lipossomal multilamelar de bupivacaina
a 0,5% (n=14) através de um cateter peridural. Os autores concluiram que a
formulacao lipossomal promoveu aumento na duracao da analgesia sem promover
blogueio motor e efeitos adversos.

A suspensdao lipossomal multilamelar de bupivacaina 0,25%, foi
administrada a um paciente com dores devido a uma neoplasia pulmonar. O
mesmo paciente recebeu uma anestesia peridural de bupivacaina na mesma
concentracdo 48 horas depois. A suspensao lipossomal promoveu alivio da dor
apos 15 minutos e durante 11 horas, nao sendo observado bloqueio motor das
pernas. Além disso, a pressao arterial e a freqliéncia cardiaca permaneceram
estaveis. A solucdo de bupivacaina de mesma concentracdo com epinefrina
1:200.000 promoveu alivio da dor por 4 horas, bloqueio motor nivel 1 de acordo
com a escala de Bromage, decréscimo de 20% da freqiiéncia cardiaca e de 30%

da pressao arterial, sendo necessaria a administracdo de um vasopressor (LAFONT
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et al.,, 1996).

GRANT et al. (2004) aplicaram, em seis voluntarios, injecOes intradérmicas
nas costas, de bupivacaina lipossomal 0,5%, 1% e 2%, bupivacaina 0,5%, solucao
de NaCl 0,9% e lipossomal sem o anestésico. Analgesia foi testada com o teste de
“pinprick”, frio e toque suave por um investigador que nao sabia qual solucao
estava sendo utilizada. As solugdes com bupivacaina lipossomal promoveram uma
anestesia de maior duracao e de forma dose dependente, pois a formulagao com
grandes lipossomas é removida lentamente do local da injecdo. Desta maneira é
possivel manter concentracdes teciduais baixas e impedir a rapida redistribuicao
tecidual e, consegiientemente, diminuir a toxicidade sistémica dos anestésicos

locais.
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3. PROPOSICAO:
Os objetivos deste estudo foram determinar, em ratos, a reagao tecidual e
os niveis plasmaticos obtidos apds a injecao de formulacdes comerciais e
lipossomal de mepivacaina. Foram realizados trés ensaios:
1. Teste de edema de pata para avaliar a compatibilidade bioldgica das
formulacdes anestésicas a base de mepivacaina;
2. Avaliacdo histoldgica da mucosa oral para verificar a intensidade da reacao
inflamatdria promovida pela injecdo intra-oral de formulagdes anestésicas a
base de mepivacaina;

3. Determinacao dos niveis plasmaticos apds a injecao intra-oral destas
formulagoes.
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4. MATERIAL E METODO:
Solucdo anestésica , seringa e agulha anestésica.

Foram utilizadas as seguintes solucGes anestésicas: solucdo comercial de
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (Mepiadre®-DFL; lote n° 0408011) e
solucdo comercial de mepivacaina 3% (MepiSV®-DFL; lote n°® 0407A09). Para
formular a suspensdo lipossomal de mepivacaina 2% foram utilizados: sal de
cloridrato de mepivacaina (doada pela Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda.), acetato de
a-tocoferol, fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma Chem. Co.) e tampao HEPES
20mM com NaCl 0,9% (Q-biogene).

Seringas de 1; 3 e 5 mL (BD®) e agulhas de 30G e 22G (BD®) foram
utilizadas para indugdao de anestesia geral e para realizagdo das injegOes
anestésicas infiltrativas. Para a indugdo de anestesia geral foram utilizados:
Tiopental sddico (Thiopentax®, Cristalia Ind. Quim. Farm.), alfa-cloralose e uretano
(Sigma Chem. Co.).

Preparacao das solucoes:
As suspensdes lipossomais foram preparadas no laboratério de

Biomembranas do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob orientagao da Profa. Dra.
Eneida de Paula.

As vesiculas multilamelares foram preparadas pelo método de hidratacdo de
filme seco retirando-se aliquotas de fosfatilcolina de ovo, colesterol e o-tocoferol
(na proporcao molar de 4:3:0,07) de uma solucdo estoque em cloroférmio e
evaporando-se sob fluxo de N, seguido de vacuo por 2h, a temperatura ambiente
(BOOGAERTS et al, 1993 a,b; FRACETO et al, 2002). Apés a secagem foi
adicionado o tampao HEPES 20mM, pH 7,4 com NaCl 150 mM, sendo a dispersao
agitada por 5 minutos em vértex, passando a apresentar vesiculas multilamelares

concéntricas, separadas por cavidades aquosas.
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As vesiculas lipossomais unilamelares de 0,4um foram preparadas por
extrusdo das vesiculas multilamelares descritas anteriormente (Extrusor Lipex
Biomembranes Inc.). Assim, sob pressao de nitrogénio, a temperatura ambiente, a
amostra de vesiculas multilamelares foi passada por um disco de drenagem e duas
membranas de policarbonato (Poretics) com poros de tamanho controlado
(0,4um), por 12 vezes. Os lipossomas foram mantidos em repouso, por pelo
menos 2h, para o intumescimento das vesiculas. A formulacdo dos lipossomas
apresentava concentragao lipidica de 5 mM.

Apds a preparacao das vesiculas foi incorporado anestésico local cloridrato
de mepivacaina (cedido pela Cristalia®). A concentracdo total de anestésico foi
2%, ou seja, @ mesma da preparagao comercial com vasoconstritor (70,4mM).

As formulagdes foram preparadas em camara de fluxo laminar e
posteriormente foram esterilizadas em autoclave (CEREDA et al., 2006). Todas as
suspensoes lipossomais utilizadas eram estéreis e livres de pirogénio. O teste de
pirogénio foi conduzido pela Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda.

Segundo ARAUJO et al. (2002), a formulacdo lipossomal produzida como
descrito, apresenta uma percentagem de encapsulagao da mepivacaina de 18,4 %
(£ 3,9 %). As formulagdes lipossomais eram utilizadas em até no maximo uma
semana apds sua producdo, pois segundo ARAUJO et al. (2004), vesiculas
lipossomais armazenadas a 4°C por até duas semanas do seu preparo nao
apresentam mudangas no seu diametro.

Previamente as injecdes anestésicas, o pH das solugdes foi aferido através
de pHmetro ORION®, modelo 290A, acoplado a um micro-eletrodo LAZAR BNC. As
condicOes de andlise do pH foram estabelecidas através de validacdo com solugdes

tamp3o Merck® (Merck S.A. IndUstrias Quimicas) com pH 4,0 e 7,0.
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Animais

O presente projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacao Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP
(protocolos numeros: 816-1; 871-1; 1067-1). Foram utilizados 138 ratos (Rattus

norvegicus albinus, wistar), adultos, machos, spf ("specifc pathogen free" - livres

de patdgenos especificos), provenientes do CEMIB-UNICAMP. Os animais utilizados
apresentavam idade entre 6 e 8 semanas e peso entre 250-350g.

Os animais permaneceram em ambiente com temperatura controlada e com
ciclo claro-escuros mantidos, com agua e comida ad /ibitum. Os animais foram

divididos em grupos distintos para os diferentes experimentos.

Edema de pata:
O teste de edema de pata induzido por carragenina foi adaptado de Winter

et al. (1962) e tem sido utilizado para determinar atividade anti e pré-inflamatdrias
de varios farmacos (CAMPOS & CALIXTO, 1995; HAYASHI et al, 2001;
FERNANDES et al., 2003; POSADAS et al., 2004; DUHGAONKAR et al., 2006). Este
modelo foi utilizado no presente estudo para avaliar uma possivel atividade pré-
inflamatoria das preparagbes anestésicas comerciais e lipossomais a base de
mepivacaina.

A carragenina € um polissacarideo complexo, formado por mondémeros
repetidos de galactose. Este composto existe em trés formas principais: lambda,
kappa, e iota. A forma lambda é o agente de escolha para inducao de respostas
inflamatodrias, pois estimula o processo inflamatdério sem efeitos sistémicos,
permitindo um alto grau de reprodutibilidade (WINTER et al, 1962, MORRIS,
2003). A metodologia empregada foi similar a de trabalhos que também avaliaram
a reagao provocada por carragenina, que no presente estudo foi utilizada como
controle positivo, e outras substancias na indugao de edema de pata (FRANCISCHI
et al., 2002; POURPAK et al., 2004).
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Neste ensaio, foram utilizados 36 ratos (Rattus norvegicus albinus, wistar),

adultos, machos, spf ("specifc pathogen free" - livres de patdgenos especificos),
divididos em seis grupos de seis animais cada. As formulagoes testadas foram:
carragenina 1% (controle positivo); solucao de NaCl 0,9%; suspensao lipossomal 5
mM (LUV); solugdo comercial de mepivacaina 3% (MVC 3%); solucao comercial de
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (MVC 2% EPI); e suspensao lipossomal
de mepivacaina a 2% (MVC LUV).

Previamente a injecdo intraplantar de 0,1 mL das substancias testadas, foi
realizada a inducao da anestesia geral nos animais com tiopental sodico na dose
de 40mg/kg. Em seguida as patas traseiras foram marcadas para garantir que
estas fossem imersas no pletismometro sempre da mesma maneira (POSADAS et
al., 2004).

Utilizando um pletismémetro (Ugo Basile 7140) o volume das patas traseiras
foi medido antes e 60, 120 e 180 min apds a injecao intraplantar de carragenina a
1% e das formulagbes testes. O edema induzido pela carragenina é gradual,
podendo ser medido apds uma hora e atinge o seu efeito maximo apds trés horas
da injecao (GOULART et a/., 2005) e, assim, as medidas no presente estudo foram
feitas a partir de 1 hora até 3 horas depois da injecao das substancias em teste. O
edema de pata, expresso em mL, foi calculado subtraindo-se o volume registrado
antes da injecdo, do volume registrado apds a injecao (POURPAK et al., 2004). A
Figura 1 mostra a marcagdo na pata traseira, o pletismometro utilizado, a injecao

intraplantar e a medida de volume realizada durante os testes.
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Figura 1: Teste de edema de pata; (a) Delimitacao da pata; (b)
pletismometro Ugo-Basile — 7140; (c) Injecdo intraplantar; (d) Medidas de

volume.

Avaliacao histolodgica:

Foram utilizados 90 animais (ratos da mesma espécie previamente descrita)
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos e nestes foram feitos os seguintes
tratamentos: Grupo 1: puncdo da agulha; Grupo 2: administracdo de
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (MVC 2% EPI); Grupo 3:
administragao de preparagao anestésica local lipossomal de mepivacaina 2% (MVC
LUV); Grupo 4: administracdo de preparacao lipossomal sem anestésico local
(LUV); Grupo 5: administracdo de mepivacaina 3% (MVC 3%).

Neste ensaio, cada animal recebeu 0,1 mL de uma das solugdes dos grupos
2, 3, 4 ou 5 na regiao do fornice do vestibulo do 1° molar superior direito. Além
disso, todos os animais receberam 0,1 mL de solugago de NaCl 0,9%
contralateralmente, sendo considerado este procedimento como grupo controle.

Previamente a administracdao das solucdes foi realizada a inducdao da
anestesia geral com tiopental na dose de 40mg/kg. Decorridas 6 horas da
administracao das solugdes, seis animais de cada grupo, escolhidos ao acaso,

foram sacrificados e o fragmento da maxila com o tecido mole aderido, foi
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removido. Apds 24 horas e ap0ds 4 dias das administragOes, este procedimento se
repetiu para os animais restantes.

Os fragmentos foram fixados em solucdo de Bowin, por 24 horas e,
posteriormente, em solucao de formol a 10%, por 48 horas. Em seguida, as pecas
foram lavadas em agua destilada/deionizada e armazenadas em solucdo de EDTA
titriplex (Merck KGaA) até que a desmineralizacao permitisse o corte das pegas. A
partir destes fragmentos de maxila foram obtidos cortes histolégicos com
espessura de 6 um, em cinco profundidades, diferindo estas entre si em 40 pm.

Todas as pecas foram cortadas do lado esquerdo para que durante a analise
das laminas fosse possivel distinguir o lado da aplicagdo da solucdo de NaCl 0,9%

do lado tratado (Figura 2).

Figura 2: Corte do lado esquerdo das pecas para possibilitar a identificacao do
lado tratado e do lado controle (solugao de NaCl 0,9%).

Os cortes foram processados e corados com hematoxilina/eosina (HE) e
analisados qualitativamente em relagdo ao aspecto inflamatério do tecido. A
analise foi feita a partir de fotografias dos cortes, com aumento de 100 vezes,
capturadas pelo fotomicroscopio (Zeiss-AXIOSKOP2-PLUS).
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A regido do corte histologico analisada foi padronizada, conforme
demonstrado na Figura 3. A tomada fotografica compreendeu a regido de tecido
conjuntivo na porcao mais interna do fundo de sulco vestibular (fundo de sulco

gengival), ou seja, o local de injecao das diferentes formulacdes testadas.

Corte sagital da maxila

1 — Osso alveolar
2 — Fundo do sulco vestibular
3 — Tecido conjuntivo

4 — Local da iniecao

Figura 3: Padronizacao da regidao dos cortes histoldgicos que foram submetidas

ao procedimento de classificacao da reacao inflamatoria por escore.

As imagens foram codificadas por um terceiro participante e dois
avaliadores classificaram as imagens de acordo com um escore determinado
previamente (SHIPPER et al., 2005), sem saber qual das solucOes anestésicas foi
empregada. A replicabilidade do método de classificacao por escores entre os dois
examinadores foi calculada pelo teste de correlacao intraclasse para dados
continuos. Foram observados aspectos tais como migracao de células inflamatodrias
e concentracao aparente destas na regiao da injecao, alteracao da vascularizagcao
local e possiveis regides de necrose tecidual. O escore foi definido de acordo com
as descricOes a sequir:

(1) Sem infiltrado inflamatdrio
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(2) Infiltrado inflamatdrio leve

(3) Infiltrado inflamatdrio moderado

(4) Infiltrado inflamatodrio intenso

(5) Infiltrado inflamatdrio intenso com areas de necrose

A Figura 4 mostra os escores de infiltrados inflamatdrios observados no

presente estudo.

Figura 4: Escores de infiltrados inflamatérios (x100 vezes): (1) Sem infiltrado
inflamatorio; (2) Infiltrado inflamatorio leve; (3) Infiltrado inflamatdrio moderado;
(4) Infiltrado inflamatdrio intenso; (5) Infiltrado inflamatdrio intenso com areas de

NECrose.
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Determinacao da concentracao plasmatica:
Foram utilizados 12 animais (ratos da mesma espécie anteriormente

descrita) distribuidos aleatoriamente em trés grupos e nestes foram administradas
as seguintes solugbes: Grupo 1: mepivacaina 3% (MVC 3%); Grupo 2:
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (MVC 2% EPI) e Grupo 3: preparacao
anestésica local lipossomal de mepivacaina 2% (MVC LUV).

Cada animal recebeu 0,1 mL de uma das solugdes dos grupos 1, 2 e 3 na
regidao do fornice do vestibulo do 1° molar superior direito. Previamente a
administracao das solugdes foi realizada a indugao da anestesia geral com o-
cloralose (50mg/kg) e uretano (1g/kg). Antes da realizagao do presente estudo, foi
realizado ensaio piloto para verificar a possivel influéncia do uso destas drogas na
dosagem de mepivacaina. Neste ensaio piloto, realizado em um “pool” de plasma
com e sem as mesmas drogas usadas para anestesia geral, foi verificado que o uso
destes anestésicos gerais ndo provocou alteragdes na dosagem de mepivacaina.

Logo apds a inducdo da anestesia geral, foi realizada a instalacdao de um
cateter intravascular na veia femoral como via de acesso venoso. Foram coletadas
amostras de 0,4 mL de sangue nos seguintes tempos: 0 - antes da injecao
anestésica (“baseline”), 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300, 360 e 420 minutos.
Este esquema de progressiao geométrica € comumente utilizado e fornece
informacdes sobre a disposicao da droga (BOURNE, 1995). Logo apds a colheita, a
canula foi lavada com uma mistura de anticoagulante (heparina sddica) e soro
fisioldgico, para evitar coagulacao do sangue e obstrucao da via de acesso. As
amostras foram transferidas para tubos de microcentrifuga (eppendorf®)
heparinizados e o plasma separado foi armazenado a -18°C até a analise.

O equipamento utilizado para a obtencao das concentracdes plasmaticas de
mepivacaina foi um espectrometro de massas triplo-quadrupolar em seqiiéncia
com fonte de ionizagao por eletrospray (Quattro Premier XE) com um

cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) 2795 (Waters®) acoplado. Os dados
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foram adquiridos e analisados pelo software MassLynx 4.1 (Waters®). As andlises
foram realizadas no laboratério CORE (Clinical Research), pelos Profs. Drs. Fabio
Barros e Eduardo Meurer.

A espectrometria de massas € uma técnica que envolve a fragmentacdo de
moléculas alvo, seguida da separacdo e da medida de massa dos fragmentos
individuais (ULLMAN et a/,, 1998). O resultado final de todas as analises feitas por
espectrometro de massa, independente do tipo de ionizagdo ou de caracteristicas
de desempenho dos sistemas, € o fornecimento de um espectro que fornece a
relagdo massa-carga no eixo x versus o fluxo de ions detectados no eixo y
(GILLETTE et al, 2005). O equipamento utilizado neste estudo ainda fornece
cromatograma de ions selecionados (modo MRM), integrando a area deste
cromotagrama € possivel determinar a quantidade do anestésico analisado.

As amostras de plasma (100uL) obtidas foram misturadas com o padrao
interno (PI) de venlafaxina previamente a extragao. O PI foi obtido com a diluicao
de 25 pL de venlafaxina em metanol na concentragao de 200 ng/mL. As amostras
misturadas com o PI foram agitadas por 1 minuto para garantir solubilizacao do PI
no plasma. Em seguida foram adicionados 50 yL de NaOH (1M) e novamente a
mistura foi agitada por 1 minuto. Foram adicionados a mistura, 1000 pL de
hexano/acetato de etila (1:1), seguida de agitagao e centrifugagao por 5 minutos
cada. Foram retirados 800 pL da fase organica, esta solucdo foi transferida para
outro eppendorf e seca em fluxo de ar comprimido. O residuo foi dissolvido em
100 pL de fase movel e em seguida a mistura foi agitada por 2 minutos
previamente a injecao no sistema CLAE — EM/EM.

Foram injetados 5 pL desta mistura no CLAE-EM/EM. Foi utilizada uma
coluna Polaris Ci;g de 5um (50x2 mm). A fase moével utilizada foi composta de
acetonitrila e agua (80:20 v/v) com adicao de 0,1% de acido férmico. O tempo de
corrida foi de 3 minutos, sendo o tempo de retencdo da mepivacaina de 1,03 min

e 1,04 min para o PI.
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A deteccdo foi feita pelo monitoramento de reagdes multiplas (MRM), que
consiste na separagao no primeiro analisador (Q1) da molécula alvo ionizada e
fragmentacao no segundo analisador (g2), seguida da analise do fragmento
especifico no terceiro analisador (Q3). A amostra de mepivacaina foi monitorada
MRM 247,5>150,5, e a venlafaxina MRM 278,1>215,31.

Analise estatistica:

Os dados obtidos com o teste de edema de pata foram analisados pela
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia
de 5%. Os diferentes tempos observados (60, 120 e 180 min) foram analisados
separadamente considerando todas as substancias testadas (carragenina 1%,
mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000, mepivacaina 3%, mepivacaina 2%
lipossomal, suspensao liposssomal, solugdo de NaCl 0,9%). Além disso, as
formulagdes testadas foram comparadas entre si, sem o grupo carragenina.

Os dados obtidos com a avaliagdo histoldgica, numa primeira analise, foram
comparados através do teste de KrusKal-Wallis e teste Student-Newman-Keuls
(post-hoc) com nivel de significancia de 5% (a=0,05), para comparagao entre
varios grupos, sem considerar cada animal de maneira independente. A andlise
considerou primeiramente os escores obtidos com os cinco tratamentos estudados
(mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000, mepivacaina 3%, mepivacaina 2%
lipossomal, suspensdo lipossomal, puncdo da agulha). Além disso, os escores
obtidos com a administracao de solugao de NaCl 0,9% também foram analisados
com o teste de KrusKal-Wallis e teste Student-Newman-Keuls (post-hoc) com nivel
de significancia de 5%. Os diferentes tempos observados (6h, 24 h e 4 dias) foram
analisados separadamente.

Os cinco tratamentos foram analisados, em uma nova distribuicao de
populacoes, considerando cada animal de maneira independente. Nestes testes, a

injecao de solucao de NaCl 0,9% (controle) foi comparada com as solugdes
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injetadas no lado contra lateral da maxila dos animais. Os dados foram analisados
com teste de Wilcoxon pareado nos trés tempos observados.

A concentracdo de mepivacaina encontrada no plasma dos animais nos
diferentes tempos observados foi analisada pela andlise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey-Kramer com nivel de significancia de 5%, comparando-se os trés

grupos considerando cada tempo separadamente.
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5. RESULTADOS:
Valores de pH das formulacoes testadas:

Previamente aos testes de edema e da avaliagao histolégica da mucosa oral,
o pH das formulacgdes utilizadas foi aferido. A tabela 1 mostra a média dos valores
de pH obtidos.

Tabelal: Valores médios de pH das formulagdes testadas

Formulacgoes (teste de edema de pata) pH
Mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 3,84
Mepivacaina 3% 5,52

Mepivacaina 2% lipossomal 7,15
Solugao de NaCl 0,9% 5,84
Suspensao lipossomal 7,38

Teste de edema:

O teste de edema de pata mostrou diferencas estatisticamente significantes
entre o0 edema provocado pela carragenina e o provocado pelas outras
formulacdes testadas em todos os tempos analisados (p<0,001). As formulacdes
testadas nao mostraram diferengas estatisticamente significantes entre si (p>0,05)
em nenhum dos periodos de tempo testados (60, 120 e 180 minutos). A tabela 2
mostra o aumento de volume médio (mL) nos diferentes tempos medidos apds a
injecdo das substancias testadas. A Figura 5 mostra o grafico com o aumento de
volume médio e o desvio padrao provocado pelas substancias testadas em funcgao

do tempo.
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Tabela 2: Aumento de volume médio nos diferentes tempos medidos apds a

injecao das substancias testadas.

Média do aumento de volume (mL) +SD

Tempo Carragenina MVC 2%
LUV NaCl 0,9% MVC 3% MVC LUV
(min) 1% EPI
60 0,63+0,15 b 0,05+0,05 a 0,11+0,14 a 0,06+0,07a 0,03+0,08a 0,08+0,05 a
120 0,68+0,23 b 0,06+0,06 a 0,05+0,04 a 0,11+0,06 a 0,03+0,04a 0,07+0,06 a
180 0,54+0,18 b 0,02+0,04 a 0,09+0,08 a 0,07+0,09a 0,03+0,02a 0,01+0,01 a

—&— carragenina 1%
—&— LUV
1,0 - Salina
. —v - MvC_ 3%
0,9 4 MVC ., 2%
. —4— MVC _ . ..2% com adrenalina 1:100.000
0,8 4
|

o
o
1
'_\
/
]

aumento de volume da pata (mL)

T T T
60 120 180
tempo (min)

Figura 5: Aumento de volume (mL) médio e o desvio padrao provocado pelas

substancias testadas em fungao do tempo (min).
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Avaliacao Histologica da Mucosa Oral:
O teste de correlagdo intraclasse para dados continuos mostrou um indice

de correlacao de 0,9677 (p < 0,0001), ou seja, a replicabilidade entre os dois
avaliadores que examinaram as laminas histoldgicas foi alta.

Considerando a analise inter-grupos com o teste de Kruskal-Wallis no tempo
de 6 horas, os valores de escores obtidos apds a administracao de MVC LUV 2%,
apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) em relacao aos
valores obtidos com a injecao de MVC 2% com epinefrina 1:100.000. No entanto,
a administracao de MVC 3%, suspensao lipossomal pura (LUV) e da puncao da
agulha nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas a injegdo de MVC LUV 2% (p>0,05). A injecdo da LUV provocou
infiltrado inflamatdrio que ndo diferiu estatisticamente daqueles provocados pela
puncao da agulha e pelas injecoes de MVC LUV e MVC 3% (p>0,005), porém
diferiu estatisticamente da inflamagao provocada pela injegdo de MVC 2% com
epinefrina 1:100.000 (p<0,01). A tabela 3 mostra as medianas dos escores
obtidos com estes tratamentos no tempo de 6 horas.
Tabela 3: Medianas dos escores obtidos com os tratamentos testados apods 6

horas da sua aplicagao.

Tratamento Mediana (x desvio interquartilico)
MVC LUV 2% 2.5 (£ 0.80) a,c
MVC 2% com epinefrina
2.5(+£0.50) b
1:100.000
MVC 3% 2.1 (£ 0.35)a,b
LUV 2.4 (£ 0.75) a,c
Pungao da agulha 2.0 (£ 0.30) c
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A Figura 6 mostra o aspecto das laminas obtidas com a aplicacdo de MVC
LUV 2%, MVC 2% com epinefrina 1:100.000, MVC 3% e LUV apos 6 horas.

Figura 6: Imagens obtidas com a aplicacao de (x100 vezes): 1) MVC LUV 2%; 2)
MVC 2% com epinefrina 1:100.000; 3) MVC 3% e 4) LUV apds 6 horas.

Apds 24 horas da aplicacdo dos mesmos tratamentos, os infiltrados
inflamatdrios observados e os resultados foram semelhantes aos apresentados
apds 6 horas da aplicacdo dos tratamentos. O grupo MVC LUV 2% apresenta
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) em relacdo aos valores obtidos
com a injecao de MVC 2% com epinefrina 1:100.000. Porém, o infiltrado
inflamatdrio provocado pela injegdo de MVC LUV nao diferiu estatisticamente da
administracao de MVC 3%, de LUV e da puncao da agulha (p>0,05). Assim como
no tempo de 6 horas, a injecao da LUV provocou infiltrado inflamatério que nao

diferiu estatisticamente daqueles provocados pela puncao da agulha e pelas
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injecbes de MVC LUV e MVC 3% (p>0,005), porém diferiu estatisticamente da
inflamacao provocada pela injecao de MVC 2% com epinefrina 1:100.000
(p<0,05). A tabela 4 mostra as medianas dos escores obtidos com estes

tratamentos no tempo de 24 horas.

Tabela 4: Medianas dos escores obtidos com os tratamentos testados apds 24

horas da aplicacao dos tratamentos.

Tratamento Mediana ( desvio interquartilico)
MVC LUV 2% 2.0 (£ 0.3) a,c
MVC 2% com epinefrina 1:100.000 40(x0.0b
MVC 3% 3.0 (£ 0.3) a,b
LUV 2.1 (+0.2) a,c
Puncao da agulha 1.5(1.0c

A Figura 7 mostra o aspecto das laminas obtidas com a aplicacdo de MVC
LUV 2%, MVC 2% com epinefrina 1:100.000, MVC 3% e LUV ap06s 24 horas.

32



Figura 7: Imagens obtidas com a aplicacao de (x100 vezes): 1) MVC LUV 2%; 2)
MVC 2% com epinefrina 1:100.000; 3) MVC 3% e 4) LUV apds 24 horas.

Quatro dias apds a aplicagao dos tratamentos, os escores obtidos com os
tratamentos testados nao diferiram estatisticamente entre si, com excegao da MVC
2% com epinefrina, quando comparada com a puncao da agulha (p<0,01). A
tabela 5 mostra as medianas dos escores obtidos com os tratamentos testados
apos 4 dias.

Tabela 5: Medianas dos escores obtidos com os tratamentos testados apds 4 dias

da sua aplicacao.

Tratamento Mediana (* desvio interquartilico)
MVC LUV 2% 1.3(£0.9) a,b
MVC 2% com epinefrina 1:100.000 25(£1.0)a
MVC 3% 2.0 (£ 0.0) a,b
LUV 2.0 (£ 0.3) a,b
Pungdo da agulha 1.2(£0.0)b
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A Figura 8 mostra o aspecto das laminas obtidas com a aplicacdo de MVC
LUV 2%, MVC 2% com epinefrina 1:100.000, MVC 3% e LUV apos 4 dias.

Figura 8: Imagens obtidas com a aplicacao de (x100 vezes): 1) MVC LUV 2%; 2)
MVC 2% com epinefrina 1:100.000; 3) MVC 3% e 4) LUV apos 4 dias.

Apos 6 horas, nao foram observadas diferencas estatisticamente
significantes entre os escores obtidos com a aplicacao de solugao de NaCl 0,9%
considerando todos os grupos (Kruskal-Wallis, p>0,05). O mesmo ocorreu com a
aplicacao de solugao de NaCl 0,9% observada depois de 24 horas e 4 dias.

Considerando a analise intra-grupo, feita com o teste de Wilcoxon pareado,
em relagao ao tempo de 6 horas, o grupo MVC 2% com epinefrina 1:100.000 e o
MVC 3% apresentaram escores maiores (p<0.05) que os seus grupos controles
(solucao de NaCl 0,9%). Ja os grupos MVC 2% LUV, LUV e puncado da agulha nao

apresentaram diferencas estatisticamente significantes (p>0,05) em relagdao a
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injecao de de NaCl 0,9%. A tabela 6 mostra as medianas dos escores dos grupos

tratados e de seus controles apds 6 horas.

Tabela 6: Medianas + desvio interquartilico (DI) dos escores dos grupos tratados

e de seus controles apds 6 horas.

MedianatDI dos
Grupos

escores do lado tratado

MedianatDI dos escores

do lado controle

MVC 2% com

epinefrina 1:100.000 +8(+0.40)a 2> (£0.30)b
MVC 3% 3.3 (£ 0.60) a 21(+£035)b

MVC 2% LUV 2.5 (+ 0.65) a 2.5 (+ 0.80) a
LUV 2.3 (£ 0.60) a 2.4 (+0.75) a

Puncao da agulha 2.0(+0.30) a 2.0(£0.30) a

Em relagdo aos resultados obtidos apds 24 horas da aplicagdo das solucdes

testes e controle, nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os

escores obtidos nos grupos MVC 2% LUV, LUV e pungdo da agulha. Porém, os

grupos MVC 2% EPI e MVC 3% apresentaram escores maiores que O grupo

controle (p<0,05). A tabela 7 mostra as medianas dos escores dos grupos

tratados e de seus controles apds 24 horas.
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Tabela 7: Medianas dos escores dos grupos tratados e de seus controles apds 24

horas.

MedianatDI dos escores
Grupos
do lado tratado

Mediana+DI dos escores
do lado controle

MVC 2% com

epinefrina 1:100.000 +0(x0.0)a 20 (000D
MVC 3% 3.0(+0.3)a 20(£0.00b

MVC 2% LUV 2.0 (+0.3) a 2.1(£0.5)a
LUV 2.1(£0.2)a 2.0 (£ 0.0) a

Pungao da agulha 1.5(£1.0)a 2.0(£0.0)a

Na anadlise realizada 4 dias apds os tratamentos, o grupo MVC 2% com

epinefrina apresentou escore maior que o seu grupo controle (p=0,0313). O grupo

pungao da agulha apresentou escore menor que seu grupo controle (p=0,0313) e

os demais grupos nao diferiram estatisticamente de seus controles (p>0,05). A

tabela 8 mostra as medianas dos escores dos grupos tratados e de seus controles

apos 4 dias.
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Tabela 8: Medianas dos escores dos grupos tratados e de seus controles apds 4

dias.

Grupos

do lado tratado

MedianatDI dos escores MedianatDI dos escores

do lado controle

MVC 2% com

epinefrina 1:100.000 25(x10)a L7 (= 0.90)b
MVC 3% 2.0(+0.0)a 1.6 (£ 0.15 a

MVC 2% LUV 1.3(x09)a 1.6 (+ 0.45) a
LUV 2.0(£0.3)a 1.9 (£ 0.35) a

Puncao da agulha 1.2(+0.0)a 1.6 (£ 0.00) b

A Figura 9 mostra as medianas dos escores obtidos com o0s cinco

tratamentos e seus controles nos trés tempos observados neste estudo.

S:I—_TI
N

Escore de infiltrados inflamatérios

| Q géﬁmaéé ¢¢¢é§

.

L Bl o

2%/Epi 3% | LUV

6 horas

T‘C T‘C T‘C T‘C T‘C

MVC | MVC | MVC | Agulha, LUV

T‘C T‘C T‘C T‘C T‘C

24 horas

T‘C T‘C T‘C T‘C T‘C

MVC | MVC | MVC |Agulha| LUV MVC | MVC | MVC |Agulha| LUV
2%/Epi| 3% | LUV

2%/Epi| 3% | LUV

4 dias

Figura 9: Medianas dos escores obtidos com os cinco tratamentos (T) e seus

controles (C) nos tempos 6 e 24 horas e 4 dias. A linha central representa a
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mediana, a caixa representa o primeiro e terceiro quartis e as suicas representam

os valores maximos e minimos.

Determinacao da concentracao plasmatica:
O tamanho da amostra em cada um dos trés grupos (quatro animais),

permitiu @ ANOVA um poder de 98% para detectar um nivel de diferenca de 5%
nas médias, considerando, por exemplo, os resultados obtidos nos tempos de 60
ou 120 minutos (NQuery for Windows).

A concentracao plasmatica obtida apds a injecao de MVC 2% EPI nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa da obtida apds a injecdao de
MVC LUV em todos os tempos analisados (p>0,05). A injecao de MVC LUV
promoveu concentragdes menores que as obtidas apds a injecao de MVC 3% até
0s 240 minutos (p<0,05), apds este periodo ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as duas formulagdes (p>0,05). As duas formulagdes comerciais
analisadas nao apresentaram concentragdes plasmaticas distintas de 30 a 60
minutos, e nos periodos de 240 a 420 minutos (p>0,05) apds a injecao. A tabela
9 mostra a concentracao de mepivacaina (ng/mL) obtida apds a injecao das

formulagdes nos 12 animais testados.
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Tabela 9: Concentracao de mepivacaina (ng/mL) obtida apds a injecao das
formulagdes (MVC 2% EPI, MVC 3% e MVC LUV 2%).

Tempo (min) MVC 2% EPI MVC 3% MVC LUV 2%
0 00 00 00
15 89,77 £ 82,73a | 302,53+ 1423b | 92,02+ 66,8 a
30 228,85 + 113,68 a,b | 350 + 123,59 b | 137,1 + 55,44 a
45 267,11 + 194,46 a,b | 449,25 + 98,58 b | 146,6 = 72,92 a
60 381,93 + 151,01 a,b | 428,95 + 88,46 b | 172,93 + 62,08 a
120 354,73 £ 169,34a | 1767,7 + 930,16 b | 233,63 + 61,38 a
180 236,38 + 117,45a | 46595 + 59,41 b | 243,68 + 56,38 a
240 211,13 + 16425a | 431,78 £87,54b |248,35+ 92,23 a
300 179,83 + 134,86 a | 269,3 = 210,21 a | 240,9 + 88,09 a
360 153,05 + 141,65a | 197,15 + 183,89 a | 237,98 + 85,66 a
420 218,3 £ 228,17 a | 265,28 £ 26538 a | 238,7 + 84,38 a

A Figura 10 mostra o espectro de massas da mepivacaina no modo

sequiencial de m/z 247,48; gerando ion fragmento de m/z 150,57 a uma energia de

colisao de 20 eV.

A Figura 11 mostra os cromatogramas de ions selecionados (modo MRM)

da mepivacaina e da venlafaxina.
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Mepivacaina 1000 ng/mL

Desenvolvimento_01_02 107 (0.901) Sm (Mn, 2x0.20); Cm (89:116-44:58x3.000) Daughters of 247ES+
247.48 2.07e5
100
150.57
M
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Figura 10: Espectro de massas seqiiencial, ions produto de m/z 247. Energia de
colisao 20 eV.
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Figura 11: Cromatogramas de ions selecionados (modo MRM) da mepivacaina e

da venlafaxina.
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A Figura 12 mostra o grafico de concentracao plasmatica média versus tempo
apos a injecao de mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000, mepivacaina 3% e
mepivacaina lipossomal 2%.
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Figura 12: Grafico da concentracdo plasmatica média versus tempo apds a
injecdo de MVC 2% com epinefrina 1:100.000; mepivacaina 3% e mepivacaina
lipossomal 2%.

A Tabela 10 representa os valores dos parametros farmacocinéticos (Cmax,
tmax, ASCo-t € ASCo.inr) Obtidos com os valores de concentracdao plasmatica obtidos
em cada grupo.
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Tabela 10. Parametros farmacocinéticos apds a injecdo de MVC 2% EPI,
MVC LUV, MVC 3%.

Crax (Mg/mL) Tmax (Min) AUCo-t (Mg-min/mL)  AUCo.inf (Mg-min/mL)

MVC 2% 0,47 (0,42-0,52) 90 (60 - 195)

85,1 (63,94 - 118,92) 98,43 (79,85 - 101,11)
ADR ab a

1,9 (1,24-2,42) 120(120-120) 241,37 (220,97 - 248,88) 210,26 (133,38 - 308,57)
MVC 3%

a a b a
MVC LUV 0,27 (0,21-0,33) 150 (120 - 195) 92,65 (72,26 - 111,94)  2419,23 (1407,83 - 3207)
2% b a a
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6. DISCUSSAO:

O presente estudo teve por objetivo estudar a compatibilidade bioldgica de
uma formulacdo lipossomal de mepivacaina. Para tanto, a metodologia empregada
utilizou a andlise da reacdo inflamatdria provocada pela administracdo de solucoes
anestésicas a base de mepivacaina na mucosa oral e também pela avaliacdo da
atividade pré-inflamatoria destas preparacOes anestésicas no modelo do teste de

edema de pata induzido pela carragenina.

Outros estudos avaliaram a influéncia de anestésicos locais no edema de
pata induzido por carragenina, porém nestes, os anestésicos locais foram aplicados
através de blogueio do nervo ciatico, na pata contralateral ou na mesma pata da
injecao de carragenina (BURITOVA et al., 1996; BILEVICIUTE-LJUNGAR et al., 2000;
ESTEBE et al, 2002; LEDUC et al, 2002; BELOEIL et al, 2006) com o intuito de
avaliar a capacidade das solucdes em atenuar a reacao inflamatoria, o edema e a
hiperalgesia induzida pela carragenina. O presente estudo, de forma diferente,
utilizou o modelo para observar a atividade pré-inflamatéria das formulagdes
testadas. O edema provocado pela carragenina foi compativel com aquele observado
em outros estudos (FRANCISCHI et al.,, 2002; POURPAK et al., 2004) demonstrando

que o teste foi valido.

O edema de pata provocado pelas solugdes anestésicas foi sempre de menor
volume quando comparado com o edema de pata proveniente da acao da
carragenina, indicando que as mesmas seriam menos flogisticas. A atividade
antiinflamatoria dos anestésicos locais ja foi comprovada, sendo em alguns casos
superior a atividade de agentes corticoesterdides e nao-esteroidais (CASSUTO et al.,
2006). Este fato poderia explicar a auséncia de edema ocorrida apos a injecao das
formulacOes anestésicas testadas. Este teste também mostrou, no presente estudo,
que a injecao de uma suspensao lipossomal pura e do anestésico local encapsulado
em lipossomas ndo provoca nenhuma reacao inflamatoria local significativa, o que

reforca a seguranca deste veiculo.
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Estudos prévios ja demonstraram a seguranca do uso dos lipossomas como
veiculo. Os lipossomas utilizados no presente estudo sdo compostos de materiais
biocompativeis e de ocorréncia natural, semelhantes aqueles presentes nas
membranas bioldgicas. Assim, estas vesiculas lipidicas sdo biodegradaveis, além de
apresentarem baixa toxicidade e imunogenicidade reduzida ou inexistente
(MALINOVSKY et al., 1997; KUZMA et al., 1997; KSHIRSAGAR et al., 2005).

A reacao tecidual, analisada através de microscopia Optica, provocada pelas
formulagdes mostrou-se similar aos achados de MALINOVSKY et al. (1997), que
avaliaram histologicamente o corddo espinhal de coelhos apos sete dias da aplicagao
de bupivacaina a 0,5%, bupivacaina lipossomal a 0,5%, lipossomas vazios e solucao
de NaCl 0,9%. Apesar destas diferencas metodoldgicas, o presente estudo, mostrou
que a aplicagdo de anestésico local encapsulado em lipossomas (MVC LUV 2%) ndo
promoveu reacao inflamatdria mais intensa que a promovida pela injecdo do mesmo
anestésico livre (MVC 3%), de solucdo de NaCl 0,9% ou de lipossomas vazios.
MALINOVSKY et al. (1997), diferentemente do presente estudo, nao utilizaram

nenhuma formulagdo com vasoconstritor.

As formulagdes que contém vasoconstritores do tipo amina simpatomimética
(epinefrina, norepinefrina, levonordefrina e fenilefrina) usualmente tém pH mais
baixo, entre 3,5 e 5,5 (MEECHAN, 1999; USP, 1999). O objetivo do pH reduzido
nestas solucOes é retardar a oxidacdo do vasoconstritor, que é instavel em pH
fisioldgico (MURAKAMI et al., 1994). O pH das solugles utilizadas neste estudo foi
aferido previamente a sua aplicacao. A literatura relata efeitos adversos devido ao
uso de solugbes acidas (com baixo pH), que vao desde uma leve ardéncia até a
inflamacao tecidual (SCHMIDT, 1976), causando invariavelmente desconforto ao
paciente e dor durante a injegdo, além de retardar o inicio da anestesia (OIKARINEN
et al, 1975; MURAKAMI et al, 1994; MEECHAN, 1999, BURNS et al, 2006). A
maioria das solugGes comerciais de anestésicos locais sem vasoconstritor tem pH

entre 5,5 e 7, ou seja, mais proximos ao pH fisioldgico.
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Estes achados sao compativeis com os resultados do presente estudo, pois a
formulacdo comercial de mepivacaina com epinefrina, a qual apresentava um pH
baixo (3,84), promoveu a reagao inflamatdria mais intensa depois de 6 e 24 horas.
Em contrapartida, as formulacoes lipossomais com pH mais proximos ao fisioldgico,
nao promoveram reacao inflamatoria maior do que a simples puncao da agulha ou do
gue a injecao de solucdo de NaCl 0,9%. A formulacdao comercial de mepivacaina a
3%, a qual mostrou um pH maior que a formulacao com epinefrina e menor do que
aquele das outras formulacoes testadas, foi capaz de promover reacao inflamatodria
maior que a puncao da agulha e maior que a injecao de solucao de NaCl 0,9%.
Assim, o pH baixo e a maior concentracao do sal anestésico podem ter influenciado a

resposta inflamatoria.

Entretanto, quatro dias apds os tratamentos, todos os grupos, exceto o
grupo MVC 2% com epinefrina, nao mostraram sinais de inflamagao significativos,
indicando que houve cicatrizacdo. Estes resultados reforcam a idéia da seguranga do
uso de formulagdes com anestésicos encapsulados em lipossomas, uma vez que estas
formulagdes promoveram inflamagdao de mesma intensidade que aquela provocada

pela injecao de solucao de NaCl 0,9% e pela puncao da agulha.

RIBEIRO et al. (2003) avaliaram reacoes teciduais provocadas por varios
anestésicos locais comerciais (lidocaina 2%, bupivacaina 0,5% com epinefrina
1:100.000, mepivacaina 2% e articaina 4% ambas com epinefrina 1:100.000)
utilizando solucao de cloreto de sddio 0.9% como controle. Estes autores utilizaram
tubos de polietileno com anestésicos locais no seu interior implantados na regidao
dorsal de ratos subcutaneamente. Segundo os mesmos, esta técnica permitiria um
contato mais prolongado dos anestésicos locais com os tecidos e também favoreceria
a localizacao da area estudada microscopicamente. De maneira diferente, o presente
estudo utilizou a injecao na mucosa oral de ratos na regiao de primeiro molar da
maxila. Este local foi escolhido, pois além de simular possiveis reacfes que

ocorreriam em um local comumente utilizado para injecao em seres humanos,
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também permitiu utilizar o dente molar como ponto de referéncia para obtencao das

laminas histoldgicas.

Assim como o presente estudo, RIBEIRO et a/. (2003) também observaram a
capacidade de solucdes de anestésicos locais provocarem reacoes inflamatdrias. Os
resultados obtidos por estes autores mostraram que as solugcdes de mepivacaina e
articaina promoveram inflamacao menos intensa que a de bupivacaina, e a solucao
de lidocaina sem vasoconstritor promoveu menor inflamacao que o soro utilizado
como controle. Os autores atribuem estes resultados as caracteristicas farmacoldgicas
da lidocaina que possui efeito vasodilatador, o que provocaria absorcao e eliminagao

mais rapidas do local de aplicacao.

No presente estudo, as solucdes de mepivacaina comercial com epinefrina
também provocaram inflamagdo mais intensa que a injecao de solucao de NaCl 0,9%,
utiizada como controle. Porém, a solugdo de mepivacaina, mesmo sem
vasoconstritor, provocou inflamagcdao mais intensa que o seu controle, este resultado
pode ser diferente do observado pelos autores, pois este anestésico possui uma

menor propriedade vasodilatadora.

Os resultados da avaliagdo histoldgica da mucosa oral mostraram que a
encapsulagao da mepivacaina em lipossomas protegeu o tecido contra reagao
inflamatodria local, pois o dano tecidual maior foi o provocado pelas formas nao

encapsuladas deste anestésico.

A determinagao da concentracao de farmacos nos fluidos bioldgicos fornece
informagdes fundamentais durante o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas
(ALTUN et al.,, 2004), como as preparacoes lipossomais de anestésicos locais. Além
disso, a determinacdo de parametros farmacocinéticos é fundamental para a pratica
clinica (ADAMS et al., 1989). Embora existam varios métodos para quantificagao de
farmacos, a cromatografia liquida com espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) é

considerada a técnica de escolha para andlise em fluidos bioldgicos (COBB &
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ANDERSSON, 2005). O sistema CLAE-EM/EM, que foi utilizado neste estudo, é uma
das ferramentas analiticas mais utilizadas para determinacdo dos parametros

farmacocinéticos de uma droga, mostrando-se altamente preciso e confidvel
(KORFMACHER, 2005).

Nao existem relatos prévios comparando a absorcdo de anestésicos locais
livres e encapsulados em lipossomas apos a injecdo intra—oral destas formulacoes.
Varios estudos avaliaram a absorcao de anestésicos locais encapsulados em
lipossomas apds a injecao: epidural em cdes (MASHIMO et al.,, 1992), intra-articular
em coelhos (HOU & YU, 1997), subcutanea em ratos (YU et a/., 2002) e durante o
blogueio axilar em coelhos (BOOGAERTS et al, 1993). Apesar destas diferencas
metodoldgicas, os resultados obtidos no presente estudo sdo compativeis com os

resultados obtidos por estes autores.

HOU & YU (1997) avaliaram a farmacocinética da lidocaina aquosa e
lipossomal apds a injecdo intra-articular no joelho de coelhos. Estes autores
observaram uma menor absorcdo sistémica da droga lipossomal quando comparada
com a lidocaina sem vasoconstritor, assim como no presente estudo. Este fenébmeno
pode ter ocorrido devido a lenta liberacdo do anestésico pelos lipossomas o que

diminui a sua velocidade de absorgao.

BOOGAERTS et al. (1993) compararam as concentracoes plasmaticas de
bupivacaina obtidas depois da administragao de bupivacaina livre ou complexada com
lipossomas multilamelares durante o bloqueio axilar em coelhos. Os animais que
receberam bupivacaina lipossomal apresentaram niveis plasmaticos mais baixos nos
primeiros 10 minutos e mais altos depois de 24 horas, 0 que mostra a liberagao lenta
do anestésico responsavel pelo aumento na sua duracao de acdao. No presente
estudo, o anestésico foi analisado por 420 minutos, pois nao foi possivel prolongar o
tempo de coleta de sangue devido ao volume de sangue coletado em cada tempo

(0,4 mL). Porém, a analise mostrou que os niveis plasmaticos obtidos com a solucdo
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aquosa de mepivacaina foram maiores que os obtidos com a formulacdo lipossomal,
resultado semelhante ao obtido por BOOGAERTS et al. (1993).

MASHIMO et al. (1992) estudaram a farmacocinética da lidocaina livre e
encapsulada em cdes apds a administragao epidural. As areas sob a curva (AUC) e o
Tmax foram maiores nos animais que receberam lidocaina encapsulada, ao contrario
do presente estudo, que observou parametros menores para formulagao lipossomal
quando comparada com a formulacdo livre de anestésico local. Diferencas
metodoldgicas poderiam explicar estes resultados distintos. O presente estudo
utilizou formulacbes de mepivacaina com concentracdes distintas e com a adicao de
vasoconstritor, pois as formulacdes comerciais a base de mepivacaina deste estudo
sao as mesmas utilizadas na clinica odontoldgica. Além disso, as diferentes vias de
administragdo podem ter contribuido para estas diferencas. De acordo com
MASHIMO et al/, (1992), a encapsulacdao de anestésicos promove maiores niveis
plasmaticos, o que sugere que o prolongamento da anestesia é causado pela
liberacao lenta da droga dos lipossomas e nao pela reducao da fracao de droga
absorvida, diferentemente da adigao de vasoconstritores. No presente estudo, a Cmax
atingida apods a injecdo de MVC LUV foi similar a obtida apds a injecao de MVC 2%
EPI, o que mostra que a encapsulacdo do anestésico em lipossomas foi equivalente a
adicao de um vasoconstritor, pois ambas as formas apresentaram uma menor fracao
de droga absorvida.

YU HY et al. (2002) estudaram a farmacocinética de bupivacaina livre e
lipossomal apds a injecao destas formulagdes na base da cauda de ratos. Neste
estudo, os animais tiveram sangue coletado de uma em uma hora por 480 minutos.
Estes autores observaram uma Cpnax CinCo vezes maior para o anestésico ndo
encapsulado. No presente estudo, o Cyax Obtido apds a injecao de MVC 3% foi cerca
de sete vezes maior que o obtido apds a injecao de MVC LUV. Assim como no
presente estudo, YU HY et al. (2002), obtiveram AUC menores para a formulacao

lipossomal. A area sob a curva (AUCo.) da formulagdo lipossomal foi menos da
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metade da obtida apds a injecdo de MVC 3%, provavelmente esta grande diferenca
ocorreu ndo sO pela encapsulacdo do anestésico, mas também pelas diferentes
concentracdes de mepivacaina destas formulagdes. Diferentemente dos achados de
YU HY et al. (2002), as diferentes formulacdes de anestésicos apresentaram Tmax
distintos, sendo o maior o da formulacao lipossomal. Apesar das diferencas
metodoldgicas, os resultados obtidos no presente estudo sdo similares aos obtidos
por YU HY et al. (2002), pois a preparacao lipossomal de anestésico manteve um
nivel plasmatico constante quando comparada a solucdo de anestésico comum nao

encapsulado e sem vasoconstritor.

Os resultados obtidos no presente estudo e a eficacia anestésica ja
comprovada destas formulacdes lipossomais de mepivacaina (ARAUJO et al., 2004;
CEREDA et al., 2006), apontam para um uso promissor destas formulagdes. Apesar
dos beneficios ja comprovados e dos esforcos em pesquisas de desenvolvimento de
formulagOes lipossomais, o0 uso clinico destas formulagdes ainda é limitado. Este fato
pode ser explicado pelo alto custo da producao em larga escala e pela instabilidade
fisica e quimica dos lipossomas (MOZAFARI, 2005). Preparacdes aquosas de
lipossomas nao tém estabilidade adequada, pois nestas preparacoes ocorre
agregacao, peroxidagao e hidrolise de lipidios (ALEXPOULOU et a/, 2006). Novos
métodos, como a liofilizacdo dos lipossomas, vém sendo desenvolvidos para
minimizar a instabilidade e possibilitar a producao e o uso de formulagoes lipossomais

em grande escala.
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7. CONCLUSAO:

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que a encapsulacao de
mepivacaina em lipossomas:

1) ndo proporcionou reagao inflamatoria local significativa, pois o dano
tecidual maior foi o provocado pelas formas nao encapsuladas deste anestésico.

2) mostrou um padrao de absorcdo semelhante a adicdo de vasoconstritor
ao anestésico local, pois os niveis plasmaticos obtidos apds a injecao da formulacao

lipossomal e daquela com vasoconstritor foram proximos.
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Certificamos que o Protocolo n° 816-1, sobre "FORMULACOES DE LIBERACAO
CONTROLADA DO ANESTESICO LOCAL PRILOCAINA: PREPARACAO,

CARACTERIZACAO E TESTES BIOLOGICOS" sob a responsabilidade de Profa.
Dra. Eneida de Paula/Cintia Maria Saia Cereda esta de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 04 de maio de 2005.
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CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL TESTS", 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 May 4
2005.
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de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 31 de julho
de 2006.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1067-1, entitted "CONTROLLED RELEASE
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Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAMP)

on July 31, 2006.
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