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RESUMO

Anestésicos locais se caracterizam pela capacidade de abolir a dor sem a perda
da consciéncia; contudo, sdo moléculas pequenas facilmente redistribuidas do sitio de
injecao, limitando a duragcdo da anestesia. Uma maneira de prolongar a anestesia é
encapsular os anestésicos locais com sistemas carreadores como lipossomas, que
permane¢cam no sitio de injecdo por um tempo maior, liberando o anestésico
gradualmente e diminuindo sua toxicidade sistémica. Este trabalho teve por finalidade
caracterizar fisico-quimicamente uma nova formulagdo de lidocaina lipossomal,
preparada por um processo escalonavel; quanto a estabilidade e toxicidade local e
avaliar a eficacia da formulacéo in vivo, quanto ao bloqueio sensorial e efeito sobre o
sistema cardiovascular, em modelos animais, em comparacdo com preparagdes
comerciais de LDC, associadas ou ndao a vasoconstritores. Particulas sélidas foram
preparadas misturando-se fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol e manitol;
apos secagem em spray-dryer as particulas sélidas foram ressuspensas em tampao, a
pH 7,4. A LDC foi incorporada na concentracdo de 2%. Analises por espalhamento de
luz quase elastico revelaram uma populagao principal de lipossomas com 292,5 nm
(100 %), cujo tamanho diminuiu para 227,0 nm apo6s a incorporacdo da LDC. O
coeficiente de particdo determinado para o anestésico neste sistema foi de 23,5 + 7,9.
Experimentos de dialise mostraram que a encapsulagéo nos lipossomas reduziu a taxa
de liberagao da LDC em relagdo a LDC livre, o que pode levar a um prolongamento do
efeito anestésico. O processo de esterilizagcdo por calor levou a um aumento
significativo na peroxidacgao lipidica, porém os niveis de peroxido foram inferiores a 2nM
por 10 meses apds a preparacdo. Analises de espalhamento de luz indicaram que o
tamanho dos lipossomas manteve-se estavel por até 8 meses, a 4°C. Os ensaios in
vitro, em cultura de fibroblastos 3T3, demonstraram que a encapsulacdo nos
lipossomas nao alterou de forma significativa a toxicidade da LDC em relagdo a LDC
livre, mas apresentou menor citotoxicidade que a lidocaina associada ao vasoconstritor.
Nos ensaios in vivo, o efeito anestésico da formulagdo de lidocaina lipossomal foi
avaliado em relacdo a LDC livre e LDC com vasoconstritor, nas mesmas
concentragdes, pelo teste de bloqueio do nervo infraorbital, em ratos. Apesar do efeito
anestésico da lidocaina lipossomal 2% nao ser tdo prolongado quanto o da lidocaina
comercial associada a epinefrina, esta se mostrou vantajosa, pois aumentou em 67% 0
efeito anestésico total obtido, em relacéo a LDC livre 2% e teve efeito equivalente ao da
LDC livre 3% (p<0,05). A cardiotoxicidade foi avaliada através do eletrocardiograma
(ECG), medindo-se a pressao arterial média (PAM) e a freqiéncia cardiaca (FC), em
ratos. Os resultados mostraram que nao houve alteragdes no ECG, com redugéo na FC
e queda na PAM que foi 52% menor para o grupo da LDC lipossomal em relagdo ao
uso da LDC livre (p<0,05). Em conclusdo, a nova formulagcdo de lidocaina lipossomal
aumentou a duragdo do bloqueio nervoso sensorial com menor cardiotoxicidade,
podendo promover beneficios clinicos com uma margem de seguranca maior, tornando-
se uma formulagao promissora na busca de anestésicos mais seguros e potentes.

viii



ABSTRACT

Local anesthetics are characterized by their ability to suppress pain without losing
awareness; however, these small molecules are quickly released from the site of
injection, limiting the duration of anesthesia. One interesting approach to prolong
anesthesia is to encapsulate local anesthetics with carrier systems as liposomes that will
remain at the site of injection, gradually releasing the anesthetic and reducing its
systemic toxicity. In this study we have performed the physicochemical characterization
of a novel liposomal lidocaine formulation, prepared with a spray-dryer scale-up
procedure, regarding its stability and local toxicity. The In vivo evaluation of the sensorial
blockade and effect on the cardiovascular system caused by the formulation was
essayed in animal models, in comparison to the commercially available preparation of
LDC, associated or not with vasoconstrictors. Solid lipid particles were prepared mixing
hydrogenated soybean phosphatidylcholine, cholesterol and mannitol; after the spray-
drying process the particles were suspended in buffer at 7.4. LDC was incorporated in a
2% concentration. Laser light-scattering analysis showed a main liposome population
with 292.5 nm (100%), which size slightly decreased (227.0 nm) after LDC incorporation.
The partition coefficient of LDC in the system was determined as 23.5 + 7.9. Dialysis
experiments showed that encapsulation into liposomes reduced the release rate of LDC
in relation to free LDC, what can take to a longer anesthetic effect. The sterilization
process significantly increased lipid peroxidation, but the levels were less than 2nM up
to 10 months after preparation. Light scattering analysis indicated that the size of the
vesicles remained stable up to 8 months, at 4°C. In vitro essays with 3T3 fybroblasts
demonstrated that encapsulation into liposomes did not significantly change the LDC
toxicity in relation to free LDC, but diminished the citotoxicity in relation to the
vasoconstrictor-associated LDC. In vivo essays the anesthetic effect of the liposomal
lidocaine formulation was compared to that of free LDC and vasoconstrictor-associated
LDC, at the same concentrations, through the infraorbital nerve blockade test in rats.
Although the effect of liposomal lidocaine 2% was not comparable to that obained with
lidocaine plus epinefrine, that formulation was found to be very interesting since it
increased 67% the anesthetic effect in relation to free lidocaine at 2% and it was
equipotent to free lidocaine 3% (p<0.05). Cardiotoxicity was evaluated through
electrocardiograms (ECG), measuring the average arterial pressure (AAP) and heart
rate (HR), in rats. Results showed no alterations in the ECG, but a decrease in the HR
and a 52% reduction in the AAP in the liposome LDC group in comparison to the
animals treated with free LDC were shown. In conclusion, the novel liposome lidocaine
formulation presented here increased the sensorial nervous blockade duration and
decreased the cardiotoxicity, promoting clinic benefits that include a higher drug-safety
becoming a promising formulation in the search for safer and more potent anesthetics.
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INTRODUCAO

1.1 Anestésicos locais

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 farmacologico por Von Anrep, a partir de 1879. Em 1884, Carl Koller introduziu
seu uso clinico cirdrgico como anestésico local para o controle da dor em
procedimentos oftalmolodgicos, familiarizando-se com os efeitos fisiolégicos da cocaina,
descritos posteriormente, por Freud, ainda no final do século XIX (de Jong, 1994; Cox et
al., 2003).

Com o uso dessa substancia quimica, capaz de suprimir a dor sem provocar a
perda da consciéncia, deu-se um passo importante para o avan¢co da medicina e da
odontologia. No entanto, ja em 1892, as reacbes adversas ao uso da cocaina como a
toxicidade e a inducao do paciente ao vicio, tornaram-se evidentes. Einhorm (1905),
sintetizou a procaina, um anestésico local derivado do acido benzdico e pertencente a
classe dos amino-ésteres (Bennett, 1986; Malamed, 2001; Cox et al., 2003). Seguiu-se
a sintese de andlogos da procaina com maior atividade anestésica como a
clorprocaina, a benzocaina e a tetracaina. Somente em 1943 é que um novo composto,
denominado lidocaina, iniciou a era dos anestésicos locais do tipo amino-amida que,
embora menos potentes que os amino-ésteres (Covino e Vassalo, 1976) sao
praticamente isentos das reagdes alérgicas tdo comuns aqueles compostos (Collins,
1993). Na busca de moléculas mais potentes e menos toxicas foram sintetizados novos
compostos, dentre os quais destacamos a mepivacaina, a bupivacaina e a ropivacaina,

conforme mostra a Figura 1 (Alves e Guanais, 1998; Rang et al., 2001).
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Figura 1 — Estruturas quimicas de alguns anestésicos locais das familias dos ésteres e das
amidas.
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Os anestésicos locais (AL) sdo compostos quimicos que evitam ou aliviam a dor
interrompendo a conducao nervosa reversivelmente, sem perda da consciéncia, quando
aplicados a uma superficie restrita do corpo, em contraste com os anestésicos gerais
que sao administrados por via inalatéria ou endovenosa e causam perda da consciéncia
e inibicdo dos reflexos sensoriais e autbnomos (Strichartz e Covino, 1993; Katsung,
1998; McLure e Rubin, 2005).

O sucesso da anestesia local exige o conhecimento das propriedades
farmacoldgicas dos varios anestésicos locais e da habilidade técnica da execucédo do
bloqueio em questdo. Bennett (1986) e Malamed (2001) citam varias propriedades
consideradas ideais, do ponto de vista clinico, para um anestésico local:

& nao irritar o tecido no qual é aplicado;

¢ nd&o induzir qualquer alteracdo permanente na estrutura do nervo;

+ ter baixa toxicidade sistémica;

+ ser eficaz quando injetado no tecido ou aplicado localmente nas mucosas;

¢ ter o menor intervalo de tempo possivel, desde a aplicagcdo até o inicio do

efeito anestésico;

¢ ter duracdo da acado suficientemente longa para permitir o término do

procedimento, mas nao tao longa que exija uma recuperacao demorada;

¢ ter poténcia suficiente para proporcionar uma anestesia completa, sem atingir

concentracdes toxicas.

+ ser relativamente in6cuo, no que diz respeito a reacdes alérgicas;

¢ ser estavel em solugéo e sofrer biotransformacgao rapida no organismo;

+ ser estéril ou esterelizavel pelo calor, sem sofrer degradacéo.
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Embora os anestésicos locais utilizados atualmente nao satisfacam a todos
esses critérios, eles atendem a maioria deles. Continua, no entanto, a pesquisa por
novos compostos que possuam o maximo de fatores desejaveis, principalmente no que
diz respeito a diminuigcdo da toxicidade e ao aumento da duragéo do efeito anestésico
(Malamed, 2001).

O desenvolvimento de anestésicos de longa duragao € necessério, por exemplo,
para a analgesia pos-operatéria e para controle da dor crénica. Pacientes com dor
cronica tem se beneficiado com repetidos bloqueios de nervos autdbnomos, periféricos
ou centrais, induzidos com AL. Um anestésico local de longa duragao poderia diminuir a
freqliéncia desses procedimentos, enquanto possivelmente melhoraria sua eficacia pelo
prolongamento do bloqueio (Kuzma et al, 1997). Como os anestésicos locais sao
moléculas pequenas que séo rapidamente redistribuidas do sitio de injecéo, limitando a
duracado da analgesia, uma abordagem para prolongar a analgesia é complexar estes
compostos com moléculas carreadoras, como lipossomas, polimeros e ciclodextrinas,
que permaneg¢am no sitio de injecao por um tempo prolongado, liberando o anestésico
gradualmente (Grant e Bansinath, 2001; Araujo et al., 2003).

Desde o final do século XIX sabe-se que quanto mais hidrofébico um composto,
maior sua poténcia anestésica, porém também maior seu potencial téxico (Lei de
Meyer-Overton, apud Cantor, 2001). Por este motivo, além do aumento do tempo de
anestesia, os sistemas de liberacdo sustentada de farmacos podem também ser Uteis
para produzir formulacdes anestésicas menos toxicas. Podem ser observadas acodes
adversas quando ocorre um aumento adicional no nivel sanguineo de um anestésico

“I'

local acima do seu “indice terapéutico”. Os sinais e sintomas clinicos tém relacdo com a

acao depressora direta do anestésico local sobre 0 SNC (Malamed, 2001; Cox et al.,
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2003). Ja no sistema cardiovascular, os anestésicos locais tém uma acgao direta no
miocardio e vasculatura periférica (Strichartz e Ritchie, 1987; Sisk, 1992; Cox et al.,

2003).

1.2 Relacao estrutura-atividade e propriedades fisico-quimicas

Assim como a cocaina, a maioria dos AL de uso clinico apresenta estrutura
quimica com trés regides distintas (Covino, 1986; Gupta, 1991): uma extremidade
aminoterminal secundaria ou terciaria que sofre ionizagcdo em pH préximo ao fisioldgico
e que confere hidrossolubilidade a molécula, separada de um grupo aromatico que
confere caréter lipofilico a molécula por uma cadeia intermediaria.

Os AL podem ser classificados de acordo com esta cadeia intermediaria como
ésteres ou amidas. Os do tipo éster apresentam a cadeia intermediaria contendo uma
ligacéo éster e sdo derivados do acido benzdico; foram os primeiros anestésicos locais
a serem sintetizados e por muitos anos foram as Unicas op¢des para anestesia local em
odontologia (Bennett, 1986) e clinica médica. Os AL do tipo amida sdao os mais
popularmente usados até os dias de hoje, devido a sua menor toxicidade,
metabolizacdo mais lenta, e menor alergenicidade em comparacdo com 0s do grupo
éster (Yagiela et al., 2000; Malamed, 2001).

Alguns fatores fisicos e quimicos influenciam diretamente o efeito clinico de um
anestésico local. Os anestésicos locais, por serem bases fracas, ndo se dissociam
completamente em solugdo aquosa e, por isso, produzem espécies protonadas e nao

protonadas (neutras) que co-existem em equilibrio quimico em pH 7,4. Esse equilibrio é
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determinado pela constante de dissociagcdo ou ionizagdo (Ka) do grupo amoénio. No
caso dos anestésicos o pKa situa-se entre 7 a 9 (Tabela 1).

Embora ambas as formas dos AL sejam importantes no bloqueio nervoso, os
farmacos com pKa elevado (maior propor¢cédo da forma protonada em pH fisiolégico)
possuem um inicio mais lento de agdo do que aquelas com um pka mais baixo (Ritchie
et al.,, 1965). A forma neutra é capaz de sofrer maior difusdo através da membrana do
nervo (Covino, 1986; Malamed, 2001).

E essencial que haja um balango entre a lipossolubilidade e hidrossolubilidade do
anestésico local (de Paula e Schreier, 1995, 1996). A hidrossolubilidade é essencial
para o transporte do farmaco até as fibras nervosas, enquanto a lipossolubilidade
permite que o anestésico penetre na membrana nervosa, que € formada por grande
proporcao de lipidios. Portanto, quanto maior a lipossolubilidade do anestésico, maior
sera sua facilidade de penetracdo na membrana nervosa e conseqlente acesso ao(s)
sitio(s) de acao no canal de sédio voltagem-dependente, o que refletira biologicamente
em maior poténcia anestésica (Butterworth e Strichartz, 1990) (Tabela 1).

O grau de ligacao do anestésico com proteinas plasmaticas (Tabela 1) também
esta relacionado com a duracao de sua atividade. Acredita-se que os anestésicos que
possuem maior afinidade por proteinas plasmaticas apresentam uma ligagcdo maior aos
sitios de acédo na proteina-canal de so6dio e, por isso, permaneceriam mais tempo
ligados ao canal, o que resultaria em uma duracdo maior da atividade anestésica

(Malamed, 2001).
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Tabela1- Algumas propriedades farmacoldgicas de anestésicos locais do tipo
amida
Inicio
Meia- %) Ligacao
_ Poténcia ‘( o g ,9 pKa da _ o
AL vida . . |, asproteinas ~  Hidrofobicidade
anestésica . (25°C)° acao
(h)? plasmaticas
(min)®
Lidocaina 1,6 2 65 7,9 2a3 366
Prilocaina 1,6 2 55 7,9 2a4 129
1,5a
Mepivacaina 1,9 2 75 7,6 130
2
Bupivacaina 2,7 8 95 8,1 6ai0 3420

Nota: a- Malamed (2001); b- comparado com a procaina (Malamed, 2001), c- Covino (1986); d-
coeficiente de particao entre octanol/tampao (Strichartz et al., 1990).

Além disso, a atividade vasodilatadora intrinseca (vasoatividade) de cada

composto afeta a poténcia e a duracdo do efeito anestésico. Quanto maior a

vasoatividade, mais rapidas serao a absor¢cao do anestésico pela corrente circulatéria e

sua retirada do local de agdo, o que proporciona uma menor duracdo do efeito

anestésico e também uma poténcia reduzida do farmaco. Em animais, os efeitos

vasculares da mepivacaina, lidocaina e bupivacaina sao bifasicos e dose-dependentes.

Esses AL em baixas concentracbes exercem vasoconstricdo e em concentragdes

usadas clinicamente tém efeito vasodilatador ou ndo (Aberg e Wahlstrom, 1972; Johns
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et al,, 1986). O efeito vasodilatador varia de acordo com o sitio de injecao (Dhunér e

Lewis, 1966) e depende do ténus vascular (Aberg e Wahlstréom, 1972).

1.3 Mecanismo de acao dos anestésicos locais

Os AL atuam na membrana nervosa, onde exercem suas agdes farmacoldgicas
interferindo na transmissao do impulso nervoso, bloqueando especificamente a entrada
de ions sodio e a despolarizacdo da membrana (Strichartz e Ritchie, 1987; Yagiela et
al., 2000).

Hé& evidéncias da ligacdo das formas protonada (Frazier et al., 1970; Narahashi
et al., 1970) e neutra (Rasgdale et al., 1994, 1996) dos anestésicos locais em regides
especificas no canal de soédio voltagem-dependente dos axbénios. A ligagcdo do
anestésico local diminui ou abole a permeabilidade aos ions so6dio, bloqueando a
despolarizacdo da membrana e a conducdo do impulso nervoso ao sistema nervoso
central, ndo permitindo a percepcao da dor (Butterworth e Strichartz, 1990). A ligacao
do anestésico local a estes canais depende da sua conformacgao, sendo favorecida por
uma maior afinidade pelo canal em estado aberto ou inativado (Fraceto et al., 2006).

A afinidade intrinseca do AL pelo canal deve ser considerada na avaliagao do
bloqueio, havendo diferencas entre a velocidade de ligacdo e de dissociacdo do canal
entre os varios anesteésicos locais (Pardo et al., 2002).

Os AL também podem atuar de forma indireta, pela ligacdo a fase lipidica da
membrana, levando a mudangas conformacionais no canal induzidas pela modificagcao

da organizacao lipidica (de Paula e Schreier, 1996). De fato, a inser¢cao dos anestésicos
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locais nas membranas causa alteragdo da fluidez membranar, o que ja foi reportado por
técnicas como calorimetria diferencial de varredura, ressonancia paramagnética
eletrdnica, ressonancia magnética nuclear, fluorescéncia e outras (de Paula e Shreier,

1995, 1996, Fraceto et al., 2005).

1.4 Metabolismo dos anestésicos locais

O conhecimento do metabolismo do anestésico local é importante, ja que a
toxicidade global de um farmaco depende do equilibrio entre sua velocidade de
absorcado do local da administracdo para a corrente sanguinea e da velocidade de
retirada do mesmo do sangue, através de processos de captacdo e metabolizagao
(Malamed, 2001).

Os anestésicos locais do grupo dos ésteres sao hidrolisados no plasma
sanguineo, pela enzima pseudocolinesterase (Kalow, 1952; Malamed, 2001; Haas,
2002). Os anestésicos locais do tipo amida sdo metabolizados por enzimas
microssomais, tendo o figado como principal local de biotransformacao. A velocidade de
metabolizacdo influencia os efeitos téxicos sistémicos. A metabolizacao rapida, por
exemplo, evita 0 acumulo de anestésicos locais no plasma e torna improvavel o
aparecimento de efeitos toxicos sistémicos. As velocidades de biotransformacao da
lidocaina, mepivacaina, etidocaina e bupivacaina sdo muito semelhantes. A lidocaina é
metabolizada por oxidases microssémicas até monoetilglicina e xilidida; a xilidida é um

anestésico local potencialmente toxico. A lidocaina ndo determina sedagao; todavia,
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acredita-se atualmente que dois metabolitos - monoetilglicinaxilidida e glicinaxilidida -

sao responsaveis por esta acao clinica (Malamed, 2001).

1.5 Toxicidade dos anestésicos locais

Os anestésicos locais bloqueiam reversivelmente os potenciais de acao em todas
as membranas excitaveis e, por isso, o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema
Cardiovascular (SCV) sao suscetiveis as suas acdes. Em geral, o aparecimento dos
sintomas de toxicidade sistémica esta relacionado a injecao intravascular inadvertida ou
administragdo de dose excessiva do AL (Strichartz e Covino, 1993). O risco de injecéao
intravascular acidental e a consequente toxicidade aguda sao inerentes na maioria das

técnicas de bloqueio nervoso.

1.5.1. Toxicidade ao sistema nervoso central

A toxicidade sistémica dos agentes anestésicos locais é caracterizada pela
excitacdo do sistema nervoso central e atividade convulsiva. Os sintomas iniciais
associados envolvem sensacbées de dor de cabeca leve e vertigens, seguidas
frequentemente de alteragbes visuais e auditivas como dificuldade de focalizagcédo e
zumbidos. Outros sintomas incluem desorientagéo e sonoléncia. Os sinais objetivos de
toxicidade sdo normalmente de natureza excitatéria e incluem calafrios, contragdes
musculares e tremores. Isto pode evoluir para convulsdes generalizadas de natureza

ténico-clénicas. A medida que a dose é aumentada, instala-se uma fase inibitéria que
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se caracteriza pelo estado generalizado de depressdo do SNC (Strichartz e Ritchie,

1987; Yagiela et al., 2000; Horlocker e Wedel, 2002; Groban, 2003).

1.5.2. Toxicidade ao sistema cardiovascular

Os AL exercem uma variedade de efeitos sobre o SCV, que podem ser benéficos
(como em casos de arritmia cardiaca) ou podem acentuar a toxicidade sistémica, seja
pela acdo direta no miocéardio (modificando os eventos eletrofisioldgicos por interacao
nao especifica com outros canais i6nicos que nao o canal de sédio voltagem-
dependente) ou na vasculatura periférica, causando vasodilatacao (Strichartz e Ritchie,
1987; Sisk, 1992; Yagiela et al.,, 2000). A LDC é usada no tratamento de arritmias
ventriculares causadas por infarto agudo do miocardio, cirurgia cardiaca aberta e
digitalicos. Exerce sua acdo como antiarritmico diminuindo a despolarizagdo, o
automatismo e a excitabilidade nos ventriculos mediante uma acao direta sobre os
tecidos (bloqueando os canais de sédio), tende a evitar a fibrilagao ventricular primaria
na fase aguda do infarto do miocéardio (Goodman e Gilmam, 1991). A acédo dos AL
sobre a musculatura vascular com um efeito de relaxamento, causa vasodilatagcéo
periférica, principalmente sobre as arteriolas, levando a hipotensao arterial (Covino e
Giddon, 1981; Rang et al., 2001). Os AL atuam também sobre o coracado através do
bloqueio dos canais de sédio da célula cardiaca, produzindo bradicardia (Tolas et al,
1982; Thomas et al., 1986; McCaughey, 1992). As alteragdes nos canais de calcio
(Ca®*) e potassio (K*), na producdo do AMPc e sintese de ATP também contribuem

para a cardiotoxicidade. O blogueio do canal de K* prolonga o potencial de acéo,
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predispondo o coragdo para arritmias ventriculares. O efeito depressivo nos canais de
Ca**, atenuando a entrada de célcio, é importante no processo acoplamento, excitagdo
e contracdo cardiaca. A depressdo da contracdo do miocéardio também pode estar
relacionada & interferéncia da liberagdo de Ca®* do reticulo sarcoplasmético Groban e
Dolinski, 2001). A inibicdo da formacdo de AMPc pode prejudicar os esforgcos para
ressuscitacao, apds a ocorréncia de parada cardio-respiratéria (Aberg, 1972).

A severidade da toxicidade nos sistemas cardiovascular e nervoso € diretamente
proporcional a poténcia do anestésico local, dose e via de administracdo (Groban e
Dolinski, 2001; Mather et al, 2005). De fato existe uma relacdo estrutura-atividade,
entre familias de AL, que pode explicar diferencas no potencial cardiotoxico dos
compostos: AL mais potentes e de longa duragdo (bupivacaina, levobupivacaina e
ropivacaina) tém mostrado nos modelos in vitro e in vivo serem mais arritmogénicos do
que os AL menos potentes e de curta duragdo como a lidocaina (Covino e Vassalo,
1976; de Jong et al., 1982; Nath et al.,1986; Morrison et al., 2000; Groban et al., 2000;
Heavner, 2002). As diferengas arritmogénicas nas extra-sistoles entre LDC e BVC tém
sido atribuidas as diferencas entre 0s anestésicos locais nas cinéticas estado-
dependentes de sua ligacdo ao canal de sddio. A bupivacaina desliga-se do canal de
sodio lentamente enquanto a lidocaina dissocia-se relativamente répido (Clarkson e
Hondeghem, 1985; Moller e Covino, 1985).

A depressao respiratéria, causada pela toxicidade no SNC, acompanhada de
hipoxia, bradicardia e acidose pode contribuir para os sinais de cardiotoxicidade,
aumentando a frequéncia de arritmia cardiaca (Strichartz e Covino, 1993; Cox et al.,

2003; Groban e Dolinski, 2001).
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1.5.3. Toxicidade local

Existem evidéncias experimentais de que os AL causam marcadas lesbes
quando injetados dentro ou adjacente ao tecido muscular esquelético (Zink e Graf,
2004; Zink et al., 2005). Injecdes intramusculares de anestésicos locais regularmente
resultam em danos e mionecrose no musculo estriado, com uma taxa de toxicidade
agente-especifica e dose-dependente (Zink et al., 2005). Muitos anestesiologistas néo
consideram a miotoxicidade dos AL um problema clinico, porque as injurias musculares
esqueléticas apds a aplicacao destas drogas permanecem clinicamente inaparentes em
muitos casos e sdo supostamente reversiveis dentro de varias semanas (Foster e
Carlson, 1980; Malamed, 2001). Entretanto, muitos casos relatados de complicagcdes de
miotoxicidade apds administracdo de AL tém sido publicados (Zink et al., 2005).

O aumento dos fons Ca?* intracelular tem sido considerado como um mecanismo
basico de toxicidade induzida pela lidocaina. O AL induz a liberagédo de Ca* do reticulo
sarcoplasmético levando a danos musculares (Radwam et al., 2002). Apesar desta
evidéncia, os AL empregados clinicamente raramente produzem lesdes nervosas
localizadas, nas concentracdes usualmente empregadas (Strichartz e Covino, 1993;
McLure e Rubin, 2005).

Para avaliar a possivel ocorréncia de reacdo inflamatéria apds aplicacéo de
prilocaina lipossomal foram realizados testes de edema de pata e de avaliagdo
histologica, em ratos. A prilocaina lipossomal n&o provocou aparecimento de edema. A
avaliacao histoldégica da mucosa oral frente a anestesia intra-oral (bloqueio do nervo

infra-orbital) de priocaina lipossomal mostrou uma reagdo inflamatéria
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significativamente menor da formulagao lipossomal quando comparada a da formulagéo

comercial associada ao vasoconstritor felipressina (Cereda, 2007).

1.6 Vasoconstritores

A atividade vasodilatadora das solugcdes de AL para uso clinico € modificada pela
inclusdo de vasoconstritores, diminuindo a taxa de absorcdo do anestésico, que fica
mais tempo no sitio de agdo, aumentando a duracdo do seu efeito e reduzindo a
probabilidade de ocorréncia de toxicidade sistémica (Goodman e Gilman, 1991;
Malamed, 2001).

Os vasoconstritores sdo quimicamente idénticos ou muito semelhantes a
epinefrina e norepinefrina, que sdo mediadores do sistema nervoso simpatico. S&o
classificados como drogas simpaticomiméticas ou adrenérgicas por mimetizar as
respostas dos receptores adrenérgicos a estimulagdo (Bennett, 1986; Yagiela et al,
2000; Malamed, 2001). Essas drogas podem ter agdo indireta, ter acdo mista ou agir
diretamente nos receptores adrenérgicos. Os vasoconstritores mais utilizados em
anestesia odontolégica sdao a epinefrina (adrenalina), norepinefrina (noradrenalina),

corbadrina (neocobefrina) e fenilefrina (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura quimica dos vasoconstritores do tipo simpaticomimético, usados em
associacdo medicamentosa com anestésicos locais.

No Brasil e em muitos paises (ndo estando incluidos nesse grupo os Estados
Unidos e o0 Canada), o anestésico local prilocaina esta sendo comercializado associado
a um vasoconstritor que nao pertence ao grupo das drogas simpaticomiméticas — a
felipressina (Figura 3), que € um analogo sintético do polipeptideo vasopressina

(hormdnio antidiurético).

Cys-Phe-Phe-Gly-Asp-Cys-Pro-Lys-Gly NH2

Figura 3- Composicao do peptideo vasoconstritor felipressina

Segundo Perusse e col. (Perusse et al., 19922), na pratica odontol6gica, o uso de

vasoconstritores deve ser evitado em pacientes com as seguintes condi¢des:
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¢ hipertenséo severa n&o tratada ou nao controlada;
¢ doencga cardiovascular grave:
- menos de 6 meses apods o infarto do miocardio;
- menos de 6 meses apos acidente vascular encefalico
- cirurgia recente das artérias coronarias;
- angina pectoris instavel;
- arritmias cardiacas refratarias, apesar de tratamento adequado;
- insuficiéncia cardiaca congestiva nao tratada ou n&o controlada;
¢ diabetes mellitus nao controlado;
¢ hipertireoidismo;
+ feocromocitoma;
¢ sensibilidade aos sulfitos (que sao substancias incorporadas as solugdes de
vasoconstritores, com o objetivo de impedir a sua oxidacao e inativagéo);
¢ pacientes que fazem uso de antidepressivos ftriciclicos, compostos
fenotiazinicos ou beta-bloqueadores nao seletivos;

¢ usuarios de cocaina ou “crack” .

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

tempo de duracédo do efeito anestésico pode nado ser suficiente, sendo necessario o
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aumento da dose, com risco da ocorréncia de um efeito toxico relacionado a propria
solucao anestésica (Perusse et al.,, 1992a).

Existem ainda outras situagées em odontologia em que os pacientes apresentam
maior sensibilidade aos efeitos toxicos dos anestésicos locais:

¢ na odontopediatria, onde o niveis plasmaticos elevados de anestésico podem

ocorrer mais facilmente na crianga, em compara¢gao com o adulto;

¢ no atendimento a pacientes idosos que, por efeito da idade apresentam

importantes alteracbes nos processos de distribuicdo, metabolizacdo e
excrecao dos farmacos;

¢ no atendimento a gestantes, porque durante o periodo gestacional a mulher

passa por uma série de mudancas fisicas, fisiolégicas e psicolégicas,
(Malamed, 2001).

Diante de todas essas situacdes, seria interessante o desenvolvimento de
formulacdes anestésicas que aliassem aumento de poténcia com diminuicdo de
toxicidade. Um caminho muito promissor tem sido aberto com o desenvolvimento de
formulacGes anestésicas de liberacdo prolongada ou sustentada, capazes de manter o
anestésico por mais tempo e em maior concentragcdo no sitio de acao (Kuzma et

al.,1997, Araujo et al., 2003).

1.7 Lidocaina

A lidocaina (cloridrato de 2-dietil amino -2’,6-acetoxilidida) € um dos anestésicos

locais mais utilizados na clinica odontoldgica, onde foi introduzida a partir de 1948. A
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lidocaina (LDC) foi considerada como droga-padrdao de comparacdo para todos
anestésicos locais, o que ainda acontece nos dias atuais em muitos paises (Malamed,
2001). E o anestésico local mais versétii e comumente usado em virtude de sua
poténcia, rapida velocidade de acdo, moderada duragdo de agao e atividade anestésica
tépica; a LDC pode ser utilizada para infiltracdo, bloqueio de nervos periféricos,
anestesia extradural e espinhal (Covino, 1986).

A lidocaina tem propriedade vasodilatadora mais acentuada que a de outros AL
de acdo moderada (como a mepivacaina e a prilocaina). Apesar da duragcdo do
bloqueio sensorial induzido por estes agentes apresentarem pouca diferenca em nervo
isolado, a duracdo da anestesia produzida in vivo pela lidocaina em tecidos moles é
mais curta que a da mepivacaina ou prilocaina (Blair, 1975; Strichartz e Covino, 1993;
Cereda et al., 2006).

A LDC tem uma acdo de relaxamento direto sobre o musculo liso vascular,
induzindo hipotensdo (Blinder et al, 1998). Seus efeitos no coragdo incluem
principalmente o bloqueio dos canais de calcio e sbdio, resultando em arritmias severas
(Alves e Guanais, 1998) e reducao da forca cardiaca (Altura et al., 1965; Newton et al,,
2007). Heavner (2002), ap6és uma revisdao de 13 artigos sobre toxicidade de AL em
coracao isolado, concluiu que, em ordem crescente, o potencial cardiotoxico dos AL
estudados é: prilocaina, lidocaina, mepivacaina, ropivacaina, levobupivacaina,
bupivacaina racémica, etidocaina e tetracaina.

A efetividade de lidocaina sistémica em aliviar a dor aguda ou crénica tem sido
reconhecida por mais de 40 anos (Mao e Chen, 2002). Em particular pela via sistémica

a LDC tem sido amplamente utilizada como instrumento diagnédstico e terapéutico para
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dor neuropatica intratavel, durante a ultima década (Mao e Chen, 2002; Koppert et al.,
2004; Carroll, 2007).

A anestesia com LDC é bastante segura para uso em liposuccéo (Ostad et al.,
1996) e a aplicacao intravenosa melhora a analgesia pds-operatéria, fadiga e fungao
intestinal apo6s colectomia laparoscépica (Kaba et al., 2007). A lidocaina tem sido
também bastante usada como anestésico topico, em varios procedimentos (Wu et al.
1993; Taddio et al., 1998; Speirs et al., 2001).

Em odontologia, o interesse na pesquisa do uso da lidocaina tem sido crescente,
seja como AL de uso tépico em associacdo com a prilocaina (McMillan et al., 2000;
Friskopp e Huledal, 2001; Primosch e Rolland-Aseni, 2001; Munshi et al., 2001; Nayak e
Sudha, 2006; Paschos et al., 2006); na forma injetavel, para avaliar sua influéncia nas
respostas hemodinamicas (Homma et al, 1999; Enlund et al., 2001; Meechan et al.,
2002; Takahashi et al, 2005; Faraco et al, 2007); em cirurgia de implante oral,
pulpotomias, infiltragdo e bloqueio de nervo (Donohue et al., 1993; Gidron et al., 1995;
Ueda et al, 2001; Teixeira et al., 2001; List et al., 2006); em comparacao a outros
anestésicos locais no que diz respeito a duragao do efeito anestésico (McLean et al.,
1993; Vahatalo et al, 1993; Malamed et al., 2001; Costa et al., 2005; Vasconcelos et al.,

2005) e quanto ao efeito antibacteriano (Kaya et al., 2007).

1.8 Lipossomas

Lipossomas foram primeiramente descobertos por Alec Bangham, h& cerca de

quatro décadas. Sao vesiculas que consistem de uma ou mais bicamadas lipidicas

dispostas em lamelas concéntricas que envolvem compartimentos aquosos. Nos
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lipossomas as caudas hidrofdbicas dos lipidios estdo voltadas para o interior da
bicamada e as cabecas polares voltadas para o exterior, em contato com o solvente
polar (Figura 4). Lipossomas sao classificados pelo tamanho e de acordo com o numero
de camadas lipidicas concéntricas que contém (Torchilin, 2005), em:

¢ vesiculas multilamelares: consistem de varias bicamadas concéntricas e tém

tamanho de 500 a 5000 nm.

¢ vesiculas unilamelares pequenas: formadas por uma simples bicamada e

com tamanho em torno de 100nm;

¢ vesiculas unilamelares grandes: tém unibicamadas e variagdo no tamanho de

200 a2 800 nm.

As moléculas de farmacos podem ser encapsuladas no espagco aquoso interno
do lipossoma ou ainda podem se intercalar entre os lipidios que compdem a bicamada,
dependendo de suas caracteristicas fisico-quimicas ou da composi¢ao dos lipidios que
constituem o lipossoma (Figura 4).

Lipossomas como carreadores de drogas estdo extensivamente descritos na
literatura (Crommelin e Sindelar, 2002; Torchilin, 2005). Devido a biodegradabilidade e
nao toxicidade da lecitina (principal lipidio constituinte), lipossomas tem sido
amplamente estudados, especialmente para administracdo intravenosa (Malinovsky et

al., 1997; Grant et al., 2004; Muller et al., 2004).

41



INTRODUCAO

# Moléculas hidrossoliuveis

I"cahe-;a" hidrofilica I Moléculas lipossoliveis
“cauda” hidrnfﬁhicaI T Moléculas anfipaticas

A B
Figura 4 - Esquema de Lipossoma unilamelar (A) e Lipossoma multilamelar (B), com inser¢ao de
moléculas hidrossoluveis, lipossoluveis e anfipaticas. (Araujo et al., 2003).

O comportamento lipossomal in vivo e as caracteristicas de liberagdo do farmaco
encapsulado s&o determinadas pelo tamanho, estrutura e composicdo dos lipossomas
(Kirby e Gregoriadis, 1984; Sharata e Katz, 1996; Malinovsky et al., 1999). Por exemplo,
apos injecao subcutanea, lipossomas menores do que 120nm de diametro facilmente
ganham acesso aos capilares e sdo rapidamente retirados do local de injecao; por outro
lado, lipossomas relativamente grandes tendem a permanecer no local de agao por
mais tempo (Grant e Bansinath, 2001). A estrutura dos lipossomas afeta a cinética de
liberacdo do composto encapsulado: farmacos tendem a escapar mais rapidamente de
lipossomas compostos de uma simples bicamada lipidica, enquanto a liberagcéo tende a
ser retardada em sistemas multilamelares. O tipo de lipidio e a incorporagao de outros
componentes na bicamada, tais como colesterol, sdo importantes determinantes da

permeabilidade da membrana lipossomal (Grant e Bansinath, 2001).
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Fosfolipidios, usados no preparo dos lipossomas, constituem a principal classe
de lipidios das membranas bioldgicas. A maioria dos fosfolipidios tem uma temperatura
de transicao de fases gel/liquido-cristalina (Tm) caracteristica. A Tm € a temperatura na
qual a estrutura dos fosfolipidios na bicamada muda de uma forma mais ordenada (fase
gel) para uma mais frouxamente ordenada (fase liquida cristalina) ou fluida. A fase em
que bicamada existe influencia grandemente a permeabilidade para o farmaco
encapsulado. Se a temperatura ambiente € menor que a Tm do lipidio, a compactacéao
da membrana dificulta a inser¢do e a passagem do farmaco pela bicamada. Entretanto,
se a temperatura ambiente for maior do que Tm, a membrana sera relativamente mais
fluida, favorecendo a particdo e a permeacao do farmaco. As membranas bioldgicas,
formadas por misturas lipidicas e proteinas, encontram-se na fase liquido cristalina, cuja
fluidez € essencial para que ocorram os fenébmenos de membrana (Singer e Nicolson,
1972). O colesterol, usado como constituinte de lipossomas, tem uma fungéo
moduladora, pois diminui a fluidez da membrana acima da Tm e aumenta a fluidez
abaixo da Tm (New, 1990; Grant e Bansinath, 2001).

Devido a sua natureza anfifilica os AL, quando colocados em lipossomas,
residem principalmente na regidao da bicamada (de Paula e Schreier, 1996), enquanto
outra fracdo remanescente situa-se no interior aquoso dos mesmos (Pinto et al. 2000;
Rose et al., 2005).

Anestésicos locais tém sido encapsulados em lipossomas e testados em
modelos animais e humanos. Boogaerts et al. (1993, 1995), Malinovsky et al. (1997;
1999), Grant et al. (1997; 2000) e Yu et al. (2002) testaram a bupivacaina lipossomal
multilamelar em modelos animais, obtendo resultados satisfatérios quanto ao aumento

da duracdo da acdo anestésica e a diminuicdo de toxicidade. Em vesiculas
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unilamelares, bupivacaina, mepivacaina (Araujo et al., 2004) e prilocaina (Cereda et al.,
2004) encapsuladas em lipossomas foram testadas em animais, tendo causado
aumento na duracdo do efeito anestésico. Formulagdes de lidocaina lipossomal
também foram testadas em varios estudos com animais (Mashimo et al., 1992; Dyhre et
al., 2001; Cereda et al., 2006) resultando num prolongamento do bloqueio anestésico.

Bucalo et al (1998) e Glavas-Dodov et al. (2002) avaliaram a lidocaina
lipossomal como agente anestésico tépico em humanos, observando um efeito mais
duradouro, se comparado a lidocaina ndao encapsulada (livre). Lidocaina lipossomal 4%
melhorou a taxa de sucesso, reduziu a dor, o tempo de procedimento e foi associada
com menores mudancas dermais (eritema, coceira) quando usada para analgesia
cutadnea em criancas (Taddio et al., 2005).

Franz-Montan et al. (2007) avaliaram a eficacia da ropivacaina encapsulada em
lipossomas para anestesia topica em humanos. O gel de ropivacaina lipossomal 1% foi
equivalente ao EMLA® para reduzir a dor durante a insercdo da agulha e para duragao
de anestesia de tecidos moles.

O grupo de Boogaerts (Lafont e Boogaerts, 1994; Boogaerts et al., 1994; Lafont
et al., 1996) avaliou o efeito da bupivacaina lipossomal multilamelar em humanos, tendo
observado aumento na duracdo do efeito anestésico, em comparacdo com a
bupivacaina livre. Grant e col. (2001; 2004), ao avaliarem o efeito da bupivacaina
lipossomal no controle da dor poés-operatdéria em humanos, obtiveram resultados
promissores, relacionados ao aumento da duracao anestésica.

Estudos realizados em humanos com o teste “pin-prick” com uma preparagao

tépica de tetracaina 0,5% encapsulada em lipossoma multilamelar (Gesztes e Mezei,
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1988) apresentou um maior efeito anestésico em relagao a formulagcdo comercial de
tetracaina 1%.

Algumas formulagdes lipossomais de LDC ja se encontram disponiveis no
mercado. O creme de LDC lipossomal a 4% (Maxilene, RGR Pharma.) foi lancado no
Canada em 2003. Lidocaina lipossomal (ELA-Max Topical Anesthetic) esta disponivel
comercialmente ha varios anos nos Estados Unidos e oferece um inicio de acdao mais
rapido, sendo uma alternativa menos dispendiosa do que a mistura eutética de
lidocaina e prilocaina - EMLA® (Eidelman et al., 2005).

Os avangos nas pesquisas com lipossomas como sistemas de liberacdo de
farmacos (drug-delivery) resultaram no desenvolvimento de formulagdes lipossomais ja
aprovadas para uso clinico (Tabela 2). No entanto, ainda n&o é facil preparar em grande
escala farmacos lipossomais para uso clinico (Amselem et al., 1993 apud Chunlei e
Yingjie, 2004), principalmente devido a necessidade de se obter vesiculas estaveis
quimica (com baixa peroxidacao lipidica) e fisicamente (que mantenham o tamanho) por
varios meses de armazenamento. O interesse no campo continua alto. Segundo
Torchilin (2005), cerca de 2000 artigos e mais de 150 revisGes sobre os varios aspectos
da “lipossomologia” foram publicados somente no ano de 2003.

Tendo em vista 0 exposto, na tentativa de se obter vesiculas lipossomais quimica
e fisicamente mais estaveis e economicamente menos dispendiosas para futura
producdo em grande escala optamos por usar a lecitina de soja hidrogenada neste

estudo.
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Tabela 2 — Formulacoes lipossomais aprovadas para aplicacao clinica

Farmaco Nome produto Indicacoes ?
Daunorubicina DaunoXome Sarcoma de Kaposi
Terapia combinada de cancer de mama
Doxorubicina Mycet
recorrente
Doxorubicina em Sarcoma Kaposi refratario; cancer
Doxil/Caelyx
lipossomas - PEG ovariano; cancer de mama recorrente
Anfotericina B AmBisome Infeccdes fungicas
Citarabina Depocyt Meningite Linfomatosa
Vincristina Onco TCS Linfoma nao-Hodgkins
Lurtotecan NX211 Cancer ovariano
Nistatina Nyotran Agente antifungico tépico
Leucemia promielocitica aguda; limfoma
Acido retinéico todo-trans Altragen nao-Hodgkins; carcinoma renal;
sarcoma Kaposi
Complexos de Platina Platar Tumores soélidos
Anamicina Tumores resistentes a Doxorubicina
Gen E1A Varios tumores
Complexo DNA/lipossoma
Allovectin-7 Melanoma metastatico
com o gen HLA-B7
Complexo Maxilene
Anestesia tépica °
Lidocaina/lipossoma ELA-Max

Fonte: a-Torchilin (2005); b- Eidelman (2005).
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2.1 Objetivos gerais

A principal linha de pesquisa do laboratério de Biomembranas, Departamento de
Bioquimica, Instituto de Biologia/UNICAMP ¢é voltada ao desenvolvimento de
formulacdes lipossomais de AL para uso clinico. Dentro desta perspectiva, o presente
trabalho teve como objetivo preparar uma formulacdo escalonavel de lidocaina em
lipossomas de fosfatidilcolina de soja hidrogenada/colesterol e comparar sua atividade
nociceptiva e cardiotéxica em animais, com preparagcées comerciais de lidocaina,

associadas ou ndo a vasoconstritores, de uso em odontologia.

2.2 Objetivos especificos

¢  Preparar uma formulacao lipossomal com o anestésico local lidocaina em
concentracdes clinicas (2% a 3%), adotando composicao lipidica e método
de preparo previamente estabelecido, apropriado para o processo de

producao em escala piloto.

¢ Caracterizar a formulagcédo preparada, quanto a eficacia de encapsulagao,

tamanho e estabilidade da mesma e cinética de liberagdo do farmaco.

¢ Avaliar a atividade biolégica da formulagéo, quanto ao bloqueio sensorial e
cardiotoxicidade comparando com preparacdes comerciais de lidocaina,

associadas ou ndo a vasoconstritores, de uso em odontologia.
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MATERIAL E METODO

3.1 Material

Cloridrato de lidocaina e tiopental sédico foram doados pela Cristalia-Ind. Quim.
Farm. Ltda (ltapira, Brazil). Alphacaine® (Cloridrato de Lidocaina 2% com epinefrina
1:100.000, Bissulfito de sodio, Cloreto de Sodio) foi comprada de DFL- Industria e
Comércio S/A (Rio de Janeiro, Brazil); a fosfatidilcolina de soja hidrogenada (Epikuron
200 SH) foi comprada da Lukas Meyer Inc. (Hamburg, Germany); o manitol foi adquirido
da LabSynth Prod. Lab. Ltda (Diadema, SP) e o colesterol de Sigma Chem. Co. (MO,

USA). Todos os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2 Equipamentos

¢  Espectrofotébmetro (Beckman® DU-70);

¢  Extrusor (Lipex Biomembranes Inc.);

¢ Light Scattering - Malvern® Autosizer 4700 (Malvern Instruments),
Faculdade de Engenharia Quimica - UNICAMP;

¢ Ultracentrifuga (Beckman®)

¢ Transdutor de pressdo TSA 104 A acoplado a um sistema BIOPAC MP 100
A (Santa Barbara-California) conectado a um computador;

¢  Eletrocardiografo (ECG-4-FUNBEC-SP-BRASIL);

¢ Canulas de polietileno P50 e P10 (CPL-medical’s-SP-BRASIL).
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3.3 Animais

Foram utilizados Rattus novergicus da linhagem Wistar, adultos, machos,
pesando entre 350-450g; estes animais, alojados coletivamente (5 animais por gaiola),
foram submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e alimentacao ad libitum,
temperatura ambiente monitorada a 22 + 3°C. Os animais foram fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) para os experimentos de avaliacdo sensorial e
pelo Biotério da Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG para os estudos de
cardiotoxicidade.

Todos os experimentos encontravam-se de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagcdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido seus protocolos aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
(CEEA)-IB-UNICAMP protocolo n°1004-1 (Anexo 1) e pela Comissdo de Etica na

Experimentacdao Animal (CEEA) da UNIFAL-MG protocolo n°109/2006 (Anexo 2).

3.4 Preparacao da formulacao lipossomal

Os lipossomas usados nesta dissertagcdo séo resultado de um desenvolvimento
de processos, regido pelo convénio estabelecido entre a UNICAMP e a Cristélia- Ind.
Quim. Farm. Ltda (Proc. 07-P 2756/2004) com intermediacdo da Ag. de Inovagdes da
UNICAMP (INOVA), tendo como executoras, pela UNICAMP, as Dras Eneida de Paula
(Instituto de Biologia) e Maria Helena A. Santana (Fac. Engenharia Quimica). Através

deste convénio as Dras Giuliana P. Alves e Luciana de Matos A. Pinto padronizaram as
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condi¢cdes operacionais do processo de secagem por atomizagao (“spray-drying”) para
producao de particulas solidas, usadas para producéo de lipossomas em escala piloto.

Suscintamente, apds o planejamento estatistico de experimentos - que teve
como finalidade a producédo de particulas sélidas dos componentes lipossomais em
funcdo das variaveis operacionais do processo de secagem por spray-drying (Golbach
et al, 1993) - foram realizados experimentos que levaram a obtencdo da méaxima
producao massica de particulas soélidas, constituidas de Epikuron 200SH, colesterol e
manitol (excipiente), com rendimento da ordem de 50%, e manutencdo da relagéo
massica entre os componentes antes e apdés a secagem (Epikuron 200SH = 77%,
colesterol = 15% e manitol = 8%,).

Lipossomas multilamelares foram obtidos pela adicdo de tampao HEPES 20 mM
com NaCl 150mM, pH 7,4 ao material particulado, sob agitacdo mecanica, em duas
etapas. Inicialmente uma quantidade de particulas foi colocada em um béquer
encamisado, mantido a 65 °C, o tampao foi adicionado em volume correspondente ao
de formacéao de fase lamelar plana (menos de 30%), sob agitacdo a 100 rpm durante 15
minutos com um agitador do tipo ancora. Posteriormente, o restante do tampéo foi
adicionado, sob agitacdo, para a obtencao de fase lamelar com excesso de agua, e
formacdo dos lipossomas utilizando um agitador mecanico especial de alto
cisalhamento do tipo rotor-estator, com orificios de 0,3 mm de didmetro, dispostos
lateralmente ao fluxo, a uma velocidade de agitacdo de 2000 rpm por 1 hora.

A dispersao de lipossomas resultante foi extrudada por 15 vezes consecutivas,
através de membrana de policarbonato, com poro de 0,4 um de didametro, sob pressao
de nitrogénio, para obtencédo de lipossomas unilamelares grandes (LUV), em Extrusor

da marca Lipex Biomembranes Inc. a 65°C. Os lipossomas assim preparados ficaram
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em repouso por 2 horas, a 65°C (acima da temperatura de transicdo de fases do
Epikuron 200SH) para que houvesse o intumescimento das vesiculas (Mowat et al.,
1996; Araujo et al., 2004; Cereda et al., 2004).

A incorporacao da lidocaina foi realizada ap6s a preparagcao das vesiculas, para
uma concentracéo final de 2%, 2,5% ou 3%; isto &, comparavel a dosagem clinica do
anestésico local comercial 2%, permanecendo as amostras em repouso por 2 horas, a

65°C.

3.5 Caracterizacao da formulagao lipossomal

3.5.1 Dosagem da Concentracéo total de fosfolipidios

As particulas secas foram caracterizadas quanto a concentracdo total de
fosfolipidios através do ensaio fosfato, segundo o método descrito por Rouser et al.
(1970), com modificacoes introduzidas por Brito et al (1996). Este método baseia-se na
degradacdo total dos lipidios com liberagéo do fosforo inorganico (Pi) pela digestdo com
acido perclérico e aquecimento a 180°C. O ortofosfato forma um complexo com o
molibidato de aménio; quando este complexo € reduzido pelo acido ascérbico ha o
aparecimento da cor azul, cuja intensidade € proporcional a concentragao de fésforo na
amostra, quantificado espectrofotometricamente em 795 nm, através de uma curva de

calibragao.
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3.5.2 Concentracao total de colesterol

O colesterol foi quantificado nas formulagdes utilizando-se kit de dosagem de
colesterol total no soro (Laborlab Prod. Lab. Ltda, Guarulhos). O método utilizado
baseia-se na producao de H>O» por acdo do colesterol oxidase sobre o colesterol. O
peroxido de hidrogénio formado, proporcional a concentracao de colesterol, reage com
a aminofenazona gerando uma quinoneimina de coloragcdo roésea que pode ser

detectada, espectrofotometricamente, em 505 nm (Abell et al., 1952).

3.5.3 Determinagéo do tamanho das vesiculas

O didametro hidrodindmico de particulas em difusdo foi determinado pela técnica
de Espalhamento Quase-elastico de Luz (Light Scattering) através da observagao das
medidas de flutuagcdo tempo-dependente da luz espalhada pelas particulas (Shaw,
1991). Foi utilizado laser de alta poténcia, e equipamento Malvern Autosizer 4700,
pertencente a Faculdade de Engenharia Quimica da UNICAMP, em colaboragdo com a
Prof? Dra. Maria Helena Andrade Santana. As medidas foram realizadas na presenca e
na auséncia do anestésico local, para verificar o tamanho médio, a homogeneidade e a

estabilidade das formulages lipossomais, antes e ap6s a encapsulagao.

3.5.4 Eficiéncia de encapsulacao e determinacao do coeficiente de particao

Amostras da formulacao lipossomal contendo lidocaina, preparadas em tampao

HEPES 20mM, NaCl 150mM a pH 7,4, foram submetidas a ultracentrifugacao (120.000
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x g) por duas horas, em temperatura de 20°C (Ultracentrifuga Beckman ® modelo L-8-
80M). Uma amostra de lipossomas sem anestésico local foi usada para controle da
dispersdo de luz (AbspLV, equagéo 1).

Aliquotas dos sobrenadantes (sbn) foram analisadas por espectrofotometria UV,
em 260nm (de Paula e Schreier, 1995), onde o coeficiente de extincdo molar da
lidocaina, em pH 7,4 é igual a 380. Os valores de absorbancia permitiram o calculo da

porcentagem de anestésico local (AL) ndo encapsulado, de acordo com a equacéao 1:

Abs Pon " AbSMLV
Absinicial

% Nao encapsulad a = x100 Equacao 1

Onde Abs inicial refere-se a solucao de anestésico (100%) antes da separacao
de fases. A porcentagem de AL encapsulado foi obtida por subtracdo da porcentagem
nao encapsulada.

Os resultados obtidos podem também ser expressos em termos do coeficiente de
particao (P) do anestésico local entre duas fases nao misciveis, membranar (m) e
aquosa (a), de acordo com a equacado 2 (de Paula e Schreier, 1995; Cereda et al.,

2006).

:nm/Vm

n,/V, Equacao 2

Onde n é o numero de moles do anestésico e V é o volume de fases membranar

(m) e aquosa (a). Como o numero de moles do soluto em membrana (nm) adicionado
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ao numero de moles do anestésico em agua (ng) corresponde ao numero de moles

total (na solucao inicial), pdéde-se determinar o valor de P para a lidocaina entre

lipossomas e agua, usando-se os valores de % encapsulada e ndo encapsulada (nm €
na, respectivamente). Para tanto, calculamos o volume de membrana nas condi¢ées

experimentais (4 mM de lipidios totais) usando o peso molecular médio dos lipidios e
considerando densidade = 1 (de Paula e Schreier, 1996).

A expressao dos valores de % de encapsulacdo em termos de coeficiente de
particdo tem como vantagem o fato de a concentragdo de membrana utilizada no ensaio

de separacgao de fases ser levada em consideracado, sendo P uma constante.

3.6 Testes de esterilizacao da formulacao

As amostras de lidocaina lipossomal foram preparadas em camara de fluxo
laminar (com materiais e solugbes estéreis) e acondicionadas em frascos-ampola
estéreis. Esses frascos foram levados para esterilizagdo com calor umido em autoclave
a temperatura de 121°C e 1atm de pressao por um periodo de 15 minutos. Apds esse
procedimento, as amostras foram rapidamente resfriadas e armazenadas em geladeira
(4°C).

A esterilidade das amostras foi verificada com teste microbiologico realizado no
Laboratério de Microbiologia do Instituto de Biologia — UNICAMP, em colaboragédo com
a Dr? Maria Silvia Viccari Gatti. Esse teste microbiolégico consistiu na incubagao de

amostras estéreis em meio de cultura BHI (Brain-Heart Infusion) por um periodo de 48
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horas, € na observacdo da presenga ou auséncia de microorganismos viaveis —
bactérias ou fungos (Tortora et al.,, 2000).

Verificou-se também a presenca ou nado de endotoxinas produzidas pelo
metabolismo bacteriano comumente conhecidas como pirogénio. O método utilizado
para a determinacao da presenca dessas endotoxinas foi o teste do pirogénio in vitro,
que consiste na utilizagdo do Lisado de Amebécitos de Limulus polyphemus
(Richardson et al., 1983). Esse método € baseado na gelificacédo de certas proteinas do
lisado de amebbcitos na presenca de endotoxinas. Amostras das formulagbes
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 Ind. e Com. Ltda).

3.7 Teste de liberacao in vitro

O método descrito por Paavola et al. (1995) foi utilizado para avaliar a liberagéo
in vitro de farmacos livres ou encapsulados, e consiste em um sistema de dois
compartimentos: o doador (contendo 1 mL da amostra) e o receptor (com 100 mL de
tampao HEPES 20 mM com NaCl 150 mM, pH 7,4), mantidos sob agitacao leve a 25°C.
Uma membrana de celulose (spectrapore, com poros para exclusao molecular de 12000
a 14000 Da) separa esses dois compartimentos (Figura 5). Amostras foram retiradas do
compartimento receptor nos seguintes tempos: 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240 e
300 minutos e analisadas por espectrofotometria no UV (260nm) para detectar a
liberagao de lidocaina. Foram testados e comparados dois sistemas, um contendo a

formulacao lipossomal e o outro, lidocaina em solugcdo, no compartimento doador.
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D
—
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Figura 5 - Representacao do sistema para determinacao da cinética de liberacao de farmacos. A=
Compartimento doador (amostra + membrana), B= compartimento receptor (solugcao
tampao), C= barra magnética para agitacao, D= local de retirada das aliquotas.

3.7.1 Tratamento matematico das cinéticas de liberacao

O programa Sigma Plot ® 8.0 foi usado para analisar os perfis de liberagdo
obtidos. Para interpretacdo dos perfis testamos equacbes para libercao

monoexponencial (Equacao 3) e biexponencial (Equacao 4).

C=C,+a(l-e*")

Equacao 3

C=C,+a(l—-e"“")+b(l—e")

Equacao 4
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Onde k, k1 e ko séo as constantes de liberagdo, Cp € a concentracéo inicial. A

selecdo do modelo foi baseada no melhor coeficiente de correlacao obtido para ajuste

das curvas experimentais.

3.8 Avaliacao da estabilidade fisico-quimica da formulacao anestésica

lipossomal, antes e apos esterilizacao

3.8.1 Estabilidade fisica da formulacao lipossomal

A estabilidade fisica da lidocaina lipossomal foi avaliada pela observacdo de
possiveis alteragbes no tamanho das vesiculas antes e apdés o processo de
esterilizacdo, e em funcdo do tempo, até que alteracdes significativas fossem
observadas. O método utilizado para essa avaliagdo foi o de espalhamento de luz

quase eléstico (Quasi Elastic Light Scattering), ja descrito na segao 3.5.3.

3.8.2 Estabilidade quimica dos componentes lipidicos

Os lipossomas foram avaliados quanto a estabilidade quimica de seus
componentes estruturais, por meio da medida de oxidacao de fosfolipidios. A oxidacao
de &cidos graxos dos fosfolipidios, na auséncia de agentes oxidantes 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

exposicdo a radiacdo eletromagnética ou por contaminagdo de ions metalicos de
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transicdo. Na avaliagdo da oxidacdo dos fosfolipidios pode-se considerar o
desenvolvimento de conjugacao de duplas ligacdes, a producdo de aldeido com ciséo
de cadeia ou a formagao de perdxidos (New, 1990).

Um método amplamente usado para avaliagao de peroxidagéo lipidica consiste
na deteccdo de endoperdxidos pela reacdo de produtos de sua quebra em altas
temperaturas - os malondialdeidos (MDA) - com o &cido tiobarbitirico (TBA). Essa
reacdo gera um croméforo vermelho com absorbancia em 532 nm (Sinnhuber et al.,
1958; Asakawa e Matsushita, 1980). Em tubos contendo 0,1 mL das amostras de
formulacdo lipossomal foram adicionados 0,1 mL de solucdo de cloreto férrico (0,27
mg/mL), 0,1 mL de solugcdo etandlica de hidroxitolueno butilado (0,22 mg/mL), 1,5 mL
de tampéao glicina (0,2 M / pH 3,6) e 1,5mL de reagente TBA (0,5 mg/mL) em solugéo
de dodecilsulfato de sodio (0,3 mg/mL). Apds a incubacdo em banho fervente por 15
minutos, os tubos foram resfriados rapidamente até a temperatura ambiente. Adicionou-
se, entdo, 1 mL de acido acético glacial e 2 mL de cloroférmio, os tubos foram agitados
e centrifugados (500 x g, por 20 min. a 4°C). Fez-se a leitura do sobrenadante em 532
nm. A quantidade de MDA foi determinada em comparagdo com uma curva de
calibragdo preparada com tetraetoxipropano (TEP 0,2 mM) hidrolisado sob as mesmas

condigdes experimentais.

3.9 Avaliacao da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em células da linhagem 3T3

(fibroblastos de camundongos Balb/c) mantidas em cultura continua (meio de cultura

DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 Ul/mL de penicilina e 100
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ug/mL de sulfato de esptreptomicina, pH 7,2-7,4, 37°C, sob atmosfera umida com 5%

de CO»o) através de repiques periddicos. O plaqueamento foi realizado inoculando-se 2

x 10* células viaveis em placas de 48 cavidades, incubadas por 48 horas, até atingirem
a semiconfluéncia.

O numero de células viaveis apoOs tratamento com as amostras teste foi
determinado usando ensaio colorimétrico baseado na redugcdo do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5-brometo de difeniltetrazo6lio) como proposto por Mosmann (1983).
O principio do teste consiste na captagdo do MTT pelas células vivas e redugdo a
formazan (composto purpura) pelas desidrogenases mitocondriais, resultando em
acumulo desse composto somente nas células vivas. A solubilizagdo das células
possibilita a liberagdo do formazan, que pode ser faciimente detectado por

espectrofotometria no visivel (570 nm).

3.9.1 Ensaio colorimétrico MTT

O MTT foi dissolvido em meio de cultura a 5 mg/mL e filirado para esterilizar e
remover pequenas quantidades de residuos insoluveis e reservado.

As células foram incubadas por 2 horas com amostras de: — lipossomos, LUV (5
mM); lidocaina, LDC (0,7, 3,5 e 7 mM) ou formulagdes lipossomais contendo lidocaina,
LDCruv (0,7, 3,5 e 7 mM). Em seguida, o meio de cultura foi substituido e as células
incubadas com MTT a 37 °C por 3 horas. Ao final desse periodo, o0 meio contendo MTT
nao reduzido foi removido cuidadosamente e a cada placa foi adicionado 0,1 mL de

HCl:isopropanol (1:24 v/v), a fim de dissolver os cristais de formazan produzidos pela
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reducao do corante. As placas foram agitadas vigorosamente por cerca de 20 min. para
garantir a solubilizacdo do formazan. A absorbancia da solugcdo em cada cavidade foi
medida em 570 nm.

Todos os experimentos foram executados no Laboratério de Cultura de Células,

Departamento de Bioquimica, IB-UNICAMP.

3.10 Testes em modelos animais

3.10.1 Blogueio do nervo infraorbital

A avaliacdo do bloqueio do nervo infraorbital (NIO) é importante devido a sua
proximidade anatdmica com regides de interesse em odontologia. Os dentes, 0ssos € a
maior parte dos tecidos moles da cavidade oral sdo inervados pelo nervo trigémio. 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). O NIO nos ratos
chega até o labio superior, incluindo os bigodes; tem dois milimetros de diametro e é
homologo com o NIO do homem. Assim, na falta de uma 6rbita fechada no rato, o nervo
se prolonga até abaixo do olho e emerge da maxila através de uma chanfradura
profunda ao invés de um forame. De cada lado da maxila do rato existe uma lacuna
entre os molares superiores (que estdo atras) e o incisivo superior (na frente) e a
chanfradura esta situada acima desta lacuna (Fink et al., 1975).

Desta maneira, para avaliar o efeito anestésico da lidocaina foi selecionado o
método de bloqueio do NIO descrito por (Fink et al, 1975; Ready e Fink, 1980; Hassan

et al,, 1985 a, b), tendo sido observada a resposta aversiva do animal ao pingamento do
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Iabio superior (movimentacao brusca da cabega), registrada de acordo com os escores:
0 (presenga de resposta aversiva) e 1 (auséncia de resposta aversiva). Esses valores
foram expressos em percentagem de animais com anestesia (Grant et al, 2004).

As amostras testadas foram injetadas na regido infraorbital de um dos lados da
face do animal (Figura 6) e, o outro lado intacto, serviu como controle, ap6s os animais
terem sido levemente anestesiados intraperitonialmente com tiopental (25 mg/kg) de
modo que o grau de sedacdo nao interferiu na resposta aversiva do animal (Ready e
Fink, 1980).

Cada grupo de animais (n=7) recebeu 0,1 mL das seguintes preparacoes:

e LDCyvge - Solucdo de lidocaina (2%, 2,5%, 3%);

e LDC,yy - Lidocaina lipossomal (2%, 2,5%, 3%);

e LDCyvaso - Solugdo comercial de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000

e LUV - Suspenséo lipossomal (livre de anestésico).

FORAME
INFRARAITAL

a

Figura 6 — (a) Técnica de bloqueio do nervo infraorbital (b) Vista lateral do cranio de rato, forame
infraorbital (adaptada de Fink et al, 1975).
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Os animais foram testados em intervalos de cinco em cinco minutos até o
aparecimento dos primeiros sinais de retorno da resposta aversiva ao pingamento no
lado injetado. Todas as amostras foram codificadas e usadas em uma seqiéncia
randémica. Os experimentos foram realizados sempre pelo mesmo observador.

A eficacia do bloqueio do nervo infraorbital foi avaliada pelo tempo de
recuperacao da funcao sensorial e pelo efeito total do anestésico local, estimado pela

area sob a curva de tempo (ASC), expressa em escore por hora.

3.10.2 Avaliagdo da toxicidade cardiovasular

A avaliagdo da toxicidade cardiovascular da formulagdo de lidocaina lipossomal
foi feita através da analise do eletrocardiograma, pressao arterial média e da freqiéncia

cardiaca, em ratos.

3.10.2.1 Eletrocardiograma

O eletrocardiograma é o registro da atividade elétrica do coracdo. Quando um
potencial de acdo percorre a massa cardiaca a corrente elétrica também se propaga
para os tecidos adjacentes ao coragao. A colocacgao de eletrodos na superficie do torax,
em locais estratégicos, permite o registro da atividade elétrica cardiaca, com uso do
eletrocardiografo.

O tracado eletrocardiografico normal (Figura 7) € composto por um ciclo elétrico
formado pelas ondas: P, intervalo PR, complexo QRS, segmento ST e onda T

(Deccache e Crasto, 1993; Singi, 2007). Cada uma destas ondas e segmentos associa-
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se a um evento cardiaco: A onda P é causada pela corrente elétrica gerada durante a
despolarizagdo atrial. Da mesma maneira o0 complexo QRS ¢ formado pela
despolarizagdo ventricular. A onda T € provocada pela repolarizacdo dos ventriculos.
Observa-se também na figura um intervalo PR, que representa a geracdo e a
conducdo do potencial de agdo cardiaco, desde sua formacdo no nodulo atrio-
ventricular (SA) até sua chegada nos ventriculos, que € medido do inicio da onda P até
o inicio da primeira onda do complexo QRS. O periodo compreendido entre o final da
onda S e o inicio da onda T é chamado segmento ST e corresponde a uma total
inatividade elétrica dos ventriculos, representando a repolarizacao ventricular. A
atividade completa dos ventriculos (despolarizacéo e repolarizacdo) pode ser avaliada
através do intervalo QT. O intervalo entre duas ondas R consecutivas determina o

ritmo cardiaco.
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Figura 7 - Registro eletrocardiografico normal (Deccache e Crasto, 1993).
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As conexdes elétricas entre os membros do paciente e o eletrocardiografo
formam, através da diferenca de potencial gerado, derivagdes bipolares. Chama-se de
derivagdo, a linha que une esses dois eletrodos (Singi, 2007; Carvalho, 2007). A
derivagao nao € um fio Unico conectado ao corpo, mas um circuito completo (Goodman
e Gilman, 1991). A disposicéo classica dos eletrodos nos membros obedece a uma

convengao estabelecida por Einthoven (Figura 8).

R — _

0 )

+ +

F

Figura 8 - Esquema representativo do triangulo de Einthoven R (right)- direito, L (leff)- esquerdo e
F (foot)- perna (Deccache e Crasto, 1993).

As derivagOes sao obtidas da seguinte maneira: DI - eletrodo positivo no brago
esquerdo e o0 negativo no brago direito: DIl - o eletrodo positivo é colocado na perna
esquerda e o negativo no braco direito; DIl - o eletrodo positivo é conectado a perna

esquerda e o0 negativo no brago esquerdo.
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Cada derivacao é dividida por uma perpendicular entre uma metade positiva e
uma negativa. Assim, quando um vetor, com a origem no centro do tridngulo se projetar
na metade positiva de uma derivagéo, ocorrera uma deflexdo positiva, e se o vetor se
projetar na metade negativa, ocorrerd uma deflexdo negativa (Deccache e Crasto,

1993).

3.10.2.2 Medidas do eletrocardiograma

Os experimentos foram realizados no laboratério de Farmacologia e Fisiologia da
Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL-MG. Para avaliar os efeitos cardiovasculares
seguiu-se a metodologia descrita por Carbajal et al. (1989).

Os animais foram anestesiados pela técnica de anestesia geral inalatéria, sob
ventilagdo espontanea em circuito semi-fechado com mistura oxigénio/éxido nitroso e

halotano (Figura 9).

67



MATERIAL E METODO

Figura 9 - Equipamento para anestesia com mistura O,/NO, v/v e halotano.

Em seguida, a veia jugular esquerda dos animais foi dissecada e canulada (P50)
para a administracdo das preparacoes. A artéria femural esquerda foi canulada (P10) e
a extremidade distal da canula foi conectada ao transdutor de presséo, acoplado a um
sistema BIOPAC MP 100A conectado a um computador, para registro da pressao

arterial (PA) (Figuras 10 e 11).
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Figura 11 - Sistema BIOPAC MP 100A para registro da pressao arterial.
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Para o registro da freqiéncia cardiaca (FC) foram feitas pequenas incisdes
circulares na regido proximal da face anterior das patas dianteiras e traseiras dos
animais. Sob a pele foram introduzidos os eletrodos do eletrocardidégrafo, o que permitiu
o registro nas trés derivagdes bipolares (DI, DIl e DIll) e nas trés derivagdes unipolares

dos membros (AVR, AVL e AVF), porém os tracados foram analisados em DIl (Figura

12).
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Figura 12 - Eletrodos posicionados para registro do eletrocardiograma.

O eletrocardiografo foi ajustado com velocidade padrao (25 mm/s) e a amplitude

foi de 2 cm=1mV, devido ao fato de o tracado eletrocardiografico do rato ser pequeno.
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Os registros da PA, ECG e freqliéncia cardiaca (estimada pelo interva-lo entre duas
ondas R consecutivas e expressa em batimentos por minutos — bpm) foram realizados
antes (controle) e depois da injegao das preparagdes, em tempos pré-determinados, até
o término em 5 minutos.

Kashimoto et al. (1997), estudando ratos anestesiados, registrou dose
subconvulsiva de LDC administrada intravenosamente de 2 mg/kg, sendo que a dose
de 8 mg/kg causou uma queda acentuada da PA e FC e alguns dos ratos tiveram
convulsées. Apés um estudo piloto de dosagem optamos pela dose de (4 mg/kg), que
esta de acordo com a dose maxima de lidocaina com ou sem vasoconstritor (4,4 mg/kg)
recomendada para humanos pelo Conselho de Terapéutica Odontologica da
Associagcao Americana de Odontologia (Malamed, 2001).

Os animais, mantidos em jejum de 12 horas, foram divididos em cinco grupos
(n=10) que receberam, respectivamente:

¢ LDCyge - Solucao de lidocaina 2%;

¢ LDCyyy - Lidocaina lipossomal 2%;

¢ LDCyaso - Solugao comercial de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000

¢ LUV - Suspenséo lipossomal

¢ Tampao - HEPES 20 mM com NaCl 0,9% (pH 7,4).

O protocolo foi iniciado com a injecdo de 0,4 mL de NaCl 0,9%, temperatura
ambiente, simulando a aplicacdo das amostras, o que serviu de controle para avaliagao
das condicdes hemodinamicas dos animais; quando estas condicées eram instaveis os

animais eram descartados. Entdo, a amostra foi injetada (0,2 mL para todos os animais,
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temperatura ambiente) em 5 segundos, seguindo-se a aplicagao de 0,2 mL de NaCl

0,9% para lavagem de possiveis residuos na canula.

3.11 Analise estatistica

Para a avaliacao do bloqueio do nervo infraorbital (medidas de ASC e tempo de
recuperacao) os valores foram expressos em mediana (limites minimo e maximo) e
comparados utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis. Na avaliagdo da cardiotoxicidade
os valores da pressado arterial média e freqiiéncia cardiaca (analise entre valores de
tempo individuais) foram comparados por ANOVA one - way (teste de Dunnet) e para
andlise dos valores de tempo entre os grupos por ANOVA one - way (teste de Tukey).
Os dados foram apresentados como meédias e erro padrdao (EP) dos experimentos
realizados.

Nos testes in vitro de cultura de células, os valores foram transformados em
porcentagem e analisados também pelo teste de Kruskall-Wallis. Para avaliagcdo de
endoperoéxidos os valores foram comparados por ANOVA (teste de Tukey).

Os softwares utilizados foram: Graph Pad Instat e Graph Pad Prism 4 (Graph

Pad Software Inc., versao 3.0, 1997 — 1998).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da formulacao lipossomal

4.1.1 Tamanho

O diametro médio e a distribuicdo de tamanho das vesiculas foram analisados
por espalhamento de luz quase-elastico. As medidas foram realizadas a 25°C, com um
angulo de detecgcao de 90° em relagao ao feixe de raio laser incidente, antes e apés a
incorporacao da lidocaina. Dados de espalhamento revelaram uma unica populagédo de
vesiculas com 292,5 £ 2,05 nm e baixo indice de polidispersidade (0,16 + 0,04) antes
da incorporacdo de lidocaina (Figura 13a e Tabela 3). Apds encapsulacédo a
polidispersividade de tamanho das vesiculas aumentou (0,75% 0,07), o didametro médio
da populagédo principal diminuiu para 227,0 + 2,35 nm (n=4) e uma populacao de
vesiculas maiores, com mais de 1 um foi detectada (Figura 13b; Tabela 3).
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Figura 13 — Distribuicdo de tamanho dos lipossomas: sem LDC (a) e com LDC encapsulada (b),

medidas por espalhamento de luz quase-elastico (light scattering).
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Tabela 3 - Diametro médio das vesiculas lipossomais (média + EP) e indice de

polidispersidade, antes e ap6s a encapsulacao do anestésico (n=4)

Diametro Diametro Diametro Diametro

indice de
(nm) (nm) (nm) (nm) Diametro
Lipossomas Polidispersi-
amostra amostra amostra amostra médio tEP
dade .+t EP
1 2 3 4
293 297 287 293
LUV 292,5+2,05 0,16 £ 0,04
(100%)* (100%)*  (100%)* (99%)*
222 233 229 225
227,0+2,35
(67%)* (69%)* (79%)* (78%)*
LDCruv 0,75 +£0,07
1197 1038 1234 1352
1205 + 65

(33%)*  (31%)  (30%)*  (22%)*

Nota; * Os numeros entre parénteses indicam a percentagem da populagédo de vesiculas com este
diametro.

A reducdo no tamanho dos lipossomas, observada apOs incorporacdo da
lidocaina, embora pequena, esta de acordo com os dados relatados por Miller et al.
(2004), com lipossomas unilamelares pequenos compostos de lecitina de soja; naquele
trabalho as vesiculas contendo lidocaina encapsulada tiveram diametros médios
menores (85-125 nm) do que os lipossomas livres de lidocaina (102-150 nm). Dentre as
possiveis explicacdes para a reducdo no tamanho dos lipossomas acreditamos que
modificacdes no grau de empacotamento dos lipidios (lsraelachvili et al, 1976) por

interacdo da lidocaina com as moléculas lipidicas (Schiitze e Muller-Goymann, 1998)
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sejam determinantes. Dentre os anestésicos locais a LDC é considerada uma molécula
volumosa, sendo a mais eficiente dentre 9 anestésicos analogos estudados, em reduzir
a organizacao de lipossomas de lecitina de ovo medida pela técnica de Ressonancia
Paramagnética eletrénica (de Paula e Schreier, 1995). A LDC se insere entre os
fosfolipidios da bicamada, em regiao préxima a da cabeca polar das moléculas de
fosfatidilcolina (Fraceto et al, 2002; 2005), diminuindo o empacotamento lipidico e
conferindo didmetro menor aos lipossomas aqui estudados. Cabe lembrar que
lipossomas a base de lecitina de soja hidrogenada tem alto grau de empacotamento
molecular, devido a saturacao de suas cadeias acila; nestes lipossomas a fluidizacao da
membrana pela LDC é evidenciada, justificando a diminuicdo de tamanho da populacéo
principal dos lipossomas extrudados em poros de 400nm, bem como o aparecimento de
uma segunda populagao de vesiculas de maior tamanho, formadas por fusdo daquelas
(Yeagle, 2005; Ruozi et al., 2005; Sabin et al., 2007).

As alteracbes de tamanho descritas ndo descaracterizaram as vesiculas (LUV)

preparadas, tendo sido usadas nos testes subsequentes.

4.1.2 Eficiéncia de encapsulacao e coeficiente de particao

A porcentagem de lidocaina encapsulada foi determinada em suspensdes
lipossomais multilamelares preparadas na concentracao de 4 mM (de lipidios totais) e o
AL foi adicionado de maneira a atingir uma concentracao final de 2 mM. A taxa de
encapsulacao da LDC dentro dos lipossomas e o coeficiente de particao (P), calculado
a partir destes dados, em pH 7,4 foram 6,0 + 1,9% e 23,5 + 7,9 (média + DP),

respectivamente. Estes resultados revelam a natureza hidrofilica da LDC, quando
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comparada com outros anestésicos locais da familia das amidas, com maiores
coeficientes de particao (de Paula e Schreier, 1995). Além disso, em estudos prévios de
nosso laboratorio, a incorporagdo de AL dentro de vesiculas de fosfatidilcolina de ovo e
colesterol foi sempre maior: 24,8 + 4,2% para bupivacaina, 23,8 + 3,5% para
ropivacaina e 18,4 + 3,9% para mepivacaina (Araujo et al., 2004; Araujo, 2005), 12,1
1,1% para prilocaina (Cereda et al., 2004) e 19,1 + 3,6% para lidocaina (Cereda et al.,
2006) do que a aqui determinada em lipossomos a base de Epikuron.

A incorporagao da LDC em lipossomas € mais baixa do que a de outros AL mais
hidrofébicos (como a bupivacaina e a ropivacaina), porém a baixa % de encapsulacao
da LDC em relacao a lipossomas de fosfatidilcolina de ovo (Cereda et al, 2006) é
certamente explicada pelo alto grau de empacotamento da lecitina de soja hidrogenada
(temperatura de transicdo de fases, Tm, alta = 65°C) usada neste trabalho. Lipidios com
alta Tm produzem lipossomas menos fluidos (Yeagle, 2005), diminuindo a incorporacao
de moléculas convidadas, como relatado para o diproprionato de beclometasona
(Darwis e Kellaway, 2001).

E importante ressaltar que, embora a encapsulacdo de LDC dentro dos
lipossomas seja baixa, o restante do anestésico (solubilizado no meio aquoso) nao foi
retirado da formulagdo, como de praxe nas formulagdes lipossomais preparadas em
nosso grupo de pesquisa (Araujo et al, 2004; Cereda et al 2004, 2006) e
diferentemente de outros trabalhos na literatura (Grant et al., 2004). Mostraremos a
seguir que mesmo este pequeno aumento na quantidade de lidocaina veiculada através
da fase lipidica dos lipossomas é capaz de alterar a cinética de liberagéo do farmaco e

induzir significativa melhoria na atividade nonciceptiva medida em animais.
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4.2 Testes de esterilidade e pirogeneicidade da formulacao

Os testes microbiolégicos em meio BHI confirmaram a esterilidade de todos os
lotes de lidocaina lipossomal avaliados, pelo ndo crescimento de microorganismos,
tanto em meio aerdbico quanto anaerobico, por 2 semanas.

Os testes de pirogénio (Endosafe® Limulus Amebocyte Lysate) também
confirmaram auséncia de endotoxinas nas amostras da formulagao lipossomal de

lidocaina (dados ndo mostrados).

4.3 Teste de liberacao in vitro

A cinética de liberagcdo da LDC dos lipossomas € mostrada na Figura 14. A
lidocaina liposomal (LDCryy) mostrou uma diminuicdo na taxa de liberacdo através da
membrana de dialise, se comparada com o controle de solugdo aquosa de lidocaina
(LDCyvre). Observou-se uma liberagao sustentada a partir dos lipossomas tal que, no
tempo em que a LDCyyge atingiu o equilibrio (142,3 min) somente 78% de LDC yyv havia
sido liberada do compartimento doador.

O perfil de liberacdo da lidocaina em solucdo e da lidocaina lipossomal foi
modelado usando as equagdes mono (Equagédo 3) e biexponenciais (Equagao 4) como
descrito em material e métodos, item 3.7. A LDC_vgre apresentou melhor ajuste dos
dados experimentais com o ajuste monoexponencial (r=0,9997), com constante de
0,0396 + 0,001 min™". Para a LDCLyv a melhor adequagao dos dados foi observada com
o modelo biexponencial (r=0,9998); as constantes da inicial fase (ki) e da fase

sustentada (kz) foram 0,052 + 0,015 min” e 0,0253 + 0,005 min™', respectivamente. A
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partir destas constantes, o tempo de equilibrio de liberagao foi calculado em 142,3 min
e 225,9 min, para as formulacbes de lidocaina livre e lidocaina lipossomal,

respectivamente.
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Figura 14 - Perfis da cinética de liberacao (média + EP) das formulacoes de lidocaina livre e
lipossomal, em pH 7,4 e 25 2C (n = 4).

As fases inicial e sustentada da LDC yy refletem a cinética de liberagdo de
ambas as populagdes de lidocaina (livre e encapsulada) nesta preparacéo. A presenca
de lipossomas prolongou a liberacdo da LDC, principalmente por causa da fase
sustentada, o que € indicativo: 1) de encapsulacdo da LDC dentro dos lipossomas e 2)
que a LDC encapsulada no lipossoma pode possibilitar aumento da duragao do efeito
anestésico da lidocaina, devido ao tempo de permanéncia prolongado da droga no local

de injecao (Mashimo et al., 1992).
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4.4 Estabilidade fisico-quimica da formulacao lipossomal

Em estudos prévios, realizados em nosso laboratério, avaliamos a estabilidade
de uma formulagdo lipossomal de anestésicos locais esterilizada por radiagées
ionizantes (Araujo, 2005); a dose de radiagdo utilizada foi de até 3,5 Mrad, que, embora
de acordo com dados da literatura (Boogaerts et al., 1994), alterou a estabilidade do
sistema lipossomal proposto, levando a peroxidagao lipidica. Em trabalhos posteriores
adotamos o método de esterilizacdo por calor umido e ndo encontramos diferenca
significativa entre as formulacdes lipossomais de prilocaina preparadas com lecitina de
ovo nao esterilizadas e esterilizadas, por um periodo de até 30 dias apds o preparo
(Cereda, 2007). Em vista do exposto e considerando ainda a menor propensdo da
lecitina de soja hidrogenada a oxidagdo, o método de esterilizacdo por calor umido foi

escolhido para uso neste trabalho.

4.4.1 Estabilidade quimica dos componentes lipidicos

Durante a estocagem mudangas fisicas e quimicas nas suspensdes de
lipossomas podem ocorrer, levando a alteragcées nas vesiculas, degradacao quimica e
vazamento da droga encapsulada (Darwis e Kellaway, 2001; Chunlei et al, 2004). Por
estas razbes testes de peroxidacéo lipidica foram feitos nas formulagcdes de lidocaina
lipossomal esterilizadas e néo esterilizadas, armazenadas a 4°C e a 25°C ao abrigo da

luz.
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A estabilidade quimica dos lipossomas foi avaliada pela deteccdo de
endoperoxidos pela reacdo de produtos de oxidacdo lipidica em altas temperaturas,
com &cido tiobarbiturico (TBA), conforme descrito em métodos.

Os resultados obtidos pela reagcdo com o TBA mostraram que a estabilidade
quimica dos lipidios que nao foram esterilizados por calor umido e permaneceram a 4
°C e ao abrigo da luz foi mantida por até 8 meses. Entretanto, quando a formulacéao foi
esterilizada os niveis de endoper6xido mantiveram-se baixos e iguais aos dos
lipossomas néo esterilizados somente até o 12 més apods o preparo (p<0,05). De
qualquer maneira, 0s niveis de peréxido mensurados durante 10 meses de
armazenamento a 4 °C nunca atingiram 2 nM, considerado como limite maximo
toleravel nas formulagdes, de acordo com Boogaerts et al. (1994).

Concluimos que o método de esterilizagdo por calor umido ndo é adequado para
estocagem de longa duracao desta formulacdo, pois houve uma diferenca significativa
(p<0,05) entre as amostras esterilizadas e nao esterilizadas a partir do segundo més de

estocagem a 4 °C, (Figura 15).

81



RESULTADOS E DISCUSSAO

LDC,, e

1,6 - B LDC, , ne it
st
1,4 - I
* *1f
1,2 - xf H
N |

1,0 - #
0,8 - *H#

[MDA] "M pm

6 7 8 9 10 meses

Figura 15 - Concentracdo de MDA (nM) em lipossomas com lidocaina encapsulada (5mM),
esterilizados (LDC,yv e) e nao esterilizados (LDC,yy ne), armazenados a 4 °C e
protegidos da luz (n=3-4). * # p<0,05 (ANOVA/ Tukey — Kramer).

Estas formulagbes também foram armazenadas a 25 °C e os lipidios
permaneceram quimicamente estaveis por 2 meses (p<0,05) em relacdo ao controle,
tanto para as formulagées nao esterilizadas quanto para as esterilizadas (Figura 16).
Nesta temperatura ndo houve diferenca significativa entre as amostras esterilizadas e

nao esterilizadas, até 7 meses de armazenamento.
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Figura 16 - Concentracao de MDA nM em lipossomas com lidocaina encapsulada (LDC,yy 5mM),
esterilizados e nao esterilizados, armazenados a 25 °C e protegidos da luz (n=4-5). *
p<0,05 (ANOVA/ Tukey — Kramer).

Quando comparamos separadamente as amostras ngo esterilizadas
armazenadas em temperaturas diferentes, notamos que nao houve diferenca
significativa entre elas até 3 meses de estocagem, p>0,05 (Figura 17). Entretanto, apo6s
6 meses as amostras mantidas a 25 °C apresentaram um grau de peroxidacgao lipidica 4
vezes maior do que as mantidas a 4 °C.

Igualmente, quando comparamos as amostras esterilizadas e armazenadas em
temperaturas diferentes, ndo houve diferenca entre elas até 6 meses de estocagem.
Contudo, as amostras mantidas a 25 °C apresentaram um grau de peroxidacéo lipidica
2 vezes maior do que as mantidas a 4 °C, apds 7 meses de estocagem (Figura 18).
Desta forma, podemos concluir que a melhor temperatura para armazenagem da

formulacdo de lidocaina lipossomal é a 4 °C.
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Figura 17 - Concentracao de MDA (nM) em lipossomas com lidocaina encapsulada (5mM)

armazenados a 4 e 25 °C, nao esterilizados e protegidos da luz (n=3-4). # p<0,05
(ANOVA/ Tukey — Kramer)
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Figura 18 - Concentracao de MDA (nM) em lipossomas com lidocaina encapsulada (5mM)

armazenados a 42 e 25 °C, esterilizados e protegidos da luz (n=3-4). # p<0,05 (ANOVA/
Tukey — Kramer)
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4.4.2 Estabilidade fisica da formulagéo lipossomal

O diametro médio dos lipossomas sem e com lidocaina encapsulada,
imediatamente apdés a preparagao, foi mensurado, levando-se em consideracdo o
processo de esterilizagdo (Tabela 4). Os dados de espalhamento de luz revelaram que
apods o processo de esterilizagdo por calor umido, tanto as vesiculas livres quanto as
vesiculas com lidocaina encapsulada aumentaram ligeiramente de tamanho, mas este
aumento nao foi significativo (p > 0,05) mantendo-se a estabilidade fisica da formulagao
lipossomal.

Como as preparacoes de lipossomas podem estar sujeitas a uma série de efeitos
adversos tais como agregacao, fusdo e hidrolise fosfolipidica, que levam a diminuicdo
do tempo de estocagem (Chunlei et al., 2004), o tamanho médio dos lipossomas foi
acompanhado ao longo do tempo, observando-se a porcentagem da populagéo
principal que apresentou tamanho entre 200 a 400 nm. De acordo com a Figura 19, o
tamanho dos lipossomas das formulagdes lipossomais sem LDC, nao esterilizadas
(LUV ne) e esterilizadas (LUV e) foi estavel e comparavel, durante 8 meses de

estocagem a 4°C e ao abrigo da luz.

85



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 4 - Diametro médio da populacao principal das vesiculas (h = 4), antes e
apdés o processo de esterilizacao das formulacoes lipossomais sem

LDC e com LDC encapsulada.

Diametro Diametro Diametro Diametro

Lipossomas [nm] [nm] [nm] [nm] Média *
Amostra Amostra Amostra Amostra EP
1 2 3 4
Antes da
293 297 287 293
esterilizaca 292,51+2,05
(100 %) (100 %) (100 %) (99 %)
LUV o]
Apoés
307 297 310 298
esterilizaca 303,013,24
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
o]
Antes da
222 233 229 225
esterilizaca 227,0+2,35
(68 %) (69 %) (79 %) (78 %)
LDC LUV (o]
Apoés
227 234 231 227
esterilizaca 229,71+1,70
(80 %) (69 %) (81 %) (67 %)
o]

Nota: Os numeros entre parénteses indicam a porcentagem de vesiculas da populacao principal.
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Figura 19 - Distribuicdo de tamanho (%) da populacao principal de lipossomas nao esterilizados
(LUV ne) e esterilizados (LUV e) (média + EP), mantidos a 4°C

Como mostrado anteriormente (Tabela 3) a presenca de LDC nas formulacdes
lipossomais causa maior polidispersidade de tamanho e diminui a porcentagem de
lipossomas na populagédo principal, com tamanho de cerca de 230 nm. Por este motivo,
a porcentagem da populacao principal da formulagao de lidocaina lipossomal foi 25%
menor do que a da formulagdo lipossomal sem lidocaina (Figura 20); porém apds 8
meses de armazenamento, as formulagdes de LDCyyv ne e LDCLyv e permaneceram
estaveis quanto a distribuicdo de tamanho e diametro médio (Figura 20). Para ambas as
formulag6es a pequena diminuicdo na porcentagem de vesiculas da populacéo principal

foi acompanhada por um aumento gradativo na proporcao de vesiculas com tamanhos
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maiores (acima de 400 nm), provavelmente devido a maior agregacdo e fusao dos
lipossomas (Cabral et al., 2003; Ruozi et al., 2005; Sabin et al, 2007), em fungdo do

tempo.
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Figura 20 - Distribuicdo de tamanho (%) da populacao principal de LDC,yy ne e LDC yy e (n=4),
mantidas a 4°C (média + EP).

Para controle da estabilidade das amostras, as formulacdes de lidocaina
lipossomal foram estocadas a temperatura ambiente (25°C) e a 4°C protegidas da luz.

Os lipossomas mostraram a mesma estabilidade, tanto a 4°C quanto na
temperatura ambiente, por até 6 meses apos o preparo. Depois disso, apresentaram

uma queda na porcentagem de vesiculas da populagéo principal acompanhada por um
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aumentando na propor¢cao de vesiculas com tamanhos maiores. Esta queda foi mais
acentuada para a formulagcéo estocada a 25°C (Figura 21), indicando mais uma vez que

a armazenagem a 4°C é a mais adequada para a formulagao.
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Figura 21 - Distribuicdo de tamanho (%) da populacao principal de LDC,yy e (n=4), mantidas a 4°
e 25°C (média + EP).

Avaliando-se conjuntamente os resultados de estabilidade quimica e fisica,
concluimos que os lipossomas preparados apresentam um “tempo de prateleira”
limitado, mas suficiente para escala industrial, mormente considerando-se que o0s
mesmos podem ser armazenados na forma de material particulado (preparado por
spray-dryer), e os lipossomas serem preparados sob demanda, contando-se a partir dai

seu tempo de armazenamento.
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4.5 Avaliacao da citotoxicidade (ensaios em cultura de células)

A avaliacdo do efeito téxico do veiculo (LUV), do anestésico livre (LDC),
encapsulado em lipossomas (LDCyyy) e livre com vasoconstritor (LDCyaso) foi realizada
através do ensaio de viabilidade celular, por reducéo do corante MTT sobre culturas de
células ndo metabolizantes (fibroblastos de camundongos, da linhagem 3T3).

A Figura 22 mostra os resultados de um teste de citotoxicidade com lidocaina em
solucdo. Foram escolhidas as concentracdes de 0,7; 3,5 e 7 mM de LDC para os
experimentos, pois nessas concentracdes detectamos variacdo significativa da % de
células viaveis (de 100 a 0%) nas condigbes de ensaio padronizadas, tal que
concentragcbes clinicas de LDC (37 € 74 mM) causariam morte de 100% das células,
impedindo a comparacdo da citotoxicidade das diferentes formulagcdes. As
concentracbes testadas para as formulagdes LDC yy € LDCyaso foram as mesmas
utilizadas com o anestésico livre.

De uma forma geral, o tratamento das células com LDC em solugao,
encapsulada ou com vasoconstritor diminuiu a porcentagem de células viaveis de
maneira dose-dependente em relagc&o ao controle (tratado apenas com o corante MTT).
Os lipossomas (LUV, 5 mM) nao apresentaram efeitos citotdxicos na concentracao

testada, com 100% de células viaveis apoés tratamento (Figura 23).
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Figura 22 - Efeitos citotoxicos da LDC em solucao sobre células 3T3, avaliados pela reducao do

corante MTT. Dados expressos em porcentagem de células viaveis em relacao ao
controle (médias * DP, n= 3 experimentos).
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Figura 23 - Efeitos citotoxicos da LDC, \yge, LDC yv € LDCyaso (0,7, 3,5 e 7mM) sobre células 3T3,
avaliados pelo teste de reducédo do corante MTT. Células incubadas por2 ha 37 Ce
atm de 5% CO,. Dados expressos em porcentagem de células viaveis em relagdo ao
controle com MTT (médias + DP, n= 3 experimentos). * p < 0,001 (ANOVA)
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O tratamento com LDC induziu efeitos toxicos em células 3T3 nas concentragdes
de 3,5 e 7 mM (77 e 57% de células viaveis). A encapsulacao de LDC nos lipossomas
teve efeito similar (74 e 58%), isto é, néo alterou de forma significativa a toxicidade do
anestésico, em relagdo a droga livre, em todas as concentragdes (p>0,05) (Figura 23).
Embora este resultado possa ser associado ao fato da quantidade de anestésico local
encapsulado ser relativamente baixa (6%) permanecendo grande quantidade de AL
livre na formulacao, evidencia também que a LDC ¢é de fato liberada dos lipossomas,
atingindo a célula-alvo, in vitro. No entanto, comparando-se a citotoxicidade induzida
por LDCyaso nas concentracées de 0,7, 3,5 e 7 mM, com os dados do AL livre e
encapsulado, nas mesmas concentracdes, observou-se maior toxicidade da LDCyaso,
com 75, 56 e 27% de células viaveis, respectivamente.

As solucbes de anestésicos locais com vasoconstritor disponiveis
comercialmente contém também um antioxidante, para garantir a estabilidade quimica
da amina simpatomimética. O bissulfito de s6dio € o antioxidante mais comum, pois
prolonga o tempo de prateleira destas solugdes, além de tornar a preparacao
anestésica consideravelmente mais acida. Segundo Holroyd e Watts (1963) a acao
prolongada do agente vasoconstritor fenilefrina, que tem agdo quase que exclusiva
sobre receptores adrenérgicos do tipo alfa, contribui para aumentar a irritabilidade dos
tecidos, seja pelo efeito intrinsico do vasoconstritor (aumento do consumo de oxigénio
nos tecidos como resultado do metabolismo celular acelerado) seja pelo aumento na
acidez tecidual local, com sérias implicacdes no processo de reparo alveolar em ratos
(Klingestréem e Westermark, 1964; Okamoto et al., 1994). Além disso, existem varios
estudos em animais alertando que a epinefrina pode potencializar injarias neuroaxiais

induzidas por AL, provavelmente devido a reducdo do clearence e a uma exposicao
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prolongada aos anestésicos locais promovida pela isquemia induzida pela epinefrina
(Yagiela, 1982; Neal, 2003).

Os efeitos de LDC 2% livre e em combinacdo com varios agentes foram
examinados no musculo esquelético de ratos. A inclusdo de epinefrina na solugcédo de
lidocaina aumentou marcadamente a quantidade de tecido destruido. Em
concentragcbes mais elevadas ampliou a zona de destruicdo mais profunda no interior
da fibra muscular e alterou qualitativamente o padrdo do dano, confirmando relatos de
que a combinacao de lidocaina e epinefrina é mais danosa para o musculo esquelético

do que lidocaina sozinha (Yagiela et al., 1982; Foster e Carlson, 1988).

4.6 Experimentos in vivo

4.6.1 Blogqueio do nervo infraorbital

A formulagao lipossomal usada como controle ndo apresentou nenhum efeito no
bloqueio do NIO (dados ndo mostrados). A eficacia do bloqueio do nervo infraorbital em
ratos foi avaliada pelo tempo de recuperagao da fungéo sensorial e pelo efeito total do
anestésico local (Tabela 5), medido como a area sob a curva, ASC em graficos como o
da Figura 24.

O tratamento com as formulagdes de lidocaina lipossomal a 2, 2,5 e 3% e com
lidocaina 2% com vasoconstritor (epinefrina) provocou aumento significativo no tempo
de recuperacdo da funcdo sensorial e no efeito total (ASC) em todos os animais
tratados, em comparacdo com aqueles que receberam lidocaina livre (Tabela 5) em

concentragcbes equivalentes (p<0,05, p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente). O
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prolongamento da anestesia para as formulagdes lipossomais foi dose-dependente e
pode ser explicado pelo maior tempo de permanéncia da formulagao lipossomal no sitio

de injecao (Figura 24).
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Figura24 - Tempo de recuperacdao da analgesia (min) no nervo infraorbital induzido pelas
formulacoes lipossomais em funcao da concentracao de lidocaina.
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Tabela 5 - Tempo de recuperacao e efeito total do bloqueio sensorial (area sob a
curva, ASC) induzido pelas formulacoes de LDC em solucao,
lipossomal e com vasoconstritor, durante o bloqueio do nervo
infraorbital, em ratos. Dados expressos em mediana (minimo-maximo)
(n=7)

Concentracao Tempo de recuperacao

Grupos ASC (escore/h)
(%) (min)
LDCLvre 2 45 (40-55) 37,5 (32,5-47.5)
2,5 70 (60-70) 62,5 (52,5-62,5)
3 70 (65-85) 62,5 (57,5-77,5)
LDCyruv 2 70 (60-75)a* 62,5 (52,5-62,5) a *
2,5 95 (85-100) a * 87,5(77,5-92,5)a*
3 115 (110-130) a ** 107,5 (102,5-122,5) a **
LDCvaso 2 130 (125-130) b ***, ¢ * 122,5 (117,5-122,5) b **,¢ *

Nota: Analises estatisticas para uma dada concentracao de lidocaina: a LDC,yge vs. LDC yy —
p<0,05 (*) e p<0,01 (**); b LDCLWRE VS. LDCVASO - p<0,001 (***); (o] LDCLUV VS. LDCVASO— pP< 0,05 (*)
Kruskall-Wallis Test

A LDC esta disponivel comercialmente para uso odontolégico na concentracao
de 2%, associada ou ndo ao vasoconstritor. A Tabela 5 e a Figura 25 mostram que a
duracao do bloqueio do nervo apos o tratamento com a lidocaina lipossomal (2%, 2,5%,
3%) foi significativamente mais longa que o bloqueio produzido pela lidocaina livre em
solucdo, nas mesmas concentracdes. O tratamento com LDC yy 2% prolongou a
anestesia de 45 para 70 min apés a injecdo, em relagao a LDCygre (p<0, 05) (Tabela 5)
ou, em outras palavras, a LDC yv 2% produziu um aumento de 55% no tempo de

duracao do bloqueio do nervo infraorbital em comparacao ao uso da LDCyygre 2%. Em
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termos da area sob a curva o aumento foi de 67%, mostrando ser a formulacdo de
grande interesse para o bloqueio nervoso. Este resultado estd de acordo com
resultados prévios da literatura que relatam analgesia prolongada em animais tratados
com lipossomas de fosfatidilcolina de ovo contendo lidocaina (Mashimo et al., 1992,
Cereda et al., 2006), bupivacaina (Malinovsky et al., 1999), prilocaina (Cereda et al.,
2004), mepivacaina (Araujo et al., 2004) e ainda para lidocaina em lipossomas de
fosfatidilcolina de soja com diacilglicerol (Dyhre et al., 2001).

Notamos ainda que a LDCyv 2%, quando comparada a LDCyvgre 3%, promoveu
um tempo de duracgao do bloqueio do nervo infraorbital equivalente. Com esse resultado
pdde-se observar que a encapsulagado da LDC em lipossomas proporcionou 0 mesmo
efeito anestésico com uma concentracdo menor de LDC. Este fato é de extrema
importancia clinica, uma vez que a possibilidade de se obter o mesmo efeito com uma
menor dose, traz maior segurang¢a ao procedimento anestésico.

O efeito da associacao de epinefrina com anestésicos locais avaliado pelo teste
de bloqueio do nervo infra-orbital em ratos ja foi relatado por Fink et al. (1975). Estes
autores encontraram um aumento de 80% no bloqueio induzido pela lidocaina a 1%
associada a epinefrina 1:200.000. Os resultados da Tabela 5 revelam que a lidocaina
2% associada a epinefrina 1:100.000 aumentou em 188-227% o bloqueio (tempo de
recuperagcao e ASC, respectivamente), em comparagdo a LDCpyre (p<0,001). Os
resultados da Tabela 5 mostram ainda que, para LDC 2%, a associacdo com
vasoconstritor mostrou-se mais efetiva no aumento do efeito anestésico do que a

encapsulagéo em lipossomas.
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Figura 25 - Porcentagem de animais com analgesia x tempo no bloqueio do nervo infraorbital

induzido pelas formulacoes de LDC livre, lipossomal e com vasoconstritor: 2 % (A),
2,5 % (B) e 3 % (C) (h=7-8 animais/grupo).
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A lidocaina possui atividade vasodilatadora acentuada, em relagcdo aos demais
anestésicos de igual poténcia (Strichartz e Ritchie, 1987; Collins, 1993). Acreditamos
que a atividade vasodilatadora intrinseca da lidocaina, ao favorecer seu clearance,
contrabalanceie o efeito de liberagao prolongada dos lipossomas, levando a uma menor
quantidade de moléculas disponiveis para o bloqueio neural, explicando assim porque o
efeito antinociceptivo da LDC yv ndo superou o da LDCyaso na concentracao de 2%.

Além disso, a baixa porcentagem de encapsulacao da lidocaina nos lipossomas
de lecitina de soja aqui apresentados também explica o efeito mais discreto das
formulagées LDCyy em comparacdo com a LDCyaso. Porém, a atividade
vasodilatadora da lidocaina parece ser o fator determinante no menor efeito anestésico
da LDC ja que, em comparagdo com outros anestésicos locais amino-amidas de
poténcia similar (mepivacaina e prilocaina) encapsulados em lipossomas de
fosfatidilcolina de ovo na concentracdo de 2%, a lidocaina foi o AL que menos se
beneficiou da encapsulagdo em lipossomas (apresentou menor aumento do tempo de
anestesia no bloqueio do nervo infraorbital), apesar de sua eficiéncia de encapsulacao
ser a maior dos trés analogos (Cereda et al., 2006).

Gissen e colaboradores compararam o bloqueio induzido por LDC e mepivacaina
em modelos in vitro e in vivo, tendo encontrado uma correlacao direta entre a particao
destes AL nas membranas neuronais e sua poténcia anestésica, com o nervo isolado
(Gissen et al.,, 1980). No entanto, ambos AL tiveram efeito equivalente no bloqueio in
vivo 0 que, segundo aqueles autores, deve-se a absor¢ao vascular mais rapida da LDC,
explicada por sua acao vasodilatadora (Gissen et al., 1982).

Por fim, analisando uma vez mais os dados da Tabela 5 vemos que a formulagao

lipossomal na dose de 3% induz aumento significativo (de 155% e 187% no tempo de
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duracdo e ASC, respectivamente, em relacdo a LDCre 2%) i.e., bem proximo ao
aumento observado com a LDCyaso. Estes dados indicavam que a formulagao
lipossomal a 3% poderia ser uma alternativa interessante ao uso da LDCyaso. Contudo,
0S animais apresentaram uma resposta aversiva mais acentuada (vocalizagao) durante
a aplicacéo dessa formulagdo e posterior edema no local da aplicagdo. Os AL podem
causar injurias no musculo estriado e neuronal no sitio de injecdo. Com relacdo a
neurotoxicidade (central) “sintomas neuroldgicos transientes” e “sindrome da cauda
equina” tem sido amplamente reconhecidos. Entretanto, a relevancia clinica da
miotoxicidade induzida pelos AL é ainda controversamente discutida (Zink e Graf,
1980).

De acordo com Kasaba et al. (2003) a lidocaina carreia um maior risco de dano
nervoso apds anestesia espinhal em culturas de neurdnios do que outros anestésicos:
procaina, mepivacaina, ropivacaina e bupivacaina. Radwan et al.(2002) encontraram
uma neurotoxicidade relativa similar a destes autores. Em um estudo in vivo Sakura et
al., (2005) demonstraram que a LDC foi mais neurotéxica do que a bupivacaina quando
ambas foram administradas intratecalmente como solu¢cdes equipotentes, em doses
maiores do que as usadas clinicamente, em um modelo de ratos. Injecdes
intramusculares de anestésicos locais regularmente resultam em danos e mionecrose
no musculo estriado (Yagiela et al.,, 1982; Foster e Carlson, 1988), com uma taxa de
toxicidade droga-especifica e dose-dependente (Zink et al.,, 2005). Em vista do exposto,
o aumento de 50% na dose de lidocaina precisa ser avaliado, do ponto de vista da

toxicidade local e sistémica, antes que se possa concluir pelo uso da mesma.
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4.6.2 Toxicidade cardiovascular dos anestésicos locais

A toxicidade sistémica dos agentes anestésicos locais primariamente resulta de
injecao intravascular acidental e é caracterizada pela excitacdo do sistema nervoso
central e atividade convulsionante (Horlocker e Wedel, 2002). Claramente, a situacao
clinica que causa com maior freqiiéncia estas respostas indesejadas é quando uma
grande e rapida dose intravascular de AL é injetada inadvertidamente (Groban et al.,
2000; Mulroy, 2002). Deste modo, neste estudo escolhemos a aplicacdo do AL “ in
bolus”, simulando uma injecao intravascular acidental.

Os anestésicos locais tem uma acao direta no miocardio e vasculatura periférica
que esta relacionada com o nivel sanglineo atingido. A agcdo do anestésico local
diminui a excitabilidade elétrica do miocardio, reduz a velocidade de condugéo e diminui
a forca de contracdo (Goodman e Gilman, 1991; Malamed, 2001). A conducdo mais
lenta se manifesta por prolongamento do intervalo PR e complexo QRS, e arritmias
ventriculares (Reiz e Nath, 1986; Knudsen et al.,, 1997; Cox et al., 2003). Sua atuacao
sobre a musculatura vascular causa vasodilatacado periférica, principalmente sobre as
arteriolas, levando a hipotenséo arterial (Covino e Giddon, 1981; Rang et al., 2001).

Neste experimento nado fizemos testes com LDCiyy 3% devido aos efeitos
adversos observados nos testes de bloqueio do NIO e descritos anteriormente (item
4.6.1).

A Tabela 6 mostra que os animais utilizados nos cinco grupos estudados (I =
LDCuLre; Il = LDCyy; Il = LDCyvaso; IV = LUV; V = tampéao) nao diferiram com respeito

ao peso, freqliéncia cardiaca e pressao arterial média. Os parametros da eletrofisiologia

100



RESULTADOS E DISCUSSAO

basal dos animais (intervalo PR, complexo QRS e intervalo QT) também nao diferiram,

antes da aplicacdo das amostras, entre 0s grupos estudados.

Tabela 6 - Caracteristicas basais (antes da aplicacao das amostras) de peso, FC e

PAM de cada grupo. Dados expressos em média + EP

Grupo N Peso (g) FC (bpm) PAM (mmHg)
LDCuLivre 10 400 £ 11 397 £ 11 107 £ 01
LDCrLuv 10 399 + 11 401 + 09 105 £ 01
LDCvaso 10 397 + 09 407 + 09 115+ 05
LUV 10 398 + 11 401 £ 09 109 £ 05
Tampao 10 400 + 11 396 + 09 111 £ 04

Neste modelo experimental o halotano foi usado para anestesia basal (de Jong
et al,, 1982; Mashimo et al,, 1992). A administracdo de halotano é caracterizada por
reducao dose-dependente da PA, resultante da depressao do miocardio (Goodman e
Gilman, 1991, Bisinotto e Braz, 2003). Contudo, a suplementacdo da anestesia de
halotano com éxido nitroso proporciona uma substancial reducdo da quantidade de
halotano requerida para manter a anestesia e assim, diminui a hipotensdo (Goodman e
Gilman, 1991). Ventilamos os animais com oxigénio para evitar a hipéxia e seus efeitos
adversos no coragéo e nacirculagao (de Jong et al., 1982). Assim, e tendo em vista que
o halotano tem sido empregado em estudos similares (de Jong, 1982; Mashimo et al,,

1992, Kashimoto et al., 1997), os resultados obtidos neste estudo sdo validos, uma vez

101



RESULTADOS E DISCUSSAO

que o halotano foi administrado nos animais dos cinco grupos e, durante a
administracdo do placebo (solucdo salina), ndo foi detectada nenhuma alteracdo na
PAM ou na FC dos animais.

Baseado em experimentos semelhantes de avaliagdo da cardiotoxicidade de
anestésicos locais ja realizados (Morrison et al., 2000; Araujo, 2002; Oliveira et al.,
2002; Singi et al., 2006) os registros dos parametros eletrocardiograficos avaliados foi
feito no intervalo de tempo de 0 a 300 segundos. O tempo anotado como de “5
segundos” corresponde aos segundos decorridos imediatamente apds a injecado de
cada amostra. Para os grupos Tampé&o e LUV as medidas do intervalo PR, complexo
QRS e intervalo QT foram feitas somente até 120 segundos, visto que nao houve
alteracao desses parametros. A Figura 26 mostra que em todos os grupos de animais
estudados os valores de PR, QT e QRS néo se alteraram de maneira significativa em
relacdo ao controle, mostrando que as injecbes de tampdo, lipossomas vazios,
lidocaina livre ou encapsulada e de lidocaina com epinefrina ndo provocaram alteragées

no ECG, na dose administrada, exceto pela desaceleragcao dos batimentos cardiacos.
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(A)

Controle 5s 155 30s B 60s
(B)

Controle 5s 15s 30s 60s

Controle 5s 15s 30s 60s 90s 180s 300s

(D)

Controle 5s 15s 30s 60s 90s 180s 300s

Controle 15s 90s 180s 300s

Figura 26 - Tracados eletrocardiograficos do controle (tempo 0) e apds aplicacao de: tampao
HEPES (A), lipossomas vazios (B), lidocaina livre (4 mg/kg, i.v.) (C), lidocaina
lipossomal (4 mg/kg, i.v.) (D), lidocaina com epinefrina (4 mg/kg, i.v.) (E).
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Estes resultados concordam com os de Kashimoto et al (1997) que, em
experimentos semelhantes, com ratos anestesiados com halotano e ventilados com
oxigénio, ndo encontrou arritmias cardiacas, tais como bloqueio atrio-ventricular, ou
alargamento de QRS apds administracédo de doses intravenosas de LDC (2 e 8 mg/kg).

De acordo com de Jong et al. (1982), o ECG de gatos anestesiados com
halotano/éxido nitroso e ventilados com oxigénio durante a infusdo de metade da dose
convulsionante de LDC (4 mg/kg), permaneceu inalterado em relacdo ao tracado
controle (exceto pela desaceleracdo dos batimentos cardiacos). Do mesmo modo,
porcos anestesiados com pentobarbital e ventilados com oxigénio, ap6s administracao
intracoronaria (in bolus) de LDC, nao apresentaram nenhum prolongamento dos
intervalos PR, QT, ou QRS até a dose de 16mg (Nath et al., 1986).

Como discutido anteriormente, a LDC tem uma ac¢éao vasodilatadora resultante do
relaxamento direto do musculo liso vascular, induzindo hipotens&o (Covino e Giddon,
1981; Blinder et al., 1998). Os efeitos da LDC no coragao incluem o bloqueio dos canais
de calcio e sdédio (Furukawa et al, 1995; McCaughey, 1992; Range et al., 2001)
resultando na reducao da forca de contracao cardiaca e conseqiente queda da pressao
arterial (Altura et al., 1965; Tortamano et al., 1980).

Os efeitos da LDCyvgre; LDCLuv 2% e LDCyaso 2% sobre a pressao arterial média
dos ratos em fungéo do tempo s&o mostrados na Figura 27. Os controles (grupo tampéao
e LUV) néo causaram qualquer alteracdo na PAM (dados ndo mostrados). As injecdes
de LDCyvge € de LDCyy causaram uma rapida queda na pressao arterial média (PAM)
com um nadir em 30 segundos pds-injecao, seguido por um retorno gradual ao nivel

basal (Figura 27).
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Figura 27 - Efeito da injecao de (4 mg/kg, i.v.) de lidocaina livre, lipossomal e com vasoconstritor
na PAM, imediatamente antes (tempo 0) e apds aplicacdo. Dados expressos em
média £ EP (n= 10/grupo). *p < 0,05 comparacao entre os tempos do mesmo grupo
ANOVA one - way (teste Dunnett); # p < 0,05 comparacao entre os grupos ANOVA
one - way (teste Tukey).

Nossos resultados sdo consistentes com os obtidos por Araujo et al. (2002), em
ratos anestesiados que receberam 600 pg de lidocaina 2% sem vasoconstritor,
resultando em uma reducédo significativa da PAM durante todo o experimento.
Similarmente, Kashimoto et al. (1997) avaliaram mudangas hemodinamicas induzidas
por doses subconvulsivas de LDC em ratos anestesiados com halotano. A LDC (2
mg/kg) promoveu mudangas hemodinamicas minimas, entretanto doses maiores (8
mg/kg) reduziram a FC e a PAM. Outras investigacdes com animais intactos, gatos (de

Jong et al., 1982) ou porcos (Nath et al., 1986) anestesiados e ventilados com oxigénio
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demonstraram uma diminuicdo da PA apo6s injecao de LDC. Além disso, Mashimo e col.
(1992) relataram queda na pressdo sanguinea nos 10 minutos que se seguiram a
administragcao epidural de LDC lipossomal 2% (fosfatidilcolina de ovo e colesterol) e de
lidocaina 2% em cées, em comparagao com o valor do controle.

Os dados mostram uma queda na PAM para o grupo da LDCre (p<0,05) que
persistiu até 150 segundos poés-injecao. Para o grupo da LDC,yyv esta queda foi 52%
menor e durou até 30 segundos pds-injecao, depois disso, a PAM retornou aos valores
basais (Figura 27). Observando a variacdo provocada nos valores de PAM, verifica-se
que houve diferenca significativa entre os grupos da LDC/yge € LDCyv entre 15 a 90
segundos pés-injecdo, sugerindo que a formulacdo de lidocaina lipossomal foi menos
cardiodepressora quando comparada com a LDCyvre (Figura 27).

A injecdo de LDCyaso causou uma elevacdo na PAM, com pico logo apos a
injecdo e retorno aos valores basais aos 60 segundos, caracterizando o efeito
promovido pelo vasoconstritor simpatomimético. Substancias vasoconstritoras, como
norepinefrina e epinefrina sdo comumente associadas aos AL para diminuir seus efeitos
téxicos e para prolongar a profundidade da anestesia. Entretanto, estas catecolaminas
aumentam a forca de contracdo cardiaca e a resisténcia periférica dos vasos,
produzindo hipertensdo arterial, bem como elevacdo do débito cardiaco e da FC
(Malamed, 2001; Aratjo et al., 2002).

A Figura 28 mostra alteracbes na freqiéncia cardiaca induzidas pelas
formulacdes de LDC (livre, lipossomal e com vasoconstritor). Os grupos tampéo e LUV
nao apresentaram alteragdo da FC em relacdo ao controle (dados ndo mostrados),
mostrando que a injecao do tampao e dos lipossomas vazios nao afetou a freqiiéncia

cardiaca dos ratos. Por outro lado, em ambos os grupos LDCwre € LDC_yv houve uma
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reducao acentuada na freqiéncia cardiaca ap6s a injegdo, que permaneceu abaixo dos
valores basais por todo experimento. No grupo da LDCre a reducdo da FC atingiu
depressdo maxima em 15 segundos e permaneceu significativamente alterada por todo
experimento. Para o grupo da LDCyy a reducdo da FC foi significativa até 150
segundos, retornando gradativamente aos valores basais (Figura 28).

Extensivas pesquisas em animais tém confirmado uma redugcdo na FC apos

injecéo de LDC (de Jong et al., 1982; Nath et al., 1986; Kashimoto et al., 1997).
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Figura 28 - Freqiiéncia cardiaca imediatamente antes (tempo 0) e apds aplicacao de (4 mg/kg, i.v.)
lidocaina livre, lipossomal e com vasoconstritor. Dados expressos em média + EP (n=
10 animais/grupo). *p < 0,05 comparacao entre os tempos do mesmo grupo ANOVA
one - way (teste Dunnet), # p < 0,05 comparacao entre os grupos ANOVA one - way
(teste Tukey).
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As injecbes das trés amostras promoveram queda na FC logo apéds a injecao,
provavelmente devido ao aumento de LDC no plasma atuando sobre o coracao
(diminuicao do débito cardiaco e da contratilidade cardiaca). Os valores de freqiéncia
cardiaca mostram que a reducéo na FC do grupo LDC\vgre permaneceu por mais tempo
do que para o grupo LDCyy (Figura 28). Provavelmente o grupo LDC yy provocou
menor concentragdo plasmética de LDC disponivel, devido a liberagdo mais lenta
(prolongada) do farmaco pelos lipossomas quando comparada ao grupo da LDCge,
conforme evidenciado pelos ensaios de cinética de liberagao (Figura 14).

Apbs a aplicacdo de LDCyaso a queda na FC ocorreu devido a agcéao da LDC
sobre o miocardio e ao aumento subito na PAM que evoca uma alteracao inversa na FC
através do reflexo barorreceptor (Berne et al.,, 2004). Em seguida observou-se um
retorno mais rapido da FC em comparagcédo com LDCygre € LDCyv, sugerindo o efeito
da epinefrina nos receptores B4 (aumento do débito e da frequéncia cardiaca)
(Malamed, 2001; Araujo et al., 2002; Haas, 2002; Neal, 2003).

Os vasoconstritores simpatomiméticos podem ser utilizados seguramente em
odontologia na maioria dos pacientes comprometidos medicamente, mas a
possibilidade de uma injecao intravascular deixa o risco muito maior do que o beneficio
da anestesia profunda em pacientes com hipertireoidismo ndo controlado, diabetes néo
controlado, asma dependente de esterbides, alergia a sulfitos, feocromocitoma
(Perusse et al, 1992b) e com comprometimento cardiovascular severo (Perusse et al.,
1992a). Além disso, os vasopressores podem interagir com diferentes medicamentos
que sao capazes de potencializar as agbes cardiovasculares dos vasopressores
administrados exogenamente (Malamed, 2001). Portanto, o aumento na PAM

provocado pela injecdo de LDCyaso vem ressaltar a responsabilidade do dentista em

108



RESULTADOS E DISCUSSAO

previnir a exposicdo destes pacientes ou de usudrios de drogas ilicitas, tais como a
cocaina, a este fator de risco adicional (Perusse et al.,, 1992a,b,c; Malamed, 2001).

A lidocaina é usada sistémicamente para alivio da dor aguda ou crbénica (Mao e
Chen, 2002) e também como instrumento diagnéstico e terapéutico para dor
neuropatica intratavel (Mao e Chen, 2002; Koppert et al., 2004; Carroll, 2007)
Entretanto, em altas doses a LDC pode causar hipotensdo e bradicardia (Katzung,
1998). As alteracbes de PAM e FC observadas vém ressaltar que a LDCyaso pode
proporcionar um risco maior, principalmente no caso de injecao intravascular, e que a
LDCLyv diminuiu a toxicidade cardiaca da LDC yge. Assim, a encapsulacédo da LDC nos
lipossomas mostrou-se bastante vantajosa ja que resultou na diminuicdo de sua agéao
sobre o sistema cardiovascular e prolongou seu efeito anestésico tornando a

formulacao lipossomal uma boa opcgao.
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CONCLUSOES

A constituicao lipidica dos lipossomas apresentados nesta dissertagcdo mostrou-
se adequada para encapsulacdo do anestésico local lidocaina. A secagem por
atomizacéao (spray-drying) tornou o processo rapido e com bom rendimento, adequado
a producdo em escala piloto ou semi-industrial de formulagdes anestésicas lipossomais.

Os testes de estabilidade quimica indicaram aumento dos niveis de
endoperoxidos na formulagao lipossomal devido ao processo de esterilizagao por calor,
a partir de 2 meses de estocagem, entretando, os niveis de endoperdxido mensurados
para lidocaina lipossomal durante 10 meses de armazenamento ndo ultrapassaram o
limite considerado como maximo toleravel (2nM), de acordo com a literatura.

Andlises de espalhamento de luz indicaram que tanto a lidocaina lipossomal nao
esterilizada quanto a esterilizada permaneceram estaveis quanto ao tamanho das
populagbes principais dos lipossomas, até 8 meses de armazenamento. Juntos, 0s
ensaios de estabilidade quimica e fisica indicam que as formulagdes lipossomais sdo
potencialmente adequadas ao preparo em larga escala, com tempo de prateleira
suficiente para sua comercializagéao.

Os ensaios in vitro em cultura de fibroblastos 3T3, demonstraram que a
encapsulagdo em lipossomas n&o alterou de forma significativa a toxicidade da
lidocaina em relacdo a lidocaina livre, mas apresentou menor citotoxicidade que a
lidocaina associada ao vasoconstritor.

A encapsulagéo nos lipossomas reduziu a velocidade de liberagdo da lidocaina
em relacdo a lidocaina livre in vitro o que pode levar a um prolongamento do efeito
anestésico in vivo.

Nos ensaios in vivo, apesar do efeito anestésico da lidocaina lipossomal 2% nao

ser tdo prolongado quanto o da lidocaina comercial associada a epinefrina, a LDCyy
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2% se mostrou vantajosa, pois aumentou em 67% o efeito anestésico total obtido (em
relacdo a lidocaina livre 2%), sugerindo que poderia tornar-se uma op¢éao alternativa ao
uso da lidocaina no bloqueio nervoso sensorial. Além disso, a LDCiyy 2%, quando
comparada a LDCyre 3%, promoveu um tempo de duracdo do bloqueio do nervo
infraorbital equivalente, isto é, proporcionou o mesmo efeito anestésico com uma
concentracao menor de LDC.

Por fim, testes de cardiotoxicidade mostraram que a encapsulagdo nos
lipossomas resultou em uma menor cardiotoxicidade para a lidocaina, tanto em relagao
ao farmaco livre, quanto ao associado com vasoconstritor. Desta maneira concluimos
que a lidocaina lipossomal podera promover beneficios clinicos com uma margem de
seguranga maior, tornando-se uma formulagdo promissora na busca de anestésicos

mais seguros e potentes.
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