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RESUMO

O controle da dor é de extrema importdncia em odontologia, j& que a
maioria dos procedimentos odontoldégicos envolve estimulos dolorosos. Com a
descoberta dos anestésicos locais, que se caracterizam pela capacidade de abolir
a dor sem a perda da consciéncia, deu-se um grande passo para o0 avanco da
odontologia. Um anestésico local ideal deve apresentar agdo anestésica
duradoura (suficiente para os procedimentos operatérios) e baixa toxicidade.
Varias pesquisas tém sido desenvolvidas com anestésicos locais objetivando
prolongar a duragéo de seu efeito e diminuir sua toxicidade. Um caminho muito
promissor foi aberto com o desenvolvimento de formulagcdes anestésicas de
liberacao prolongada, utilizando carreadores como lipossomas, que mantém o
farmaco por mais tempo e em maior concentragdo no sitio de agao.

Este trabalho teve por finalidade preparar formulacbes de liberacédo
prolongada do anestésico local prilocaina, muito usado em odontologia. Objetivou-
se: (i) preparar prilocaina encapsulada em lipossomas; (ii) caracterizar fisico-
quimicamente essa formulacao, (iii) avaliar a atividade terapéutica, com testes de
nocicepgao em animais e (iv) avaliar a formulagdo quanto a estabilidade e a
toxicidade local.

Apds a preparagao, testes de caracterizagao fisico-quimica demonstraram a
interacao da prilocaina com os lipossomas. Com a técnica de Ressonancia
Paramagnética Eletronica pdde-se observar um decréscimo de 11% no parametro
de ordem da membrana lipossomal, em presenca do anestésico local. Com a
analise por espalhamento de luz quase-elastico (light scattering) observou-se que
as vesiculas lipossomais apresentaram diametro médio de 382nm (+30), que nao
sofreu variagao significativa (p>0,05) ap6s encapsulagédo da prilocaina.

Ensaios de liberacao in vitro evidenciaram taxa de liberacdo mais lenta para
a prilocaina lipossomal (equilibrio em 90 min) que para prilocaina em solugao (60
min). Analises por light scattering (p>0,05), de peroxidagao lipidica (p>0,05) e
ressonancia magnética nuclear de prétons (H'-NMR) mostraram que, apds
processo de esterilizacdo em autoclave, a prilocaina lipossomal permaneceu
estavel por um periodo de 30 dias ap6s a preparacao. Esses experimentos nao
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mostraram diferengas na estabilidade fisico-quimica da prilocaina ou da
preparacao lipossomal, estéreis ou nado.

Testes de bloqueio do nervo infraorbital em ratos e de tail-flick em
camundongos revelaram maior efeito analgésico para a prilocaina lipossomal em
relagdo a prilocaina em solucao (p<0,001 e p<0,05, respectivamente). Ja em
comparagdo com a formulacdo comercial de prilocaina — que contém o
vasoconstritor felipressina - ndo ocorreram diferencas significativas (p>0,05) para
o efeito da prilocaina lipossomal.

A avaliacdo da toxicidade local em ratos mostrou que a prilocaina
lipossomal ndo provocou edema de pata, quando comparada com solugdes
controle: salina, tampao, prilocaina em solugédo e lipossoma (p>0,05). Na
avaliacao histoldégica da mucosa oral dos ratos, ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os animais tratados com prilocaina lipossomal e seus controles.

Com esses resultados, péde-se concluir que a encapsulacao de prilocaina
em lipossomas aumentou a duragdo do bloqueio nervoso sensorial sem induzir o
aumento na toxicidade local, podendo ser considerada mais uma opgao no arsenal

ja disponivel para a anestesia local em odontologia.
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ABSTRACT

Pain control is an extremely important issue in dentistry since most of the
dentistry procedures involve painful stimuli. The discovery of local anesthetics,
which have the capability of abolishing the pain without loosing the consciousness,
meant a major step in dentistry advance. An ideal local anesthetic must present
lasting anesthetic action (long enough for surgery procedures) and low toxicity.
Many researches have been developed with local anesthetics aiming at the
prolongation of their anesthetic effect duration and decrease of their toxicity. A very
promising path was open with the development of long-acting local anesthetics
formulations, using carriers as liposomes that are able to enhance the
bioavailability, to reduce the systemic toxicity and to increase the local anesthetic

half-life in vivo.

This present study comprised (i) the preparation of liposomal prilocaine ( a
local anesthetic widely used in dentistry) formulation, (ii) the physicochemical
characterization of the formulation, (iii) the assessment of its anesthetic efficacy
and (iv) the evaluation of its physicochemical stability, as well as of its toxic effects.

After preparation, the physicochemical characterization showed the
prilocaine-liposome interaction. Electron spin resonance results showed a
decrease in the order parameter of liposomal membrane, in presence of prilocaine.
Laser light-scattering analysis revealed a vesicle population of liposomes with
382nm (+ 30) diameter, without size changes after prilocaine incorporation.

In the in vitro drug release assay, the liposomal formulation led to a slower
release rate of prilocaine compared to its plain formulation. Equilibrium was
delayed from 60 min (prilocaine in solution) to 90 min with the drug delivery

system.

Liposomal prilocaine was found to be stable up to 30 days after preparation,
according to the analysis by laser light scattering (p > 0.05), thiobarbituric acid

reactions (p > 0.05) and H'-nuclear magnetic resonance, once these assays did



not show differences on physicochemical stability of prilocaine in solution or

prilocaine liposomal, sterilized or not.

Rat infraorbital nerve blockade and mice tail-flick tests revealed that a
prolonged anesthetic effect was produced by liposomal prilocaine in comparison to
prilocaine in solution (p<0,001 e p<0,05, respectively). However, no statistical
differences were found after comparison between liposomal prilocaine and

vasoconstrictor-containing prilocaine (p>0,05).

Local toxicity evaluation in rats showed that the liposomal prilocaine did not
evoke rat paw edema when compared to the control groups: saline, Hepes buffer,
prilocaine in solution and liposome (p > 0.05). There were no statistical differences
(p > 0.05) between lipossomal prilocaine and their controls, in histological

evaluation of rat oral mucous.

In conclusion, the prilocaine encapsulation in liposomes enhanced the nerve
sensorial blockade, without increasing local toxicity. Liposomal prilocaine can,

therefore, be considered an option to local anesthesia in dentistry.
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l. INTRODUCAO
1. DOR EM ODONTOLOGIA

O combate a dor, sua eliminagédo ou a prevencgao de sua ocorréncia sao
temas predominantes na clinica odontoldgica, o0 que torna seu estudo de grande

importancia.

De acordo com a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP),
dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel que surge em decorréncia de lesao tecidual presente ou potencial
(CAVALCANTI et al., 2004).

A dor pode ser de origem nociceptiva, quando é resultante da ativacao
mecanica, térmica ou quimica de receptores aferentes nociceptivos (o Sistema
Nervoso Central recebe informacdo da agressao). Pode ser ainda de origem
neuropética, quando iniciada ou causada por disfungdo que compromete
primariamente  componentes do Sistema Nervoso, ndo estando

obrigatoriamente ligada a uma lesao tecidual (RANG et al., 2004).

Pode-se também caracterizar a dor como aguda, aquela de causa
conhecida e que desaparece com o0 processo de cura, ou como cronica,
estabelecida por maior tempo sem ser acompanhada por manifestacdes de
reatividade fisiolégica (fuga ou luta, aumento de freqUéncia respiratéria e
cardiaca) presentes na dor aguda, mas com diminuigao de funcao (YAGIELA et
al., 2000).

Antes de 1846, os procedimentos cirargicos eram raros e tinham carater
emergencial, devido a impossibilidade de alivio adequado da dor. Alguns
métodos eram utilizados, sem grande sucesso, na tentativa de alivio da dor
cirurgica desde os tempos mais antigos (alcool, haxixe e derivados do épio por
via oral, torniquete ou uso de gelo), embora a simples contengcédo do paciente
pela for¢a fosse 0 que mais comumente se fazia para a obtengdo de um campo
cirurgico relativamente calmo (TEIXEIRA, 2004) (Figura 1).



O desenvolvimento da Quimica e da Fisica a partir do final do século
XVIII levou a descoberta de elementos e moléculas simples, inclusive diversos
gases, que comegaram a ser testados no combate a dor. Assim, em 1846, apds
varios anos de sucessos, fracassos e polémicas, os dentistas Horace Wells e
Thomas Green Morton demonstraram o uso do 6xido nitroso e do éter como
agentes anestésicos gerais em cirurgia (YAGIELA et al., 2000). Ja no inicio do
século XX, apds discussdes e controvérsias, o Colégio Norte-Americano de
Cirurgides nomeou um médico cirurgiao de uma pequena cidade da Geobrgia —
EUA, Dr. Crawford Long, como sendo realmente a primeira pessoa, em 1842, a
empregar éter para abolir a dor e a consciéncia de pacientes submetidos a
procedimentos cirurgicos, apesar de ter trazido a publico a sua descoberta
somente tempos apds a demonstragdo de Morton (FRIEDMAN & FRIEDLAND,
2004).

Através dos tempos, a dor e o sofrimento sempre foram associados ao
tratamento odontol6gico e o advento do uso de técnicas para anestesia geral
trouxe um beneficio inestimavel a humanidade. Mas foi com o desenvolvimento
da anestesia local que o panorama na odontologia sofreu mudanga
consideravel, com a possibilidade de controle da dor transoperatéria, sem a
perda de consciéncia, € a consequente agilizacdo dos procedimentos
odontoldgicos (SIQUEIRA & TEIXEIRA, 2001).



Figura 1 - “El Sacamuelas” (Theodor Rombouts, 1627-8). Museu do Prado, Madri, Espanha.

2. ANESTESICOS LOCAIS - Definigao e historico

Os anestésicos locais sao agentes que blogueiam reversivelmente a
condugao nervosa quando aplicados a uma é&rea restrita do corpo. Diferem dos
anestésicos gerais, que sao administrados por via inalatéria ou endovenosa e que
causam perda de consciéncia e inibicao dos reflexos sensoriais e autbnomos
(KATZUNG, 1998).

No século XIX, o interesse pelas propriedades analgésicas da folha de coca
(Erythroxylon coca) levou ao isolamento da cocaina por Niemann, em 1860, e ao
seu estudo farmacoldgico por Von Anrep, a partir de 1879. Em 1884, Carl Koller
introduziu o seu uso clinico-cirirgico como anestésico local para o controle da dor
em procedimentos oftalmolégicos, familiarizando-se com os efeitos fisioldégicos da
droga, descritos posteriormente por Freud, ainda no final do século XIX (DE JONG,
1994; Cox et al., 2003).

No entanto, ja em 1892, as reacdes adversas do uso da cocaina, como a
toxicidade e a indugdo do paciente ao vicio, tornaram-se evidentes e iniciou-se a
pesquisa quimica a procura de anestésicos locais mais seguros, que nao

causassem dependéncia, culminando, em 1905, com a sintese da procaina, um



anestésico local derivado do acido benzéico (Cox et al., 2003). A partir de entao, a
pesquisa voltada para a farmacologia dos anestésicos locais tomou um grande
impulso e, como resultado, tem-se hoje um grande arsenal desses compostos

para uso na pratica clinica.

Varias propriedades consideradas ideais, do ponto de vista clinico, podem
ser citadas para um anestésico local (BENNETT, 1989; PIPA-VALEJO & GARCIA-POLA-
VALLEJO, 2004):

Nao irritar o tecido no qual é aplicado;

Ser seletivo para tecido nervoso;

Nao determinar qualquer alteracado permanente na estrutura do nervo;
Ter toxicidade sistémica pequena;

Ser eficaz quando injetado no tecido ou aplicado localmente nas mucosas;

® & & o oo o

Ter o menor intervalo de tempo possivel, desde a aplicagéo até o inicio do
efeito anestésico;

¢ Ter duragdo da acao suficientemente longa para permitir o término do
procedimento, mas nao tao longa que exija uma recuperacdao demorada;

¢ Ter poténcia suficiente para proporcionar uma anestesia completa, sem
atingir concentragdes toxicas.

¢ Ser relativamente in6cuo, no que diz respeito a reacdes alérgicas;

¢ Ser estavel em solucao e sofrer biotransformacao rapida no organismo;

¢ Ser estéril ou esterilizavel pelo calor, sem sofrer degradacao.

Atualmente, as pesquisas de desenvolvimento de anestésicos locais se
concentram em conseguir formas farmacéuticas que possuam o maximo de
fatores desejaveis, principalmente no que diz respeito a diminuigao da toxicidade e
ao aumento da duragao do efeito anestésico (MALAMED,2001).

Uma alternativa a sintese quimica de novos farmacos é a veiculagao ou
preparo de formulagdes com anestésicos ja existentes, encapsulados em veiculos
(sistemas carreadores) como lipossomas, que é o objeto deste trabalho.



3. MECANISMO DE ACAO DOS ANESTESICOS LOCAIS

Para a compreensdo do mecanismo de acdo dos anestésicos locais €
fundamental o entendimento da condugdo nervosa, que é a passagem auto-
propagada de uma corrente elétrica ao longo das fibras nervosas (Tabela 1).
Essas fibras podem ou ndo ser envoltas por varias camadas de mielina, que
consiste na membrana plasmatica da célula envoltéria do axénio — célula de
Schwann. A mielina aumenta muito a velocidade da condugéo nervosa, pois isola
a membrana neuronal do meio condutor circulante e forca o fluxo da corrente de
acao através do axoplasma para os ndés de Ranvier, que sao interrupcoes
periddicas da bainha de mielina (STRICHARTZ, 1987).

A funcdo das fibras nervosas é transportar mensagens de uma regiao do
corpo a outra, sob a forma de potenciais de acao elétricos (Figura 2), que sao
despolarizagdes transitérias da membrana nervosa, resultantes do breve aumento
na permeabilidade dessa membrana aos ions sodio e potassio (MCLURE & RUBIN,
2005). Esses potenciais de agao elétricos (impulsos) séo iniciados por estimulos
quimicos, térmicos, elétricos ou mecanicos e permanecem com amplitudes e
formatos constantes, independentemente das alteragées na qualidade ou na forga
do estimulo (DE JONG, 1994).

A partir desses estimulos, os sinais da dor s&o transmitidos para a medula
espinhal e o cérebro pelas fibras aferentes do tipo A & — mais rapidas, e
responsaveis pela transmissao da dor aguda — e do tipo C, que conduzem a dor
mais lentamente (dor cronica) (GUYTON & HALL, 1998).



Tabela 1 - Classificagdo das fibras nervosas de acordo com tamanho e propriedades fisioldgicas.

(Adaptada de STRICHARTZ, 1987).

Velocidade
Tipo de Presenca Diametro de o ~
fibra de mielina (w) Conducéao pocaliacee AL
(m.s",
Aferentes de e
. eferentes para
Aa Sim 6-22 30-120 musculos e Motora
juncoes
Aferentes de e
. eferentes para
AB Sim 6-22 30-120 musculos e Motora
juncoes
Eferentes para
Ay Sim 3-6 15-35 feixes de Ténus muscular
musculos
Nervos
Ad Sim 1-6 5-25 sensoriais Dor, temperatura
e toque
aferentes
B Sim 3 3-15 an I:I’iroér-lares Varias fungoes
< gangfion autonémicas
simpaticas
Nervos Dor, temperatura
C Nao 0,4-1,2 0,1-2,0 sensoriais ’ P
e toque
aferentes
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Axénio de agio
mielinizado
Nédulo de  \ A
Ranvier - ’\7\ 4.
Bainha de Difusio da
mielina despolarizagao
Corpo . s
/ celular 3 g et o
Potencial
de agdo

Axénio néo
mielinizado

Figura 2 — Conducgéo do estimulo nervoso. Adaptada de Encyclopedia Britannica, 2002.

Os anestésicos locais atuam na membrana dos neurbnios, onde exercem

suas agoes farmacolégicas pela interferéncia na transmissdo do impulso nervoso,



por meio do bloqueio especifico da entrada de ions sédio e da despolarizagdo da
membrana (STRICHARTZ, 1987;YAGIELA et al., 2000; MCLURE & RuUBIN, 2005).

No decorrer dos anos, varias teorias foram propostas para tentar explicar o
mecanismo de ag¢do dos anestésicos locais, mas, com o avango das pesquisas,
algumas teorias tiveram sua credibilidade diminuida por ndo conseguirem elucidar
completamente o mecanismo (DE JONG, 1994). As evidéncias acumuladas até o
momento apontam como responsaveis pela ndo propagacao do estimulo nervoso

por acao dos anestésicos locais:
¢ Interacao com o canal de sodio voltagem-dependente:

Ha evidéncias da interacdo da forma protonada (FRAzIER et al., 1970;
NARAHASHI et al., 1970) e da forma neutra dos anestésicos locais (RASGDALE et al.,
1994,1996; RAGSDALE & AvoLl, 1998; LI et al., 1999) com sitios de interacao
especificos no canal de sbédio voltagem-dependente da membrana celular
(FRACETO et al., 2006). Os anestésicos locais interagem preferencialmente com o
canal no estado fechado ou inativado, estabilizando-o nestas conformacées.
Assim, a interagdo com o0 anestésico local diminui ou abole a permeabilidade aos
ions sdédio, pelo bloqueio da despolarizacdo da membrana e da condugédo do

impulso nervoso ao Sistema Nervoso Central, ndo permitindo a percepgao da dor.
e Efeito indireto - interacao com a fase lipidica membranar:

Acredita-se também que, por serem moléculas anfifilicas, os anestésicos
locais se inserem na bicamada lipidica membranar levando a formacédo de um
“depdsito” local, o que causaria modificagdo conformacional dos canais de sodio
voltagem-dependente, com interrup¢cdo da excitagdo neural. Essa teoria é
reforgada pela lei de Overton-Meyer, conhecida desde o final do século XIX, e que
relaciona a poténcia anestésica a hidrofobicidade da molécula do anestésico local
(Apud CoVINO & VAssALO, 1985). De fato, a inser¢cdo dos anestésicos locais nas
membranas causa alteracao da fluidez membranar, o que ja foi reportado por
técnicas como Calorimetria Diferencial de Varredura, Ressonancia Paramagnética
Eletronica, Ressonancia Magnética Nuclear, fluorescéncia e outras (DE PAULA &
SCHREIER, 1995, 1996, FRACETO et al., 2005). Outra evidéncia da interagcdo com a



fase lipidica membranar € a grande quantidade de anestésico que deve ser
empregada para se obter anestesia local, isto é, muito maior do que seria
necessario para uma interagdo especifica com os canais de sodio. Isso acontece
devido a rapida difusdo do anestésico local no meio circundante e a sua rapida
captagao pela circulagdo local. Assim, quanto maior a vascularizagdo do local de

anestesia, menor sera a duragéo do efeito anestésico (DE JONG, 1994).

4. ESTRUTURA E BIOTRANSFORMAGCAO DOS ANESTESICOS
LOCAIS

Para que uma molécula apresente efeito anestésico local, é essencial a

presenca de trés regides distintas em sua estrutura quimica (GUPTA, 1991):

¢ Um grupo aromatico, que confere carater lipofilico a molécula;

¢ Uma extremidade aminoterminal secundaria ou terciaria, que confere
hidrossolubilidade a molécula: € a porgéo ionizavel que sofre influéncia
do pH do meio.

¢ Uma cadeia intermediaria, que proporciona a separacao espacial entre
as extremidades lipofilica e hidrofilica.

A maioria dos anestésicos locais de uso clinico pode ser classificada em
dois grupos: ésteres e amidas (Figura 3).

Os ésteres apresentam cadeia intermediaria que contém uma ligacao éster
e sao derivados do acido benzéico. Foram os primeiros anestésicos locais a
serem sintetizados sendo, por muitos anos, as unicas opg¢des para a anestesia
local em odontologia. Ex: benzocaina, procaina, propoxicaina, tetracaina,

clorprocaina.

Os anestésicos locais do grupo amida apresentam a cadeia intermediaria
contendo uma ligagcado amida e ndo sé@o derivados do acido benzoico. Desde o seu
surgimento, com a sintese da lidocaina na década de 40, tornaram-se 0 grupo
mais popularmente usado até os dias de hoje, devido a sua menor toxicidade e a
metabolizacdo mais lenta, em comparacdo com o grupo dos ésteres. Ex:
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lidocaina, prilocaina, bupivacaina, mepivacaina e ropivacaina (YAGIELA et
2000; MALAMED, 2001; KOEHLER et al., 2005).

(A) AMIDAS
CH; CH; cH
H O CH H HE © s
L/ I
N—C—C—N N O CHy — N
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CH, )
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H o N H 4] N
| Il | Il
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H [s] N
| I
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CH;
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Tetracaina Clorprocaina

al.,

Figura 3 - Anestésicos locais da familia das amidas (A) e dos ésteres (B) — Estruturas quimicas.
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Essas duas classes de anestésicos locais apresentam uma importante
diferenca que é o meio pelo qual sofrem biotransformacédo. O conhecimento do
metabolismo do anestésico local € importante, ja que a toxicidade global de um
farmaco depende do equilibrio entre sua velocidade de absorcao para a corrente
sanguinea no local da administracdo e sua velocidade de retirada do sangue
através de processos de captacao e metabolismo no tecido.

Os anestésicos locais do grupo dos ésteres sao hidrolisados no plasma
sanguineo, pela enzima pseudocolinesterase. A velocidade da hidrélise influencia
a toxicidade potencial do anestésico. A clorprocaina é mais rapidamente
hidrolisada, apresentando toxicidade menor que os demais andalogos. Ja a
tetracaina se hidrolisa mais lentamente, sendo potencialmente mais téxica. A
procaina apresenta velocidade de hidrélise maior que a tetracaina e menor que a
clorprocaina, sendo hidrolisada até o acido para-aminobenzéico (PABA). As
reacOes alérgicas que ocorrem em resposta aos anestésicos do tipo éster estao
relacionadas com o PABA, que é o principal metabdlito dessa classe de farmacos
(MALAMED, 2001; PIPA-VALEJO & GARCIA-POLA-VALLEJO, 2004).

Os anestésicos locais do tipo amida apresentam o figado como principal
local de biotransformacéo, tendo, assim, a toxicidade diminuida em comparacao
com o grupo dos ésteres, que sao hidrolisados pelas esterases plasmaticas. As
velocidades de biotransformacdo da lidocaina, mepivacaina, etidocaina e
bupivacaina sdo muito semelhantes. Ja a prilocaina sofre biotransformacao mais
rapidamente que as outras amidas. A prilocaina € hidrolisada diretamente por
amidases hepaticas até ortotoluidina e N-propilalanina. A eficiéncia da degradacao
da prilocaina pelo organismo é demonstrada pela fragcdo muito pequena de
prilocaina inalterada, encontrada na urina. A ortotoluidina pode induzir a oxidagao
da hemoglobina, produzindo metemoglobinemia se forem administradas altas
doses de prilocaina (MALAMED, 2001).
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5. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E ACOES CLINICAS DOS
ANESTESICOS LOCAIS

Existem alguns fatores fisicos e quimicos que influenciam o efeito clinico de
um anestésico local (CoviNO, 1986; MCLURE & RUBIN, 2005):

+ Constante de dissociacao (pKa) e pH

Os anestésicos locais (AL), por serem bases fracas, ndo se dissociam
completamente em solucdo aquosa e, por isso, produzem espécies protonadas
(ionizadas) e nao protonadas (neutras) que co-existem em equilibrio quimico em
pH 7,4. Esse equilibrio pode ser determinado por uma constante de dissociacao
ou ionizagao (Ka).

AL-Ht K8 ALyt

Como a forma neutra € a forma capaz de sofrer maior difusdo através da
membrana do nervo, 0s anestésicos com pKa elevado (maior propor¢ao da forma
protonada em pH fisioldgico) tendem a ter um inicio de agao mais lento do que os
com pKa mais baixo (Tabela 2). A percentagem de anestésico em sua forma
neutra depende do seu pKa e do pH tecidual (YAGIELA, 2000).

Sabendo-se que os anestésicos locais comerciais (em forma de cloridrato)
apresentam, na sua maioria, um pKa que varia de 7 a 9, o controle do pH pode ser
uma estratégia para atingir a diminuicdo do tempo de laténcia, o aumento da
poténcia anestésica e da duragao do efeito anestésico.

¢ Lipossolubilidade e hidrossolubilidade

A lipossolubilidade é essencial para a penetragdo do anestésico local na
membrana nervosa, que € formada, em grande parte, por lipidios. Por sua vez, a
hidrossolubilidade é essencial para o transporte da droga até as fibras nervosas.
Por essas razbes, a existéncia de um balanco entre essas duas caracteristicas
torna-se um fator de grande importancia para a atividade anestésica (DE PAULA &
SCHREIER, 1995, 1996).
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Quanto maior a sua solubilidade em agua, mais rapido o anestésico se
distribuira e alcangara a membrana e mais rapidamente sera retirado do local de
acao, o que diminui a duragao do seu efeito. Quanto maior a lipossolubilidade do
anestésico, maior serdo sua facilidade de penetrar na membrana nervosa e a
quantidade que ali se concentrara, o que refletird biologicamente em maior
poténcia anestésica (Tabela 2). A forma neutra dos anestésicos locais tem maior
lipofilicidade (expressa, por exemplo, pelo coeficiente de particio membrana/agua)
que a forma protonada e isso explica a maior poténcia daquela espécie
(STRICHARTZ, 1987, MCLURE & RUBIN, 2005).

¢ Vasoatividade

A atividade vasodilatadora (vasoatividade) afeta a poténcia e a duragao do
efeito anestésico. Quanto maior a vasoatividade, mais rapidas serdo a absorgao
do anestésico pela corrente circulatéria e a sua retirada do local de agéo, o que
proporciona uma menor duragdo do efeito anestésico e também uma poténcia

reduzida da droga (DE JONG, 1994; MALAMED, 2001).

¢ Ligacao com proteinas

A Tabela 2 mostra que os anestésicos locais tém grande interacdo com
proteinas plasmaticas, devido a sua hidrofobicidade (CoviNO, 1986). Por isso, o
grau de ligacdo do anestésico com proteinas esta diretamente relacionado com a
duragdo da atividade anestésica. Acredita-se que anestésicos mais lipofilicos (que
possuem maior afinidade por proteinas plasmaticas) também apresentam uma
interacdo maior aos sitios de agdo na proteina-canal de sodio e, por isso,
permanecem mais tempo no canal, o que resulta em uma duragdo maior da
atividade anestésica (MALAMED, 2001; MCLURE & RUBIN, 2005).
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas de anestésicos do tipo amida (adaptada
de Covino, 1986; Strichartz et al., 1990 e Malamed, 2001)

Lidocaina Prilocaina Mepivacaina  Bupivacaina
Meia-vida (h) 1,6 1,6 1,9 3,5
Poténcia anestésica | moderada moderada moderada alta
Peso molecular 234 220 246 288
pKa 7.9 79 7,6 8,1
Velocidade de inicio rapida rapida rapida moderada
da acao
Hidrofobicidade® 366 129 130 3420
Ligacao a proteinas 64 55 78 96
plasmaticas (%)

a - coeficiente de particao entre octanol/tampao (STRICHARTZ et al., 1990)

6.TOXICIDADE DOS ANESTESICOS LOCAIS

Como os anestésicos locais blogueiam reversivelmente os potenciais de
acao em todas as membranas excitaveis, o Sistema Nervoso Central (SNC) e o
Sistema Cardiovascular (SCV) sao suscetiveis as suas acoes, 0 que caracteriza a
toxicidade sistémica (GROBAN, 2003). Por atravessarem rapidamente a barreira
hematoencefalica, a acdo farmacoldgica dos anestésicos locais no SNC
manifesta-se inicialmente por uma fase excitatoria (calafrios, contragcdes, tremores
e convulsdes) e, a medida que a dose € aumentada, instala-se uma fase inibitéria
que se caracteriza pelo estado generalizado de depressdao do SNC (KNUDSEN et
al., 1997; Cox et al.,, 2003; GROBAN, 2003). J&4 no sistema cardiovascular, os
anestésicos locais exercem uma variedade de efeitos com a acdo direta no
miocardio (modificando os eventos eletrofisiolégicos por agirem de forma nao
especifica em outros canais idnicos, que ndo o canal de sodio voltagem-
dependente) e na vasculatura periférica, causando vasodilatagdo
(STRICHARTZ,1987; ELEDJAM et al.,1989; Sisk, 1992; BUTTERWORTH et al., 1993;
SZTARK, et al., 1994; Cox et al., 2003).
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Apesar da toxicidade sistémica permanecer como um histérico foco de
discussdes sobre anestésicos locais, dados sugerem que outros riscos, como a
neurotoxicidade ou injuria local associada a anestesia loco-regional, podem ser
similares em freqiéncia e significancia (MULROY, 2002). Os mecanismos pelos
quais os anestésicos locais produzem lesdes no tecido neural ainda ndo sao bem
estabelecidos (GANEM et al., 2003). Porém, quando alteragbes clinicas se
manifestam, as lesdes sdo suficientemente graves para produzir a perda da

conducao de algumas populagdes de fibras nervosas (KALICHMAN,1993).

7. USO DOS ANESTESICOS LOCAIS NA PRATICA
ODONTOLOGICA

Atualmente, o cirurgido-dentista pode contar com uma diversidade de
agentes anestésicos, que possibilitam o controle da dor durante e até mesmo apos
0 procedimento operatorio.

Dos anestésicos locais pertencentes ao grupo éster, o unico utilizado na
clinica odontoldgica hoje € a benzocaina, como anestésico topico, na forma de
pomadas ou géis (ANDRADE, 2001).

Os anestésicos do tipo amida sédo os preferidos, pois sua menor capacidade
alergénica se apresenta como um grande diferencial e fator de sucesso em
odontologia (YAGIELA et al., 2000; PIPA-VALEJO & GARCIA-POLA-VALLEJO, 2004).
Desse grupo, as principais solugdes disponiveis na forma de tubetes anestésicos
para uso odontolégico sdo: lidocaina, mepivacaina, bupivacaina e prilocaina, cujas
caracteristicas sdo apresentadas a seguir (COVINO,1986; BENNETT,1989; MALAMED,
2001; ANDRADE, 2001):

7.1. Lidocaina

Desde o inicio de sua comercializagdo até os dias de hoje, a lidocaina
tornou-se um anestésico padrdo ao qual todos os outros mais recentes sao
comparados. Pode ser utilizada na forma de anestésico topico ou injetavel (a
concentracao odontoldgica eficaz é de 2%); possui tempo de laténcia curto (2 a 3
min) e duracdo também curta (5 a 10 min em anestesia pulpar e 1 a 2 horas nos

tecidos moles); apresenta acao vasodilatadora (Sisk, 1992).
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7.2. Mepivacaina

Somente disponivel na forma injetavel (as concentragcdes odontologicas
eficazes sdo 2 e 3%), a mepivacaina apresenta tempo de laténcia rapido (1,5 a 2
min), efeito vasodilatador discreto, menor que o efeito apresentado pela lidocaina,
e, por isso, o seu efeito anestésico € mais duradouro (na técnica infiltrativa, a
anestesia pulpar tem duracdo de aproximadamente 20 minutos e na técnica de
bloqueio de nervo, a anestesia pulpar tem duragdo de aproximadamente 40

minutos).

7.3. Bupivacaina

Esse anestésico, disponivel somente na forma injetavel (a concentragao
odontoldgica eficaz é 0,5%), apresenta tempo de laténcia moderado (4 a 6 min) e
sua poténcia chega a ser cerca de 4 vezes maior que a da lidocaina. A
bupivacaina, por ser um anestésico de longa duracdo, estd sendo usada em
odontologia para o controle da dor poés-operatéria e para procedimentos

operatérios que exigem uma anestesia pulpar com durag¢ao superior a 90 min.

7.4. Prilocaina

A prilocaina pode ser encontrada sob a forma basica, associada a lidocaina
para uso topico, ou sob a forma injetavel (a concentragdo odontoldgica eficaz €
3%). Apresenta poténcia e tempo de laténcia semelhantes aos da lidocaina, mas
por ter uma menor acao vasodilatadora — como a mepivacaina — seu efeito
anestésico pode ser bem mais duradouro, dependendo da técnica utilizada (na
técnica infiltrativa, a anestesia pulpar tem duracdo de 10 minutos e na técnica de
bloqueio, de 60 minutos). A prilocaina é considerada menos téxica que a lidocaina
porque, além da acdo vasodilatadora ser menor, sua biotransformacéo ocorre
mais rapidamente no organismo. No entanto, um dos produtos da degradacao da
prilocaina é a ortotoluidina que, quando em altas doses, pode induzir a
metemoglobinemia (STRICHARTZ,1987), principalmente em pacientes mais
susceptiveis a diminuicdo da capacidade de transporte de oxigénio (VASTERS et
al., 2006).
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O interesse, em odontologia, na pesquisa do anestésico prilocaina tem sido
crescente pelas caracteristicas citadas. A prilocaina tem sido motivo de estudos
como anestésico de uso topico quando associada a lidocaina (JEFFCOAT et al.,
2001; Friskorp et al.,2001; SPeEiRs et al.,, 2001; MAGNUSSON et al., 2003;
DONALDSON et al., 2003, VAN STEENBERGHE et al., 2004; LAGAN & COLLINS, 2006) e,
na forma injetavel, tem sido comparada a outros anestésicos, no que diz respeito
as alteragdes de pressao e da freqiéncia cardiaca (MEECHAN et al., 2001; ARAUJO
et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003); a ocorréncia de dor durante administracoes
intra-orais, infiltragdo e bloqueio de nervo (KRAMP et al., 1999; WAHL et al.,2001;
2006); a duracao do efeito anestésico (MCLEAN et al., 1993; VOLPATO et al., 2001;
NIEMI et al., 2006; FREITAG et al., 2006) e, também, a possibilidade de inducéo de
metemoglobinemia em humanos (WILBURN-GOO & LLOYD, 1999; VASTERS et al.,
2006).

7.4.1. Metemoglobinemia: efeito adverso da prilocaina

Pode-se definir metemoglobinemia como uma condigdo patolégica em que
h& a presenca significativa de meta-hemoglobina no sangue, derivada da oxidacao
da oxi-hemoglobina. A meta-hemoglobina é a forma que contém o ferro do grupo
heme no estado férrico (Fe®), que ndo se liga ao oxigénio. Essa alteracdo pode
resultar da exposi¢ao a reagentes oxidantes (metemoglobinemia adquirida), como
a ortotoluidina, ou de mutagbes (metemoglobinemia congénita). Na
metemoglobinemia congénita, os principais sintomas sao retardo mental, atraso e
falha de crescimento, crises e outros problemas neuroldgicos, derivados do
transporte de oxigénio deficiente. Ja os pacientes com metemoglobinemia
adquirida apresentam cefaléia, tontura, fadiga, dispnéia, taquicardia, nausea,
vémito, sonoléncia, estupor, quadro clinico este que pode induzir ao coma e,
raramente, a morte (MEDYCAL ENCYCLOPEDIA, 2006).

7.5. Uso de vasoconstritores associados aos anestésicos locais

Como citado anteriormente, os anestésicos locais injetaveis apresentam
atividade vasodilatadora que pode ser significativa ou discreta, dependendo do
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anestésico. Quanto mais significativa for essa atividade, mais rapido o anestésico
sera retirado do local de acéo, reduzindo o efeito anestésico e elevando o nivel
sanglineo do composto, 0 que pode aumentar o risco de produzir toxicidade
sistémica (STRICHARTZ,1987; COLLINS, 1993; YAGIELA et al., 2000).

Para reduzir esse efeito vasodilatador, com frequiéncia, vasoconstritores
sao adicionados aos anestésicos locais. Eles diminuem a taxa de absorcao do
anestésico, que fica mais tempo no local de aplicagdo, com aumento de duragao
do seu efeito e reducao da probabilidade de ocorréncia de toxicidade sistémica
(BROWN & RHODUS, 2005).

Os vasoconstritores sdo quimicamente idénticos ou muito semelhantes a
adrenalina e a noradrenalina, que sdo mediadores do sistema nervoso simpatico.
Sao classificados como drogas simpaticomiméticas ou adrenérgicas, por
mimetizar as respostas dos neurdnios adrenérgicos a estimulacao (YAGIELA et al.,
2000; MALAMED,2001; NEAL, 2003). Essas drogas podem ter acao indireta, ter acao
mista ou agir diretamente nos receptores adrenérgicos (o, o, Bi, B2). Aquelas
utilizadas em odontologia pertencem a este ultimo grupo. Ex: adrenalina
(epinefrina), noradrenalina (norepinefrina), levonordefrina (neocobefrina) e

fenilefrina (Figura 4).

OH H ’ OH CH,
Ll o L
- — [ — C - H
HO L on :@7 | :
H H 3 HO HoH
OH
adrenalina levonordefrina
OH H OH H .
| HO | ~
C.—C—NH2 c—C—N
HO ‘ | ‘ | \C H
H H H H 3
OH
noradrenalina fenilefrina

Figura 4 - Estrutura quimica dos vasoconstritores do tipo simpaticomimético.
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No Brasil e em muitos paises (que nao incluem os Estados Unidos e o
Canadd), o anestésico local prilocaina tem sido comercializado associado a um
vasoconstritor que nao pertence ao grupo das drogas simpaticomiméticas — a
felipressina (Figura 5), que € um analogo sintético do polipeptideo vasopressina

(hormdnio antidiurético).

Cys-Phe-Phe-Gly-Asp-Cys-Pro-Lys-Gly NH»

Figura 5 - Composigdo do peptideo vasoconstritor felipressina.
7.6. Cuidados especiais

Existem situagdes em odontologia em que o profissional se vé diante de
pacientes que apresentam maior sensibilidade aos efeitos toxicos dos anestésicos
locais (STRICHARTZ,1987; HEAVNER, 2003; Cox et al., 2003; AMADO-CUESTA et al.,
2004):

¢ Na odontopediatria, quando o nivel plasmatico elevado do anestésico
pode ser atingido mais facilmente na crianga, em comparagdo com o

adulto;

¢ No atendimento a pacientes idosos, pois, com 0 avan¢o da idade,
ocorrem importantes alteracbes nos processos de distribuigcéo,

metabolizacao e excrecao dos farmacos;

¢ No atendimento a gestantes, porque durante o periodo gestacional a
mulher passa por uma série de mudangas fisicas, fisiolégicas e
psicolégicas, o que requer do profissional mais cuidados.
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Na pratica odontolégica, o uso de vasoconstritores deve ser evitado em
pacientes com as seguintes condi¢gdes (PERUSSE et al., 1992a; b, GOULET, et
al.,1992; PIPA-VALEJO & GARCIA-POLA-VALLEJO, 2004):

1-Hipertens&o severa nao tratada ou n&o controlada;
2-Doenca cardiovascular grave:

- Menos de 6 meses apos o infarto do miocardio;

- Menos de 6 meses apoés acidente vascular cerebral (AVC)

- Cirurgia recente das artérias coronarias;

- Angina pectoris instavel,

- Arritmias cardiacas refratarias, apesar de tratamento adequado;

- Insuficiéncia cardiaca congestiva nao tratada ou nao controlada;
3-Diabetes mellitus nao controlado;
4-Hipertireoidismo;
5-Feocromocitoma;
6-Sensibilidade aos sulfitos (que sado substancias incorporadas as solucdes

anestésicas que contém vasoconstritores, com o objetivo de impedir a sua

oxidagéo e inativagao);

7-Pacientes que fazem uso de antidepressivos triciclicos, compostos

fenotiazinicos ou beta-bloqueadores néo seletivos;
8-Usuarios de cocaina ou “crack”.

Nessas situagcdes, o cirurgido-dentista deve recomendar ao paciente a
realizacdo do controle ou a compensacgao dos estados patoldgicos, antes do inicio
do tratamento. Mas em caso de haver necessidade de intervir com urgéncia, o
procedimento de menor risco € o uso de um anestésico sem vasoconstritor
associado. Nesse caso, o profissional fica restrito ao uso de apenas alguns
compostos e, dependendo do procedimento a ser realizado, o tempo de duracéo

do efeito anestésico pode nao ser suficiente, sendo necessario 0 aumento da
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dose, com o risco da ocorréncia de um efeito toxico relacionado a prépria solugao

anestésica.

Com vistas a diminuicao da ocorréncia de efeitos adversos dos anestésicos
locais, justifica-se a busca por formas farmacéuticas que aliem aumento do efeito
terapéutico com diminuigao de toxicidade. Um caminho muito promissor foi aberto
com o desenvolvimento de formulagcbes anestésicas de liberacdo prolongada,
capazes de manter o farmaco por mais tempo e em maior concentragdo no sitio

de acao (Kuzma et al., 1997).

O grande empenho mundial no estudo de formulagées com liberagao
prolongada de farmacos reflete-se na quantidade de sistemas em
desenvolvimento por relevantes grupos académicos e também no crescente
interesse da industria farmacéutica, que apontam para um papel essencial dessas
formulacdes na terapéutica do futuro (GREGORIADIS, 1999; DAvIS & BREWSTER,
2004; TORCHILIN, 2005). A formulacédo lipossomal para liberacdo controlada de

prilocaina, descrita neste trabalho, se enquadra nessa tendéncia.

8. LIPOSSOMAS

A descoberta dos lipossomas deu-se em 1963, com Alec Bangham, que
demonstrou a formagéo de vesiculas fechadas, obtidas pela agitacao vigorosa de
fosfolipidios na presenca de agua (SHARATA & KATZ, 1996).

Lipossomas tém sido usados desde entdo, no estudo fisico-quimico e
bioldégico da membrana celular. Ja a partir da década de 70, comegou-se também
a observar que lipossomas poderiam ser usados como carreadores de drogas e
outros agentes ativos (BARENHOLZ, 2003; ROSE et al., 2005).

Os lipossomas consistem em uma ou mais bicamadas lipidicas dispostas
em lamelas concéntricas que envolvem compartimentos aquosos, em que as
caudas hidrofobicas dos lipidios estdo voltadas para o interior da bicamada e as
cabecas polares voltadas para o exterior. Sdo classificados como unilamelares ou
multilamelares, de acordo com o nimero de bicamadas lipidicas concéntricas que

contém (RANADE, 1989; TORCHILIN, 2005) (Figura 6).
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- # Moléculas hidrossoliveis
I"cahega“ hidrofilica
“cauda™ hidrufﬁhicaI I Moléculas lipossoliveis

T Moléculas anfipaticas

Figura 6 - Representacdo esquematica de lipossomas: unilamelar (A) e multilamelar (B) (Araujo et
al., 2003).

As moléculas de farmacos podem ser encapsuladas no espago aquoso
interno do lipossoma ou intercalarem-se entre os lipidios da bicamada, a depender
das caracteristicas fisico-quimicas da droga ou da composi¢cado dos lipidios que
constituem o lipossoma (Figura 6). A composicdo dos lipidios e o método de
preparo do lipossoma determinam sua morfologia e tamanho, que por sua vez
afetam diretamente sua absorcdo, distribuicdo e eliminagdo (KIRBY &
GREGORIADIS,1984; SHARATA & KATZ, 1996; ARAUJO et al., 2003; HUNG, 2006).

Lipossomas podem ser formados a partir de fosfolipidios puros, como a
fosfatidilcolina, ou a partir de misturas de fosfolipidios com outros componentes
membranares, como o colesterol e os esfingolipidios (NEw, 1997). A semelhanca
desses componentes com aqueles das membranas bioldgicas elimina o risco de
reagcbes antigénicas e de lesdes histoldgicas associadas ao uso de lipossomas
(MALINOVISKY et al., 1997; HUNG, 2006).
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Aplicagdes clinicas dos lipossomas sdo bem conhecidas, sendo que varias
drogas ja foram testadas clinicamente com sucesso, como € o0 caso do agente
anti-cancer  doxorubicina, encapsulado em lipossomas associados a
polietilenoglicol (RoSE, 2005). Outro exemplo é o lutotecan lipossomal, que se
mostrou efetivo para pacientes com céancer de ovario (SEIDEN et al., 2004). O
tratamento da leishmaniose visceral também apresentou avangcos com o anti-
fungico Anfotericina B, em formulagdo lipossomal (MEYERHOFF, 1999; SUNDAR et
al., 2003; KSHIRSAGAR et al., 2005). Uma outra aplicacao dos lipossomas que tem
mostrado resultados promissores é a encapsulacdo de anestésico locais, descrita
a seguir.

9. ANESTESICOS LOCAIS EM LIPOSSOMAS

Anestésicos locais tém sido encapsulados em lipossomas e testados em
modelos animais e humanos, resultando em um prolongamento da duragdo da
anestesia e redugdo da toxicidade para os sistemas cardiovascular e nervoso
(Tabela 3).

Na Tabela 3, observa-se que a bupivacaina € o anestésico local mais
estudado para encapsulacao em lipossomas. Tal interesse deve-se ao fato de que
€ 0 anestésico mais utilizado na pratica clinica, apresentando vantagens em
relacdo aos outros representantes da classe quanto a poténcia e indugédo de
bloqueio nervoso diferencial (separagédo efetiva entre bloqueio motor e bloqueio
sensorial). No entanto, a hidrofobicidade da bupivacaina resulta em um risco
potencial de cardio e neurotoxicidade, seja pela utilizacao de altas doses ou por
injecdes intravasculares inadvertidas, o que também justifica a diversidade de

estudos envolvendo esse farmaco e sua encapsulagéo em lipossomas.

Outros anestésicos locais, como a lidocaina, também tém sido bastante
estudados. A lidocaina apresenta-se como o0 segundo farmaco mais testado, pois,
entre os anestésicos mais utilizados em odontologia, € o mais potente e também o
que apresenta maior grau de toxicidade tanto local quanto sistémica. Resultados

promissores foram obtidos apds a utilizagcao de lidocaina, tetracaina e benzocaina
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encapsuladas em lipossomas quando administradas por via tdépica e comparados

as respectivas formulagdes comerciais.

Além disso, a literatura também relata o estudo de outros anestésicos locais
utilizados tanto em clinica médica quanto odontolégica como mepivacaina,
prilocaina e ropivacaina, um dos representantes mais recentes da classe. Mais
uma vez, os resultados desses estudos comprovam um aumento na eficacia do
anestésico local encapsulado em lipossomas em relacdo as formulacdes

comercialmente disponiveis.
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Tabela 3 — Anestésicos locais encapsulados em lipossomas

Referéncia Anestésico Lipossoma pH a dm\illlias‘tilggéo Suézltt):odo teste Resultado
Apresentou maior efeito quando
GESZTES & Tetracaina ~ - I comparada a formulagao comercial de
MEZEI (1988) (0,5%) MLV N&o consta Tépica Humanos Pinprick tetracaina 1%
. . Prolongamento do efeito anestésico
MASH1|g/IS())2et al. Lidocaina (2%) (EP'(\DALVCH) 5,97 Epidural Caes Mggﬁztggeaostgﬁg;al com reducao de taxa de liberagédo e
( ) + aumento de disponibilidade local
BOOGAERTS et . . - Menor toxicidade em comparagéo com
al. BU(%'VZ?,?')M (EP,\CA)L:/CH) 8,1 Endovenosa Coelhos eletroﬁgfo::cs)eréﬂca a solugéo de bupivacaina 0,5% com ou
(1993 A) e 9 sem vasoconstritor
. Liberagdo mais lenta do anestésico
BOOG/:TRTS et Bupivacaina MLV 8.1 Bloqueio do plexo Coelhos cmiilr?t?adgo lipossomal em comparagao com a
. (0,25%) (EPC + CH) ’ braquial Iasmétiga solucéo de bupivacaina 0,5% com ou
(1993 8) P sem vasoconstritor
Mostrou a eficacia da nova formulagéo
BOOGAERTS et . ) -Escalas de dor e para analge§|a pos-cirdrgica em
al Bupivacaina MLV 8.1 Epidural Humanos bloqueio motor comparagao com solugéo de
1 '4 (0,5%) (EPC + CH) ’ .controle de presso bupivacaina 0,5% com adrenalina com
(1994) p aumento na duragéo da analgesia, sem
causar efeitos adversos
.Células Os resultados in vivo (Que
MLV humanas (in apresentaram correlagao in vitro)
FOLDIVARI Tetracaina (fosfatidilcolina = - . S mostraram que a tetracaina lipossomal
(1994) (2%) de soja+ CH + N&o consta Tépica vitro) Pinprick causou uma anestesia mais profunda e
acido estearico) Humanos um tempo de laténcia mais curto em
voluntarios.
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Tabela 3 — Continuacao

A . . Via de Sujeito do
Referéncia Anestésico Lipossoma pH administracdo estudo teste Resultado
LAFONT E Bupivacaina MLV Nao Bloqueio do plexo Prorg%\giueaslgig;?loc(ijgr gggi()oﬂ\c/);as ®
L?SSZS (0,25%) (EPC + CH) consta braquial Humanos Pinprick necessidade de uso de analgésicos
( ) orais.
. . ~ ' ~ Prolongamento da analgesia em
GRANT et al. Bupivacaina MLV Nao Infiltrag&o na base . = . >
o Camundongos Tail-flick comparagao com bupivacaina em
(1994) (0,5%) (DMPC + CH) consta da cauda solugdo
BOOGAERTS et Bupivacaina MLV Andlise da A formulagéo lipossomal mostrou uma
I (1995 (% 25%) (EPC + CH) 8,1 Extradural coelhos biodistribuigao distribuicdo sistémica mais lenta que a
al. ( ) esre (radioatividade) bupivacaina em solugao
A preparagdo com gradiente de pH
MOWAT et al. Bupivacaina LUV Gradiente Intradérmica Cobaias Modelo de reacao apresentou uma encapsulagao eficiente
(1996) (0,75 € 2%) (DOPC + CH) de pH (costas) alérgica cutanea da bupivacaina e aumentou a duragédo
do bloqueio neural
Formulagéo lipossomal se mostrou
. . = Humanos (com : :
LAFONT et al. Bup|va<ia|na MLV Nao Epidural neoplasia Pinprick quase 3 vezes mais efetiva em
(1996) (0,25%) (EPC + CH) consta ulmonar) comparagao com a bupivacaina em
P solugao associada a vasoconstritor
*Andlise apés
ZED et al. Tetracaina Néo anestesia infiltrativa | Formulag&o lipossomal de uso topico
(1996) (5%) N&o consta consta Topica (oral) Humanos oral apresentou um efeito anestésico maior
° *Escala visual que a formulagédo de benzocaina 20%
analdgica
MLV (EPC +
CH) _ . .
SINGH & VYAS Benzocaina (EPC +CH + o Humanos ) pmpr/qk i O estudo provou que sistema lipossomal
(1996) (29%) EA) 7.4 Topica *Pele humana (in «célula de difusao pode ser usado com sucesso para
(EPC+CH+DCP) vitro) (Franz) prolongar a acdo de anestésicos locais
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Tabela 3 — Continuacao

Via de Sujeito
Referéncia Anestésico Lipossoma pH L = do teste Resultado
administragao
estudo
MLV Avaliagéo com
GRANT et al. Bupivacaina (DSPC + 5.3 Infiltracdo direta ratos Filamento de Von Frey Aumento da eficacia analgésica da
(1997) (2%) CH) ’ em feridas em Modelo de ferida formulacéo lipossomal
cirdrgica
MALINOVISKY Bupivacaina MLV Avrilzi)atlgf g 2Satl>i|§qg§ © Formulagao lipossomal prolongou a duragao
et al. (1997) FEO 5%) (EPC + CH 8,1 Intracisternal Coelhos histolégica pgr do bloqueio motor induzido pela bupivacaina,
+a-TC) microscopia de luz e ndo induziu neurotoxicidade
MLV
Yuet al Bupivacaina (EPC + CH Infiltracdo na base g Aumento da duracédo da anestesia da
’ o + acido 6,35 Ratos Tail-flick A
(1998) (0,5%) fosfatidico) da cauda formulacéo lipossomal
Humanos Estudo duplo-cego Aumento da capacidade de produzir
FiscHER et al. Tetracaina N30 consta Nao Tépica (pele com o teste pin-pricke | anestesia tépica da tetracaina lipossomal em
(1998) (5%) consta P intF;cta) escala visual relacdo ao EMLA (lidocaina 2,5% e prilocaina
analégica 2,5%)
. . = Efeito mais duradouro da lidocaina lipossomal
BUC?;(SSG tal. (zl‘gf/)cg'g;) Nao consta cgl:sc;a Tépica Humanos pinprick em comparagao com a lidocaina nao
( ) wre STl encapsulada
FRIEDMAN et Lidocaina Nao Tépica (curativos Estudo indicou que a encapsulagéo em
al. (1999) o “ELA-Max” P . Humanos Estimulo a laser lipossomas prové um aumento da eficicia na
(4%) consta oclusivos) : = s
liberagéo do anestésico dentro da derme
Formulagéo lipossomal prolongou a duragéao
MALINOVISKY Bupivacaina (0,75%; MLV Avaliagéo de bloqueio do bloqueio motor induzido pela bupivacaina
t al. (1999 0,375%; 0,25%; (EPC + CH + 8,1 Epidural Coelhos motor e medida da com mudangas hemodinamicas lineares de
etal.( ) 0,125%; 0,065%) a-TC) pressao arterial acordo com as concentragdes de anestésico
injetadas.
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Tabela 3 — Continuacao
Via de Sujeito do

énci asi i - = Resultado
Referéncia Anestésico Lipossoma pH administracdo estudo teste
GRANT et al. Bupivacaina MLV Nao Infiltragao Humanos Pinprick Aumento de nocicepgao das formulagdes
(2001) (0,5%, 1%, 2%) (SPC + CH) consta intradérmica (antebrago) lipossomais
Desidratacéo e o
> / Avaliacédo da - =
. . re-hidratagéo de ; Formulagao lipossomal prolongou a duragédo
GRANT et al. Bup(l)vg;ama vesiculas MLV 4e55 subcutanea Camundongos esﬁnmaJ?OeZ:aétﬁgg e do blogqueio sensorial quando comparada a
(2001) (0,5%) (DMPC e vocalizacéo bupivacaina em solug&o
DSPC)
A lidocaina lipossomal 4% por 30 minutos,
sem curativo oclusivo, apresentou a mesma
. . = Estudo duplo-cego seguranga e eficacia no alivio a dor causada
EICHENFIELD et leciﬁ;ma “ELA-Max” Nac; Tépica Criangas com escala visual pela pungao de agulhas que a mistura
al. (2002) (4%) consta analégica eutética de lidocaina e prilocaina (EMLA) em
aplicagado de 60 minutos com curativos
oclusivos.
. . MLV ) = A preparacéo lipossomal mostrou um efeito
Yuetal. Bupivacaina EPC + CH + 6,35 Infiltragdo na base Ratos Tail-flick anestésico maior, com um nivel plasmatico
(2002) (0.5%) 4cido fosfatidico) da cauda constante
. . = Teste de limiar de Mostrou a eficacia da eletroestimulagao
FINKEL et al. leci;?ma “ELA-Max” Nac; Tépica Humanos tolerancia a dor transcutanea neuroseletiva para avaliar a
(2002) (4%) consta (estimulo elétrico) laténcia da anestesia topica
. . . ) = Ocorreu um prolongamento dose dependente
GRANT et al. OB;j/)'V?;a'gf/ SP’\éLVCH Grdad|e|:te Inﬁltor'agao nta base Humanos Pinprick da duragao da analgesia da bupivacaina com
(2004) (0.5%, 1%, 2%) ( +CH) ep as costas a formulagéo lipossomal
Mepivacafna A bupivacaina encapsulada em lipossoma
. b . . Teste de pressdo na | apresentou uma menor eficiéncia anestésica,
ARAUJO et al. B (.2 %) . Unllgﬁelar (TECPC 7.4 Bquue!the nervo Camundongos pata enquanto que a mepivacaina, neste mesmo
(2004) upévgi:/ama +CH +a-TC) clatico (Analgesimetro) sistema lipossomal, apresentou um
(0.5%) significante aumento de duragao no bloqueio
sensorial.
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Tabela 3 — Continuacao

Referéncia Anestésico | Lipossoma pH Via de Sujeito do teste Resultado
administracao estudo
A prilocaina lipossomal apresentou um aumento
) . LUV . . significativo da duragéo do bloqueio sensorial
CE?;&? 4;:’1 al. Prll(c;’%?;na (EPC + CH + 7,4 Bloc?#fer:o?&tgtarvo Ratos Tesrﬁrﬁ?azlfb?t:?o do quando comparada com a prilocaina em solugéo.
° o-TC) Ja quando comparada a prilocaina comercial com
vasoconstritor, ndo ocorreu aumento significante.
TADDIO et al. Lidocaina “Maxilene” Nao Topica Humanos Estudo duplo-cego — Observou-se uma redugdo da dor decorrente de
(2005) (4%) consta P (criangas) escala facial de dor procedimento de canulagao intravenosa
. *Teste de pressédo na - =
. . . LUV Bloqueio de nervo : . Formulagao lipossomal prolongou a duragéo e
A;gg;o Ro?évgf/a;ma (EPC + CH + 7.4 ciatico e Can;urr;otigggos f’?éztfeAgglgg S'Lrﬂ;gcé)o’ aumentou a intensidade da analgesia em relagéo
( ) e o-TC) infraorbital infraorbﬁal aos farmacos livres
Os niveis sangiineos da lidocaina foram
observados ap6s 1; 2; 6 e 24h da aplicagdo. Os
. . ~ - . Andlise do soro autores concluiram que em pequenas quantidades
NZES‘SER L'd&i?')na “LMX4” cglr?s?[a Topcl)%?u(sci%ast)lvos Humanos sanguineo por a lidocaina aplicada com curativos oclusivos é
( ) ° cromatografia gasosa segura, pois nao houve sinais clinicos de
intoxicacéo e baixos niveis sangliineos de lidocaina
foram encontrados
Prilocaina Estudo comparativo mostra que a encapsulagdo
. P LUV . . lipossomal aumentou a intensidade e duracdo da
CEF;EODOASet* al. m'f?g:ég?ﬁa (EPC + CH + 7,4 Bloc?ﬁﬁfoggtg?rvo Ratos Tesrﬁrﬂ?azlfb?t:?o do analgesia para os trés anestésicos locais testados,
( ) p(z,,/) o-TC) com uma maior efetividade para a MVC em
° comparagao com PLC e LDC.
. . LUV i Ropivacaina lipossomal provocou uma redugdo a
MON2TSg7et al. R(c;e/lv)a(ce:allr;a (EPC + CH + 7.4 Topica (oral) Humanos . IZ/I/nI-?tre”;l;er dor causada por inser¢ao de agulha, e um aumento
( ) °) {9 ao-TC) pulp na duragéo da anestesia de tecido mole

* Trabalhos originados a partir desta Tese de doutorado
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Il. OBJETIVOS GERAIS

No laboratério de Biomembranas — IB, UNICAMP, estudos sobre a
interacdo de anestésicos locais com lipossomas tém sido feitos (DE PAULA &
ScHREIER 1995, 1996), nos quais se demonstrou a insercdo diferencial dos
anestésicos em diferentes profundidades da bicamada (PINTO et al., 2000,
FRACETO et al., 2002, 2005, 2006), de acordo com o carater hidrofobico, o volume e
a geometria da molécula. Mais recentemente, esse conhecimento da interagédo
anestésico local/lipossomas tem sido aplicado para o desenvolvimento de
formulagdes de uso clinico, com o estudo de anestésicos como a bupivacaina e
mepivacaina (ARAUJO et al., 2004), a ropivacaina (ARAUJO, 2005) e a benzocaina e
lidocaina (PINTO et al., 2004).

O objetivo deste projeto € avaliar a utilizacdo da prilocaina encapsulada em
lipossoma, como anestésico de escolha, e compara-la com formulagdes
comerciais disponiveis, associadas ou ndo a vasoconstritores, em uso na pratica
odontoldgica. O uso da prilocaina se justifica por ser um anestésico alternativo
com poténcia e tempo de laténcia semelhantes aos da lidocaina, mas com
toxicidade menor, devido a sua rapida biotransformagédo no organismo (MCLURE &
RuUBIN, 2005).

lll. OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Preparar formulacbes do anestésico prilocaina encapsulado em
lipossomas.
. Caracterizar as formulagbes preparadas, com o uso de técnicas fisico-

quimicas, para avaliar a eficacia de encapsulacédo, o tamanho e o efeito
sobre a organizacao da bicamada lipidica.

* Avaliar a atividade terapéutica da formulagdo em modelos animais (ratos e
camundongos).

. Avaliar a formulagéo quanto a sua estabilidade antes e apés esterilizacao.

. Avaliar a formulacao quanto a ocorréncia de toxicidade local.
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IV. MATERIAIS E METODOS
1. DROGAS, SAIS E SOLVENTES

" Anestésicos locais: Sal de cloridrato de prilocaina e solugdo de

prilocaina comercial 3% com felipressina 0,03UI/mL (CITOCAINA®, lote
04115560) obtidas por doagao da Cristalia Ind. Quim. Farm. Ltda.

" Lipidios: fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma Chem. Co.)

. Solucdes: tampao HEPES 20mM com NaCl 0,9% (Q-biogene)

u Outros: acetato de a-tocoferol, tetraetoxipropano, acido tiobarbiturico,
glicina, butil-hidroxi-tolueno, dodecilsulfato de sddio, carragenina (Sigma Chem.
Co.), é&cido acético glacial, cloroférmio, cloreto férrico, dimetilsulféxido,
formaldeido, (Labsynth Ltda.), etanol, xilol, (Ecibra Reag. Anal.), tiopental sédico
(Thiopentax ®, Cristalia Ind. Quim. Farm.), parafina (Histosec-Merck), &cido doxil-
estearico (5- SASL — Sigma Chem. Co.), EDTA (Titriplex -Merck), soro fisiolégico
(Fresenius Kabi Brasil Ltda.).

2. EQUIPAMENTOS

. Espectrofotometro (Beckman® DU-70);
. Extrusor (Lipex Biomembranes Inc.);
. Light Scattering - Malvern® Autosizer 4700 (Malvern Instruments),

Faculdade de Engenharia Quimica —UNICAMP;
" Ultracentrifuga (Beckman® L8-80M);
. Espectrémetro Varian (9 GHz), Instituto de Fisica — UNICAMP;

" Espectrémetro Varian 500 (11,7 T), Laboratério Nacional de luz
Sincrotron (LNLS);
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. Micrétomo, Microscépio dptico e Fotomicroscédpio (Zeiss);

. Aparelho para teste de tail-flick com lampada projetora de 150W
(Onda Cientifica Ltda.);

. Pletismémetro - Ugo-Basile®, 7140.

3. ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Ratus novergicus) da linhagem Wistar (peso 250 -
350qg), e camundongos albinos (Mus musculus) da linhagem Swiss (peso 35 —
45g), machos, adultos, submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas com agua e
alimentacao ad libitum, temperatura controlada a 22+3<C, alojados coletivamente
(5 animais por gaiola) e aclimatados ao local da experimentagao por, no minimo, 7
dias. Antes da experimentacao, os animais foram adquiridos do CEMIB/UNICAMP,
os protocolos dos experimentos foram submetidos & Comissdo de Etica na
Experimentacao Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP e aprovados
sob os n% 559-1; 654-1; 816-1; 871-1.

4. PREPARACAO DA FORMULACAO LIPOSSOMAL

Os lipossomas multilamelares (MLV) foram preparados pela mistura de
fosfatidilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol, na propor¢cdo de 4:3:0,07, obtidos
de solucdes estoque em cloroférmio. Com a evaporagao do solvente sob fluxo de
N2, seguido de vacuo (em temperatura ambiente) para a retirada do solvente
residual, formou-se um filme lipidico seco, que contém os componentes
lipossomais. Adicionou-se, entao, solu¢do tampéao adequada (HEPES 20mM, NaCl
150mM com pH 7,4) e agitou-se em vértex por 5 minutos. Assim, houve a
formagdo de vesiculas multilamelares concéntricas - separadas por cavidades
aquosas - utilizadas para a obtencéo de lipossomas unilamelares (LUV) de 0,4um
com a extrusao sob pressao de nitrogénio (LESERMAN & BARBET 1982; BOOGAERTS
et al.,1993, 1994; MALINOVISKY et al.,1997).

A extrusao se deu em temperatura ambiente, passando-se por 12 vezes as

amostras de vesiculas multilamelares por membranas de policarbonato com poros
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predeterminados (0,4um). As repetidas passagens foram realizadas para que
houvesse homogeneidade no tamanho das vesiculas extrudadas. Os lipossomas
obtidos ficaram em repouso por 2 horas para o intumescimento das vesiculas.

A incorporacdo do anestésico local foi realizada ap6s a preparacao das
vesiculas, nas concentracdes de 3% (comparavel a dosagem clinica da prilocaina

comercial disponivel no mercado nacional), 2% e 1%.

5. CARACTERIZACAO DA FORMULACAO LIPOSSOMAL

5.1. Caracterizacao quanto ao tamanho

O diametro hidrodin@mico de particulas em difusao foi determinado por meio
da técnica de espalhamento de luz quase elastico (“Quasi Elastic Light
Scattering’), que consiste na observagdo das medidas de flutuagdo tempo-

dependente da luz espalhada pelas particulas.

Foram realizadas medidas do raio hidrodindmico das vesiculas (SHAw,
1991) na presenca e na auséncia do anestésico local, para verificar o tamanho
médio, a homogeneidade e a estabilidade das suspensdes lipossomais, antes e
apds a encapsulacdo. As medidas foram realizadas em angulo de 90 em relacao
ao feixe de raio laser (He-Ne) incidente.

5.2. Caracterizacao quanto a eficiéencia de encapsulacao e
determinacao do coeficiente de particao

Suspensdes lipossomais (4mM) contendo o anestésico local prilocaina
(2mM em tampédo HEPES 20mM, NaCl 150mM e pH 7,4) foram submetidas a
ultracentrifugacado (120.000 x g) por duas horas em temperatura de 10C. A

concentracao de prilocaina no sobrenadante foi analisada por espectrofotometria
uVv.

A percentagem do anestésico local (AL) ndo encapsulado em vesiculas
multilamelares (MLV) foi determinada com a utilizagdo da seguinte equacao (1):
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_ Absorbancia sobrenadante — Absorbdncia MLV N
% nao encapsulada = —— (Equagdo 1)
Absorbdncia inicial do AL

A percentagem de encapsulacéo foi calculada subtraindo-se a percentagem
do AL nao encapsulado do total de anestésico (100 %) presente na solugdo inicial.
Os resultados obtidos foram expressos também em termos do coeficiente de
particdo (P) de um soluto (s) entre duas fases ndo misciveis, membranar (m) e

aquosa (a) (Equacéo 2):

p_ m/vm (Equagao 2)
na /va

Nesta equagéo, n € o numero de moles do soluto (anestésico local) e V € o
volume das fases. Como o numero de moles do soluto em membrana (nm)
adicionado ao numero de moles do anestésico em agua (na) corresponde ao
nuamero de moles total na solucéao inicial, péde-se determinar o valor de P para a

prilocaina entre lipossomas e agua.

5.3. Efeito do anestésico sobre a organizacao da bicamada
(lipossoma)

A organizacdo da membrana lipossomal foi avaliada pela técnica
espectroscopica de ressonancia paramagnética eletronica (RPE), que mede a
absorcédo de energia (na regidao de microondas) que ocorre em moléculas ou ions

paramagnéticos quando submetidos a um campo magnético.

Como a maioria dos sistemas bioldgicos, as membranas sdo sistemas
diamagnéticos, ou seja, ndo apresentam elétrons desemparelhados. Assim, fez-se
uso da técnica de marcadores de spin, que permite obter informagdes estruturais e
dindmicas da bicamada (HuBBELL & Mc CONNEL, 1971, PERusSI et al., 1985),
usando-se sondas paramagnéticas intercaladas entre os lipidios de membrana

(SCHREIER et al., 1978). Os marcadores de spin mais utilizados para estudo de
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membranas sdo os que apresentam radical nitréxido associado a uma molécula

hidrofébica como, por exemplo, o acido 5-doxil-estearico (SASL, Figura 7).

As moléculas do marcador de spin se intercalam na membrana e tendem a
se orientar. O marcador 5-SASL orienta-se com o eixo longo molecular paralelo ao
eixo diretor da bicamada lipidica (como as cadeias acila dos fosfolipidios e
esfingolipidios), o que permite a avaliacdo do parametro de ordem da bicamada,

isto é, da orientacao dos lipidios em relagdo ao plano da membrana.

A Figura 7 mostra o espectro de RPE do marcador 5-SASL incorporado em
lipossomas. Estao assinaladas as medidas dos extremos interno e externo,
usadas para determinacdo dos desdobramentos hiperfinos correspondentes ao
marcador orientado com seu longo eixo molecular paralelo (//) e perpendicular (L),

respectivamente, em relacdo ao campo magnético (HUBBELL & MCCONNELL, 1971).

10 Gauss

//O WJ \_

~—2A |

2A/

(a) (b)

Figura 7- Estrutura quimica do marcador de spins 5-SASL (a) e espectro de RPE deste

marcador em lipossomas (b), mostrando a determinagao dos pardmetros 2A// e 2AL

O parametro de ordem (S) da membrana lipossomal (4mM + 0,08mM do
marcador 5-SASL) foi avaliado antes e apds a encapsulacdo da prilocaina
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(concentracdes variaveis de 10 a 50mM). O espectro de Ressonancia
Paramagnética Eletronica (RPE) foi obtido com o espectrébmetro Varian, operando
em 9 GHz. Células chatas para solugdes aquosas de 200uL foram usadas e o

experimento foi conduzido em temperatura ambiente (22<C).

S = A// B AL (Equagdo 3)
Azz - (Ayy + Axx )/ 2

Para o marcador 5-SASL, cujo longo eixo molecular € aproximadamente
paralelo a normal da bicamada (SCHREIER et al., 1978), o parametro de ordem foi
obtido experimentalmente, de acordo com a equacgao 3:

Na equagédo 3, A, e A, correspondem aos desdobramentos hiperfinos
determinados no espectro (Figura 7B) e Azz, Ay e Axx (32, 6 e 6 gauss,
respectivamente) sdo valores determinados em baixissimas temperaturas e que
descrevem o0s desdobramentos hiperfinos do radical nitroxido totalmente
imobilizado, isto €&, perfeitamente orientado em relagcdo ao campo magnético
(SCHREIER et al., 1978). Desta forma, o parametro de ordem pode variar de 0
(zero), em sistemas isotrépicos, até 1 (um), para moléculas perfeitamente

orientadas (SCHREIER et al., 1978).
6. TESTE DE LIBERACAO IN VITRO

Utilizou-se um método para avaliacdo de liberagdo in vitro de farmacos
livres ou encapsulados descrito por PAAVOLA et al. (1995) que consiste em um
sistema de dois compartimentos: o doador (contendo 1 mL da amostra) e o
receptor (com 100 mL de tampdo HEPES 20 mM em NaCl 150 mM, pH 7,4 sob
agitacao leve) (Figura 8). Uma membrana de celulose (Spectrapore®, com poros
para exclusdo molecular de 12000 a 14000 Da.) separa esses dois
compartimentos. Amostras foram retiradas do compartimento receptor (com
subsequente reposicdo do volume retirado) nos seguintes tempos: 15, 30, 45, 60,

90, 120, 150, 180, 240 e 300 minutos e analisadas por espectrofotometria
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(Beckman® DU-70), no UV. Foram testados e comparados dois sistemas, um

contendo a formulagao lipossomal e o outro, prilocaina em solugao.

D
T

A - Compartimento doador (membrana + amostra)
B — Compartimento receptor

C - agitacao magnética

D — Local de retirada das aliquotas

Figura 8 — Representacdo do sistema para avaliacdo de liberac4o in vitro descrito por Paavola et
al., 1995.

7. ESTERILIZACAO DA FORMULACAO ANESTESICA
LIPOSSOMAL

Em estudos prévios, realizados no Laboratério de Biomembranas do
Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, UNICAMP, avaliou-se a
estabilidade da formulagdo lipossomal esterilizada por radiagdes ionizantes
(ARAUJO, 2005). A dose de radiagao utilizada na literatura (BOOGAERTS et al., 1994)
alterou a estabilidade do sistema lipossomal proposto, o que levou a procura de

métodos alternativos.

Na procura por um método de esterilizagdo eficiente e de facil reproducéo,

optou-se pela esterilizagédo por calor umido (TORTORA et al., 2000).

As amostras da formulacdo de prilocaina lipossomal foram preparadas e
acondicionadas em frascos-ampola. O preparo foi realizado com técnicas

assépticas em ambiente limpo (fluxo laminar) com a utilizacdo de material estéril.
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Esses frascos foram levados para esterilizacdo em autoclave em temperatura de
121C e 1atm de presséao por um periodo de 15 minutos (TORTORA et al., 2000).
Apés esse procedimento, as amostras foram rapidamente resfriadas e
armazenadas em geladeira (4C).

Verificou-se a esterilidade das amostras em teste microbiolégico realizado
no Laboratério de Virologia (coordenado pela Prof? Dr?2 Maria Silvia Viccari Gatti)
do Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia —
UNICAMP. Esse teste microbiolégico consistiu na incubagdo de amostras estéreis
em meio de cultura BHI (Brain-Heart Infusion) por um periodo de 48 horas, e na
observacao da presenga ou auséncia de microorganismos viaveis — bactérias e

fungos (TORTORA et al., 2000).

Outra avaliacao que se fez necessaria foi a verificacao da presenca ou nao
de endotoxinas produzidas pelo metabolismo de bactérias pirogénicas. O método
utilizado para a determinagdo da presenca dessas endotoxinas foi o teste do
pirogénio in vitro, que consiste na utilizacdo do lisado de Amebdcitos de Limulus
polyphemus (L.A.L.). Esse método é baseado na gelificagdo de certas proteinas
do lisado de amebdcitos na presenca de endotoxinas. Amostras das formulacdes
preparadas foram enviadas para o setor de controle de qualidade da empresa
Cristalia Prod. Quim. Farmacéuticos Ltda, onde os testes foram realizados com o
Kit “Endosafe® Limulus Amebocyte Lysate” (Alko do Brasil Industria e Comercio
Ltda).

8. AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DA
FORMULACAO ANESTESICA LIPOSSOMAL (ANTES E APOS
ESTERILIZAGAO)

8.1. Estabilidade quimica do componente lipidico

Os lipossomas foram avaliados quanto a estabilidade quimica de seus
componentes estruturais, por meio da estimativa de oxidacao de fosfolipidios. A

oxidagdo de acidos graxos dos fosfolipidios, na auséncia de agentes oxidantes
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especificos, pode ocorrer por mecanismos de formagao de radicais livres. O passo
inicial, a retirada de um atomo de hidrogénio da cadeia lipidica, comumente se da
como resultado de exposicao a radiagdo eletromagnética ou por contaminacao de
ions metdlicos de transicdo (NEw,1990). Na avaliagdo da oxidagdo dos
fosfolipidios pode-se considerar o desenvolvimento de conjugacao de duplas
ligacdes, a producéo de aldeido com cisdo de cadeia ou a formacgao de perdxidos
(NEw, 1990).

Um método amplamente usado para avaliacdo de peroxidacao lipidica
consiste na deteccdo de endoperoxidos pela reacdo de produtos de sua quebra
em altas temperaturas - os malondialdeidos - com o &cido tiobarbiturico (TBA).
Essa reacao gera um croméforo vermelho com absorbancia em 532 nm (OHKAWA
et al., 1979; ASAKAWA & MATSUSHITA, 1980; NEw, 1990). Em tubos com amostras
de solugao lipossomal (0,1mL) foram adicionados 0,1mL de solugdo de cloreto
férrico (0,27mg/mL), 0,1 mL de solugdo etandlica de hidroxitolueno butilado
(0,22mg/mL), 1,5 mL de tampao glicina (0,2M / pH 3,6) e 1,5mL de reagente TBA
(0,5mg/mL) em solugcdo de dodecilsulfato de sédio (0,3 mg/mL). Foi feita uma
curva de calibragdo com tetraetoxipropano (TEP,0,2mM) em concentracbes que
variaram de 1 a 6 nM com a adicdo das mesmas solugdes citadas acima. Apds a
incubacdo em banho fervente por 15 minutos, os tubos foram resfriados
rapidamente até a temperatura ambiente. Adicionou-se, entdo, 1TmL de &acido
acetico glacial e 2mL de cloroférmio, com agitacao e centrifugacao (500xg, 20min,
4C). Fez-se a leitura do sobrenadante em 532nm em espectrofotdmetro Beckman
® DU-70. Foi feita uma andlise inicial (logo ap6s o preparo) e andlises em

periodos de 30, 60, 90 e120 dias apds a preparagao da formulacao.
8.2. Estabilidade quimica do anestésico

A estabilidade da prilocaina foi avaliada por Ressonancia Magnética
Nuclear ("H-RMN) antes e apds esterilizagdo. Amostras do anestésico foram
solubilizadas em D,O (bmM) e a remocao gasosa foi feita com fluxo de Nz
diretamente nos tubos de RMN (5mm). Espectros uni-dimensionais foram obtidos

em um espectrdmetro Varian INOVA 500, a 20°C. Foram utilizados nos
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experimentos os seguintes valores de parametros: pulso de 90° de 10-12us;
intervalo entre seqliiéncias de 6s; nUmero de scans de 16 e janela de 12 ppm. O
sinal da agua residual (4,81 ppm) foi usado como referéncia.

8.3. Estabilidade fisica das vesiculas lipossomais

A estabilidade fisica da prilocaina lipossomal foi avaliada pela observacéao
de possiveis alteracées no tamanho da vesicula antes e apds o processo de
esterilizacdo, até que alteracdes significativas fossem observadas. O método
utilizado para essa avaliacao foi o de espalhamento de luz quase elastico (“Quasi
Elastic Light Scattering’), ja descrito na se¢ao 5.1.

9. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANALGESICA EM MODELOS
ANIMAIS

Testes para avaliacao sensorial em ratos utilizaram a técnica de bloqueio do
nervo infraorbital (FINK at al, 1975; READY & FINK 1980) e, em camundongos, a
técnica de tail-flick (D"AMOUR & SMITH, 1941).

9.1. Bloqueio do nervo infraorbital

Os dentes, ossos e a maior parte dos tecidos moles da cavidade oral sao
inervados pelo nervo trigémio, que é composto por uma raiz motora (pequena) e
uma raiz sensitiva (tripartida). O nervo infraorbital faz parte da divisdo maxilar da
raiz sensitiva do nervo trigémio e inerva pele da face, nariz, palpebra inferior e
labio superior (MALAMED, 2001) (Figura 9).

41



nervo maxilar

nervo infraorbital

4

ramo alveolar

| Nervo infraorbital
superior posterior

A
) r. a. superior anterior
£-r. a. superior médio

Figura 9 — Raiz sensitiva do nervo trigémio (Adaptado de ISEN, 2006).

A avaliagcdo do bloqueio do nervo infraorbital € importante devido a sua
proximidade anatémica com regides de interesse em odontologia. Utilizou-se o
método do bloqueio do nervo infraorbital (FINK et al., 1975; READY & FINK 1980;
HASSAN et al., 1985 a; b) para observacdo da resposta aversiva do animal ao
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pincamento do labio superior, registrada de acordo com os escores: 0 (presencga
de resposta aversiva) e 1 (auséncia de resposta aversiva). Esses valores foram
expressos em percentagem de animais com anestesia (GRANT et al., 2004). Os
animais utilizados nesse estudo (ratos) foram sedados com tiopental (25mg/kg) e
o grau de sedacgao nao interferiu na resposta aversiva. A divisdo dos animais foi

feita para os seguintes grupos:

o Solugcao aquosa de prilocaina (1%, 2%, 3%);

o Prilocaina lipossomal (1%, 2%, 3%);

o Prilocaina comercial associada ao vasoconstritor felipressina;
o Suspenséo lipossomal.

As solucdes testadas foram injetadas (0,1mL) na regido infraorbital (Figura
10, a e b) de um dos lados da face do animal e o outro lado, intacto, serviu como
controle. Os animais foram testados em intervalos de cinco minutos até o
aparecimento dos primeiros sinais de retorno da resposta aversiva ao pingamento

no lado injetado.

Cada solucgao foi testada em grupos com, no minimo, sete animais e todos

os experimentos foram realizados pelo mesmo observador.

A eficacia do bloqueio do nervo infraorbital foi mostrada pelo tempo de
recuperacao da fungéo sensorial (Trec) € pelo efeito total do anestésico local, que é
estimado pela area sob a curva de tempo (ASC), expressa em escore por hora.
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FORAME
INFRAORBITAL

(b)

Figura 10— (a) Local do forame infraorbital (adaptada de Fink et al., 1975); (b) Procedimento de

anestesia do nervo infraorbital.

9.2. Teste de tail-flick

O teste de tail-flick, descrito por D’Amour & Smith em 1941, mede a laténcia
do movimento da cauda em resposta a um estimulo térmico focalizado. Embora
esse teste tenha sido, desde entdo, muito usado para avaliar a atividade
antinociceptiva de drogas administradas por diferentes vias, apenas a partir da
década de 1990, passou-se a utilizd-lo para avaliar a duragdo de bloqueio
sensorial de anestésicos locais administrados diretamente na base da cauda
(GRANT et al., 1994; YU et al., 1998; 2002).

Camundongos Swiss foram divididos nos mesmos grupos descritos na

avaliacdo do bloqueio do nervo infraorbital (se¢do 9.1). No dia anterior ao teste,
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foram feitas medidas de linha basal de cada animal com a observagédo do tempo
de reacdo (movimento da cauda) frente a um estimulo térmico (~55C) gerado por
uma lampada projetora de 150W do aparelho para teste de tail-flick. As solugdes
foram injetadas (0,1mL) na base da cauda do animal (Figura 11), sendo metade

em cada lado.

Figura 11 — Local da anestesia para o teste de tail-flick (Figura adaptada de GRANT €t al., 1994).

A base da cauda foi colocada sob estimulo térmico por um tempo de
laténcia de, no maximo, 15s (cut off), até a reagcdo de movimentagao da cauda. O
animal foi submetido a esse procedimento a cada 10 minutos, até que o tempo de
laténcia atingisse o valor da linha basal. Todos os experimentos foram realizados
pelo mesmo observador. Os resultados obtidos mostraram a duragao do efeito
analgésico e foram expressos em percentagem de efeito maximo possivel
(%EMP), por meio da equacéao 4 (YU et al., 2002):

Tempo de Laténcia - Linha Basal (Equagao 4)

%EMP = X 100
"Cut -off "-Linha Basal
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10. AVALIACAO DA TOXICIDADE LOCAL EM MODELOS ANIMAIS

Ap6s a avaliacdo do efeito anestésico da prilocaina lipossomal, fez-se
necessaria a avaliagao de possivel ocorréncia de reacao inflamatéria. Para isso

foram realizados testes de edema de pata e de avaliagao histolégica em ratos.

Inflamagcdo pode ser definida como uma resposta local do tecido
vascularizado agredido, caracterizada por alteragdes do sistema vascular e dos
componentes liquidos e celulares, bem como por adaptagdes do tecido conjuntivo
vizinho (COTRAN et al., 1999).

O processo inflamatério pode ser desencadeado por infecgées microbianas,
agentes fisicos, substancias quimicas, rea¢des imunolégicas e tecido necrético
(RANG et al., 2004) e tem como objetivo destruir o agente agressor ou limitar a sua

disseminagao, com reparagao e substituicao dos tecidos lesados.

Podem ser descritos alguns fendmenos iniciais basicos considerados
comuns a qualquer tipo de processo inflamatério, independentemente do agente
causador da inflamacgéo:

o Ocorréncia de modificagdes dos tecidos agredidos com a liberacéao
de mediadores quimicos que desencadeiam a sequéncia de eventos que

caracterizam a resposta inflamatéria;

o Alteracdo na permeabilidade dos capilares sanguineos, o que

permite a exsudagao de liquidos, proteinas e células de defesa, para os tecidos;

o Acumulo, nos focos inflamatérios, de leucécitos (neutréfilos e
eosinodfilos durante as primeiras 6-24 horas e linfécitos e macréfagos, a partir de
24-48 horas) advindos da circulagdo sanguinea.

10.1. Teste de edema de pata

O teste de edema de pata, adaptado de WINTER et al. (1962), € um modelo

amplamente usado para avaliagcdo de atividades anti e pré-inflamatérias
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(DUHGAONKAR et al., 2006; FERNANDES et al., 2003; HAYASHI et al., 2001; CAMPOS &
CALIXTO, 1995).

Como controle positivo, foi utilizada a carragenina, um mucopolissacarideo
derivado de um musgo marinho (Chondrus), que tem sido o agente de escolha
para pesquisas de respostas inflamatérias, por estimular o processo inflamatorio
sem efeitos sistémicos e permitir um alto grau de reprodutibilidade (WINTER et al.,
1962).

Os animais foram distribuidos em sete grupos (n=6 por grupo):

o Grupos-teste - Prilocaina lipossomal (3%), prilocaina comercial (3%)
com felipressina, solugdo aquosa de prilocaina (3%) e suspenséo lipossomal;

o Grupos-controle (negativo) - solugcdo salina e solugdo tampéao
HEPES 20mM, pH 7 4;

o Grupo-controle (positivo) — solu¢ao de carragenina a 1%.

Fez-se a anestesia intraperitonial dos animais com tiopental (40 mg/kg) e
também a delimitacdo da pata a ser testada (Figura 12.a). Primeiramente, o
volume basal da pata do animal foi obtido com o uso do pletismémetro (Figura
12.b). As solugdes foram administradas por injecdo intraplantar (0,1mL) na pata
traseira do animal (Figura 12.c). As medidas de volume da pata foram feitas em
60, 120 e 180 minutos apds a injecao (Figura 12.d) e foram expressas em mL

(diferenca entre o volume basal da pata e o volume da pata ap0s a injecao).
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Figura 12: Teste de edema de pata; (a) Delimitacdo da pata; (b) pletismémetro Ugo-Basile — 7140;
(¢) Injecao intraplantar; (d) Medidas de volume.

10.2. Avaliacao histologica

Para a realizacdo de uma avaliacao histolégica da reacao tecidual frente a
anestesia intra-oral de prilocaina lipossomal, fez-se o estudo de cortes histologicos
obtidos a partir de fragmentos do maxilar superior de ratos apds injecao das
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solugdes teste e controle. Os animais foram divididos em cinco grandes grupos (n
= 18 por grupo):

o Prilocaina lipossomal (3%) (grupo 1);

. Prilocaina comercial (3%) com felipressina (qrupo 2);
o Solugéo aquosa de prilocaina (3%) (qrupo 3);

o Suspensao lipossomal (qrupo 4);

o Puncéao da agulha (qrupo 5).

Cada grupo foi subdividido em trés (n = 6 cada), para avaliacdo apds 6
horas, 24 horas e 4 dias ap0és a injecao.

Apos a inducdo prévia de anestesia geral por tiopental (40 mg/kg), cada
animal recebeu 0,1mL das solu¢des testadas na regido do férnice do vestibulo do
primeiro molar superior direito (Figuras 13.a e 13.b). Na regido contralateral, todos

os animais receberam 0,1mL da solug&o salina para controle.

(a) (b)

Figura 13 — (a) Detalhe do local do procedimento anestésico. (b) Procedimento anestésico,

conforme descrigdo no texto.
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Apb6s 6 horas da administragdo das solugdes, 6 animais de cada grupo
foram sacrificados e o fragmento da maxila com tecido mole aderido foi removido.
Nos tempos seguintes (24 horas e 4 dias), o procedimento se repetiu para os

animais restantes.

Para fixacdo, os fragmentos foram colocados em solucdo de Bowin
alcodlico por 24 horas sendo, em seguida, colocados em solugdo de formol salina
a 10% por 48 horas. ApO6s lavagem em agua destilada, as pecas foram
armazenadas em solugdo de EDTA até a ocorréncia de desmineralizagdo que
permitisse o corte das pecas. A partir desses fragmentos, as amostras foram
incluidas em parafina e cortes histolégicos foram obtidos com espessura de 6um
em cinco profundidades distintas, obtidas com intervalos de 40um entre elas e

corados com hematoxilina e eosina (HE).

Para que, no momento da analise das laminas histologicas, se
determinasse qual o lado do animal que estaria sendo analisado, um corte
longitudinal foi feito com bisturi no primeiro molar do lado esquerdo (Figura 14):

Figura 14 — Corte longitudinal feito no primeiro molar esquerdo da maxila do rato (aumento

40x, microscopia 0tica, H&E).
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Foram feitas analises qualitativas da resposta inflamatéria no tecido com a
observacado da intensidade do infiltrado inflamatorio por microscopia de luz
(aumento 100x). As imagens foram codificadas por um segundo participante, para
que o avaliador nao tivesse conhecimento do grupo a ser analisado. Os resultados
foram classificados de acordo com um escore qualitativo (SHIPPER, et al., 2005)
que avaliou aspectos do processo inflamatoério local em cada animal, tais como
migracao e concentracdo de células inflamatérias na regidao da injecao e possiveis
areas de necrose tecidual. O escore foi definido da seguinte maneira:

o Minimo infiltrado inflamatério (1);

o Infiltrado inflamatério leve (2);

o Infiltrado inflamatério moderado (3);

o Infiltrado inflamatorio intenso (4);

. Infiltrado inflamatério intenso com areas de necrose (5).

10.2.1. Padronizacao da regido analisada

A regiao escolhida para andlise é a regido de tecido conjuntivo na porgao
interna do fundo do sulco vestibular (local da inje¢cdo das solugcdes) de cada corte
histologico (Figura 15).
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Figura 15 - Padronizacdo da regido do corte histolégico que foi submetida ao procedimento de
classificagdo de acordo com escore anteriormente descrito.
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11. ANALISE ESTATISTICA

Nos testes de caracterizagdo quanto ao tamanho da vesicula lipossomal e
de liberagéo in vitro, a analise estatistica foi realizada com o teste T de Student
nao-pareado.

Os valores obtidos nos testes de estabilidade (tamanho da vesicula
lipossomal e peroxidacao lipidica) foram comparados por analise de variancia de
uma via (One-way ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer.

Os dados obtidos no teste do bloqueio do nervo infraorbital (ASC e tempo
de recuperacdo) foram expressos em medianas (limites minimo-méaximo) e
comparados, com o0 uso dos testes de Kruskall-Wallis (na comparagao entre os
grupos PLC 3%, PLCLyv3% e PLCrlipressine) € Mann-Whitney (nas comparagdes
individuais entre PLC/ PLC_yv2% e PLC/ PLCLyv1%).

Para a andlise dos valores obtidos com o teste de tail-flick, utilizou-se o
teste ANOVA (com teste posterior de Tukey-Kramer) na comparacao entre os
grupos PLC 3%, PLCLuw3% € PLCrelipressina, € O teste T ndo pareado nas

comparagoes individuais entre 0s grupos.

Na avaliacdo do edema de pata, os grupos foram comparados por andlise
de variancia de uma via (One-way ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer
e, na avaliacdo histologica, a comparacdo se deu com o0 uso dos testes néo
paraméricos de Kruskall-Wallis (na comparacao inter-grupos) e de Wilcoxon (na

comparagao intra-grupos).

As analises estatisticas foram realizadas com o uso do programa Graph
Pad - versao 3.0 (Graph Pad Software Inc.) e o grau de significancia estatistica foi
definido como p<0,05 (ZAR, 1996).

53



V. RESULTADOS E DISCUSSAO
1. CARACTERIZACAO DA FORMULACAO LIPOSSOMAL

1.1. Caracterizacao quanto ao tamanho
O raio hidrodindmico e a distribuicdo de tamanho das vesiculas
lipossomais extrudadas foram determinados pela técnica de espalhamento de
luz (Quasi Elastic Light Scattering). As medidas foram realizadas a 25°C, com
um angulo de detecgao de 90° em relagdo ao feixe de raio laser incidente, e a

concentragao das amostras foi de 1mM.

As medidas mostraram uma Unica populacéo, de cerca de 400nm (Figura
16 e Tabela 4), compativel com o poro da membrana utilizada no processo de
extrusdo. A encapsulacdo da prilocaina mostrou nao alterar de forma
significativa (p>0,05) o didametro médio das vesiculas, em comparagdo com as
vesiculas livres.

Size distribution

.
o

% in class

200 400 guli} oo

Diameter {(nm)

Figura 16: Tamanho das vesiculas lipossomais determinadas pela técnica de espalhamento de

luz.
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Tabela 4: Didametro médio das vesiculas lipossomais (média = DP), antes e apds a encapsulagdo

do anestésico (n=3).

LIPOSSOMAS  DIAMETRO MEDIO  PROPORCAO POLIDISPERSAO

(nm) (%)
LUV 381,97+30,19 100% 0,19+0,07
PLCLuv 406,07+8,83 100% 0,22+0,05

NOTA: andlise estatistica — Teste T de Student ndo pareado. Nao significante p>0,05.

1.2. Caracterizacao quanto a eficiéncia de encapsulacao e
determinacao do coeficiente de particao

Inicialmente foi feita a caracterizacao espectrofotométrica da prilocaina e o
coeficiente de extingdo molar (¢) de maxima absorcdo em 224nm foi de 50.10?
M™.cm™ (pH 7,4) e de 49.10° M™.cm™ (pH 5,0) (figura 17).
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Figura 17. Determinacdo da absortividade molar de prilocaina em 224nm.

Para determinar a eficiéncia de encapsulagdo, suspensdes lipossomais

foram preparadas com concentracdo de 4mM e o anestésico local foi adicionado

de maneira a apresentar uma concentracao final de 2mM. Essas suspenstes

foram submetidas a ultracentrifugacdo (120.000xg, 2h, 10°C). Aliquotas do
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sobrenadante foram analisadas por espectrofotometria UV (224nm). De acordo
com a descricdo em métodos, a percentagem determinada do anestésico local
prilocaina encapsulado em vesiculas multilamelares (4mM) foi de 12,1+1,11 %
(n=4). Com esse resultado pdde-se calcular o coeficiente de particdo para a
prilocaina entre lipossomas e agua, que foi de 57+6. A opgdo por expressar a
interacdo anestésico-liposoma por meio do coeficiente de particdo (aléem de pela
percentagem de encapsulacdo) decorre do fato de que, para o célculo deste
classico parametro de hidrofobicidade leva-se em consideracdo a concentracao
molar de lipidios no lipossoma. Assim, o valor de P & de uma constante molar que
independe da concentracdo de lipidios usada no ensaio de separagao de fases
(ultracentrifugacao) (LEE & SCHREIER, 1993).

O valor da percentagem de encapsulacdo e do coeficiente de particao da
prilocaina, em comparagdo com outros anestésicos estudados, reflete as
diferentes propriedades fisico-quimicas desses anestésicos (DE PAULA &
SCHREIER, 1995; 1996). A prilocaina é bastante hidrofilica e apresenta menor
particdo em membrana e maior solubilidade aquosa que anestésicos como a

mepivacaina, benzocaina, bupivacaina e outros.

Esses resultados mostram o carater anfifilico da prilocaina — também
apresentado por outros anestésicos locais — 0 que evidencia que este anestésico
encontra-se distribuido parte na bicamada lipidica e parte na fase aquosa dos
lipossomas. Para efeitos de comparagédo, a Tabela 5 mostra a percentagem de
encapsulacdo e o valor de coeficiente de particdo de alguns anestésicos locais
estudados no Laboratério de Biomembranas/IB/UNICAMP, o que evidencia o
menor carater lipofilico da prilocaina, em relagdo aos demais anestésicos locais

comerciais.
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Tabela 5- Percentagem de encapsulacdo e coeficiente de particido dos anestésicos locais
(AL) estudados em lipossomas compostos de fosfatidilcolina de ovo:colesterol e alfa-tocoferol
(pH=7,4).

AL % DE ENCAPSULAGCAO COEFICIENTE DE PARTICAO
(pH—7,4)
Prilocaina 12,1 +1,1% 57 + 6
Mepivacaina * 18,4 + 3,9 % 93+7
Lidocaina # 21,7+ 2,6 % 114 + 16 ##
Ropivacaina ** 23,8 + 3,52% 132 + 25,8
Bupivacaina * 24,8 + 4,2% 136 + 23

* Arauvjo et al., 2004; ** Araujo, 2005; # Brunetto et al., 2004; ## Cereda et al., 2006

1.3 Caracterizacao quanto a organizacao da membrana
lipossomal

A organizacdo da membrana lipossomal foi avaliada pela técnica
espectroscopica de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE), com uso do
marcador de spin 5-docil estearato (5-SASL) incorporado a membrana lipossomal,
na razao molar de 2mol%. As medidas foram conduzidas no espectrdmetro Varian
(na frequéncia de 9,4GHz, em faixa de 100Gauss, com tempo de aquisicdo de
4min e temperatura de 20C), pertencente ao Laborat 6rio de Propriedades Opticas
e Magnéticas de Soélidos do Instituto de Fisica — UNICAMP.

O parametro de ordem da membrana lipossomal foi avaliado antes e apés a
encapsulagdo da prilocaina, em concentragdes crescentes. Para o 5-SASL, cujo
eixo longo molecular esta aproximadamente paralelo ao eixo da bicamada lipidica
(SCHREIER et al., 1978), esse parametro foi obtido experimentalmente, de acordo

com a equacao 2, descrita na se¢ao 5.3 (em materiais e métodos).

57



O resultado apresentado (Figura 18) evidenciou um decréscimo no
parametro de ordem (de cerca de 11%) dos lipossomas unilamelares em presenca
de prilocaina, o que caracteriza a interacdo entre o anestésico e a membrana
lipossomal. O efeito maximo no parédmetro de ordem da membrana lipossomal
(4mM) foi alcangado com uma concentragdo de 40mM de prilocaina, que
corresponde a 4,8mM de prilocaina encapsulada (de acordo com a percentagem
de encapsulagao determinada). Assim, a razdo molar prilocaina-lipidio de 1,2: 1 foi
alcancada na bicamada em concordancia com resultados anteriores de RPE (LissI
et al., 1990; DE PAULA & SCHREIER, 1995).

0.78
0.76 4
0.74

0.72 1

Parametro de ordem

0.70+

Figura 18 — Variagao do parametro de ordem de vesiculas lipossomais unilamelares, causada pela

prilocaina.

2. TESTE DE LIBERACAO IN VITRO

Para avaliagdo da liberagdo in vitro, o experimento foi realizado com o
sistema lipossomal de prilocaina em comparacao com o perfil de liberagdo do
anestésico livre (Figura 19). A diminuicdo na taxa de liberacdo da prilocaina
encapsulada em lipossoma em relagdo a forma livre indicou que o uso de
carreador modificou a cinética de liberacdo do anestésico através de membranas

de diélise.
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A formulagao lipossomal mostrou uma taxa de liberacdo mais lenta (p<0,05
- Teste T de Student ndo pareado), que atingiu o equilibrio em 90 minutos, quando
comparada a prilocaina ndo encapsulada, cuja taxa de liberagcdo alcangou o
equilibrio em 60 minutos (Figura 19).
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Figura 19 - Liberacdo cumulativa de PLC (%) a partir de sistema com lipossomas unilamelares, pH

7,4 e 25 °C. Dados representados como médias + SD (n=4).

3. ESTERILIZACAO DA FORMULACAO ANESTESICA
LIPOSSOMAL

As amostras da prilocaina lipossomal foram esterilizadas em autoclave em
temperatura de 121C e 1atm de pressdao por um periodo de 15min, com
subsequente resfriamento e submissao do material a testes para comprovacao de

esterilizacao.

Os testes microbiolégicos em meio BHI, realizados no Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biologia — UNICAMP, confirmaram a
esterilizacao de todos os lotes de prilocaina lipossomal avaliados.
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Os testes do pirogénio in vitro, realizados com kits Endosafe® Limulus
Amebocyte Lysate, no setor de controle de qualidade da empresa Cristalia Prod.
Quim. Farmacéuticos Ltda, comprovaram a auséncia de endotoxinas nas

amostras testadas.

4-AVALIA(;Z\9 DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DA
FORMULACAO ANESTESICA LIPOSSOMAL (antes e apés
esterilizacao)

A estabilidade quimica do componente lipidico foi avaliada pelo método que
consiste na deteccdo de endoperoxidos pela reacao de produtos de sua quebra
em altas temperaturas, os malondialdeidos (MDA), com &cido tiobarbiturico (TBA).
Essa reacdo gera um cromoforo vermelho com absorbancia em 532nm (NEw,
1990; OHKAWA et al., 1979; ASAKAWA & MATSUSHITA, 1980).

Os resultados obtidos pela reacao com o TBA mostraram que a estabilidade
quimica dos lipidios foi mantida por até 60 dias sem diferengas significantes
(p>0,05) entre as amostras estéreis e ndo estéreis (Figura 20).

Apesar da alteracdo mostrada a partir do terceiro més, os valores de
concentragcao de malondialdeido obtidos nesse més e no subseqiiente ainda estao
bem abaixo do valor limite considerado por Boogaerts e colaboradores (1994), que
é de 2nM. Com isso, pode-se dizer que a formulacdo apresentou alteracdo de
estabilidade lipidica dentro de niveis aceitaveis, de acordo com a literatura.
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Figura 20 - Concentracdo de malondialdeido (MDA) (nM) em amostras da formulacdo de
prilocaina lipossomal 3% estéril e nao estéril (n= 6). * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (ANOVA/
Tukey — Kramer).

A estabilidade da prilocaina foi avaliada por Ressonancia Magnética
Nuclear ('H-RMN) antes e apds esterilizacdo, com a aquisicdo de um espectro
uni-dimensional (Figura 21) em espectrobmetro Varian. A atribuicdo dos picos e
auséncia de picos extras ou nao atribuidos mostra que nao houve decomposicao

quimica da prilocaina ap6s processo de esteriizagdo por calor imido.
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Figura 21 — Espectro unidimensional obtido por Ressonédncia Magnética Nuclear ('H-RMN).

Prilocaina em D,Q: antes (A) e apds (B) procedimento de esterilizagao por autoclave. [Prilocaina] =
5mM, pH 5,5, 20°C, 500 MHz.
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Quanto a estabilidade fisica, resultados obtidos por espalhamento de luz
quase elastico (Quasi Elastic Light Scattering) mostraram que a prilocaina
lipossomal (estéril ou ndo) ndo apresentou alteracdo significativa (p>0,05) no
tamanho das vesiculas por um periodo de até 30 dias (Tabela 6). Apbés esse
periodo, a formulagdo apresentou um aumento significativo no tamanho das
vesiculas lipossomais tanto nas amostras estéreis (4,5 vezes, p< 0,001), quanto

nas amostras nao submetidas ao processo de esterilizagao (2,4 vezes, p< 0,001).

Tabela 6 — Estabilidade fisica — Tamanho das vesiculas (nm) e proporgao de distribuicdo (%) da
prilocaina lipossomal, antes e apds esterilizagcdo. Valores expressos em média + DP (n = 6).

Nao esteril Estéril

Inicial | 341,71+48 (100%) a~** 342,856 (100%) b***
30 dias 354,0161 (100%) 363,3% 57 (100%)

60 dias 812,9+359 (94,1%) 1561,8+954 (83,4%)

NOTA: Analise estatistica: ANOVA/ Tukey — Kramer
a — amostras ndo estéreis (60 dias) vs amostras nao estéreis (tempo inicial) - p<0,001(***)

b — amostras estéreis (60 dias) vs amostras estéreis (tempo inicial) - p<0,001(***)

5. AVALIACAO DE ATIVIDADE ANALGESICA EM MODELOS
ANIMAIS

5.1. Bloqueio do nervo infraorbital

A eficacia do bloqueio do nervo infraorbital em ratos foi avaliada pelo tempo
de recuperacgao (Ti) da funcdo sensorial e pelo efeito total do anestésico local
(Tabela 7 e Figura 22). Esse efeito foi estimado pela area sob a curva de tempo
(ASC) expressa em escore por hora e calculada com o uso do programa Origin 6.0
(Microcal™ Software, Inc, Northampton, MA, USA).
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Tabela 7- Efeito total do bloqueio sensorial (ASC) e tempo de recuperacao para PLC comercial
(com vasoconstritor), PLC em solugao (3%, 2%, 1%) e PLC,yy (3%, 2%, 1%). Dados expressos em
mediana (minimo — méaximo) (n = 7 —10 /grupo).

Grupos ASC Trec
(escore/h) (min)
LUV 0 0
PLC 57,5 (47,5 - 67,5) 40 65,0 (55,0 — 75,0) ¢
(3%)
PL CFELIPRESSINA 87,5 (67,5 -97,5) 95,0 (75,0 — 105,0)

(3%)

PLCrLuv 87,5 (82,5-92,5)°¢ 95,0 (90,0 — 100,0
(3%)
PLC 42,5 (32,5 - 52,54 50,0 (40,0 — 60,0) ¢
(2%)

PLCLuv 57,5(52,5-67,5)" 65,0 (60,0-75,0)"
(2%)
PLC 32,5(22.5-37,5)¢ 40,0 (30,0 — 45,0) ¢
(1%)

PLCrLuv 37,5 (32,5 -752,5)¢ 45.0 (40,0 - 60,0) &
(1%)

NOTA: Diferencas estatisticas:
e Teste de Kruskal-Wallis
a —PLC 3% vs. PLCrLyy 3%- p<0,001(***)
b—-PLC 3% vs. PLCFELIPRESSINA - p<0,01 (**)
¢ — PLCLuv 3% vs. PLCrerLipressiNa - P> 0,05 (ndo-significante)

e Teste de Mann-Whitney

d— PLC 2% vs. PLCLyy 2%- p<0,01 (**)

e —PLC 1% vs. PLCryvy 1%- p<0,05 (*)

f—PLC 3% vs. PLCLyv 2%- p> 0,05 (ndo-significante)
g —PLC 2% vs. PLCryy 1%- p> 0,05 (ndo-significante)

A Tabela 7 e a Figura 22 mostram que a duragdo do bloqueio do nervo
apds o tratamento com a prilocaina lipossomal (1%, 2%, 3%) foi significativamente
mais longa que a duracdo do bloqueio produzido pela prilocaina em solugdo nas
mesmas concentragdes (p<0,05, p<0,01, p<0,001 , respectivamente). Este fato
pode ser explicado pelo tempo mais longo de permanéncia da formulacao
lipossomal no local da injecédo. Ja a prilocaina lipossomal 3%, quando comparada
a prilocaina com o vasoconstritor felipressina (disponivel comercialmente), nao
apresentou alteracao significativa (p>0,05) na duracdo do bloqueio. Com esse
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resultado pdde-se observar uma equivaléncia de efeitos entre a prilocaina

lipossomal e a prilocaina comercial quando usadas nas mesmas concentragoes.
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Figura 22 — Graficos, em fungdo do tempo, da percentagem de animais (ratos) com analgesia

avaliados pelo teste de bloqueio do nervo infraorbital (n =7-10 por grupo). (A) PLC em solugao 1%

vs. PLC lipossomal 1%, (B) PLC em solugdo 2% vs. PLC lipossomal 2%, (C) PLC em solugdo 3%,
PLC lipossomal 3%, PLC comercial com vasoconstritor 3%.
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Em relacdo ao tempo de recuperagcao da anestesia, a Figura 23 mostra o
efeito concentracao-dependente e a diferenca entre a prilocaina em solugéao e a

prilocaina lipossomal.
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Figura 23:Tempo de recuperagao da anestesia (min) no nervo infraorbital em fungao da
concentragdo de PLC.

Uma outra observagéo a ser feita, com base na Tabela 7, é que os efeitos
das formulacbes lipossomais de prilocaina 1% e 2% , quando comparadas as
solugdes de prilocaina 2% e 3% respectivamente, ndo apresentaram diferencas
significantes. Com isso, pode-se inferir que, para a obtencdo de efeitos
semelhantes, ha a necessidade de uma menor concentracdo de anestésico nas

formulacdes lipossomais do que nas solugdes aquosas.

5.2. Teste de tail-flick

O teste de tail-flick foi utilizado para avaliar a duragéo de bloqueio sensorial
de anestésicos locais administrados por infiltracdo na base da cauda de
camundongos Swiss. Esse teste requer uma fungcdo motora da cauda do animal
suficiente para permitir sua movimentacdo frente a um estimulo doloroso.
Portanto, foi feito uso da técnica de injecao do anestésico local na base da cauda,

abaixo do local onde se inserem 0s musculos responsaveis pelo movimento
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caudal, de acordo com Grant e colaboradores (1994). Essa técnica resulta em um
bloqueio sensorial da cauda com a preservacao da capacidade de movimento
caudal do animal. Para se comprovar essa capacidade, durante o experimento, o
movimento da cauda pdde ser facilmente observavel na resposta ao toque no
focinho do animal.

As duragdes do bloqueio sensorial (tempo de recuperacao) das solugoes
testadas estao apresentadas na Tabela 8 e na Figura 24, onde se pode observar
que as formulagdes lipossomais - PLCyy 1%, PLCLyv 2% e PLCLuyv 3% -
provocaram um aumento no tempo de recuperagdo (54,6%, 25%, 22%,
respectivamente) quando comparadas as mesmas concentragdes do anestésico
em solucdo. Os lipossomas sem o anestésico encapsulado, usados como
controle, nao induziram analgesia em todos os animais tratados (dados néao

mostrados).

Tabela 8 — Tempos de recuperacdo do bloqueio sensorial da prilocaina em solugdo (1%, 2% e
3%), da prilocaina lipossomal (1%, 2% e 3%) e da prilocaina comercial associada ao vasoconstritor
felipressina (3%).

Trec (mln) A Trec

PLC 1% 31,4+2,6
} 54,6%

PLC, yy 1% 48,6 + 2,6

PLC 2% 51,4+4,0
25 %

PLC,yy 2% 64,3+48

PLC 3% 68,6 £5
} 22,1%

PLC.yy 3% 83,7+4)9

PLCFreLipressINA 3% 77,5+ 6,1

Tec = Tempo de recuperacao
A Tyeec = [(Formulagéo lipossomal — solugao aquosa do AL) / Solugdo aquosa do AL] x 100
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Figura 24- Tempo de recuperagao da analgesia (min) em funcdo da concentragao de PLC, na
cauda de camundongos Swiss (teste de tail-flick).

A comparacao entre os efeitos maximos possiveis induzidos pelas solu¢des
de prilocaina (PLC 1%, PLC 2%, PLC 3%) e pelas formulagbes lipossomais
correspondentes (PLC yyv 1%, PLC yv 2% e PLCyv 3%) é mostrada na Tabela 9 e
na Figura 25. E interessante observar que a prilocaina lipossomal 3%, nessa
técnica em camundongos, também apresentou um aumento significante (p<0,05)
do efeito quando comparada a prilocaina 3% em solucdo, da mesma maneira que
ocorreu no experimento realizado em ratos (método do bloqueio do nervo
infraorbital). Outra semelhancga entre os resultados dos diferentes experimentos foi
quanto a auséncia de diferencas significantes (p>0,05) entre os grupos: PLCyy
3% Vs. PLCrelipressina 3%; PLC 3% vs. PLC"YY 2%; PLC 2% vs. PLCyy 1%.
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Tabela 9 — % Efeito Maximo (EMP) da prilocaina em solugcdo (1%, 2% e 3%), da prilocaina
lipossomal (1%,2% e 3%) e da prilocaina comercial associada ao vasoconstritor felipressina (3%).

PLC1% PLC.yy PLC PLCyy PLC  PLC.yv PLCreLiprEsSINA
1% 2% 2% 3% 3% 3%

10 min 90,14 1009™) 100 1007™ 100 100 2¢™) 100
20 min 54,65  9359M™) 934 88,87 912 1002¢M 100
30 min 14,77 66,19 g5 g8257() go &b 1pgce 100
40 min 0% 27890 515 @457 5728 100 85,7
50 min 0 3690 162 39,970 337  g4,7¢M 52,1
60 min 0 0 09" 17,17 {577  gpg,2¢(M) 33,5
70 min 0 0 0 4,21s) 787 53,4 129¢
80 min 0 0 0 0 0 28,6 7.3
90 min 0 0 0 0 0 6,5 6,5
100 min 0 0 0 0 0 0 0

NOTA: Diferencgas estatisticas: p<0,001(***) p<0,01 (**) p<0,05 (*) p> 0,05 (ns) — diferenca ndo

significante.

ANOVA Teste T nao pareado

a—-PLC 3% vs. PLCLUV 3%

b —PLC 3% vs. PLCreiipressina
¢ - PLCryv 3% vs. PLCrgipressina

d- PLC 2% vs. PLCLUV 2%
e-PLC 1% vs. PLCyy 1%
f-PLC 3% vs. PLC,yy 2%
g-PLC 2% vs. PLC,yy 1%
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Figura 25: Graficos, em fungdo do tempo, da percentagem dos efeitos maximos possiveis,
avaliados pelo teste de tail-flick (n = 7-8 por grupo). (A) PLC em solugao 1% vs. PLC lipossomal
1%, (B) PLC em solugdo 2% vs. PLC lipossomal 2%; (C) PLC em solu¢do 3%, PLC lipossomal 3%,

PLC comercial com vasoconstritor 3%.

6-AVALIACAO DA TOXICIDADE LOCAL EM MODELOS ANIMAIS

6.1. Teste de edema de pata

Para uma primeira avaliagcao de toxicidade local das formulagdes testadas,

foi utilizado o teste do edema de pata, que teve como controles negativos o

tampéo Hepes e a solucéo salina e, como controle positivo, a carragenina 1%.

Com a injecdo subcutanea de carragenina, os sinais cardinais da inflamagéo

(edema, hiperalgesia e eritema) ocorrem imediatamente, como resultado da acao
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imediata desse agente pré-inflamatério. A carragenina induz um edema de forma
gradual, apds a injecao intraplantar, que atinge um grau maximo em trés horas
(GOULART et al., 2005). Por isso, foram feitas medidas do volume da pata nos
tempos de 60min, 120min e 180min.

Os resultados obtidos nesse teste mostraram que as formulagdes testadas
(LUV, PLCLu3%, PLC 3%) nao apresentaram diferencas estatisticas quando
comparadas entre si e também em comparagdo com os controles negativos
(p>0,05). Ja o grupo testado com a carragenina mostrou uma diferenga
significativa (p<0,001) do aumento do volume da pata em relagdo a todos os
outros grupos (Figura 26 e Tabela 10). Assim, pode-se dizer que a prilocaina
lipossomal ndo provocou aparecimento de edema, que é um dos sinais
caracteristicos do processo inflamatério, do mesmo modo que a prilocaina em

solugao e que o veiculo lipossomal.

Tabela 10— Média * erro padrao do aumento do volume (mL) da pata dos animais dos diferentes
grupos nos trés tempos testados.

60 min 120 min 180 min
Salina 0,07£0,06 a*** 0 a*** 0 a***
HEPES 0,0410,02 a*** 0,01£0,01 a*** 0 a***
LUV 0,05+0,02 a*** 0,0610,02 a*** | 0,0240,02 a***
PLC 3% 0,0610,03 a*** 0,0610,02 a*** | 0,0710,02 a***
PLC, 3% 0,090,02 a*** 0,05+0,02 a*** | 0,0120,01 a***
PLC, .y pressa | 0,06£0,02 a#%% 0,0610,03 a*** | 0,040,02 a***
3%
Carragenina 1% 0,59+0,08 0,57%+0,09 0,500,1

NOTA: Diferengas estatisticas: p<0,001 (***) ANOVA. a - Carragenina vs todos 0s outros grupos

testados (Salina, HEPES, LUV PLC, PLCLUV e PLCFELIPHESSINA)
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Figura 26: Grafico em funcdo do tempo (min), do aumento de volume (mL) médio da pata de ratos

Wistar + erro padrao, apds injecdo dos compostos testados.

6.2. Avaliacao histolégica

A analise histoldgica da mucosa oral apés injecao das formulacdes testadas
foi feita com o objetivo de verificar a presenca ou nao de infiltrado inflamatério, ou
seja, de células caracteristicas da inflamacao. Fez-se uma analise qualitativa do
processo inflamatério, tendo como base a observacdo de um escore qualitativo ja
descrito na se¢édo 10.2 (em Materiais e Métodos).

A Figura 27 mostra o aspecto histolégico das formulagdes testadas, como

exemplo para os valores de escore utilizados.
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1 minimo infiltrado 2 infiltrado inflamatério  3infiltrado inflamatdrio
inflamataorio leve moderado

4 infiltrado inflamatorio 5 infiltrado inflamatdrio
intenso intenso + necrose

Figura 27: Imagens de microscopio dtico (H&E, aumento 100x) do aspecto histolégico da mucosa
oral de ratos dos diferentes grupos testados, mostradas como exemplo para a determinagdo de
escore qualitativo: A — Puncdo da agulha (4 dias) — escore 1 ; B — Solugao lipossomal (24 horas) —
escore 2; C - Prilocaina lipossomal (6 horas) — escore 3; D — Prilocaina em solugdo (6 horas) —
escore 4; E — Prilocaina com felipressina (6 horas) — escore 5.
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Os valores de escore de intensidade do infiltrado inflamatério obtidos com a
avaliacao histolégica de todos os grupos testados, no tempo de 6 horas, estao
mostrados na Tabela 11. Em uma analise comparativa entre os diferentes grupos,
pbde-se observar que os valores de escores obtidos apds a administracdo de
prilocaina lipossomal foram significativamente menores que os valores obtidos
apds a injecao de prilocaina com felipressina (p<0,01). Ja em comparagdo com os
outros grupos (PLC, LUV e puncgao da agulha), os valores de escore obtidos pelo
grupo tratado com prilocaina lipossomal ndo mostraram diferencas significativas
(p>0,05). Os grupos que receberam tratamento com prilocaina com felipressina e
prilocaina em solugdo apresentaram valores de escores significativamente
maiores que o grupo tratado apenas com a punc¢ao da agulha (p<0,001 e p<0,05
respectivamente). Além disso, ainda apos 6 horas de tratamento, na comparacao
entre os lados de um mesmo animal (analise intra-grupos) — o lado direito que
recebeu a solugdo teste e o lado contralateral que recebeu a solugéo salina —
observou-se que apenas as administracées de prilocaina com felipressina e de
prilocaina em solugdo mostraram um aumento de valores de escore em relagao a
seus respectivos controles (Tabela 11); ja a puncao da agulha revelou valores de

escore menores que o0 seu controle (p<0,05).

Na Tabela 12, os valores de escore apresentados apds 24 horas de
tratamento com prilocaina com felipressina se mostraram significantemente
(p<0,001) maiores que os valores apresentados pelo grupo que recebeu apenas a
puncdo da agulha. Em relacdo aos outros grupos, ndo ocorreram diferencas
significativas (p>0,05) entre os valores obtidos. Na analise intra-grupos, os
valores de escores obtidos por todos 0s grupos e seus respectivos controles nao

apresentaram diferencas significantes (p>0,05).

Apoés 4 dias de tratamento, os valores de escores obtidos pelos grupos nao
diferiram estatisticamente (p>0,05) entre si, com excecao do grupo tratado com
prilocaina com felipressina, que mostrou diferencas estatisticas (p<0,01) em
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relacdo ao grupo que recebeu a puncdo da agulha. Ja na andlise intra-grupos, o

tratamento com prilocaina com felipressina e prilocaina em solugcédo apresentaram

valores de escore maiores que 0s seus respectivos controles (p<0,05), enquanto

que a puncao da agulha mostrou valores de escore significativamente (p<0,05)

menores que o0s valores apresentados pela solucdo salina administrada

contralateralmente (Tabela 13).

Tabela 11— Mediana (limites minimo-maximo) dos escores de intensidade do infiltrado inflamatdrio
obtidos apds avaliagdo histoldgica dos grupos testados e dos respectivos controles com solugédo

salina, 6 horas apds o tratamento.

Teste Solugdo salina
PLC, .y 2,0 (2,02.2)a" 2.4 (2,2-3,6)
PLCFeh'ptessina 3’8 (3’2-454) 2,1 (2,0'2,8)d*
PLC 2,6 (2,2-4,0) 2,0 (2,0-2,4)e”
LUV 2a3 (2a0_2a8) 2:4 (2a0_3a4)
Punciao 2,0 (1,6-2,00b™* ¢ |2,0(2,0-2,6)
(agulha)

NOTA: Andlise estatistica: p<0,001(***), p<0,01(**), p<0,05(*), p>0,05 (ndo significante)
Inter-grupos (Kruskal-Wallis)

a-P LCFeIipressina vs P LCLuv

b- PLCreipressina VS Pungéo (agulha)
c- PLC vs Pungéao (agulha)

Intra-grupos (Wilcoxon pareado)

d- PLCFeipressina VS controle (solugdo salina)
e- PLC vs controle (solugdo salina)

f- PLC.yy vs controle (solugdo salina)

g- LUV vs controle (solugdo salina)

h- Pungéo (agulha) vs controle (solugéo salina)
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Tabela 12-Mediana (limites minimo-maximo) dos escores de intensidade do infiltrado inflamatdrio
obtidos apds avaliagdo histoldgica dos grupos testados e dos respectivos controles com solugdo

salina, 24 horas apds o tratamento.

Teste Solugio salina
PLC, v 2,0 (2,0-2,6) 2,3 (2,0-2,4)
PLCrjipressina | 2-8 (2:4-3,0) 2,0 (2,0-2,8)d*
PLC 2,1 (2,0-3,0) 2,0 (2,0-2,2)
LUV 2,1(2,0-2,4) 2,0 (2,0-2,8)
Pungio 1,5 (1,0-2,0)b*** 2,0 (2,0-2,6)
(agulha)

NOTA: Analise estatistica: p<0,001(***), p<0,01(**), p<0,05(*), p>0,05 (ndo significante)
Inter-grupos (Kruskal-Wallis) Intra-grupos (Wilcoxon pareado)
a - PLCrelipressina VS PLCpyy d- PLCreipressina VS controle (solugdo salina)
b- PLCrejpressina VS Pungéo (agulha) e-PLC vs controle (solugéo salina)
c- PLC vs Puncéo (agulha) f- PLC,yv vs controle (solugdo salina)
g- LUV vs controle (solugéo salina)
h- Pung&o (agulha) vs controle (solugdo salina)

Tabela 13— Mediana (limites minimo-maximo) dos escores de intensidade do infiltrado inflamatdrio
obtidos apds avaliagdo histoldgica dos grupos testados e dos respectivos controles com solugdo
salina, 4 dias apos o tratamento.

Teste Solugio salina
PLC,,, 1,6 (1,2-1,8) 1,7 (1,4-1,8)
PLCprosma | 23 (1:8-3.0) 1.6 (1,4-2,0) d*
PLC 1,8 (1,6-2,2) 1,6 (1,2-1,8) e*
LUV 1,9 (1,6-2,4) 1,9 (1,4-2,2)
Punc¢ao 1,2 (1,0-1,4)b**, h* 1,6 (1,4-2,0)
(agulha)

NOTA: Andlise estatistica: p<0,001(***), p<0,01(**), p<0,05(*), p>0,05 (n&o significante)
Inter-grupos (Kruskal-Wallis) Intra-grupos (Wilcoxon pareado)
a-P LCFe//pressina vs P LCLuv d-P LCFel/pressina vs controle (SO/UQéO Sa/ina)
b- PLCrejppressina VS Pungéo (agulha) e- PLC vs controle (solugdo salina)
c- PLC vs Puncgéo (agulha) f- PLC,yy vs controle (solugdo salina)
g- LUV vs controle (solugdo salina)
h- Pungéo (agulha) vs controle (solugao salina)
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A prilocaina associada a felipressina apresenta pH = 5,0, valor este que &
menor que os das outras solugdes testadas. Tal fato pode explicar a presenca de
um quadro inflamatério de maior intensidade nos trés tempos analisados para
essa formulacdo, j& que se sabe que o pH do meio exerce influéncia no
desenvolvimento de um processo inflamatério (MURAKAMI et al., 1994; MEECHAN,
1999). Tanto a prilocaina encapsulada em lipossoma quanto a solucao lipossomal
mostraram que, com valores de pH préximos ao fisioldégico, induzem um quadro
inflamatério semelhante ao quadro apresentado pela simples pungdo da agulha,
ou seja, estas solucbes nao sao responsaveis pelo quadro inflamatério

apresentado.

A Figura 28 mostra as médias (+ desvio-padrdo) dos valores de escore

obtidos com os cinco tratamentos e seus controles nos trés tempos testados.
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Figura 28: Médias + DP dos valores de escore de intensidade do infiltrado inflamatério, obtidos
com o0s cinco tratamentos e seus respectivos controles, nos trés tempos avaliados — 6 horas, 24

horas e 4 dias (n=6/grupo).
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VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o sistema de liberagao

prolongada da prilocaina em lipossomas pode ser considerado uma opg¢ao de

utilizagéo desse anestésico, especialmente em odontologia, pois:

Experimentos de  ressonancia  paramagnética  eletrbnica
evidenciaram uma alteragdo no parametro de ordem da membrana
lipossomal, o que caracteriza a interagdo anestésico-lipossoma
(insercao da prilocaina na bicamada lipidica);

Por meio de ensaios in vitro, observou-se que a formulacdo
lipossomal mostrou uma taxa de liberacdo mais lenta, quando

comparada a prilocaina ndo encapsulada;

Os testes de estabilidade fisico-quimica ndo mostraram alteracdes
na formulacdo lipossomal apds esterilizacdo em autoclave, quando
comparada a prilocaina lipossomal ndo-estéril. Contudo, mesmo n&o
tendo apresentado alteragdes nos testes de estabilidade quimica por
um periodo de 60 dias, em analises de light scattering, a prilocaina
lipossomal apresentou alteragbes significativas no tamanho da
vesicula apds 30 dias da preparagao (antes e apos esterilizagéo), o

que inviabiliza o uso desta formulacao por periodos maiores;

Nos testes de toxicidade local, pode-se observar que a formulacao

lipossomal ndo causou edema, em comparagao aos controles;

Nesses mesmos testes, na avaliagao histolégica, observou-se ainda
uma reacdo inflamatdria significativamente menor da formulagéo
lipossomal quando comparada a da formulagao comercial associada
a felipressina;

A prilocaina lipossomal, nos ensaios in vivo, aumentou o tempo de
duragdo do bloqueio nervoso sensorial quando comparada a

prilocaina em solugdo. Ja em relagdo a prilocaina comercial
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associada ao vasoconstritor felipressina, ndo ocorreram diferencas
significativas nos tempos de duracao de bloqueio, o que indica que 0
anestésico encapsulado em lipossoma tem efeito equivalente a
associacao anestésico-vasoconstritores. Ainda em relacdo aos
estudos in vivo, observou-se que os efeitos das formulacdes
lipossomais de prilocaina 1% e 2%, quando comparadas as solugdes
de prilocaina 2% e 3% respectivamente, nao apresentaram
diferencas significantes. Com isso, pbéde-se inferir que, para a
obtencao de efeitos semelhantes, ha a necessidade de uma menor
concentracdo de anestésico nas formulagées lipossomais do que nas

solugbes aquosas.
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controlada do anestésico local prilocaina: preparacdo, caracterizacdo e

testes biolégicos”, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Eneida de

Paula/Cintia Saia Cereda estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentagéo
Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reuni&o de 06 de Junho de 2003.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 559-1, entitled “Controlled release formulations of

the prilocaine local anesthetic: preparation, characterization and biological

tests’, is in agreement with the Ethical Principies for Animal Research established
by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was
approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State
University of Campinas - UNICAMP) on June 6, 2003.

Camiinas, 06 de Junho de 2003.
|

/e VTS

Profa. Dra. Liana Verinaud Fatima Alonso '
Presidente Secretéria Executiva
CEEA/IB/UNICAMP CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE: (19) 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
Caixa Posta 6109
CEP -13083-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL



§"A Universidade Estadual de Campinas
a¥ Instituto de Biologia

uNIcCAMP

CEEA-IB-UNICAMP

Comisséo de Etica na Experimentacio Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 654-1, sobre " ORMULAQGES DE LIBERAQﬂO
CONTROLADA DO __ANESTICO LOCAL _PRILOCAINA: PREPARACAO,
CARACTERIZACAO E TESTES BIOLOGICOS" sob a responsabilidade de Profa.
Dra. Eneida de Paula/Cintia Maria Saia Cereda estd de acordo com os

Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de 11 de Marco de 2004.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 654-1, entitled "CONTROLLED RELEASE OF THE
LOCAL ANESTHETIC PRILOCAINE FORMULATIONS: PREPARATION,
CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL TESTS", is in agreement with the
Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional Committee
for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAMP) on March
11, 2004.

Cam s, 11 de Margo de 2004.
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Profa. Dra. Liana Verinaud Fétim@}/onso

Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124

CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ
CEP -13.081-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL
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\‘")A Universidade Estadual de Campinas
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Y Instituto de Biologia
UNICAMP

CEEA-1B-UNICAMP
e e s SRR R T

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n® 816-1, sobre "FORMULACOES DE LIBERACAO
CONTROLADA DO ANESTESICO LOCAL PRILOCAINA: PREPARACAO,

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

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na
Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunigo de 04 de maio de 2005.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 816-1, entited "CONTROLLED RELEASE OF THE
LOCAL ANESTHETIC __PRILOCAINE FORMULATIONS: PREPARATION,
CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL TESTS", is in agreement with the Ethical
Principles for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional Committee
for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAMP) on May 4,
20065.

pinas, 04 de maio de 2005.

N,

l,

Profa. Dra. Liana Verinaud Fatima Adonso

Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124
CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ

CEP -13.081-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL
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\‘"’ Universidade Estadual de Campinas
q.\' Instituto de Biologia

unNICAMP

CEEA-IB-UNICAMP

Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 871-1, sobre "FORMULACOES DE LIBERAGAO
CONTROLADA DE ANESTESICOS LOCAIS: PREPARACAO,
CARACTERIZACAO, TESTES DE ATIVIDADE ANESTESICA E ESTUDO
HISTOLOGICO PARA AVALIACAQ DA TOXIDADE LOCAL" sob a
responsabilidade de Profa. Dra. Eneida de Paula / Cintia Maria Saia Cereda /

Giovana Randomille Téfoli estd de acordo com os Principios Eticos na

Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagado Animal
(COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA)-IB-UNICAMP em reunio de 13 de setembro de 2005.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 871-1, entitled "CONTROLLED RELEASE
FORMULATIONS OF LOCAL ANESTHETICS: PREPARATION,
CHARACTERIZATION, LOCAL ANESTHETIC ACTIVITY TESTS, AND LOCAL
TOXICITY EVALUATION BY HISTOLOGICAL STUDY", is in agreement with the

Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian Callege for

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

on September 13, 2005.
%’\ES 13 de setembro de 2005.
\

r

Fhie Nariy A ool
(3

rofa. Dra. Ana Mra FUGuaraldo Fatlma—A/onso
Presidente - CEEA/IB/UNICAMP Secretaria - CEEA/IB/JUNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS TELEFONE 55 19 3788-6359
INSTITUTO DE BIOLOGIA FAX 55 19 32893124
CIDADE UNIVERSITARIA ZEFERINO VAZ

CEP -13.081-970 - CAMPINAS - SP - BRASIL
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