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RESUMO

A articaina é um anestésico local que foi introduzido na clinica odontologica
Brasileira em 1999. Um aumento dos casos de parestesia tem sido verificado em
paises que utilizam o farmaco em larga escala. A alta concentragcdo do sal
anestésico (4%) tem sido apontada como responsavel pela sua toxicidade,
entretanto, ndo existem dados suficientes que confirmem esta relagéo. Em vista
disso, o objetivo deste estudo foi comparar a atividade sobre o tecido nervoso da
articaina e da lidocaina a 2%. Os farmacos foram administrados (100 pL) na
regido anterior do nervo mental de 24 ratos, divididos em 3 grupos: G1 - articaina
a 4% com epinefrina 1:100.000; G2 - lidocaina a 2% com epinefrina 1:100.000 e
G3 — solugdo de epinefrina a 1:100.000. Tais solugbes foram injetadas no lado
direito e o contra-lateral foi utilizado como controle (100 pL de NaCl a 0,9%).
Previamente as injegdes, os animais foram anestesiados com inje¢éo de tiopental
(40mg/kg) e, apds 24 horas, foram mortos e tiveram suas mandibulas removidas e
submetidas a téonicas histologicas de rotina. A analise histopatologica por
microscopia 6ptica (aumentos de 100 e 400x) da porgéo anterior do nervo mental
foi comparada entre os grupos. Os resultados revelaram infiltrado inflamatorio
(polimorfonucleares) ao redor do perineuro que se mostrou, na mediana, intenso
no G3, moderado no G1 e leve nos grupos G2 e controle. Ndo houve diferengas
histoldgicas (sob coloragdo com HE) considerando o endoneuro ou perineuro de
cada grupo. Concluiu-se que as solugdes empregadas nao afetaram a estrutura

nervosa, apesar da reagéo inflamatoria observada.



SUMARY

Articaine is a local anaesthetic that was introduced in Brazilian dental clinic
in 1999. A raise of paresthesia’s incidence has been verified in countries that use
this drug in wide scale. The high concentration of this local anaesthetic (4%} has
been pointed as the responsible for the toxicity; however, there aren’'t enough data
that confirm this relation. Due to it, the aim of this study was to compare the aclivity
of articaine and lidocaine on nervous tissue. The drugs had been managed in the
mental nerve anterior portion of 24 rats, divided in 3 groups: G1 - articaine 4% with
epinephrine 1:100.000; G2 - lidocaine 2% with epinephrine 1:100.000 and G3 -
solution of epinephrine 1:100.000. These solutions had been injected in the right
side and the left side was used as control (NaCl 0.9%). Previously to the injections,
the animals had been anaesthezied with tiopental injection {40mg/kg) and, after 24
hours, had been killed and had their jaws removed and submitted to routine
histological techniques. The histopathological analysis by optical microscope -
increases of 100 and 400x- of the mental nerve anterior portion was compared
among the groups. The results had disclosed inflammatory infiltrated around the
mental nerve, classified as intense in G3, moderate in G1 and light in groups G2
and Control. It did not have histological differences (under coloration with EH)
considering the mental nerve of each group. The employed solutions had not
affected the nervous structure, despite the inflammatory reaction observed. A
possible cause of the greater inflammatory infiltrated in G3 could be the intense
blood vessel constriction caused by the injection of epinephrine not provided of

anaesthetic salt.



INTRODUGCAO

Os anestésicos locais (AL) sdo farmacos que, quando em contato com
fibras nervosas, interrompem todas as modalidades de condugdo nervosa. Estas
substancias tém ampla aplicacdo na clinica médica e odontologica, promovendo
anestesia local com suficiente intensidade, sendo que reversibilidade de efeito é
sua principal caracteristica. O sitio de agdo dos AL € a membrana celular, onde
interrompem o processo de excitagdo-condugao por se ligarem a sitios especificos
dos canais de sédio voltagem-dependentes, impedindo o influxo do referido ion, a
despolarizagdo celular e a conseqgliente geragéo de um potencial de agéo (Neidle
& Yagiela, 1998).

Os Als sdo divididos em dois grupos, de acordo com suas estruturas
quimicas: o grupo do tipo amida e o grupo do tipo éster, o qual hdo encontra
atualmente representante no comércio brasileiro. A principal diferenga estrutural
entre ésteres e amidas ¢ a ligagdo existente entre a extremidade aminoterminal e
o radical aromatico. A maior parte dos anestésicos locais em uso no mundo todo,
no momento, & do tipo amida, incluindo lidocaina, prilocaina, articaina,
procainamida, mepivacaina, bupivacaina, etidocaina e ropivacaina (Neidle &
Yagicla, 1998). Na clinica odontologica brasileira, os anestésicos comumente
utiizados sdo a lidocaina, a prilocaina, a articaina, a mepivacaina, e a
bupivacaina.

A lidocaina ¢ a amida anestésica-local mais antiga e mais frequentemente
utilizada, quase sempre na concentragdo de 2%, pela sua versatilidade e
caracteristicas favoraveis: inicio de agéo rapido, duragéo intermediaria e poténcia

adequada. Também possui atividades antiarritmica, antiepiléptica e analgésica.



A articaina foi sinietizada em 1974 por Muschawech e Rippel, sendo
introduzida na Suica e na Alemanha no final dos anos 70 (Oertel et al., 1997;
Daublander ef af, 1997). No entanto, s6 no ano de 1999 comecgou a ser
comercializada no Brasil, através da importagao. Até 1984, seu nome genérico era
carticaina e, desde entdo, vem sendo denominada articaina. Este anestésico € um
sal do tipo amida que é combinado a um éster, 0 que lhe confere caracteristicas
peculiares, como uma melhor difuséo em tecidos moles € uma baixa toxicidade. A
presenca de um grupo éster adicional também permite a hidrolise pelas
colinesterases plasmaticas. Esta biotransformagéo na corrente sanglinea
possibilita a conversdo da articaina em acido articainico (metabolito inativo),
fendbmeno que justifica a sua baixa toxicidade sistémica (Oertel et al., 1997).

A articaina possui uma boa eficiéncia: rapidez de agéo anestésica profunda,
duracdo total adequada e possibilidade de produzir anestesia com pequenos
volumes. A igualdade da eficacia analgésica associada & baixa toxicidade
sistémica permite o uso deste farmaco em concentragbes mais altas (4%) do que
outros anestésicos do tipo amida (Haas & Lennon ef al., 1990).

Um estudo prévio apontou que a articaina e a prilocaina foram
significativamente associadas com parestesia (Haas & Lennon, 1995). O mesmo
estudo ndo encontrou nenhum caso que pudesse ser atribuido a lidocaina. A
principal caracteristica comum entre ambas — articaina e prilocaina, € que sao os
gnicos anestésicos locais injetaveis, usados em Odontologia, com concentragao
de 4%. A neurotoxicidade dos anestésicos locais tem sido sugerida como um fator
causador hipotético da parestesia pos-injegdo. Haveria, conseqlentemente,

diferencas na incidéncia de parestesia baseadas na droga empregada (Haas &
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Lennon, 1995). Outros estudos tém observado resultados similares (Yagiela, 2004,
Haas, 2002; Ruetsch et al., 2001; Pitkanen et al., 1999; Leuschner & Leblanc,
1999; Simon et a/.,1998).

A denticdo dos roedores se tornou um modelo importante para
investigacbes das interagbes entre anestésicos locais, neurdnios periféricos e
seus respectivos tecidos-alvo. A injuria experimental em nervos faciais, através da
injecdo de anestésicos locais, tem sido bastante utilizada para tais estudos.

De maneira similar ao do homem, o suprimento nervoso da polpa e do
periodonto do 1° molar inferior em ratos & feito pelo nervo alveolar inferior (NAL)
por via de um ou mais diminutos ramos, designados molares anteriores, que
emergem do tronco principal do NAI, nas proximidades do forame mandibular. Ja
o 2° molar inferior dos animais tem uma inervagdo dual. A porgdo mesial recebe
um ou mais pequenos ramos do NAI que cursam juntamente com os ramos do 1°
molar inferior. A porgédo distal & suprida por um ramo molar posterior do nervo
lingual. O 3° molar inferior & inervado unicamente pelo ramo molar posterior e nao
h& nenhuma inervacdo por ramos do NAl. Aproximadamente 2mm a frente do
forame mandibular, ao nivel correspondente ao final apical da raiz do incisivo, o
tronco principal do NAI se divide em dois grandes ramos. O grande ramo dorsal
(nervo mental) cursa adiante, sem ramificagbes, através da extensdo do canal
mandibular, para sair via forame mental, anteriormente ao 1° molar inferior (Figura
1). O ramo ventral, designado nervo incisivo em fungéo de ter como Unico alvo o
incisivo, cursa adiante, abaixo e medialmente ao nervo mental (Naftel et al., 1999).

Como relatos de parestesia na clinica odontoldgica tém aumentado de

modo significativo concomitantemente a introdugéo de mais anestésicos locais no
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mercado, o objetivo deste estudo sera avaliar o efeito de dois anestésicos locais

sobre a estrutura da porcdo anterior do nervo mental, em ratos.

RAMG DArA e
MEM2 " f_/

Ramo para G
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M2/M3
Nervo mental 4 o in -_ L4y 4 Nevo
‘WHE g lingual

+ Rama
L Incisivo
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N T N Periodontat /
_ e . Incisivo
Fibras pulpares go incisivo T ) /

Figura 1. Representagéo esquematica da distribuigdo da inervagéo da mandibula

de ratos adultos (adaptado de Naftel ef al., 1999).

OBJETIVOS:

Deficiéncias neuroidgicas seguidas da administragdo de anestésicos locais
na clinica odontolégica tém sido relatadas com freqiiéncia. Por conseguinte, 0
objetivo do presente estudo & comparar a neurotoxicidade da articaina com a da

lidocaina sobre as fibras nervosas do nervo mental, em ratos.

MATERIAL e METODOS
Este estudo foi submetido ao Comité de Etica na Experimentagdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia/UNICAMP, obtendo aprovagéo (protocolo 830-1,

ANEXO 1).
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Solugbes

»

Solucao de articaina 4% com epinefrina 1:100.000 (Articaine — DFL),

Solucao de lidocaina a 2% com epinefrina 1:100.000 (Alphacaine — DFL);

Solugao de epinefrina 1:100.000 feita a partir de epinefrina 1:1.000;
Solugao salina (cloreto de sédio 0,9%) estéril;

Microseringa Hamilton modelo 750T, S00u;

Laminas de bisturi n® 15;

Tubos tipo eppendorf,

Micropipeta com volume variavel.

Animais

adultos, com 6 a 10 semanas de vida, com pelo menos 250g de

foram divididos em tr

de outros estudos que utilizaram anestésicos locais em raios

Foram utiliza

Arreto ef al., 2002; Leiker ef al., 1995 Rifai et al., 2004).

Procedimento anestésico

No dia do experimento os ratos foram divididos em 3 grupos distintos:

1) Solugéo de articaina 4% com epinefrina 1:100.000 (Articaine — DFL);

2) Solugao de lidocaina a 2% com epinefrina 1:100.000 (Alphacaine — DFL);

3) Solugzo de epinefrina 1:100.000 feita a partir de epinefrina 1:1.000.

dos 24 ratos {Rattus norvegicus, Winstar, SPF****) machos

peso. Os animais

&s grupos de 8 animais cada. Este namero € maior ou igual a

(Baliki et al., 2003;
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Os animais foram anestesiados com tiopental na dose de 30 a 40mg/kg e,
em seguida, foram feitas infiltragdes com 100 pL de cada solugéo, de acordo com
o grupo, no lado direito de cada animal, na mucosa alveolar proximo a mesial do
1°. Molar inferior. Na mesma regido do lado contra-lateral foi infiltrado um volume
igual de solugdo salina (NaCl a 0,9%).

O volume de solugdo anestésica empregade equivale a injeg@o de quatro
iubetes em um adulto de 70kg. A injegdo foi realizada com uso de agutha
hipodérmica de 30G, adaptada a micro-seringa com capacidade de volume de
500pL. Apos 24 horas do procedimento, os animais foram mortos por asfixia em
CO? em camara fechada. As mandibulas foram imediatamente removidas e
secciohadas em hemi-mandibulas do lado esquerdo (controle) e hemi-mandibulas
do lado direito (teste), identificadas segundo o grupo e acondicionadas em solugao
de formaldeido a 10% tamponado com fosfato de sédio a 0,1M (pH 7,2-7,4) em
temperatura ambiente durante 3 dias. Decorrido este periodo, as mesmas foram
submetidas a uma solucio de EDTA a 4% e 4,4g/L de NaOH (Warshawsky &
Moore, 1967) em temperatura ambiente, com trocas diarias do agente quelante.
Este processo durou cerca de 45 dias, até que se verificou completa
descalcificagdo. Apos a descalcificagdo, as pegas foram lavadas em agua corrente
e acondicionadas em alcool 50%, para a preservagdo de sua integridade.
Seqiiencialmente, as pegas foram submetidas a um processo de desidratagcéo
através da troca do alcool 50% por 70%, e, posteriormente, por alcool absoluto.
Decorrido o tempo necessario & desidratagéo, as pegas foram embebidas em Xxilol

até sua completa diafanizagdo, e, em seguida, incluidas em parafina. Foram
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obtidos cortes de 5um no sentido transversal em microtomo eletrdnico, os quais
serao submetidos a fixagcao em laminas e coloracao por hematoxilina e eosina.

Os cortes foram analisados em microscopio optico com 100 e 400 vezes de
aumento e fotografias foram obtidas de cada animal em cada grupo em pelo
menos trés profundidades. As imagens foram analisadas através de software
Image Tool 3.0 for Windows e descritas em termos qualitativos.

Para a classificagdo quanto ao infiltrado inflamatério, foram consideradas 5
diferentes intensidades de infiltrado: 0 — ausente; 1 — muito leve; 2 — leve; 3 —
moderada e; 4 — intenso. As Figuras 2 e 3 mostram exemplos da classificagao em

aumentos de 100 e 400 vezes, respectivamente.

Figura 2. Exemplos da classificagdo qualitativa utilizada (aumento de 100 vezes).
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Figura 3. Exemplos da classificagdo qualitativa utilizada (aumento de 400 vezes).

Anélise Estatistica
Os escores obtidos considerando os grupos e seus controles foram
comparados utilizando-se o teste Kruskal-Wallis e teste de Dunn para comparagao

entre os grupos, com 5% de nivel de significancia.

RESULTADOS
A Figura 4 mostra as medianas obtidas junto aos grupos em estudo e seus

controles. As barras de erro representam o desvio interquartilico.



a
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tratado controle tratado controle tratado | controle
ARTICAING LIDOCATN EPINGRINA

* - Diferencas estatisticamente significantes (p<0.05) com relacao aos demais grupos.
Figura 4. Distribuicdo dos escores (medianas) entre os grupos de estudo e
controles. As barras de erro representam o desvio interquartilico.
As Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 sdo representativas das laminas histologicas
obtidas com os grupos 1 (articaina), 2 (lidocaina) e 3 (epinefrina), do lado tratado e

controle, respectivamente.

|Osso mandibular

|Tecid0 conjuntivo

| Endoneuro

Infiltrado
inflamatdrio

Canal do nervo
mental

Figura 5. Laminas representativas dos animais do grupo 1 (articaina) — lado

tratado (100 e 400x de aumento).
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i e RO
Figura 6. Laminas representativas dos animais do grupo 1 (articaina) — lado

controle (100 e 400x de aumento).

Figura 7. Laminas representativas dos animais do grupo 2 (lidocaina) — lado

tratado (100 e 400x de aumento).
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Figura 8. Laminas representativas dos animais do grupo 2 (lidocaina) — lado

controle (100 e 400x de aumento).

Figura 9. Laminas representativas dos animais do grupo 3 (epinefrina) — lado

tratado (100 e 400x de aumento).
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Figura 10. Laminas representativas dos animais do grupo 3 (epinefrina) — lado

controle (100 e 400x de aumento).

DISCUSSAO

O estudo de Haas & Lennon (1995) mostrou que a articaina e a prilocaina
estavam significativamente associadas com parestesia, particularmente do nervo
alveolar inferior e lingual. No mesmo estudo, n&o foram apontados casos que
pudessem ser atribuidos a lidocaina. A principal caracteristica comum entre a
articaina e a prilocaina apontadas € que estas seriam 0s unicos anestésicos locais
injetaveis, usados em Odontologia, com concentragao de 4% (no Brasil, ndo existe
formulagdo de prilocaina a 4%). Assim, sugeriu-se que uma neurotoxicidade
intrinseca destes anestésicos locais teria sido um fator causador hipotético da
parestesia pos-injegdo (Haas & Lennon, 1995). Haveria, conseqlentemente,

diferengas na incidéncia de parestesia baseadas na droga empregada. Outros
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estudos t&dm observado resultados similares (Yagiela, 2004; Haas, 2002; Ruetsch
et al., 2001; Pitkanen et al., 1999; Leuschner & Leblanc, 1999; Simon et al. 1998).

De fato, existem alguns relatos recentes de efeitos indesejaveis
relacionados ao uso da articaina em Odontologia {Magliocca et al., 2006; Finsterer
et al., 2005; El-Qutob et al., 2005), entretanto, nenhum deles verificou distarbios
em grandes populagdes, sendo a maior parte relatos de casos isolados, algumas
vezes severos o bastante para inviabilizar ou descontinuar o uso da articaina. O
estudo de Leuschner & Leblanc (1999) que avaliou a toxicidade de doses
repetidas, a toxicidade sobre o sistema reprodutivo, o potencial mutagénico e a
tolerdncia local da articaina, ndo mostrou mudangas patologicas sistémicas,
mesmo em doses consideradas toxicas. Doses maiores que dez vezes a dose
maxima recomendada para seres humanos ndo causaram nenhuma evidéncia de
dano sobre o feto ou sobre a reprodugdo de animais. A toler@ncia local a droga
mostrou-se entre boa e muito boa.

De maneira similar, o presente estudo ndo mostrou quaisquer evidéncias de
aumento do infiltrado inflamatdrio significativo ap6s 24 horas da administragéo da
articaina, o qual poderia ser responsabilizado por eventuais danos na estrutura
nervosa. A andlise da estrutura nervosa, sob microscopia dptica e coloragao de
HE, também n&o mostrou quaisquer diferencas entre o lado que recebeu o
farmaco e o lado que recebeu apenas solugéo salina. Estes resultados corroboram
com os achados de Ribeiro et al. (2003) que observaram em estudo comparativo
entre lidocaina, bupivacaina, articaina e mepivacaina sobre o tecido subcutaneo
de ratos, que a articaina ndo produziu um infiltrado inflamatério significativo neste

modelo. Além disso, os autores concluiram que a concentracao das drogas nao
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influenciaram a intensidade da inflamacgéo, fato também observado no presente
estudo. |

O trabalho de Ribeiro et al. (2003} também mostrou que a lidocaina foi o
anestésico que menos induziu o infiltrado inflamatdrio, embora este tenha sido
ligeiramente superior ao provocado pela solugéo fisiologica de NaCl a 0,9%. Estes
achados sdo muito similares aos encontrados no presente estudo, uma vez que a
lidocaina produziu os menores escores de inflamagéo, que foram muito similares
aqueles observados no grupo controle (NaCl a 0,9%).

Curiosamente, neste estudo o maior infiltrado inflamatdrio foi observado
apos a administragdo da epinefrina, fato ndo demonstrado previamente na
literatura. Este achado poderia ser atribuido a alguma contaminagéo da solugéo
utilizada, entretanto, a solug@o controle que serviu de base para a solugéo de
epinefrina 1:100.000 utilizada no estudo néo induziu infiltrado significativo. Uma
possivel explicagdo para um maior infiltrado inflamatorio neste grupo seria a maior
intensidade da vasqconstrigéio ocasionada pela inje¢do de epinefrina ocorrida
devido a auséncia do sal anestésico. E notéria a capacidade de vasodilatagéo de
todas as amidas anestésicas locais utilizadas em Odontologia, sendo que os
vasoconstritores sdo usualmente acrescentados as formulacdes para compensar
este efeito (Malamed, 1997). Assim, a vasoconstricdo intensa induzida no local,
sem a devida compensagdo pelo anestésico local, poderia ser responsavel pelo
ocorrido. Mesmo esta maior concentragdo de infiltrado inflamatério, a qual foi
considerada “severa” na maior parte dos animais, ndo pareceu afetar a estrutura
nervosa. Notoriamente, foi mais comum encontrar maior presenga de sangue no

tecido conjuntivo onde foi realizada a injecdo de epinefrina. Este efeito &
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conhecido como vasedilatagéo rebote, ou hemorragia rebote, e ocorre quando o

tecido permanece em muito tempo sobre hipoxia.

CONCLUSAO

Pudemos concluir que ndo houve interferéncia dos anestésicos locais
estudados quanto ao nivel de infiltrado inflamatério no local da injegdo e também
ndo houve alteragéo da estrutura nervosa.

Novos estudos, ufilizando metodos mais avangados para estudar o efeito da
articaina sobre a estrutura nervosa, poderao ajudar a entender o exato mecanismo
pelo qual a mesma esta mais fortemente associada a parestesia e toxicidade
neural. Aparentemente, ¢ infilirado inflamatdrio, como mostrado pelo presente

estudo, nao faz parte do problema.
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RATOS" sob a responsabiiidade de Prof. Dr. Francisco Carlps Groppe ! Danjela

Belisario Baroni esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacao

Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimantagdo Animal {COBEA), tendo
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UNICAMP em reunido de 08 de junho de 2005,
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