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1.2, Lasta das abreviaturas e siglas utilizadas no texto.
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grama
grama por quilograma
graus de liberdade
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HHETOETAMA
micrograma por quiograma
micrograma por mililitro
mililifro
noradrenalina
TIERETO
opus citatum = obra citada
logaritmo negativo da conceniragio de fons hidrogénio
constante de dissociagio da droga
fenilalanina lisina vasopressina
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perda de reflexo de onentagio
por cento
referéncia
regressio
residuo
“gpecific patogen free”, = livre de patogenos especificos
unidades internacionais por mililitro
qui - quadrado



2. RESUMO

Neste traballio nos propusemos a avaliar a toxicidade aguda da lidocaing a 2% - (lido) e
prilocaing a2 3% - (prilo) quando administradas em associagio com uma combinacdo de noradrenaling

{nor) ¢ felipressing {fel).

Avaliamos a toxicidade aguda airavés da determinagfo da Dlse  (dose letal em 50% da
populacac), DCse (dose convulsiva em 530% da populagio), laténcia da perda de reflexo de orientagdo (PRO)

& laténcia e duracdo da convulsio .

Para tanto, utiizamos 1840 camundongos ( espécie Mua~musculus) machos (17 é 22 @,
linhagem Swiss s.p.f., sendo 10 animais por dose ¢, no minimo, 05 doses por grupe. Os animais foram
divididos aleatoriamente nos grupos : Gy - PF1 Nso (prilo + fel 0,01 Ul/ml + nor 1:30.000), Gz - £F1 Niso
{prilo + fel 0,01 Ul/ml + nor 1:100.000), Gz~ PF1 N1so (prilo + fel 0,01 UI/mi + nor 1:150.000), G -
LFiNsg (lido + fel 0,01 UlV/mi + nor 1:50.000), Gs - LF1 Nioe (ido + fel 0,01 Cl/ml + nor 1:100.000} , Ge ~
LF Nyso (lido + fel 0,01 Ul/ml + nor 1:15G.000), Gy - P Nse {prilo + nor 1:50.000), Gs ~ L Nse (lide + nor

1:50.000), Ge - PF3 (prilo + fel 0,03 Ul/ml), Gio - LFs (lido + fet 0,03 Ul/mb), G11 - L (lido), Gz - P {prilo).

Administramos ainda solugdes contendo apenas os vasoconstritores, associados @ Gig - Fy Nse (fel
0,01 Ulml + nor £:50.0003, Gis - F1 Nieo (fel 0,01 U/mi + nor 1:100.000), Gis - F1 Nuso (fel 0,01 U1/ ml +
nor 1:150.000), ¢ isolados Gy - Fs (fel 0,03 Ul/ml) ¢ Gis ~ Nso (nor 1:50.000). Observamos 0s animais por

48& horas (Dlae) e 1 hora ou aié voltarem a normalidade {DCso ).

As determinacdes da Dlso € DCso foram feitas pelo pacote estatistico GLIM (método logistico), ¢
o$ resultados, comparados, através dos intervalos de confianga obtidos pelo método Fieller. A analise
estatistica da laténcia da PRO ¢ laténcia e duragio da convulsio foram feitas através do estimador produte

limite Kaplan Meier, sendo os grupos comparados pelo método de Log - Rank.

A andlise dos resultados para a Dlse mostrou-nos que tanto para a lidocaina quanto para a
prilocaina as solugdes que continham noradrenalina foran as mais tOxicas (Lf1 Nioe, L Nso, LF1Nse, PF1 Nso,
PF1 Nigo, PNso ).Em valores absolutos, a felipressing, quando associada & lidocaina (LFs), foi capaz de

aumentar a Dlse .

Em relacio 4 DCso Observamos que, para os grupos contendo lidocaina, as solucdes contendo
malor concentracdo de noradrenalina promoveram maior protecdo ao animal. Fara os grupos contendo
prilocaina , somente a solugdo gque continha prilocaina associada 2 felipressina (PFs) fol capaz de diminuir a

roxicidade.



N

Observamos ainda, um aumento da laténcia da PRO pelz felipressina tanto quando associada &
lidocaina (LF2) como guando 4 prilocaina (P¥s) . NAo observamos diferenca na laténcia da convulsdo entre
os grupos confendo tidocaina ¢ prilocaina. Quanto ao parametro duragdo da convulsio observamos quc
houve difcrenca significativa somente para o3 grupos Py Niso ¢ P Esses grupos apresentaram maior

duracao da convulsao.

Com base nos resultados obtidos, concluimos gue, em termos de toxicidade, dentro do modelo
experimental estudado, ndo hd vantagens na associagdo de dots vasoconstritores como a noradrenalina e

felipressina.

* Palavras chave: Anestesia [ocal, Vasoconstritor e Drogas ~ toxicidade.



3. INTRODUCAO

No final do século XIX ¢ durante o século XX, houve um grande desenvolvimento de técnicas-
cirirgicas devido 4 utilizacio de processos que permitiam a eliminacdo total ou parcial da dor. Esses

processos, conhecidos como anestesia , podem ser divididos em geral ¢ local (ZANINE/OGA, 1959).

A anestesia local | também conhecida como anestesia regional ou bloqueio de condugdo, é a
perda da sensibilidade de um territorio do organismo, obtida pela aplicacio de uma substancia capaz de
bloguear localmente a condugdo dos influxos nervosos provenientes de uma determinada area corporal,

sem perda da consciéncia ( JONG, 1974}

Este tipo de anestesia pode ser obtida por fatores mecinicos (compressdo, isquemia), por processos
fisicos {resfriamento do local) e por agentes quimicos (substdncias capazes de bloquear a condugio

nervosal (REEVE , 1970).

A verdadeira era da anestesia local controldvel por melos quimicos comegou com a observagdo de
KOLLER, em Viena, relatada no CONGRESSQ DE OFTALMOLOGIA DE HEIDELBERG, em 1884, de que a

cocaina, instilada na comea, produzia anestesia local (GOODMAN & GILMAN, 1991).

Isolada por NIEMAN em 1860, 4 cocaina ja era usada hd séculos por habitantes da regifo andina
{Bolivia ¢ Peru) gue mascavam a fotha de coca (Exytroxylon coca) pela sensacdo de bem-cstar ¢

diminuicdo da fadiga produzidas pela planta (ROBERTS & SOWRAY, 1995),

Conhecida a observacio de KOLLER, logo a anestesia local pela cocaina difundiu-se a todos os
centros meédicos, tendo recebido a condribuicdo para o seu desenvolvimento de diversos pioneiros. Um deles,
BRAUN, em 1901, sugeriu a associagio de adrenalinag ao anestésico local para diminuir sus absorcdo e

profougar o tempo de acdo, como um “torniguete farmacoldgico” (CLARK, 1981).

As substdncias mais comumente associadas a anestésicos locals sdo as drogas adrenérgicas ou
aminas simpatomiméticas, por serem bastante semelhanies aos mediadores enddgenos do Sistema Nervoso
Auténomo Simpdtico. Dentre elas destacam-se a adrenalina (epinefrina) ¢ a noradrenalina (norepinefrina)

{(NEWCOMB, 1973 1 JASTAK & YAGIELA, 1983).

Além dessas, a felipressina (PLVz), um derivado sintético da vasopressina (hormdnic
anfidiurético), tambérn tem sido utitizada como um vasoconstritor em solucdes anestésicas locais (ROBERTS

& SOWRAY, 1987; MALAMED, 1990).

Come  evidenciado por varios trabathos, a eficicia desta assoctagdo vasoconstritor - anestésico

iocal depende do tipo de anestésico local, sua concentracio e local de administracdo. Assim a mepivacaina,



¢ particularmente a prilocalna, anestésicos do grupo amida, nio apresentam atividade vasodilatadora
pronunciada, ao contrario, podem causar ligeira vasoconstricdo em alguns leitos vasculares nio sendo tio
dependentes da associagdo a0 vasoconstritor (JASTAK & YAGIELA, 1981). A lidocaina, também pertencente
a0 grupo armda, entretanto, devido a sua agdo vasodilatadora pronunciada, quando injetada isoladamenie
em tecidos muito vascularizados, como a cavidade bucal, promove uma anestesia de duracdo muito curta

{anestesia pulpar em tormo de 5§ a 10 minutos) ¢ portanto, insuficiente {(MALAMED , 1990).

For outro lado, a toxicidade das substdncias vasoconstritoras (BOAKES et al, 1972; ALLEN et al,
1973; LILIENTHAL & REYNOLDS , 1975, LILIENTHAL, 1976} levou alguns autores a estudarem associagdes
contendo um anestésico local ¢ dois vasoconstrifores de grupos diferentes como @ adrenaling ¢ a
felipressina, Usando esses GHimos em concentracdes menores que as normalmente atilizadas, visavam obter

a mesma gficiéncia vasoconstritora, limitando a ocorréncia de possivels agdes indesejaveis .

A observacdo da exssténcia de uma potenciagdo da dcdo das catecolaminas pela vasopressina
{STAVRAKY & OLIVER, 1952; BARTELSTONE & NASMYTH, 1965) levou ao aparecimento de uma série de
estudos em estrutura isolada, demonstrando que 08 vasoconstritores  derivados da  vasopressina
{ornipressina e felipressina , esta ultima atualmente em usc em Odontologia) também podem promover um
aumento de resposta vasoconstritora das aminas simpatomiméticas - adrenalina e noradrenalina
(WATERSON & HUME, 1973 WATERSON, 1974 ¢ 1975 ; FROST et al , 1976; GERKE et al, 19772 ;

GERKE et al 1978).
Diante disso, o objetivo deste trabatho é verificar se a combinacgio de dois vasoconstritores, como
a noradrenaling e a felipressing, assocjada 2 lidocatna ou prilocaina é capaz de aumentar a Dose Letal

Do) ¢ a Dose Convalsiva {DCso) destes anestésicos locais diminuindo, assim, sua toxicidade.
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4 . REVISAO DE LITERATURA

4.1 REVISAO SOBRE ANESTESICOS LOCAIS

A supressdo da sensibilidade local se realiza, hoje em dia, quase que essencialmente por agentes
quiraicos | isto ¢, pelo uso de substincias capazes de bloguear a conducio nervosa, os anestésicos locais.

A cocaina, alcaldide natural, fol a primeira substincia pura empregada como anestésico local.
NIEMANN (1860}, quando isolou cste alcaloide das folhas de Erytroxylon coca, notou que seus
cristais produziam um efeito peculiar, quando colocados sobre a lingua, tornando-a dormente ¢ guase
insensivel.

Em 1884, KOLLIR & HALL introduziram a cocaina como anestésico local na oftalmologia ¢ na
odontologia, respectivamente.

Apesar dos beneficios trazidos pela utilizagio desta substincia, o uso indiscriminado, aliado 4 sua
alta foxividade e capacidade de produzir farmacodependénciz, fizeram com que fossem iniciadas pesquisas
de outras substincias menos toxicas e sem efeitos indesejaveis, porém, com 4 mesma propriedade anestésica
focal, Vale dizer que, hoje em dia, 4 cocaina é de uso muito_restrim.

EINHORM et al, em 18005, sintetizaram o primeirc composto de acio anestésica local: 2 procaina,
gue se tornou ¢ anestésico locatl padrio na primeira metade do séeulo.

A descoberta da lidocaina, em 1943, por LOEFGREN, frouxe novas perspectivas para a anestesia
local € a partir da década de 50 ¢la tomou 0 lugar da procaina como padrio, e novos compostos desse
grupo foram sintettzados como: a prilocaing, a mepivacaina ¢ a etidocaina, entre outros (ZANINI & OGA,
1989).

A lidocaing, um derivado da aniling, introduzido para uso era 1948, ¢ o anestésico local mais
utilizado, tendo se tornado o padrio com ¢ qual sd0 comparados todos 08 novos anestésicos locais.

Em compdaracdo & procaina, a ldocaing tem poténcia ¢ toXicidade maiores, porém, sua
alergenicidade é praticamente nuia. Além disso, possui alta capacidade de difusdo nos tecidos (2 a 3
minutos) devido ao seu pKa (7,9) ¢ meia - vida de 90 minutos (MALAMED, 1993) | A duracdo da anestesia
pulpar {3 a 10 minutos), quando ndo associada a vasoconsiritores, € insuficiente para a realizagio dos
procedimentos odonfoldgicos em sua maioria. Isto se déd em razdo do bloqueio promovido pela lidocaina
sobre a inervacio simpatica gue acompanha os vasos, ne local onde o anestésico é injetado. Esse bloqueio

causa uma diminuicio do tdnus da musculatura lsa e conseqgiiente vasodilatacio,
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A hdocaina ¢ disponivel para uso em odontologia na concentragio de 2 % associada a um
vasoconstritor, Essa associagdo causa redugdo do fluxo sanguineo para 4 drea de injecdo, gerando mcna‘)r.
nivel sanguineo de lidocaina ¢ menor sangramento no local da injecdo. Também hd aumento da duragao
de a¢ao: aproximadamente 80 minutos de anestesia pulpar (MALAMED, 1993 ).

O metabolismo da lidocaina se dd no figado, pelas oxidases de funcdo mista microssdmicas em
monoetiiglicina - xilidida e glicina - xilidida, que podem ser biotransformadas em monoetilglicing ¢
xilidida (GOODMAN & GILMAN, 1991), A sua excreqao ocorre 4 nivel renal, sendo 2.8 % de uma dose de
forma inalterada ¢ mais de 80 % na forma de varios metabdlitos, sendo o principal metabdlico, no homem,
o 4~ hidroxi - 2,6- dimetilanilina (KEENAGHAM & BOYES, 19932).

Em 1960, LOEFGREN & TEGNER sintetizaram a prilocaina, outro anestésico local do Hpo amida.
Esse anestésico possui a mesma poténcia anestésica da lidocaina (ASTROM & PERSON, 1961; CRAWFORD,
1964) porém, ¢ 40% menos tOXico que esta (AKERMAN et al , 1966; MALAMED, 1993).

A prilocaina tem seu inicio de agdo de 2 a 4 minutos apds a injecdo, sendo, portanio, um pouco
mais lento gue o da lidocaina (MALAMED, 1993).

A prilocaina possui menor acdo vasodilatadora que a fidocaina. A prilocaina é freqiientemente
capaz de produzir anestesia com duracdo igual 4 lidocaina com vz;tsoconstritor. Portanio ela pode ser usada
na concendragio de 4% sem vasoconstritor para anestesia de bloqueio (cerca de 60 minutos de anestesia
pulpar). J4 o uso dessa solugdo, para a técnica infiltrativa, resulta em duracdo insuficiente de anestesia
pulpar (MALAMED, 1993).

O metabolismo da prilocaina se ¢4 no figado, puimdes e rins (AKERMAN et al, 1966) dando
origem a L-N, N-propilamina ¢ a o-toluidina, considerados seus principais metabolitos. A o-toluiding pode
levar 4 metemoglobinemia, nas situacdes em que 2 prilocaina € injetada em doses acima de 6 mg/Kg ou 400
mgz. Portanto, tem contra-indicacdo relativa a pacientes com metemoglobinemia idiopatica ou congénita,
anermia, insuficiéncia cardiaca ou respiratdria evidenciada por hipoxia {MALAMED, 1993).

A excrecdo da prilocaina ¢ de seus metabdlifos se d4 por via renal. Como a prilocaina ¢
rapidamente biotransformada pode ser considerada por alguns como o mais seguro de todos 0s anestésicos

focais do tipo amida - menos téxico (MALAMED, 1993).
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4.2 REVISAQ SOBRE VASOCONSTRITORES

Os anestésicos locats sdo fregiicntemente associados aos vasoconstritores, Essa assoclagio foi
proposta pela primeira vez em 1901, por BRAUN, com a finalidade bédsica de equilibrar as agdes
vasodilatadoras das solugdes anestésicas para melhorar a qualidade e duracio da anestesia (MALAMED,
1893},

Qs vasoconstrifores sdo drogas que contraem os vasos sangiiineos, portanto, controlam 4 perfusdo
tecidual. Os vasoconstritores, guando associados a um anestésico local apresentam as seguinies vantagens :

1. aumentam a duracio da anestesia (KEESLING & HINDS, 1863; GANGAROSA & HALIK, 1967} ,
pois matores concentragdes do anestésico local permanecem no nervo ¢ ao seu redor durante maiores
periodos, |

2. diminuem o sangramento no local injetado (MEYER & ALLEN, 1968 ; SVEEN , 1979),

3. diminuem a toxidade da solugio anestésica, pois, 4 absorgdo do anestésico local pela  corrente
sapguinea torna-se mais lenta, produzindo, assim, menores nivels sanguineos (BRAID& SCOTT, 1965).

Erebora apresente muitas vantagens, 0s vasoconstritores apresentam também desvantagens. Uma
nitida desvantagem € a possibilidade de toxidade sistémica devido 4 administragado de altas doses dessas
drogas, © que ocorreu nos primordios de seu uso. Virios estudos propdem o uso de solugdes
vasocontritoras ainda menos concentradas que as em uso atualmente (KEESLING & HINDS, 19635;
GANGAROSA & HALIK, 1967; CARDWELL & CAWSON, 1969; SIEGEL & VISTNES, 1972; KNOLL - KOHLER
& FORTSCH,1992).

Qs vasoconstritores mais usados em conjunto com os anestésicos locals sdo quimicamente
idénticos ou muito semethantes aos mediadores do sistema nervoso simpatico . Assim, as acdes dos
vasoconstritores assemelham-se 4 resposta dos nervos adrenérgicos 4 estimulacio, sendo freqiientermente
classificados como drogas simpatomiméticas, ou adrenérgicas. 540 eles a adrenaling, noradrenalina,

fenilefrina, levonordefrina (MALAMED, 1993).

Os simpatomiméticos possuem graus varidvels de atividade nos receptores alfa (o1 ¢ oz) ¢ beta
{f1 ¢ B distribuidos por todo 0 organismo, porém a vasoconsiricio especificamente resulta da sua

interagio com 0s receptores au presentes nas arteriolas.
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Qs vasocontritores t@m diferente poténcia vasoconstritora (estimulacio de receplores oy, € este
fato faz com que sejam utilizados em diferentes concentracoes nas solucdes anestésicas (CASSIDY et al,
19863

A droga wmals potente desse génerc ¢ a adrenalina, sendo geralmente comercializada em
concentragbes de 1:100.000 a 1:200.000 na forma de tubetes para uso odontoldgico. [4 4 noradrenalina
(norepinefrina) possui um quarto de poléncia vasopressora da adrenalina e seu uso odontolégico como
vasoconstritor, associado a anestésicos locais, deve ser em maiores concentragdes. Ela ¢ disponivel para uso
clinico na concentragdo de 1:30.000 nos E. U. A, (MALAMED, 1983) e, no Brasil, nas concentracdes e
1:50.000 ¢ 1:80.000,

As acOes da noradrenalinag ocorrem quase gue exclusivamente nos receptores alfa - 90%. Ela
também estimula as acdes beta no coragdo - 10% (MALAMED, 1993) ¢ produz constricio dos vasos
sangliineos cutaneos através da estimulacio alfa . Isto leva a um aumento da resisténcia periférica total ¢
aumento das pressGes sistolica ¢ diastélica. Niveis excessivos de noradrenalina no sangue produzem
clevagdo acentuads das referidas pressdes, com aumento do risco de “acidente vascular cercbral 7
hemorragico, cefaléia, episddios de angina em pacientes suscetivels ¢ arritmias cardiacas.

A injegiio extravascular de noradrenalina nos tecidos pode produzir necrose e descamagao devido
4 intensa estimulacdo alfa. Na cavidade oral, o local provével deste fendmeno é o palato.

As manifestaces clinicas da superdosagem de noradrenalina sdo semelhanies  (mas menos
freqiientes e intensas) As da adrenalina. Normalmenie envolvem estimulagdo do SNC,

A acdo global da noradrenalina no coragdo ¢ sistema cardiovascular envolve aumento da pressio
sistdlica, aumenio da pressdo diastolica, redugdo da fregiiencia cardiaca, débito cardiaco ligeiramente
reduzido , saumento do volume sistdlico e aumento da resisténcia periférica total .

Varios pesguisadores tém procurado correlacionar a presenga ou nido de vasoconstritores com ¢
aparccimento de alteragbes na condigio cardiovascular do paciente durante o tratamento odontologico .

Alguns ftrabalhos t#m demonstrado ndc haver alteracio estatisticamente significanie nos
parimetros cardiovasculares de Individuos normais (LILIENTHAL & REYNOLDS, 1975, PIPERNO& KAIN,
1981) ou de pacientes com alteragdes cardiovasculares (CHERASKIN & PRASERTSUNTARASAIL 1958;
HUOBER, 1969, HIROTA et al , 1986) que receberam solugdes anestésicas contendo vasoconstritor do Hpo
amina simpatomimética. Qutros trabalhos mostram que a alleragio ocorre, ¢ pode ser maior , dependendo
do grau de comprometimento da saide do individuo (ABRAHAM-INPN et al , 1988) ou do tipo ¢

concentragao do vasoconstritor utilizado. Neste thimo aspecto, segundo MEYER (1988), os hipertensos sdo
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mais sensivels a noradrenaling, sendo as concentracdes  120.000 ¢ 1:30.000 contra-indicadas nesses
pacienies.

A partir da década de 60, um novo grupo de substancias derivadas da vasopressina comegou a ser
pesquisade ¢ utilizado em assoctacdo com alguns anestésicos locais | A felipressina e a ornipressing, ambas
compostos sintéticos, s30 os destagues desse grupo |

A felipressina {ou FLV 2) ¢ um andlogo sintético do hormonio antidiurético vasopressina . £ uma
amina ndo simpatomimética classificada como vaseconsiritor. Seu nome comercial é Octapressin® | Ela
difere da vasopressina pols apresenta  substituicio nas posicles 2 e 8 da cadeia pelos  amino-dcidos
fenilaning e lisina, respectivamente. Essas substituigdes levam a uma diminuicio marcada nas atividades
anfidiurética e ocitocica com seletividade maior pelo efeito vasoconstritor (BERDE et al , 1961; GUHIL,
1961} |

A felipressina atiua como um estimulante direto do misculo liso vascular. Sua acdo parece ser
mais acentuada na microcirculacdo venosa que na arteriolar (LIGHT et al, 1965, ALTURA et al, 1965
WATERSON, 1970; OLGART & GAZELILUS, 1977).

Devido 40 seu efeito predominante sobre a circulagdo venosa, a felipressina apresenta menor
efeito hemostatico em relagdo 4 adrenalina (KLINGENSTROM et al, 1967; NEWCOMB & WAITE, 1972)
porém, & eficiente no prolongamento da duracdo da agdo anesiésica ¢ ndo produz hipoxia tecidual, 0 que
pode dar-se com o uso da noradrenalina e adrenalina (KLINGENSTROM & WESTERMARK, 1963, PERSSON,
1971; ROBERTS & SOWRAY, 1905). E ainda, a felipressina pode ser usada sem problemas em pacientes
anestesiados com compostos halogenados ou ciclopropano (KATZ, 1965; LIGH et ai, 1965 ).

A felipressina ¢ a ornipressina apresentam laténcia maior em comparacio com g adrenalina
(KLINGENSTRON et al, 1967; LINDORF, 1979) .

Em altas doses {maiores que as terapéuticas), a constricdo dos vasos sanguineos cutdneos induzida
pela felipressina pode produzir palidez facial (KATZ, 1965; LIGHT et al, 1965; COLLINS, 1972) .

Outros efeitos colaterais da felipressina, quando em altas doses, relatados por alguns autores sdo ¢
aumento da pressdo arterial sistémica, diminuicde do volume de gjegdo, da freqiiéncia ¢ do trabathe
cardiacas, dos fluxos sangitineos coronario, carotideo ¢ femoral, do fluxe plasmatico renal, e da excrecdo
de agua ¢ eletrofitos (RIBOT et al, 1963; LONGO et al, 1964; MAXWELL, 1965).

Estudos laboratoriais ¢ clinicos com a felipressina em animais e homem demonstraram uma ampia
margem Jde seguranca: nas doses comumentie usadas na pratica odontoldgica ndo produz alteragdes
significantes na pressiio arierial, na frequéncia e no ritmo cardiaco (AELLIG et al, 1970; LILIENTHAL,

1976},



O uso da felipressina tem sido contra-indicado em gestantes devido &s suas acoes ocHdcicas,
¢mbora ndo haja na literatura evidéncias de que © Uso desse vasoconstritor, nas doses utilizadas em
odonfologia, exerga essas agdes. A sua associagdo com a prilocaing seria fator agravante, pois este
anestesico local afravessa 4 barreira placentaria e, em altas doses, pode provocar metemogiobinemia fetal
{ROBERTS & SOWRAY, 1995). Num estudo feito em duas pacientes gestantes (6° més de gravidez), nao
foram observados sinais de estimulacio uterina com © uso da felipressina em cirurgias vaginais (GREEN &
BLUMBERSG, 1965).

A agdo vasoconstritora, tanio para as aminas simpatomiméticas quanto para a felipressina, ¢
influenciada pelo Hipo e concentragdo do anestésico local ¢ também pelo local da injegdo  (ASTRON &
PERSON, 1965; AKERMAN, 1966).

A diferenca na poténcia vasodilatadors dos anestésicos locais faz cém que, nas solucdes
comerciais, a4 lidocaina seja associada As aminas simpatomiméticas (adrenalina, noradrenalina, e
fepilefrinal ¢ a prilocaina (acdc vasodilatadora menor) seja associada tanto 4 adrenalina (1:200.000)
fquanto & felipressina (0,03 Ul/mi).

DEASY & DISTEFANO (1972) verificaram que z lidocaina e a procaing potenciavam s acdes da
noradrenalina e antagonizavam as da adrenalina em firas de aorta de coeltho, enguanto gue a cocaina
potenciava as agdes da adrenalina e da noradrenalina .

GERKE et al {1976 a) observaram que a cocaina, & Hdocaina e a prilocaina potenciavam a agdo da
adrenalina, desde que administradas em baixas concentragdes (até 400 ug/mi) 2 porgéo extraluminar da
arténia isolada da orelha de coetho. J4, quando administradas em concentracdes acima de 1000 ug/mi, a
lidocaina e & prilocaina promoviam depressdo significante da resposta vascular. Com & desnervacio da
artéria, bem como com 4 aplicacdo intraluminal, também nio foi observada potenciagdo. Com base nessas
Observacoes ¢ nas observaedes de IVERSEN (1967) de que a recaptacio neuronal tem maior afinidade pela
noradrenaling do que pela adrenalina, os autores sugeriram que a lidocaina e a prilocaina potenciavam a
resposta vasculdr atraves do bloqueio de recaptacdo. Tendo esta maior afinidade pela noradrenalina, a
potenciagdo era observada em relagdo 4 adrenalina. Em estudos posteriores essa hipdtese foi comprovada
com a utilizacdo de técnica histoquimica (GERKE et al, 1976b) e isdiopos- adrenalina ¢ noradrenaling
marcadas com tritio (GERKE & FREWIN, 1982) .

GERKE et al (1977b) também observaram que solugdes comerciais de lidocaina e prilocaina, em
baixas doses (até 0,4 mi), potenciavam a resposta vascular & adrenaling em arténa isolada de orelha de
coetho. Em doses acima de 04 ml, a resposta vascular 4 adrenaling era deprimida por fodas as solugbes
{prilocaina ¢ lidocaina, comercials ou preparadas em laboratorio). Verificaram ainda que, em baixas doses
{até¢ 0,4 ml), a lidocaina ndo alterava a resposta vascular 4 noradrenalina ¢ em doses acima de 0,8 mi,

ocorria depressio dessa mesma resposta.



16

Quitro aspecto que tem sido bastante estudado € a toxicidade das associacdes de anestésicos locais
e vasocontritores

HOLLER (1952), estudando a toxicidade de anestésicos associados a um vasoconstritor, em
camundongos, por via subcutdnea, obteve os seguintes resultados para a DLso : Hdocaina com adrenalina
1:80.000 - 170 mg/Kg, lidocaina com noradrenalina  1:10.000 - 200 mg/Kg, Hdocaina sem
vasoconstritores 240 mg/Kg, concluindo que a adigiio tanto de um guanio de outro vasoconstritor
cgusaram aumento da toxicidade da schugdo anestésica .

KOELZER & WEHR (1959), pesquisando a mesma coisa, porém usando a via iniraperitonial em
camundongos, cbtiveram resultados semelhantes: lidocaina a 5% sem vasoconsiritor - 248 mg/Kg,
hdocaina com adrenalina 1: 530.000- 213 mg/Kg.

Ja HENN (1960} obteve resultados diferentes estudando a Dlso da ldocaina a 2,5% ¢ 3,5 %
injetada em camundongos, por via subcutdnea(mg/Kg): lidocaina sem vasoconstritor - 314 &£ 21 ¢ 278 &
7, lidocaina com adrenaling - 317+ 52 ¢ 310 * 14, chegando 2 conclusio de que a toxicidade das solugdes
anestésicas, quando associadas 4 adrenalina, apreseniou-se ligeiramente diminuida.

ASTROM ¢t al (1964), trabathando com varios anestésicc;s: tetracaina a 0,5 %, prilocaina 4 4% ¢
lidocaina a 2% , injetados em camundongos, por via ssbeutdnea , associados 4 adrenalinga em
concentracdes crescentes relataram diferencas de toxicidade (Dlee g/KQ). Para a tetracaina a adicio de
adrenalina {nas diferentes concenfracSes testadas) levou a uma diminuicdo da toxicidade. J4 para a
prilecaina observaram os seguintes resultados: prilocaina sem vasoconstritor - 0,60 £ 0,05 g/Kg, prilocaina
com adrenalina 11 400.000- 045 0,02 g/kg ¢ prilocaina com adrenalina 1;200.000 - 0,43 + 0,02 g/'ky,
prilocaina com adrenalina 1:100.000-041 + 0,03 g/kg e prilccaing com adrenalinag 1:30.000 - 0,38 &
0,02 ¢/kg, concluindo que houve um aumento de toxicidade, no entanto essa diferenca foi estatisticamenie
significativa somente nas concentracdes mais altas do vasoconstrifor - Para a lidocaina foram observados os
seguintes valores : Hdocaina ser vasocontritores - 0,34 & 0,02 g/kg, lidocaina com adrenalina 1:400.000 -
0,20 + 0,01g/kg, Hdocaina com adrenalina 1:200.000 - 0,20 & 0,01 g/kg ¢ lidocaina com adrenalina
1:100.000 - 0,23 + 0,01 g/kg. O aumento progressivo da concentracio de adrenalina associada & lidocaina
¢ 4 prilocaina ndo causou aumento crescente da toxicidade destes anestésicos locais, A DLso da adrenalina,
ngste experimento, estava enire 4,6 ¢ 5,8 mg/Kg.

No mesmo estudo anterior, porém feito com administragdo intravenosa das solucdes anestésicas,
foram obtidos 0s seguintes valores para a Dlso { lidocaina 0,25% ) 1 sem vasocontritor - 25,0 + 16 mg/kg,
com adrenaling 1:400.000 - 20,8 & 16 mg/ky ¢ para Diso {prilocaina 0,25%): sem vasocontritor 45,0 &
2.5 mg/kg , com adrenalina 1:400.000 37,5 + 2,5 mg/kg. Os resultados demonstraram um aumento da

towicidade anestésica com a adicdo de adrenalina.



17

AKERMAN (1966) pesauisou a toxicidade de solugdes de prilocaina ¢ lidocaina em diferentes
concentragbes associadas 4 adrenaling ou & folipressina quando Injetadas por via subcutdnea ou
IREravenasy,

For via subcutdnea obfeve os seguintes resultados da Diso de lidocaina : ldocaina sem
vasoconstritor - 238 T 11 mg/kg, com felipressing & 0,1 Ul/ml - 311 £ 15 my/kg, com felipressina 4 0,5
U/ mil - 288 £ 18 mg/kg , com adrenalina 1:200.000 - 212 & 11,0 mg/kg ¢ com adrenalina 1:100.000 -
196 1 7 ma/kg ¢ da Dlso de prilocaina @ sem vasoconsiritor - 637 18 mg/kg, com felipressina 0,1 Ul/ml
- 770 & 19 mg/kg, com felipressing 0,5 Ul/ml - 719 & 12 mg/kg, com adrenalina 1:200.000 - 446 + 16
mg/kg € com adrenaling 1:100.000 - 386 + 14 mg/kg. Por esta via, o pesquisador observou que a
adrenaling aumentava a toxicidade aguda de ambos os anesi€sicos, j4 a feliprissina promovia efcito
contrdrio,

For via intravenosa obteve os seguintes resultados da DL so  de lidocaina : lidocaina sem
vasoconstritor - 17,8 - 0,9 mg/kg, com felipressina 0,1 Ul/mi - 26,7 £ 1,0 mg/kg , com felipressina 0,3
Ulsmi - 18,8 £ 1,2 me/ky, com adrenalina 1:200.000 - 13,6 1 1,0 mg/kg, com adrenaling 1:100.000-
10,4 £ 1,0 mg/kg . Em relacio a Dlso prilocaina : prilocaing sem vasoconsiritor - 35,0 + 1,7 mg/ks , com
felipressing Q.1 UL/mi - 34,3 + 2.5 mg/kg , com felipressina 0,5 Ul/ml - 34 6 + 0,6 me/kg, com
adrenaling 1:200.000 - 23,6 + 1,7 mg/kg e com adeenalina 1:7100.000 - 18,9 + 0,8 mg/kg. Por esta via, o
pesqidsador observou que a toxicidade ndo fol aumentada pela felipressina, enquanto as solugdes contendo
adrenaling mostraram-se mais toxicas.

AKERMAN (1969), através dos sinais de intoxicacdo sistémica perda de reflexo de oriemtagdo
{PRO} ¢ convulsio, produzidos apds injegdo subcutinea de lidocaina e prilocaina associadas 4 adrenaling ¢
felipressing, em camundongos, constatou que a associacdo de adrenalina e felipressina  as solugses
angstésicas diminuia a fregiléncia das convulsdes e da PRO. A felipressina aumentou o tempo de laténcia e
diminuiu g duracio do efeito tdxico, ¢ em muitos animais estes sinais desapareceram por compileto.

YAGIELA & MADSEN (1982) injetaram intravenosamente, em ratos, lidocaina marcada com
carbono 14, com ¢ sem adrenaling ¢ chegaram a conclusiio de que a adrenalina associada & lidocaina
provocava aumento da proporcio do anestésico local com acesso ao Sistema Nervose Central .

YAGIELA (1985), estudando em ratos a toxicidade (DLso) da lidocaing sem vasocomstritor,
demonstrou que ela era maior pela via intravenosa que pefa via intra-arterial. Os resultados obtidos foram:
via intravenosa { veia femoral - Dlso ¢ intervalo de confianca - 27,8 mg/kg (25,6 - 30,6) | ¢ via intra-
arterial | artéria cardtida interna - Diso e intervalo de confianga - 45,0 mg/kg (52,0 - 60,2) ]. Com a

adicio de adrenalina 1:100.000 & lidocaina, ocorreu um aumento da foxicidade por ambas as vias,
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permanctendo malor para 4 via intravenosa. Os resultados obtidos foram : intravenosa - 18,4 me/Kg (14,1
- 24,0), intra-arterial - 27,0 mg/Kg (23,3 - 32,0). Porém, quando a adrenalina foi injetada isoladamente
mostrou-se mats toxica pela via intra-arterial. Os resultados obtidos foram: intravenosa - 76,Tug/kg ¢
intra-arterial - 24,5 pg/Ke,

TAYLOR & DORRIS (1989), em estudo de toxicidade {Dlso e DCso) feito em camundongos por via
intravenosa obtiveram os seguintes dados para a Dlse da lidocaina : sem vasoconstritor 20,4 mg/kg (18,9 -
22,0), com adrenalina 18,6 mg/kg (16,7 - 20,7}, com levonordefrina 21,6 mg/kg (19,6 - 23,8) e para a
DCso da lidocaina @ sem vasoconstritor 17,4 mg/kg (15,8 - 19,0), com adrenalina 13,8 mg/kg (11,6 -
13,8}, com levonordefrina 15,4 mg/ke (11,4 - 18,4). Fles concluiram que a associagio tanto de um quanto
de outro vasoconstritor ndo causou modificagdes significativas nos testes de toxicidade,

Observou ainda, neste estudo, que, em ratos, a adrenalina causou aumento de letalidade da
lidocaina em 76%. {sso veio a comprovar as conclusdes de YAGIELA (1983). Os resultados obtidos para
Dise de lidocaina por via intravenosa foram: sem vasocontritor 20,1 mg/kg (17,9 - 23,2), com adrenaling
11,4 mgikg (8,5 - 13,3) ¢ com levonordefrina 18,6 mg/kg (14,9 - 22.4). Nio houve efeito estatisticamente
significante na Dlso da lidocaina com a associagdo de levonordeftina,

VOLPATO {1995), estudando a toxicidade (DL so e DCso , laténcia da PRO ¢ da convulsdo ¢
duracio da convulsdo) em camundongos Swiss, espéeie Mus—musculus através de injecdo subcutines de
lidocaina 2% ¢ prilocaina 3% associados a varias combinacdes de 2 vasocontritores em diferentes
concentracdes (adrenaling + felipressina) obteve como uma das conclusdes que a  adrenalina aumenta a
foxicidade da lidocaina e prilocaina, embora neste modelo experimental ndo tenha sido observada diferenca
estatistica guando comparado com a lidocaina sem vasoconstritor. Quira afirmagio da autora ¢ que a
felipressina ndo parece alterar & toXicidade dos anestésicos locals estudados, provavelmente devido 4 sua

haixa toxicidade intrinseca.

4.5 REVISAQ SOBRE ASSOCIACAO DE VASOCONSTRITORES

Como ja vimos, a associacdo de um ancstésico local com um vasoconstritor (adrenalina) fot
testada em 1901, por BRAUM, pela primeira vez. Nio muito tempo depois KEPFINOW, 1912 e BORNER,
1915, comecaram a obscrvar a potenciacdo da resposta vasopressora das aminas simpatomiméticas
{adrenalina ¢ noradrenalina) pelo extrato de neuro-hipofise,

Alguns anos apds, STAVRAKY & OLIVER (1952), usando como modelo experimental gatos com

seccdo de medula, através de hipofisectomia ou decapitacdo, observaram uma diminuicdo da resposta
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vasopressora 4 adrenalina. Observaram alnda que com a administracdo intravenosa de extrato de hipofise
pasterior, em quantidades subclinicas, antes ou juntamente com a adrenalina, ocorria restauragio completa
da efetividade desta, com aumento da pressio arterial.

Em 19635, BARTELSTONE & NASMYTH, usando diferentes modelos experimentais (cdes com parte
do sistema venoso separado do siétema arterial, morenianeamente, ¢ aorta isolada de rato, Fato e rato com
secpdo de medula espinal e destruicdo do encéfalo), observaram que a vasopressina potenciava as resposias
da noradrenaling, mesmo em menores doses que as liberadas endogenamente, Ficou clare neste estudo gue
a potenciacdo erd devido a uma agdo periférica ¢ nao central.

A partir da década de 60, um novo grupo de substdncias derivadas da vasopressina
{felipressinal passou a ser sinietizado. Desde entdo, pesquisas envolvendo a associacio dessas substdncia
com aminas simpatomiméticas comecgaram 4 ser realizadas.

fssas associagles, utilizando dois vasoconstritores (um derivado da vasopressing e uma amina
siripatomimeétical, visavam 4 obtengdo de uma vasoconstrigdo eficiente aliada a uma diminuicdo da
toxicidade.

Com este propodsito ALTURA et al , em 1965, gusando vasos do mesoapéndice de ratos, observaram
gue a telipressina, quando injetada intravascularmente (0,01 - 0,1 Ul /2 mi de salina), causava potenciagio
das respostas constritoras da noradrenalina {0,100 ug) e da adrenaling { 0,05 ug) quando estas eram
apticadas toplcamente nos vasos citados acima.

Algum tempo depois, em 19735, WATERSON & HUME, usando como modelo experimental artéria
isolada da oretha de coelho, reafirmaram os achados anteriores, observando que & omitina, em
concentragdes subconstritoras, potenciava a acdo vasoconstritora da noradrenalina aplicada na superficie
externa da referida artéria.

Dando continuidade ds suas pesquisas, WATERSON (1974) observou gque a orniiina também
potenciava a acdo vasoconstritora da adrenalina. Neste experimento, WATERSON usou artéria isolada da
orelha de coelho e orelha isolada de coetho e, neste Gltimo modelo experimental, notou maior
vasoconstricdo concluindo que a acdo da orniting era mais intenso no keilo vascalar nfo arterial,

Q mesmo pesquisador {(WATERSON, 1975), trabathando com os mesmos modelos experimentais
anteriores sendo que, a artéria isolada da orelha de coelho , neste estudo podia ser perfundida pelas
solucdes - teste seletivamente, tanto na superficie externa quanto na  interna, observou que a agdo da
ornitina em polenciar a vasoconstrigio era mais acentuada quando associada 4 adrenalina (aumento de
4,22 vezes + 0,99) do que com a noradrenalina {aumento de 1,81 vezes + 0,058). Além de confirmar, neste
estudo, as conclusdes do trabatho anterior,

Em 1976, FROST et al, também pesquisando as acdes da felipressina, usaram como modelo

experimental segmentos da cauda de ratos com canulagio da artéria central, sendo as solugdes - {este
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aplicadas por infusio ¢ intraluminalmente. Estes pesquisadores observaram que doses repetidas de
felipressina levavam a faguifilaxia; o pré - tratamento com reserping diminuia a resposta inicial &
felipressina, mas ndo alterava de forma significativa o desenvolvimento de taguifilaxia. A felipressing
potenciava as respostas a administracdo em dose unica de adrenaling, noradrenalina ¢ serotonina. Foi
observado ainda o aumento da resposta ao estimulo elétrico com doses subconstritoras de feliprossina. Por
estas conclusGes, 08 autores sugeriram que a felipressina podia estar relacionada com a liberacio neuronal
de noradrenaling.

GERKE et al {1977a) também estudaram a potenciagdo da noradrenaling ¢ adrenalina pela
felipressing, usando como modelo experimental artéria isolada da orelha de coelho. Obtiveram como
resultado a potenciacdo das agdes da noradrenalina ¢ adrenalinag (aplicadas intra ou extraluminalmente)
pela felipressina (aplicada extraluminalmente). Observaram também que, quandé a felipressina atingia
um concentracdo Otima (0,001 Ul/mb), um aumento da conceniragdo ndo causava um aumento
significativo da potenciagdo. Observaram ainda gue o iratamento prévio da artéria com acctato de
deoxicorticosterona {inibidor da recaptacdo tecidual de noradrenalina), com nialamida (bloqueador da
enzima monocaming oXidase) ou a desnervagdo cirtirgica (gangliotomia simpatica cervical superior) nio
alterava a potenciago da acfo da noradrenalina ¢ da adrenalina pela felipressina, concluindo que a agie
da felipressina ndo ccorre atraves da enzima monoamino oxadase ¢ nem da recaptacdo neuronal ou exira-
neuronal. Ficou claro, neste trabalho, que a acdo da felipressina em potenciar 8 vasoconstricdo da
noradrenalina e adrenalina ¢ especifica.

GERKE et al {1978}, usando novamenie como modelo experimental a artéria isolada da oretha de
coelho, fizeram varios experimentos com adrenalina e felipressina. Observaram que, quando 3 adrenalina a
1:80,000 era associada 4 felipressina 0,01 ou 0,001 Ub/mi {(fanto com lidocaina a 2% guanto com
prilocaina a 3%) ocorria uma potenciacio da ag¢fo vasoconstritora. No entanto, guando a adrenalinag a
1:300.000 era associada 4 felipressina, ocorria potenciacdo significativa somente com a lidocaina s 2%.

Num segundo momento do experimento os autores utilizaram as selugdes convencionais
(hdocaing a 2%, associada a adrenaling 1:80.000 e prilocaina a 3%, associada a adrenalina 1:300.000) ¢
observaram que a felipressinga na concentracdo de Q,001 Ul/m] lfevou a um aumento considerdvel da
resposta constritora, Com esses resultados, os autores sugeriram que o uso dessas associagdes deveriam ser
em doses subconstritoras para diminutr os efeitos tdxicos das mesmas.

ALMASI & FREWIN (1980}, usando como modelo experimental lingua de rato, com o objetivo de
chservar n retenc@o de anestésicos locais, injetaram lidocaing a 2% ¢ prilocaing a 3% marcadas com tritio
{Ha}, na presenca de vérios vasoconstritores. Eles observaram que a prilocaina a 3%, apenas na presenga de
adrenaling 1;80.000, apresentou maior retencdo. A lidocaina tanto na presenga de adrenaling 1:100.000

quanto de 1:80.000 apresentou retengio maior da solugdo no local da injecdo, sendo que no tempo de 16
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minutos apos 4 1njecdo, a solugdo com adrenalina 1:100.000 apresentou uma retencio maior da ldocaina
do que a solugdo com adrenalina 1:80.000.

Naste mesmo trabalho, 0s pesquisadores compararam os mesmos anetésicos locais com adrenalina
1:100.000, felipressing 0,00018 Ul/ml ¢ uma associagdo desses dois vasocontritores. Observaram que a
prijocaina sofria uma retengdo significantemente maior no ternpo de 32 minutos, na presenca dos dois
vasoconstritores associados, quando era comparada 3 solucao que continha somente felipressinag a 0,00015
Ul/ml or 2 solucdo contendo anestésico local sem vasoconstritor. Em relacze 3 solugio contendo
adrenalina 1:100.000, a retengdlo de prilocaina somente apresentou-se maior acs 16 minutos apds a
injecdo. Observaram ainda que, em relacao a lidocaing, sé ocorreu aumento considerdvel na retencio do
anestésico local no tempo de 32 minutos, quando conparado ao controle (anestésico local sem
vasoconstritor) € na presenca da associagaco dos dois vasoconstritores,

BASTOS (1985), usando dorso de cobata (Cavia porcellus), observou que a felipressina
causava potenciacio da adrenalina ao analisar o tempo de anestesia da prilocaina a 3%. Ele concluiu que a
duracio da anestesia gra maior quando o anestésico local era associado a combinagdes diferentes desses
dots vasoconsiritares.

RANALI (1990) também observou, atraves de estudo corﬁpamtivo entre 4 solugio de bupivacaina
a 0,25% contendo adrenalina a 1:200.000 associada & felipressina a 0,03 Ul/ml ¢ a solugdo de bupivacaina
a ,53% com adrenalina a 1:200.000, que o tempo de laténeia € a analgesta pos-operatoria foram
sernethantes enire si ¢ gue a duracdo da analgesia, obtida com a bupivacaina a 0,5% com adrenalina a
1:200.000, foi pouco maior que a da outra solucdo em estudo.

RANALI et g1 (1992}, em estudo da toxicidade da associacio de dois vasoconstritores (adrenalina
a 1:100.000 ¢ a felipressina a 0,03 Ul/ml ) com a bupivacaina a 0,25% em comparacdo com a solugio
contendo apenas um vasocontritor (adrenalina 1:200.000) com a bupivacaina a 0,5%, observaram gue n&o
houve diferenca consideravel na pressio arterial de céies, com a administragdo intravenosa ou intra-bucal
das solugdes. Porém, os pesquisadores observaram um aumente com significdncia estatistica na pressio
sistélica dos cdes em relagio aos valores de repouso apds 1 minuio da aplicagdo intravenosa das duas
solucdes em estudo.

VOLPATO (1993), usando camundongo Swiss (espécie Mus-musculus), estudou g toxicidade
(Dae e DCso) da associacdo de 2 vasoconstritores (felipressina e adrenalina), em diferentes concentragdes,
com prilocaina a 3% ou lidocaina a 2%, Observou que, em relagio a Dlso , tanto para a hdocaina quanto
parz 4 prilocaing, as solugdes gue continham adrenalina, em maior concentracio, foram as mais dxicas.
£ relacdo a DCso, 0s resultados foram opostos, ou seja, as solugdes contendo maior concentragdo de

adrenalina promoveram maior protecio ao animal, bem como a solugio de felipressina a 0,03 Ul/ml.



Nz segunda parte de seu estudo, a pesquisadora observou gque em relacdo a lidocaina ocorreu um
aumento da laténcia da FRO para todas as solugdes contendo vasoconstritor. A laténcia da convulsio foi
aumentada de forma mais significante pelos grupos com malor concentracio de adrenalina, bem como pela
solugac contendo lidocaina a 2% com felipressing & 0,03 Ul/ml, Para a prilocaina ndo foram observadas
diferencas entre 08 grupos tanto para a laténcia da FRO como para 8 laténcia e duracio da convulsio .

Estes resultados permitiram a ¢la concluir que , em termos de toxicidade, dentro do muodelo
experimental  estudado , ndo ha vantagem na associagdo de dois vasocontritores como a adrenaling e

felipressina aos anestésicos locais.
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5, PROPOSICAO

Com o objetive de buscar solugdes anestésicas locals menos téxicas gue as j& existentes no
mercado farmacéutico ¢, baseando-nos em trabalhos que sugerem a existéncia de potenciacdo da aciio
constritora das aminas simpatomiméticas quando associadas 4 felipressina, nos propusemos neste
trabalho a avaliar a toxicidade aguda da hidocaina ¢ prilocaina, quando administradas em associacio
com uma combinacio de noradrenalina e felipressina.

Para isso, serdo determinados os seguintes pardmetros:

1) Dose Letal B0%;

21 Dose Convulsiva 50%;

3} Laténcia da Perda do Reflexo de Orientacic;
4} lLaténcia da Convulsio;

8y Duracio da Convulsido .
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6. MATERIAL E METODOS

Para avaliar 4 toxicidade aguda dos anestésicos locats ( lidocaina ¢ prilocaina ) em associacio
com diferentes concentragdes de dols vasoconstritores ( noradrenalina e felipressina), usamos o estudo da
determinagdo do valor da dose letal em 530% da populacio ( Dlse ) ¢ da dose convulsiva em 50% da
populacdo { DCso) .

Quando doses crescentes de uma substincia s@o administradas a lotes de individuos que
pertencent 4 mesma populacdo, a relacio entre dose ¢ efeito aparece modificada pela diferente sensibilidade
dos individuos 4 droga. Quando se considera a avaliagdo quantitativa da atividade de uma droga, é
importante a relacio entre dose ¢ porcentagem do aparecimento <o efeito. Embora a atividade de uma
droga varie com o individuo e com a dose, € possivel defini-la quantitativamente com precisio. O critério
adotado é a determinaqdo da dose capaz de agir em 30% da populagio considerada. A dose capaz de causar
um determinado efeito em 50% da populacio € a2 que fornece indicacio Guantitativa mais precisa sobre a
atividade de uma substincia. 8e o efeito considerado for a morte, ter-se-& dose letal 50% - Digo e sefor a
convulsdo, ter-se-4 g dose convulsiva - DCso (CORBETT, 1973) .

Além da Dieo ¢ DCso , foram avaliados os pericdos de laténcia para a perda de reflexo da
orientagdo { PRO ) e para a convulsio, bem como 4 duracdo da convuilsio.

Fara este estudo foram usados os seguintes grupos de drogas:

1. Grupo FFy Nso - Prilocaina a 5% + Felipressina 0,01 Ul/ml + Noradrenalina 1z 50.000

2. Grupo PFi Nioo - Prilocaing a 3% + Felipressina 0,01 Ul/mi + Noradrenalina 1:100.000

3. Grupo PFy MNiso ~ Prilocaina a 3% + Felipressina 0,01 Ul/ml + Noradrenalina 1:130.000

4, Grupo LF1 Nso - Lidocaing a 2% + Felipressinag 0,01 Ul/mi + Noradrenalina 1: 50.000

5. Grupo LF; Nise - Lidocaina a 2% + Felipressina 0,01 Ul/mi + Noradrenalina 1:100.000

6. Grupo LFs Niso - Lidocaina o 2% + Felipressina 0,01 Ul/ml + Noradrenslina 1:150.000

7. Grupo PNse - Prilocaina a 3% + Noradrenalina 1 : 530.000

& Grupo LNso - Lidocaina a 2% + Noradrenalina 1: 50.000

9. Grupo PFa - Prilocaina a 3% + Felipressina 0,03 Ul/mi

10, Grupo LFs - Lidocaina a 2% + Felipressina 0,03 Ul/mi

{1.Grupo L - Lidocaing a 2%

12. Grupo P - Prilocaina a 3%

13. Grupo Agua Destilada

14. Grupo Fy Nso - Felipressina 0,01 Ul/ml + Noradrenalina 11 50.000
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1.5, Grupo Fi Nice ~ Felipressina 0,01 Ul/ml + Noradrenalina 11 100.000
L6. Grupo Fi Niso ~ Felipressina 0,01 Ul/ml + Noradrenalina 1: 150.000
17. Grupo Fs - Felipressina 0,03 Ul/ml

18. Grupo Nso - Noradrenaling 1 : 30.000

19. Grupo H - Solugio de Noradrenalina 2 mg/ml.

*Assolugdes T a 12 ¢ 14 2 19 foram cedidas pelo laboratorio Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Lida.

* Assolucdes 13 e 19 foram preparadas antes do experimento com dgua recém - destilada ¢
Arterenol PA (Norepinephrine FA) Sigma.

O pH das solugdes variou entre 3,%¢ 5,0,
8.1 ESTUDO DA DOSE LETAL (DLso) E DA DOSE CONVULSIVA (DCso)

Neste experimento foram utilizados 1840 camundongos ( espécie Mus musculus ) machos,
linhagem Swiss spf., procedentes do Centro Multi - Institucional de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB),
pesando enire 17 ¢ 22 g, 05 quais foram alimentados com ragio Labina ¢ 4gua 4 vontade.

(s camundongos foram divididoes aleatoriamente em grupos de 10 animais, por gaiols, para cada
dose . A seguir, cada animal foi pesado (balanga digital eletromica Fecnal - modelo TEP 1000} , sendo
considerada uma casa apos a virgula . Apds a pesagem , era feito o cdleulo da dose em funcio do peso do
animal, sendo consideradas duas casas decimais.

As injecdes foram feitas no dorso dos animais, via subcutdnes com uso de seringas centesimais ¢
agulhas 13 X 4,5 ( ambas marca BD}. O horaric d{: injegcdu foi entre 8 ¢ 12 horas, pois, segundo MOORE
{1977), a incidéncia de convulsdes induzidas pela lidocaing € malor 4s 21 horas ¢ reduzida por um fator
de seis a0 redor das 15 horas, havendo um platd de estahilidade entre as 8 e 12 horas (JONG & BONIN,
1980},

Fara as solugdes 1 a 12 (tanto para a dose convulsiva guanto para a dose letal ) € 19 (para a dose
letal ) foram feitas virias doses { anexos 1,2,3,4 e 5 ), sendo que nas solugdes de 1 a 12 a dose se referia
a0 sal anestésico, enguanto na solugio 19 estava relacionada ao vasoconstritor,

As solugdes 13 a 18 foram utilizadas apenas no volume equivalente ao da mator dose injetada
1os respectivas grupos 1 a 12, apenas para observacao de uma possivel reagdo toxica dos vasoconstritores

ou do veiculo no volume utilizado (solugdes controle).
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Noe estudo de dose letal, os animais foram observados durante 48 horas e no estudo de dose
convilsiva, por uma hora 0s animais que ndo apresentaram alteracio ou até completo retorno do animal as

condicdes pré-tratamento.

6.2 DETERMINACAQ DOS PERIODOS DE LATENCIA PARA PERDA DE REFLEXQO DE

ORIENTAGAOQ (PRO}, CONVULSAO E DURACAQC DA CONVULSAO.

Neste expertmento  foram escothidas duas doses (uma para cada agente anestésico em estudo)
NEs uais 4 maioria dos animais entrdsse em convulsdo, mas ndo ocorresse morte. Para isso, nos baseamos
nos resultados obtidos nos estudos de DCse e Dhso para as solucdes 11 (lidocaina a 2% - 1) e 12 {prilocaina
a 3% - P}, ou seiz, solugdes que continham apenas sal anestésico, sem a presenga de vasoconstritor.

Assim escolhemos a dose de 100 mg/Kg (em relagdo ao sal anestésico) para a solugio 11{e para
tocdas as que continham lidocaina como sal anestésico) ¢ 250 mg/Kg para a solucdo 12 {e demais que eram
compostas por prilocaina).

Os camundongos foram entdo distribuidos aleatoriamente em grupos de 10 animais para cada
solugdo (1 al2), os quais receberam, via subcutinea, no dorso, a dose estipulada.

Observamos os animais por 01 hora ou até retornarem completamente a0 normal {movimentacao
£ resposta a estimulo semethante ao periodo pré-tratamento}.

s pardmetros adotados para 4 perda de reflexo de ortentagdo foram os seguintes: deambulagio
anormal (movimentacio exagerada da cabeca do animal para ambos os lados, ou ainda movimentacdo
para um tnico lado ou em circulos) ou incapacidade de manter-se em pé.

A ocorréncia  de convulsio (ténico-extensora) fol considerada, quando toda a musculatura se
apresentava contraida estando o animal com o corpe arqueado ¢ a cabega distendida para trés,

O perioddo de laténcia para 2 PRO foi coﬁtado a partir da injegio da solugéo no camundonge até
o aparccimento dos sinais gue indicavam a perda do referido reflexo,

O terpo de laténcia da convulsdo foi considerado desde a injecdo até o comego dos episadios

convulsivos, sendo a duragio da convulsdo contada do infcio até a cessagdo das coniragdes.



8.3 ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos o ensaio tipo dose-resposta para os estudos de DCso ¢ Dlso ¢ a analise de dados
censurados ( ou analise de dados de sobrevivéncia) para © estudo das laténcias da perda do reflexo de
orientacdo (PRO) ¢ da convulsdo e duragéo da convulsio.

6.3.1. Ensaio Tipo Dose Resposta (DCso ¢ Dise).

Nesse Hipo de ensaio uma determinada droga ¢ administrada em diferentes doses (em nosso estudo
usamos 5 ou mals doses para cada grupe de droga) a4 grupos de individuos {em nosso cstudo usamos
grupos de 10 animais), obtendo-se como resposta, apds um pericdo determinado, individuos gue mudam de
estado (morte, convulsio, etc.). Os modelos mais comumente usados para esse fim sdo logistico, *probit” ¢
complemento log-log que sdo casos especials de uma classe chamada modelos lineares generalizados
{McCULLAGH & NELDER, 1989). Para escotha do modelo a ser usado ¢ necessirio observar em qual deles o
conjunio de dados s¢ ajusta methor e isto pode ser feito através do pacote estatistico GLIM (PAYNE, 1986).
No presente trabalho o modelo que melhor se ajustou foi o logistico, usando-se In {dose}.

A comparagdo dos estudos do tipo dose-resposta entre 0s grupos foi feita através de intervalos de
eomfianca. Os métodos mais comumente usados para a construgdo de intervalos de confianga para doses
efetivas sdo os de Delta ¢ Feller (COLLET, 1991; MORGAN, 1992). Neste trabalho o métede de Fieller
mMOSLrOn-5¢ mMais rigoroso, porianto as comparagdes entre o8 grupos foram feitas atraves dele.

Foram considerados estatisticamente diferentes, 08 grupos sem pontos em comum.
£.%.2. Andlise de Dados Censurados.

Utilizamos esse tipo de andlise porgque nem todos os camundongos apresentaram PRO ou
convulsdo, Neste estudo as censuras se referem a isto.

Primeiramente aplicamos uma téenica ndo paramétrica, o estimador produto {imite de Kaplan -
Meier (LAWLESS, 1982}, Através dessa técnica obtivemos para cada varidvel resposta {laténcia da FRO,
laténcia da convulsio e duracdo da convulsdo) as respectivas curvas de probabilidade de lat@ncia ¢ duragéo
em funcio do tempo.

Apbs comparamos Os grupos quanto &s varidveis - respostas através do teste de Log - Rank
{LAWLESS, 1982).

Para verificarmos a semethanga/diferenca entre os grupos nos baseamos na analise das curvas de

probabilidade de laténcia (para PRO e convulsio) e duracdo da convulsio, em funcio do tempo.
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7. RESULTADQS

As solugtes anestésicas compostas por lidocaing a 2% ou prilocaina a 3%, associadas ou ndo 20s
vasoconstritores noradrenaling ¢ felipressina em diferentes concentragdes, foram administradas em
camuandongos, por via subcutinea, para observagdo da diferenca de toxicidade aguda (Dlso , DCs0) entre

clas.

Os resultados obtidos neste experimento estio resumidos nos Anexos I ¢ 2 {paginas 48 ¢ 49 -
estudo da dose letal para o grupo contendo lidocaina e prilocaina, respectivamente), 3 {pdgina 50 - estudo
da dose letal para a noradrenalina) 4 ¢ 5 (paginas 51 e 52 - estudo da dose convulsiva para os grupos
contendo lidocaina ¢ prilocaina, respectivamente) 6 € 7 {pdginas 33 ¢ 54 - tempo de laténcia da PRO e

convulsio ¢ duracio da convulsdo para os grupos contendo lidocaina e prilocaina, respectivamente).

7.1. RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS NO EXPERIMENTO

DE DOSE LETAL.

O ajuste do modelo logistico para a Digo dos grupos contendo lidocaina enconira-se na tabela 1,

enquanto para 0s grupos contendo prilocaina encontra-se na tabela 3.

Nas tabelas 2 (lidocaina) ¢ 4 (prilocaina) estdo os resultados da estimativa de Dlso {em mg/kg),
bem como o erro padrio, os intervalos de confianga de 95% de probabilidade e as equagdes das retas para

cada um dos grupos,

Os intervalos de confianga obtidos pelos métodos de Delta e Fieller sdo mostrados nos graficos 1 e

2 (lidecding) e 3 ¢ 4 (prilocaina) para melhor visualizagdo ¢ comparacio entre 0§ grupos.

Os quadros 1, 2, 3 ¢ 4 mostram as diferencas/semelhangas estatisticas entre os varios grupos 4

partir da comparagio dos intervalos de confianga obtidos pelos dois métodos supra citados.
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TABELA 1. Ajuste do modelo logistico de DLso para os grupos que continham lidocaina como anestésico
local (GL = graus de liberdade; Dev. = “deviance”; Reg. = regressdo; Res. = residuo).

LF; Nso LF; Nigo LF; Niso LNso LF; L
GL. | Dev. | GL. | Dev. | GL. [ Dev. | GL. | Dev. | GL. | Dev. | G.L. | Dev.
Reg. 1 2486 1 26,78 1 2844 1 (25,68 1 18,84 1 |29.64
Res. 6 308 6 2,75 9,22 227 4 3.16| 3 3,50
Total 7 12794 7 129,53 6 (3766 6 [2795] 5 (22,00 4 |33,14
%21;_0,05= 3,84 ; Zzs;n,nsz 7,82 ; 7[24:_0,05: 049 ; %25;0,05: 11,1 ; 226',0,052 12,6
TABELA 2. Estimativas das Doses Letais 50% (DLso), expressas em mg/kg de peso corporal, via
subcutanea, erro padrdo (e.p.), equacdes das retas ¢ intervalo de confianga (95%) dos grupos
experimentais que apresentam a lidocaina como agente anestésico.
Intervalo de Confianga
Grupos Equagdes DLs, (ep) mg/kg Delta FIELLER
LF; Nso | -47,87 + 9,46 In(d) 157,5 (4,49) (149,0 ; 166,6) | (146,8 ; 166,8)
LF; Nigo | -55,98 + 11,18 In(d) 149,5 (3,66) (142,5 ;, 156,9) (139,2; 157,0)
LFNiso | -34,99 + 6,73 In(d) 181.4 (8,93) (164,7 ;199,8) | (156,3 ;197.9)
LNsg -21,68 + 4,30 In(d) 154,7 (10,82) (134,8;177.4) | (130,2;178,2)
LF; -42.63 + 7,88 In(d) 2245 (8,63) (208,2 ;242,0) | (204,6 ;248.5)
L -36,21 + 6,93 In(d) 185,5 (10,78) (165,5;207,8) | (163,6;212,9)

Griafico 1. Intervalos de confianca (95%) obtidos

pelo método DELTA para DLso dos
grupos contendo lidocaina como

Grafico 2. Intervalos de confianca (95%) oblidos

pelo método FIELLER para DLse dos
grupos contendo lidocaina como

anestésico. anestésico.
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Quadro 1. Resultados das comparagdes dos
intervalos de confianca obtidos
pelo método DELTA para Diso

dos grupos contendo lidocaina.

Quadro 2. Resultados das comparacées dos
intervalos de confianca obtidos
pelo método FIELLER para Diso
dos grupos contenddo lidocaina.

GRUPO GRUPO
LEs a LF; a
L b L ab
LFi Nyso b LFi Niso be
LF: Nso be LF; Nse be
LNsp be LNso be
L¥: Nyioo c LF: Nioo c

* letras diferentes indicam diferencga estatistica

TABELA 3. Ajuste do modelo logistico para a2 Dlse dos grupos que continham prilocaina como
anestésico local (GL = graus de liberdade; Dev.=4deviance™; Reg. — regressio ; Res, = residuo).

PF; Nsg PE1 Nioo PF; Nise PNsy PF, P
GL | Dev. |1GL. | Dev, | GL. | Dev. | GL. [ Dev. | GL. | Dev. | GL. | Dev.
Reg. 1 128130 1 (1549 1 2801} 1 {33,001 1 2573 1 {2336
Res. 8 3351 6 967 4 242 © 5331 7 771 4,01
Total] 9 131481 -7 129161 5 130431 7 13834; 8 13344 B8 12737

ﬁt;a,r;:a* 3,84, 324-,{;,05: 949 ; 7-25;0.05: 11,1, 225;0.05: 12,6 221;0,05: 14,1 ;228;0,_05“"‘ 15,5

TABELA 4. Estimativas das Doses Letais 50% {(Dlso), expressas em mg/kg de peso corporal, via
subcutinea, erro padriio (e, p.), equacdes das retas e intervalo de confianca (95%) dos grupos
exXperimentais que apresentavam a pnilocaina como agente anestésico,

DL s (e.p.) Intervalo de Confianca

Grupas Equacdes em mg/kg Delta FIEL.LER
PF, Nyo | -23.85+4,07In(d) | 3493 (20,83) | (310,7;3926) | (311,6;405,4)
PFy Ny | ~13,92+2351n(d) | 377,9(41,76) | (304,3;469,3) | (288,7;475,0)
PF; Niso | 30,08 +4,90 In(d) | 463,7(31,66) | (405,6;530,1) | (398,9;546,2)
PNs | -25,83+4,23In(d) | 451,9(30,23) | (396,3;515,2) | (393,0;527,5)
PF, | 2751+432n(d) | 581,3(32,91) | (520,3;649,6) | (510,5;6580)
P 28,83 + 4,50 In(d) | 602,6(32,24) | (542,6.6692) | (534.4;681,3)
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Grafico &, Intervalos de confianga (95%) obtidos Grafico 4. Intervalos de confianca (95%)obtidos
peio métado DELTA para Dige dos pelo método FIELLER para Dlso dos
grupos contendo prilocaina como grupos contendo prilocaina como
anestésico, anestésico.
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Quaddro 3. Resultados das comparagdes dos Quadro 4. Resultados das comparagtes dos
intervalos de confianga obtidos intervalos de confianga obtidos
pelo método DELTA para Dlso pelo método FIELLER para Dlso
dos grupos contendo prilocaina. dos grupos contendo prilocaina.
GRUPO GRUPO
P 3 P a
PFa ab PEs ah
PFI Niso be PF} Niso a'bc
PNsa [ FlNso bC
P¥; Nioo ed PFy Nioo <
PF1 Nso d PF‘]_ Nﬁo c

* letras diferentes indicam diferenca estatistica

Na tabela B ¢ mostrado o ajuste do modelo togistico para a2 Diso da noradrenalina. B 2 tabela 6
expressa 4 estimativa de Dlgo (em mg/kg), o erro padrio, o intervalo de confianga com coeficiente de
confianga de 95% dde probabilidade (pelos métodos DELTA ¢ FIELLER) ¢ a equacdo da rela para a
noyadrenalina.

Tabela 5. Ajuste do modelo logistico de Dlse para solucdo de noradrenalina (GL = graus de liberdade |
Dev. = “deviance™; Reg. — regressdo; Res. = residuo).

G.l. Dev.

Reg. 1 38,87
Res. o 877
Total 10 47,64

2'21;0,052 3,84 5[’29;9,@5: 16,9
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Tabela 6. Bstimativa r:ia Dose Letal 50% (Dlso), expressa em mg/kg de peso corporal, via subcutanes,
erre padmo fep.), equacio da reta ¢ intervalo de confianca (95%) da solucdo de
novadrenaling 2 mg/ml (grupc 19).

DL (ep.) Intervalo de Conflanga (mg/kg)
Grupos Equacio em mg/kg Delta FIELLER
Noradrenalina | 4,104 +1,876 In(d) | 8,910 (1,096) | (7,001 ;11,34) | (6,850 ; 11,54}

NZo foram observadas alteragdes de qualquer natureza nos grupos controle { FiNse, FiNjoo, FiNiso,
fa, Nso e grupo 135).

7.2, RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS OBTIDOS NO EXPERIMENTO

DE DOSE CONVULSIVA

Mas tabeldas 7 ¢ 9 encontram-se os dados obtidos para o ajuste do modelo logistico de DCse dos

qrupos que continham lidocaina ¢ prilocaina, respectivamente,

As estimativas de DCso {em mg/kg), assim como o erro padrio, os intervalos de confianca com
um coeficiente de confianga de 95% de probahilidade e as equagdes das retas para cada um dos grupos
estdo apresentados nas tahelas 8 € 10 para soluces contendo como sal anestésico a lidocaina ¢ prilacaina,

respectivamente.

Os intervalos de confianca obtidos pelos métodos DELTA e FIELLER sdo mostrados nos graficos 5 ¢
6 (para os grupos contendo lidocaina) ¢ 7 e 8 (para os grupos contendo prilocaina), possibilitando assim

melhor visualizacio e comparacio entre os Zrapos.

Tabela 7. Ajuste do medelo logistico de DCso para 0s grupos que continham Hdocaina como anestésico local
{GL = graus de liberdade; Dev “deviance™; Reg. — regressio; Res. = residuo).

LF 1N5{} LF1 Nﬁ}i} L¥ 1N1 50 LNso LF 3 L
GL i Dev. |GL {Dev. iGL. iDev. |GL Dev. | GL. | Dev. | GL. { Dev.
Reg. i 15,37 1 16,161 1 29471 1 27,55 i 17,58; 1 15,98
Res, 5 1,241 7 11,721 6 5,651 5§ 4,16 4 0,97 3 0,17
Total 4] 16,617 8 127881 7 13512y 6 131,71 5 1855 4 120,14

2'21-.0,052 3,84 7:23;0,05* 7,32 > 224;0,05* 9349 3 5'525;0,05“ 1,1 3126;0,05‘_' 12,6 ; 7[2?;0‘05: 14,1
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Tabela 8. Estimativas das Doses Convulsivas 50% (DCso ), expressas em mg/kg de peso corporal, via
subcutanea, erro padrao (e.p.), equacdes da retas e intervalo de confianca (95%) dos grupos
experimentais que apresentavam a lidocaina como agente anestesico.

Intervalo de Confianca

Grupos Equagdes Dc50 (ep) Delta FIELLER
LF;Nso | -23,15 + 5,03 In(d) 100,0 (5,41) (899 111,1) (86,1 ;112.3)
LF; Nygo | -18,45+ 4,07 In(d) 93,4 (5,48) (83,2 ;104,8) (83,0 ; 109,8)
LF{Niso | -51,58 + 11,7 In(d) 81,7 (1,98) (77,9, 85,7) (77,9 ; 87,0)
LNso | -17,58 + 4,06 In(d) 76,0 (5,71) (65,6 ; 88.0) (65,5 ; 92,0)
LF; -16,26 + 3,67 In(d) 84,3 (7,02) (71,6 ;99,2) (70,5 ; 104,9)
L -12,94 + 3,08 In(d) 66,5 (7,60) (53,2 ;83.2) (51,1 ;87.2)

Grafico 5. Intervalos de confianca (95%) obtidos

pelo método DELTA para DCsodos
grupos contendo lidocaina como

anestesico.
120
g Mot
5100 I —
E 90 =
@ sop—— L .
@ 01— — L =
8 60 1 — =
50 L]
LFINBO LFIN10 LFIN16 LMNEOD LF3 L
1] 1]
GRUPOS

Quadro 5. Resultados das comparagdes dos
intervalos de confianca obtidos
pele método DELTA para DCso
dos grupos contendo lidocaina.

GRUPO

LF1 N 50 a
ab
ab

LFiNioo
LFs

LFiNiso0

LNso
L

Grafico 6. Intervalos de confianca (95%) obtidos

pelo método FIELLER para DCso dos
grupos contendo lidocaina como
anestésico.
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Quadro 6. Resultados das comparacoes dos

intervalos de confianca obtidos
pelo método FIELLER para DCso
dos grupos contendo lidocaina.

GRUPO
LF:Nso a
LFiN1o0 a
LFs a
LFiNiso a
LNs0 a
L a

* letras diferentes indicam diferenca estatistica.
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Tabela 9. Ajuste do modelo logistico de DCso para os grupos que continham prilocaina como anestésico
local (GL = graus de liberdade; Dev. = “deviance”; Reg. = regressao; Res. residuo).

PF;Nso PFNioo PFNiso PNsg PF; P
GL. | Dev. | GL. | Dev. | GL. | Dev. | GL. | Dev. | GL. | Dev. | GL. | Dev.

Reg. 1 129,59 26,70 20,291 1 (26,26 1 |24,96 16,22
Res. 3 1,74 4 1,86 4 0,67| 5 3,43| 3 1,44 4 2,13

—
—
—_—

Total | 6 [3133| 5 [28)56] S5 [2096] 6 (29,69 4 [2640]| 5 18,35

12!:.0\05: 3,84, 223__0.05: 7,82 ; 2'24-.0,05= 949 ; 2'25-.0.05: 11,1

Tabela 10. Estimativas das Doses Convulsivas 50% (DCso), expressas em mg/kg de peso corporal, via
subculanea, erro padrio (e.p.), equacdes das retas e intervalo de confianca (95%) dos
grupos experimentais que apresentavam a prilocaina como agente anestésico.

Intervalo de Confianca
Grupos Equagdes DCso (ep) Delta FIELLER
PFNso | -31,17 + 6,22 In(d) 162,7 (8,09) (147.6 ;179,4) | (146,7 ; 183,1)
PFNygo | -31,75 + 6,12 In(d) 178,8 (9,95) (160,4 ;199,4) | (159,3 ;205,3)
PF{Niso | -34,53 + 6,69 In(d) 173,9 (8,06) (158,8;190,5) | (157,2;195,4)
PNs; | -35,01 + 6,80 In(d) 172,0 (7,42) (158,1;187,2) | (156,7;189,8)
PF; -37,51 + 6,81 In(d) | 246,2 (13,60) | (220,9,;274,3) | (216,0;279,4)

p -22.78 + 4,28 In(d) 2043 (14.24) (1782 ;234,3) | (174,5;248.5)
Grafico 7. Intervalos de confianca (95%) obtidos Grafico 8. Intervalos de confianca (95%) obtidos
pelo método DELTA para DCso dos pelo método FIELLER para DCse dos
grupos contendo prilocaina como grupos contendo prilocaina como
anestésico. anestésico.
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Quadro 7. Resultados das comparagdes dos Quadro &, Resultados das comparactes dos
mtewa!ns de confianca obtidos intervalos de confianca obtidos
pelo metodo DELTA para DCre pelo método FIELLER para DUse
dos grupos contendo prilocaina. dos gripos contendo prilocaina.

GRUPO GRUPO
PF; a FFs a
P ab P ab
PFiNjoo b PF1Niee b
PFiNiso b PF:Niso b
PNso b PNse b
PF\Nso b PFiNso b

* letras diferentes indicam diferenca estatistica.

¥
L]

RESULTADOS DO ESTUDO DA LATENCIA DA PRO, LATENCIA DA CONVULSAO E

DURACAD DA CONVULSAD.

a) Grupos contendo Lidocaina como sal anestésico.

a,1.) Laténcia da PRO (grafico 9)

Teste Estatistica x2 pr > x%
Iog-Rank 6245 0,0001

Houve diferenca significativa entre os grupos. Pela analise do grifico B, observou-se gue
no  grupe L (fidocaina 2%) o periodo de laténcia da PRO foi menor que os demais. O
grupe LFa {lidocaina a 2% com felipressinz a 0,03 Ul/mi) teve um comportamento
semethante aos demais até o fempo de 7 minutos. A partir deste tempo, ainda havia uma
probabilidade de 10% de um animal estar no estado latente (ou seja, ndo ter apresentado

perda de reflexo de orientacdo - FRO) no tratamento LFa.
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Grafico 9. Curvas de probabilidade de um animal estar no estado latente para a PRO em funcao do

tempo (em minutos) para os grupos contendo lidocaina com sal anestésico.
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az) Laténcia da convulsao (grafico 10)

Teste

Estatistica x2 pr > x2

Log-Rank

10,09 0,0727

Nao houve diferenca significativa entre os grupos (P > 0,05).
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Grafico 10. Curvas de probabilidade de um animal estar no estado latente para a convulsio em funcio do
tempo (em minutos) para os grupos contendo lidocaina como sal anestésico.
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az) Duracdo da convulsdo (grafico 11).

Teste Estatistica x? pr > x2
Log-Rank 10,69 0,0579

Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).

Gratico 11, Curvas de probabilidade de um animal estar no estado convulsivo em funcao do tempo (em
minutos) para os grupos contendo lidocaina como sal anestésico.
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b) Grupos contendo prilocaina como sal anestésico.

b1) Laténcia da PRO ( grafico 12)

Teste Estatistica x? pr > x*
Log-Rank 19,58 0,0015

Houve diferenca significativa entre os grupos. Pela analise do grafico 12, observou-se que o
grupo PFs (prilocaina a 3% com felipressina a 0,03 Ul/ml) teve um comportamento
semelhante aos demais grupos até o tempo de 15 minutos, a partir do qual havia uma

probabilidade de 10% de um animal estar no estado latente.



Grafico 12
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. Curvas da probabilidade de um animal estar no estado latente para a PRO em funcio do
tempo (em minutos) para os grupos contendo prilocaina como sal anestésico.
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bz) Laténcia da convulsao (grafico 13).
Teste Estatistica x2 pr > x2
Log-Rank 9,59 0,0876

Nao houve diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).

Grafico 13. Curvas de probabilidade de um animal estar no estado latente para a convulsdo em fungao do
tempo (em minutos) para os grupos contendo prilocaina como sal anestésico.
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bs) Duracao da convulsdo (grafico 14).

Teste Estatistica x2 pr > x2
Log-Rank 2046 0,0010

Houve diferenca significativa entre os grupos. Pela analise do grafico 14, observou-se que
houve maior duracdo de convulsdo nos grupos PFiNyso ¢ P.

Grafico 14. Curvas de probabilidade de um animal estar no estado convulsivo em funcio do tempo (em
minutos) para os grupos contendo prilocaina como sal anestésico.
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8. DISCUSSAQ

Na presente trabalho pretendemos estabelecer se a combinacio de dois vasoconstritores
{noradrenaling ¢ felipressina) assoclados 4 prilocaina a 3% ¢ lidocaina a 2% diminuiria a toxicidade dos

anestésicos locais.

Os resultados da Dlso das solugles contendo hidocainga, quando comparados com os da
literatura, mostraram uma grande variacio nas estimativas de Dlso da ldocaina, via subcutdnea, em

camungdongos {tabela 11).

As explicacles para estas diferencas podem estar situadas em diversos pontos divergentes entre os
experimentos: concentracdo do sal anestésico, pH da solugdo anestésica, animal utilizado, hordrio das

injegdes e andlise estatistica.

Em relagdo ao sal anestésico, observamos que os estudos foram feitos com diferentes
concentragdes de lidocaina. Observamos ainda que em alguns deles fol feito o ajuste do pH para propiciar a
sotugio uma concentragio hidrogenidnica proxima a dos tecidos do organismo (pH 7,4). Sabe-se que o pH
de uma solugdo anestesica ( e o pH do local da injegdo) tem grande influénelia sobre sua acdo de blogueio
nervose, pois o teor do pH interfere no inicio da acdo, na eficdcia clinica e na confortabilidade da

infilivacio de wma solugdo anestésica { MALAMED, 1993).

Forém, JONG & BONIN (1980) ndc encontraram diferencas cstatisticas significanies nas
estimativag de Diso e DCso fettas com solugdes de diferentes pHs, de bupivacaina (ph 5,7 ¢ §,5) ¢ lidocaina

iph 6,2 ¢ 3,5). Os autores atribuiram esse resultado 4 ampla capacidade tampdo reserva do tecido normal,

Poderiamos atribuir essas diferencas, entio, ao tipo de animal utilizado nestes experimentos.
FRAFIN {1958} acredifa que se¢ pode obter resultados distintos com diferentes lnhagens, HENN (1960)
concorda com 4 afirmagdo anterior €, em seu estudo, refere-se a4 utilizacfo de camundongos albinos, com
peso entre 18 ¢ 22 g, porém ndo especifica a linhagem. ASTROM et al (1964) utilizaram camundongos
albinos, {inhagem DDS, com peso entre 17 e 22 2. JA AKERMAN (1966) descreve que utilizou camundongos
alhinos machos com peso em torno de 20 g . DE BIASE (1970) utilizou camundongos albinos, linhagem
Swiss, com 22 a 24 g . Percebemos gue as informacdes se mostram incompletas nestes estudos. As
informacdes mais completas foram encontradas nas publicagdes de TRUANT (1958), JONG & BONIN(1981)
& VOLPATO(1995). Os dois primeiros utilizaram camundongos albinos, fémeas, sendo que o primeirc
estudou a linhagem Rockland (18 - 229) e 0 segundo a linkagem Charles River (30 - 35g). Ja VOLFATO

(1995) utilizou camundongos albinos, machos ( espécie Mus - musculus ), linhagem Swiss (17-22 g,
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Esses dados mostram  uma grande variagdo de Hinhagens, e varios autores observaram em seus
estslos que realmente existem diferencas entre linhagens de uma mesma espécie. (BRODIE, 1956

SHERMAN, 1963; GREEN, 1968, ROSALEN et al, 1992). Diante disso, & razodvel afirmar que as diferencas

entre as Plso da lidocaina sejam devidas 4 esta variavel,

Alem do mais, © horario das injecdes das solugdes também ¢ uma varidvel importante na andlise
dos dados. Segundo MOUORE (1977), dependendo do hordrio de injecdio, podem ocorrer diferencas na
freqiéncia de convulsdes. Somente JONG & BONIN (1981) e VOLFATO (1995) relataram o horvdrio das
injegdes, respectivamente entre 9¢ 11 horas da manhd e 8 ¢ 12 horas da manhi. Periodos colncidentes com

os utilizados neste experimento.

Outro dado importante para a comparacio dos resultados dos experimentos é a andlise estatistica.
Nos trabalhos anteriores a 1958 e mesmo 0s mais atuais, como 0 DE BIASE (1970), ndo sdo mencionados os

metodos estatisticos empregados para a andlise dos dados.

Observamos que as estimativas de Dlso até a década de 70 eram calculadas pele método grafico

de MILLER & TAINTER (1944) para o “probif”, usando-se 0 teste *1” para a comparacgio entre grupos .

As comparacOes entre  grupos por meio do teste “t” sdo feitas duas a duas, sendo a significancia
calculada para cada uma dessas comparagdes, Em estudos com mais de dois grupos, onde todos devem ser
comparados entre si, este fipo de teste ndo pode ser aplicado, pols os contrastes ndo s&o ortogonais, ou seja,
as comparagdes ndo sio Independentes. Com esse teste ndo € possivel caleular o nivel de significdncia

conjunta para todas comparacoes, ndo sendo, portanto, adequado,

Atualmente usa-se o modelo logistico ou o “probit” para o cilculo da Dlso, engquanto gue os
grupos sao comparados por intervalos de confianca. A escolha de um desses modelos (“probit”, logistico,
derivagdo log-log) deve ser feifa apds aplicagdo e verificagdo daquele que permite um melthor ajuste dos

dados
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bt _ da lidocaina, lidocaina com noradrenalina ¢ ldocaina com
felipressina {em mg/kg), via subcutinea, em camundongos, publicadas por varios autores.

‘ LIDOCAINA + LIDOCAINA +
AUTOR LIBOCAINA NORADRENALINA (NOR) FELIPRESSINA {FEL)
Dlse CONC, Mo CONC. DLso CONC. FEL
(mg/kg) % (ma/kg) HOR { mg/ke) Ul
Holler et al,
1952 240 200 1:10.000
Harmisch,
1833 300
Truant,
1958 360113 2
Frakm,
1958 450 H
Koelzer &
Wehr, 195D 248 5
Henn,
1960 314421 2,5-3,5
Henn,
1960 27847 2,5-3.5
Astrom et al,
1964 340420 2
Akerman, 315+15 0,1
1966 238%11 0,1-2.0 288+15 0,5
De Biase,
1970 400 2.0
Jong &
Bonin, 1981 462, 71238
Volpato,
1995 199.2+12.2 2 221,112 0,03
Este Estudo,
1998 185,5£10,78 2 154,7+10,82 1 1:30.000 |224,5+ 8,83 0,03

Mesmo observando a ocorréncia dessas variaveis (concentragdo, animal utilizado, sexo, peso,

horario de injecdo e método de andlise estatistica}, vamos estabelecer um paralelo entre os resultados deste

gstudo com os demais.

Em nosso experimento observamos que a adicao de noradrenalina 1:50.000 ao anestésico local

Lidocaina 4 2% levou a diminuicdo da Dlso (154,7 mg/kg) em relacdo a Dlse da lidocaina sem

vasoconstritor (185,5 mg/kg), embora essa diminuicio ndo tenha sido estafisticamente sigmficante,

segundo o intervalo de confianca obtido pelo método de FIELLER.

HOLLER et al (1952) também estudaram a associagio de lidocaina com noradrenalina 1:10.000,

via subcutinea em camundongos, ¢ observaram uma diminuicdo da Dlso (200 mg/kg) em comparacio

com 4 solucdo ser vasoconsiritor (240 mg/kg).
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Obscrvam(;s que os valores de Diso obtidos por HOLLER et al (1952), tanto para a solucio de
hdocaina assoctada 4 noradrenalina quanto para a lidocaina sem vasoconstritor, sdo diferentes dos nossos.
Provavelmenic ¢ssas diferencas possam ser explicadas pela concentragio diferente de vasoconsiritor
utilizada por esses pesquisadores. Os autores ndo citam ainda a concentracio do sal anestésico utilizado

nem a linhagem dos camundongos.

Embora existam poucos relatos da toxicidade da noradrenalina com lidocaina, a literatura
mostra resultados da associagdo deste anestésico local com adrenalina, droga do mesmo grupo
farmacologico da noradrenalina. A maioria dos autores que estudaram essa associacio observou uma
diminui¢cio da Dlso em comparagdo 4 solucdo sem vasoconstritor (HOLLER, 1952; KOELZER & WEHR,

1959 ; ASTROM et al,1964; AKERMAN,1966; VOLPATO, 1995),

Em relacdo a associagdo de hidocaina a 2% com felipressina 0,03 Ul/mi (Dlso = 224,58 mg/Kg),
chservamos gue ocorreu uma diminuicdo de toxicidade evidenciada ac compararmos com a Dlac da
lidocaina a2 2% sem vasoconstritor (185,5 mg/kg). Resultados serelhantes foram obtidos por AKERMAN,

1964 ¢ VOLPATO, 1994,

A diminuicdo da toxicidade observada em nosso estudo parcce uma confirmacdo dos dados
obtides por outros autores ( AKERMAN, 1966 ¢ VOLPATO, 1993) ¢ deixa claro a  protegdo que a
felipressina exerce em termos de toxicidade, quando associada a anestésicos locais. Entretanio, em nosso
experimento essa protecio nio se mostrou estatisticamente significante, provavelmente devido 4 menor
concentracio de felipressina (0,03 Ul/ml) usada em comparagdo as concentragdes utilizadas por
AKERMAN (0,1 e 0,5 Ul/mi). Ja VOLPATO, que usou concentracdo de felipressina igual 4 deste estudo,

também observou diminuicdo de foxicidade, sem diferenca estatistica significante.

Todas as solucdes contendo lidocaina associada aos dois vasoconsiritores {(noradrenalina e
felipressina) apresentaram maior toxicidade em relacdo a lidocaina sem  vascconsiritor . Para 0s grupos
LE1Nse ¢ LFiNise, © aumenio de toxicidade ndo se mostrou estatisticamente significante, enquanto para o
grupo LFy Nioo houve significancia estatistica. VOLPATO (1995) também obteve resultados semelhantes aos
nossos, embora tenha trabathado com a associacdo de  adrenalina ¢ felipressing aos ancstésicos locals

(lidocaina a 2% e prilocaina a 3%).

Com relacdo & dose convulsiva (DCse ) dos grupos contendo lidocaina, observamos que as
solugdes contendo malores concentragdes de vasoconstritores (LF:Nso , LFiNiwce e LF3) foram as que
ofereceram maior protegfio ao animal, mostrando valores de DCso , em termos absolutos, aumentados

{tabela 8). Entretanto, ndo apresentaram diferenca estatistica significante. VOLFATO (1995), usando
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adrenaling tambem observou que, em relagdo a DCse , as solugdes de lidocaina contendo as maiores

concentragdes de vasoconsiritor parecem oferecer maior protecio ao animal.

Em relacao ao tempo de laténcia da PRO, a lidocaina na dose de 100 me/Kyg apresentou diferenca
estatistica significante entre os gupos LFs e L em relagdo aos demais, A lidocaina sem vasoconstritor
mostrou fempo de laténcia da PRO menor do que quande associada & felipressina. Nio ohservamos
diferencas estatisticas significantes entre as solucdes contendo lidocaina em relacio ac tempo de laténcia ¢

duragio da convulsdo,

A associagdo de felipressina 3 lidocaina possibilitou uma reducio dos sinais de toxicidade, Fato
também observado por AKERMAN (1969), que usou felipressina a 0,05 Ul/ml ¢ VOLPATO {1995}, que a

usou em concentracdes semelhanies as deste estudo,

Foderiamos langar mio das observactes de GERKE et al {1977b) para, em parte, entender os
resultados obtidos em relacdo aos grupos contendo lidocaina como sal anestésico, no presente trabalho. Eles
observaram que ndo houve alteracio estatistica significante na potenciacfo da acio vasoconstritora da
noradrenalina  pela Hdocaina quando as solucdes eram utilizadas em doses volumétricas de até 0,4 ml,

Acima desse valor havia uma diminuicao da resposta constritora da noradrenalina.

Quanieo 4 dose letal dos vasoconstritores utitizados neste estude, obtivemos para a noradrenalina
valor dé Plao = 8,910 mg/ kg, por via subcutdnea. Ndo encontramos na literatura dados de comparagio por
esta mesma via. Porém, segundo 2 SIGMA-ALDRICH Chemical Co., a Dlso da noradrenalina por via
intraperitoncal ¢ 26,8 mgskg ¢ por via intravenosa ¢ 1,025 mg/kg. Ji, a determinagdo da Diso da
felipressina néo fol realizada por nos, pois VOLPATO, em estudo recente, mesmo injetando 1000 Ul/kg nio

observou gualquer efeito 10xico, tanto via subcutdnea, guanto via intraperitoneal,

A analise dos resultados com a prilocaina mostra algumas diferencas em relaciio aos resultados de
lidocaina. Os resultados da Dliso da prilocaina foram semelhantes gos de outros autores, conforme a

tabela 12,
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Tabela 12. Estimativas de Dlse da prilocaina, prilocaina com noradrenalina ¢ prilocaina com
felipressina {em mg/kg), via subcutinea em camundongos, publicadas por varios autores.

, PRILOCAINA + PRILOCAINA +
ALTOR PRILOCAINA NORADRENALINA (NOR) FELIPRESSINA (FEL)
Dlso CONC. DiLso CONC. Dlso CONC. FEL
(mz/kg) % (me/ks) NOR { mg/ke) Cl/ml
ASTROM et al,
1964 600 + 50 4
AKERMAN, 770+ 19 0,1
1966 637 1 18 Q,1a2 719£ 12 0,5
DE BIASE,
1970 520
VOLPATO,
1995 605,68 & 37,6 3 6788 + 26,7 0,03
ESTE ESTUDO,
1996 602,6 + 32,24 3 451,9+ 30,23 | 1:50.000 | 581, £ 32,91 0,03

A adicde de noradrenaling 1:50.000 a prilocaina 3% {(FNso) causou diminuigio da Dlse, ¢m
relacdo 4 prilocaina sem vasoconstritor (P), caracterizando aumento de toxicidade, com diferenca
estatistica significante entre os dois grupos. Na literatura, ndo existem estudos sobre a ioxicidade aguda
desse tipo de associagfio. Porém, vdrios pesquisadores jd observaram dque a associagdo deste mesmo
anestésico local com a adrenalina leva & uma diminuigdo da DLso (ASTROM et al, 1964; AKERMAN, 1966
e VOLPATO, 1935},

Com relacdo 4 adicio de felipressina 0,03 Ul/mi & prilocaina 3% observamos também uma
dimdnuicdo da Dlse Essa diminuicio foi bastanie discreta em relagdo 4 causada pela noradrenalina.
Observando o grafico 4 (intervalos de confianca obtidos pelo método FIELLER para Dleo  dos grupos

contendo prilocaina), ndo percebemos diferenga estatistica significante entre esses grupos.

Contrariamente, AKERMAN(1966) e VOLPATO (1995) observaram aumento da Dise da
prilocaina, gquando associada 2 felipressing. Porém, VOLPATO (1998) também ndo encontrou diferenca

estatistica entre prilocaina sem vasoconstritor (P} e prilocaina associada a felipressina (FFs).

As solugdes que continham noradrenalina, independente ou ndo de estarem associadas a
felipressing, aprescntaram maior foxicidade em valores absotutos de DLso, ndo havendo diferenca
estatistica significativa entre elas. VOLPATO (1995) fambém obteve resultados semethantes 205 nossos,

embora tenha trapathado com associacio de adrenalina ¢ felipressina a prilocaina.

Quanto & DCso , observamos que somente 4 solugao de prilocaina com felipressina a 0,03 Ui/mi
(PFx) foi eficaz em reduzir a toxicidade, quando comparada as solugdes que continham noradrenalina
como vasoconstritor (em associacdo ou nio 4 felipressina), porém sem haver diferenca estatisticamente

significante entre as solugdes FFs ¢ P. Ja VOLPATO (1995) observou que a adrenaling a 1:100.00 combinada
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com felipressina a 0,01 Ul/ml fof eficaz em diminuir 2 DCso tanto da prilocaina como da idocaina, guanda
comparada 208 MESMOS anestésicos sem  vasoconstritor associado. Observamos que a noradrenaling
apresentou resultados semethantes aos obtidos por VOLPATO (1995} em relagdo 2 lidocaima mas ndo em
relagio 4 prilocaina. Essa diferenca permite supor que a noradrenalina  ndo apresenta 4 mesma
compeiéncia  protetora dque 2 adrenaling em relagfio a DCse. Vale ressaltar que, em termos absolutos, a
felipressina mostrou-se eficaz em aumentar a DCso da prilocaina, resultado também obtido por VOLPATO

{1595).

Com relacdo ao tempo de laténcia da PRO , observamos que, para uma mesma dose (250 mg/kg),
houve um aumento significativo em relagdo 4 solugdo contendo prilocaina 3% com felipressina 0,05 Ul/mi
(FFz). Quanio a0 pardametro - laténcia da convulsiio ndo observamos diferenca estatistics significante eatre
os grupos, Porém, apds o desenvolvimento da convulsio, 0s grupos PFiNse ¢ P permaneceram maior tempo

em estado convulsivo, apresentando  diferenca estatistica significanie.

AKERMAN (1969), usando modelo experimental diferente, observou que a adigdo de felipressina
0,05 Ul/rl a lidocaina (100 mg/kg) ¢ & prilocaing (200 mg/kg), levava a uma reducdo dos sinais de

toxicidade. Resultados coincidentes com os obtidos neste trabatho.

VOLPATO {1995), comparando a toxicidade {Dlso , DCso |, laténcia da PRO, laténcia e duragio da
convulsio} da lidocaina ¢ prilocaina em camundongos, guando associadas a diferentes concentragdes de
adrenalina e felipressing, também observou que a associaco de lidocaina ¢ felipressina causava um
aumente do tempo de laténcia da PRO. Entretanto, quando utilizou solucdo de prilocdina, ndo observou
diferenca significante quanto a laténcia da PRO , latncia ¢ duracdo da convulso. Tals resultados ndo
coincidem com o8 nossos, ja que opservamos gue a selucio de prilocaina com felipressina (FFs) mostrou-

se eficaz. em aumentar ¢ tempo de aténcia da PRO.

Diante disso, podemos sugerir  que os resultados obtidos mostram que a felipressina apresentou
capacidade em diminuir a toxicidade da lidocaina {Dlso € DCsa) ¢ prilocaina {DCso) e refardar o

aparecimento de alguns stnais tOxicos.

Por outro lado, a noradrenalinag apresentou resultado diverso, sugerindo sua ineficdcia em

relacio 4 diminuicdo da toxicidade da lidocaina (DLso) ¢ prilocaina (DLso ¢ DCso).
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9. CONCLUSAQ

Com base nos resultados obtidos, com o modelo experimental adotado, podemos sugerir que:
1) a felipressina ( isolada ) fot capaz de diminuir 4 toxicidade dos anestésicos locais estudados;

2) a noradrenaling ( combinada ou ndo 4 felipressina )} fol incapaz de reduzir a toxicidade da

lidocaina e prifocaina;

3} a associacdoe da noradrenaling ¢ felipressina com 0s anestésicos locais lidocaina e prilocaina

foi ineficaz quanto 4 redugdo da toxicidade e diminui¢do dos sinais tOxicos.

Diante disto, concluimos gue nao se justifica esta associagdo.



10. ANEXOS

Anexo i. Tabelas do ntimero de animais mortos em fungao das doses utilizadas para cada
um dos grupos contendo lidocaina no estudo da Dose Letal 30% (via
subcutdnea).

Grupo LFiNeo

Dose { mg/kg | 125 | 135 | 130 | 165 | 170 | 178 | 175 | 200

n” de mortos 13 2 4 G g 7 9 9

Grupe LFiN1oo
Dose (mg/kg) + 100 | 128 | 130 1 152 { 154 155 { 160 | 175

i
B
b
&5
oe |
=~
)

n® de mortos O

Grupo LFiNise
Doge (mgskgii 110 | 13C 1 200 | 203 { 208 | 210 | 235

n” de mortos O 2 4 & T & 10

Grupo LNso
Dose { mg/kg) | 100 | 125 ] 150 | 175 | 200 | 250 | 300

n° de mortos 1 3 5 7 i & i0

Grupo LFs
Odse { ma/kg) | 180 | 210 | 220 | 230 | 250 | 350

n® de mortos 1 3 4 i B a

Grupo L
Dose {mg/kg) | 130 150 | 185 | 245 | 300

n? de mortos o 3 i) 8 10




Anexo 2. Tabelas do ndmero de animais mortos em funcdo das doses utilizadas para cada
um dos grupos contendo prilocaina no estudo da Dose Letal 50% (via
subcutinea).

Grupo PFiNso

Dose { mg/kg) | 200 | 250 | 275 | 285 | 292 | 300 | 350 | 400 | 500 | 600

n* de mortos 1 1 2z 3 3 5 6 7 7 9

Grupo PFiNioo

Dose (ma/kg) | 250 | 260 | 275 | 350 | 500 | 700 | 750 | 800

n de mortos 0 3 5 6 7 7 ] )

Grupo FFiN1so
Dose { mg/kg) 200 | 3B0 ! 400 | 450 | 600 ; T80

n° de morios (8] 1 4 6 T 9
Grupo PNso
Dose ( me/kg) 200 275 325 400 450 500 600 20O
1% de mortos 1y, 1 4 3 4 [ 7 10
aripo PRa
Dose ( me/kg) 300 350 500 550 575 600 700 750 800
1 de mortos 1 2z 2 2 4 7 8 7 9

Grupo P
Dose { mg/kg) 300 | 450 | B335 | 540 | 550 | €50 | TOC | 730 | 8350

nv de mortos 1 1 z 4 5 7 7 7 2




Anexo 3. Tabela do ntimero de animais mortos em funcdo das doses utilizadas para o estudo

da Dose Letal 30% dos vasoconstritores noradrenaling ( via subcutinea).

Noradrenalina
Dose {mg/ka) | 2,5 | 28 3 5 731 10} 11 1258 15 20 25
n® de mortos ¢ 1 3 3 3 4 6 7 7 L 10

50



Anexo 4. Tabelas do ntimero de animais que entraram em convulsdo em fungdo das doses
utilizadas para cada um dos grapos contendo lidocaina no estudo da Dose
Convulsiva 50% ( via subcutdnea ).

Grupwy LFy Niso

Dase ( ma/kg) 70 95 a7 100 110 | 125 | 150

arimais em 2 3 5 5 6 2 9
conviisao

Grupo LFiNwe

N

Dose ( myg/kg) 70 75 77 80 82 80 100 120 150
animais em O 2 3 6 5 6 4 8
convulsio
Grupo LFiNiso
Dose { mg/kg) 60 &5 75 77 . 83 85 100
animais em Q 1 1 3 L] 6 3 8
convulsdo
Grupo LNso
Dose ( mg/kgy | 40 50 60 70 751 100 | 150
animais em O 2 2 4 7 7 9
convulsio
Grupo LFs

Dose { mg/kg) 50 80 75 85 100 | 180

animals em 1 3 4 4 7 a9
convulsdo

Grupo L

Dose { mg/kg) 35 50 85 100 | 150

animais em 1 3 5 8 9
convulsdo




Anexo §. Tabelas do numero de animais que entraram em convulsio em funcio das doses
utlilmdas para cada um dos grupos contendo prilocaina no estudo da Dose
Convulsiva80%( via subcutinea ).

Grupo PFy Nao

Dose {mgske) | 100 | 12

A

140 150 175 200 | 2350

,_.
e
e
~
o
W

animais em i
convuisio

Grupo FFr Nioe

Dose { mg/kg) 10C | 125 156 ¢+ 173 | 200 | 250

animais em 0 2 z 4 7 9
convulsio

Grupo PPy Niso

Dose { mg/kgd | 125 | 180 | 162 175 | 200 | 280

animais em 1 2 4 6 7 g
convulsdo

Grupo PNse
Dose ( mg/kg) 1253 [ 135 I50 | 175 § 190 | 200 | 250

animadis em O 2z 4 5 ] 8 9
convuisido

Grupn Pz
Dase { mg/kg) 175 | 225 250 | 328 | 400

ATMEIS em 1 3 6 8 10
convuisdo

Grupo ¥

Dose { mg/kg) | 150 | 175 | 190 | 200 ] 250 | 400

animais em H 3 5 6 ri 9
convulsaco




Ancxo 6, 'Fqbclas de laténcia da PRO, laténcia da convulsgo ¢ duragido da convulsio (em
minitos) para 0s grupos contendo tidocaina ( N corresponde 3 ndo ocorréncia
do efeito estudado).

Grupo LE Nao

Animal 11213141836 |718192]1]10
Laténcia PRO Tie 11016 |10j111818 16 |13
Laténeia convulsio 3I& N8 |[N|IBINIISIY9 N
Duragdo convulsido 64 |64 | N |62 N (44| N 35|57 N

Grapo LFi Nioo

Animal 112 10

Laténcia PRO 618 10115113

#3)
o

3 9

6 6
Laténcia convulsio VHIGIN | N[N[Z21 23|10 NN

N N

Duragdo convulsde |63 |55

Grupo Ly Niso

Animal 1121314158161 7181858 ;10
7

R
)
-3
o
o

Laténcia FRO 5 51515

Laténcia convulsio 7 12416 12618 16 {91267 17

Puracdo convulsio 57 156 |43 124 151 142140131 145 |43

Grupo LNso
Animal 1 (233415 :i16171819 |10
Laténcia FRO 1618 (1518 14 |9 11418 111|606
Laténcia convulsio NIIBI20| N |8 |18 N |12 |14}21
Duragio convulsdo N|[511383: N 8337} N {29 |351]21
Grupo L
Animal 11241314 (5{6 71811910
Laténcia PRO 7|66 1615 i3 i{Nj7Ti7 |5
Laténcia convulsio Nioja |7 |72 |N|I1|N;s6
Duragao convulsio N [41 [53:42 142140 N {40 N |46
Grupo L
Animal 112131415 :6171819% 110
Laténcia FRO 41314 (4|4 14|34 ([414
Laténcia convulsdo 5147 | N[3{5 BI1Z8|{N {3
Duracdo convulsdo 49|53 |54 { N i50 14981127 N (48




Anexo 7. 1‘3&1&3 de laténcia da PRO, laténcia da convulsio e duragio da convulsio {em
minutos) para 0s grupos contendo prilocaing { N corresponde 2 nio ocorréncia

do efeito estudado).

Griapo PF Nag

Animal 1 1213141561718 19]I10
Laténcia PRO 541119 [ &8[9 11311311512

Laténcia convulsdo N20117 1121101121014 122 116 | 14

Duracdo convulsio N 3130148 |50 147 | w |33 |40 (42

OBS. : ¥ = morte do animal.

Grupo PFs Nioo
Animal 1 {2 1314816171819 {10
Laténcia PRO 10{8 | 7 114411110141 & {13 8
{aténeia convulsdo 1511218 |18 |24 (20117 10O} N {10
Duracdoconvulsdo (4T {37 (40 {53 (33 (44 (38 {46 [ N {42
Grupo FFy Niso
Animal F1Z21314153161718192 |10
Laténcia PRO 17¢816 }92 17 17 113:916 /9
Laténcia convulsdo NMi12i8 (12|19 |9 15|12 8 111
Duracdo convulsdo N |54 5457 |58108132|49 | 1 {48
OBS.: ¥ = morie do animal.
Grupo FNso
Animal 112i{31415i6(7819 10
laténcia PRO 16|21 11511319 {121101181 9 |11

Laténeia convulsdo T8N PIT (17 [E2 |13 |14 |20 (15324

Duragdoconvulsip |41 | N 14251 |83 (5214631 134123

{rupo Fa
Animal 11213 i4 ;8671819 ]10
Laténcia FRO 130121183312 1123 1121101 N1 8 |9
Laténcia convulsio 16113119 | N (I5}I3(I3{ N | N
Duracdo canvulsgo |37 ;51 144 | N j37 136 (3B NN | N
Grupo P
Armimal 1{2i{3!4 (8l 1718|9110
Laténcia FRO i1l {8 7161510111
Laténcia convulséo N[16(11{Ni9 {2 I NII19II0|16
[Duracdo convulsio NIi391631 N [4948] N |371581 1453
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11. SUMMARY

The purpose of this study was to assess the acute toxicity of lidocaine 2% (LIDO) and prilccaine

A% (FRILO) if admrtinistered jointly with a mixture of noradrenaline ( NOR) and felypressine ( FEL),

The acule toxicity was evaluated by determining the LDso { Lethal Dose  for 50% of the
population), CDso ( Convulsive Dose for 50% of the population), the latency times of loss of righting reflex

{ LLR ) as well as latency and duration of convulsion.

To this end we used 1840 male ( 17 to 22g) Swiss mice ( Mus - musculus ), with 10 mice per
dose and at least § doses per group. The mice were randomly divided in the following groups: Gi - PFy Nso
{priio + fel 0,01 Ul/mi + nor 1 : 50.000 ), Gz - PF1 Nace (prifo + fel 0,01 Ul/ml + nor 1 : 100.000}, Gs -
PFy Niso {prilo + fel 0,01 U/mi + nor 1 : 150.000), Gs - LF1 Nso (lido + fel 0,01 Ul/mi + nor 1 : 50.000),
Gs ~ LFr Mo (lido + fel 0,01 U/mi + nor 1 : 100.000 ), Gs - LF1 Niso { Hdo + fel 0,01 Ul/ml + nor
1:3180.000 ), Gr - PNso { prilo + nor 1 : 50.000 }, Gs ~ LNso (lido + nor 1@ 50.000 ), Gs - PFa { prilo + fel

0,08 UIYML}, Gio - LFs (lido + fel 0,03 UI/ML), Gu1 - L { lido), Gz - P ( prilo).

Solutions containing only the vasoconstrictors were also administered, together with: Gis - F1 Neso
{f1 0,01 Ul/mi + nor 1 : 50.000 ), Gis ~ F1 Nioo { fel 0,01 Ul/ml + nor 1 : 100.000 ), Gie - Fr Niso ( fel
0,01 Uléml + nor 1 130,000 ) and each one alone Gi7 - Fs ( fel 0,03 Ul ml ), Gia - Nso ( nor § @ 50.000),

The animats were observed for 48 hottrs { LDse ) and for 1 hour or untit complete recovery { CDsp },

LDso and CDse were determined according o the GLIM  SYSTEM { logistic analysis } and the
results compared by their confidence intervals as obtained under the Fieller method. The statistical analysis
of the latency times of the LRR and the latency and duration of the convulsion was carried out according to

the Kaplan Meier’s product limit estimafor and the groups compared by Log - Rank’s test.

LDse studies showed that both for the lidocaine as well as for prilocaine the solutions containing
noradrenaline were the most toxic { LF1 Nioo, L Nso, LF1 Nso, PF1 Nso, PFr Nioo, PNso ). In absolute figures,

when felypressine was combined with lidocaine { LFs ) it was able to increase the LDso.

As regards CDso we observed that for the groups containing lidocaine, the solutions with a higher
concentration of noradrenaline afforded better protection to the mice. For the groups containing prilocaine,

only the solution containg prilocaine in association with felypressine { PF2 ) was able to decrease toxicity.



We further observed an increase of the latency times of the LER by felypressine when associated to
lidocaine (L¥s) and also when associated to prilocaine (FF3). We have observed no difference in the
convulsion latency between the groups containing lidocaine and prilocaine. As to the convusion duration
parameter we observed a significant difference only for the FF1 Nso and P groups, These groups showed a

fomger convulsion duration.

Based on the results obtained, our conclusion is that as for as toxXicily Is concerned, within the
experimental model studied, there is no advantage to associating two vasocontritors such as noradrenaline

and felypressine.

Key words: local anesthetics, vasoconstrictor and drug toxicity.
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