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RESUMO

Ja foi descrito na literatura a eficacia da solucao lipossomal de mepivacaina
2% sem vasoconstritor. Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
da adicdo da epinefrina 1:100.000 sobre a eficacia anestésica da solugdo de
mepivacaina 2% lipossomal. Para tanto, foi utilizada a técnica do bloqueio do nervo
infra-orbital em ratos. 30 animais foram divididos em 3 grupos de 10 que,
previamente aos experimentos, foram levemente sedados com tiopental sédico
(25mg/kQ) via intraperitoneal. Apds a sedacdo, os animais receberam em um dos
lados da maxila, de forma aleatéria, a injecdo de 0,1mL de uma das seguintes
solugbes: Grupo 1: mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 ; Grupo 2:
mepivacaina 2% lipossomal com epinefrina 1:100.000 e Grupo 3: mepivacaina 2%
lipossomal sem vasoconstritor. A injecao foi feita no forame infra-orbital do rato e o
lado oposto recebeu o0 mesmo volume de solugdo de NaCl 0,9%. A cada 5 minutos
foi realizado o pingamento vigoroso do labio do animal para avaliacdo da duracéo da
anestesia em tecido mole. Nao houve diferencas estatisticamente significantes entre
os 3 grupos estudados (p= 0,587). Concluimos que a adicdo de epinefrina a
preparagao lipossomal de mepivacaina 2% nao alterou sua eficacia anestésica em

tecidos moles de rato.



ABSTRACT

The efficacy of the liposomal 2% plain-mepivacaine was previously described
in literature. The aim of the present study was to evaluate the effect of liposomal 2%
mepivacaine add with 1:100,000 epinephrine. Infraorbital nerve block was performed
in 30 rats, which were divided into three groups. Previously the injection block, the
animals were slightly sedated with 25mg/kg sodium thiopental i.p. The animals
randomly received in on side of maxilla the injection (0.1 mL) of one of the following
solutions: Group 1: 2% mepivacaine with 1:100,000 epinephrine; Group 2: liposomal
2% mepivacaine with 1:100,000 epinephrine; and Group 3: liposomal 2% plain-
mepivacaine. The opposite side received 0.1 mL by using the same technique. Every
5 minutes the superior lip was vigorously stimulated with tweezers in order to
evaluate anesthesia duration in soft tissue. No statistically significant differences (p=
0.0587) were found among the three groups. We concluded that the addition of
epinephrine to the liposome 2% mepivacaine did not improve its anesthetic efficacy

in soft tissue.



INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

A melhoria nos conhecimentos em anestesiologia é de grande valia para a
odontologia dada a importancia do procedimento anestésico para o conforto do
paciente em inumeras situacdes clinicas. Desta forma, estudos séo realizados para
promover maior seguranca e eficacia das solucbes anestésicas utilizadas pelo
cirurgiao-dentista.

Um anestésico local deve possuir algumas propriedades consideradas ideais
do ponto de vista clinico, como por exemplo, nao ser irritante ao tecido no qual é
aplicado, ter toxicidade sistémica minima, duracdo suficiente para o término do
procedimento realizado e ser estavel em solucdo. (BENNETT, 1989; PIPA-VALEJO
& GARCIA-POLAVALLEJO, 2004)

As formulacdes disponiveis hoje no mercado odontolégico nacional podem
ser compostas por quatro sais anestésicos: prilocaina, mepivacaina, bupivacaina e
articaina (RAMACCIATO et al, 2003).

A mepivacaina € um sal anestésico da familia das amino-amidas que possui
laténcia, duragdo, poténcia e toxicidade moderadas. Sem um vasoconstritor,
diferentemente dos outros sais da mesma classe, produz anestesia pulpar de
duracao clinicamente aceitavel (de 20 a 40 minutos). Associada a vasoconstritor, em
infiltracdo na maxila, atinge cerca de 60 minutos de anestesia pulpar (MALAMED,
2005). Na clinica odontologica, esse sal anestésico é utilizado tanto para infiltracdes
quanto para bloqueio de nervos periféricos.

Os vasoconstritores sdo adicionados a formulagdo anestésica local para
aumentar seu desempenho. Esta adicdo € necessaria pois 0s anestésicos posuem
acao vasodilatadora (APS & REYNOLDS, 1976), o que aumenta sua difusao para os
vasos sanguineos préoximos, reduzindo a duragdo do efeito anestésico e

aumentando seus niveis plasmaticos. Desta forma, o vasoconstritor tem como



objetivo aumentar a duragdo do efeito anestésico da droga, que permanecera por
mais tempo no local desejado e também diminuir os riscos de toxicidade sistémica,
retardando sua distribuicdo pelo corpo.

Entretanto, doses excessivas ou injecées intravasculares acidentais de
solugdes anestésicas contendo vasoconstritores, principalmente os do tipo aminas
simpatomiméticas, podem causar sérios efeitos adversos como cefaléia, taquicardia,
arritmias, hipertensao e tremores (CASSIDY et al., 1986; YAGIELA, 1999), podendo
até se agravar, levando o individuo ao infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral e morte (TOMLIN, 1974; PEARSON, 1987).

Pensando em melhorias na seguranca e eficacia dos anestésicos locais,
estudos tém sido realizados acerca da associacdao destes farmacos com
lipossomas. Estes consistem de esferas microscopicas com uma ou mais
bicamadas lipidicas similares a membrana das células (RANADE, 1989).

Estas esferas lipidicas tém sido cada vez mais utilizadas como veiculo em
formulagdes anestésicas locais, tendo o objetivo de aumentar a duracao do efeito
anestésico e diminuir a toxicidade sistémica destes farmacos, devido a liberacao
lenta proporcionada. (ARAUJO et al., 2004; GRANT et al.,, 2001; CEREDA et al.,
2006; FRANZ-MONTAN, 2007; TOFOLI et al.,, 2007). Além da diminuicado da
toxicidade, as formulacbes lipossomais apresentam pH préximo ao fisioldgico e
podem reduzir a incidéncia de efeitos adversos promovidos por formulacbées com
baixo pH, como dor ou sensagédo de queimacao durante a injecdo.( SCHNEIDER,
2007)

A adicdo de lipossomas as solugdes de lidocaina 2%, prilocaina 3% e
mepivacaina 2% proporciona um aumento da duragédo da anestesia em tecido mole
de ratos quando comparadas com as mesmas solugdes sem lipossomas. Foi

também comprovado que esta melhoria € mais evidente para a solugcdo de

10



mepivacaina 2% do que para as demais (CEREDA, 2006).

N&ao ha descricdo na literatura de trabalhos que avaliem a eficacia da adicao
de vasoconstritores as formulacdes anestésicas lipossomais. Assim, estudos acerca
do referido tema devem ser realizados para que haja um avang¢o no procedimento

anestésico odontolégico, sempre promovendo maior conforto para o paciente.
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PROPOSICAO
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo da
epinefrina 1:100.000 sobre a eficacia anestésica da solucdo lipossomal de

mepivacaina 2%.
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MATERIAL E METODO

1. ANIMAIS
O projeto foi submetido & Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP (protocolo n°. 1469-1). Foram

utiizados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus, wistar), adultos, machos,

provenientes do CEMIB-UNICAMP. Estes permaneceram em ambiente com
temperatura controlada, com ciclos claro-escuro estabelecidos e com 4gua e comida

ad libitum.

2. MATERIAL

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas as seguintes preparacdes
anestésicas locais: solugcdo comercial de mepivacaina a 2% com adrenalina
1:100.000 (MEPIADRE 100® com epinefrina 1:100.000 — DFL Ind. Com. Ltda.) e
suspensao lipossomal de mepivacaina a 2% sendo a preparacdo desta ultima
descrita adiante no item 3. Foram utilizados na formulagéo das suspensdes citadas:
sal de cloridrato de mepivacaina (DFL Ind. Com. Ltda.), acetato de a-tocoferol,
fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma Chem. Co.), tampdo HEPES 20mM com
NaCl 0,9% (Qbiogene) e solucdo comercial de epinefrina na concentracao de
img/mL (DRENALIN® - Ariston Ind. Quim. Farm. Ltda.). Para a sedacdo dos
animais foi utilizado tiopental sédico (Thiopentax®, Cristalia Ind. Quim. Farm.)
injetado via intraperitonial.

Foram utilizadas agulhas descartaveis 0,55 X 20 (BD PrecisonGlide® - 24G -
%), acopladas a seringas centesimais de 1mL (BD®) para a injecdo das

preparacoes anestésicas e do tiopental sédico.
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3. PREPARO DA SUSPENSAOQ LIPOSSOMAL

As suspensdes lipossomais foram preparadas no laboratério de
Biomembranas do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob orientacao da Profa. Dra.
Eneida de Paula. Vesiculas multilamelares foram preparadas pelo método de
hidratacdo de filme seco retirando-se aliquotas de fosfatilcolina de ovo, colesterol e
a-tocoferol (na proporcdo molar de 4:3:0,07) de uma solugcdo estoque em
cloroférmio e evaporando-se sob fluxo de N2 seguido de vacuo por 2h, a
temperatura ambiente (BOOGAERTS et al., 1993 a,b; PINTO, 2002). Apo6s a
secagem foi adicionado o tampao HEPES 20mM, pH 7,4 com NaCl 154 mM, e a
dispersao foi agitada por 5 minutos em vortex, passando a apresentar vesiculas
multilamelares concéntricas, separadas por cavidades aquosas.

A sequir, as vesiculas lipossomais unilamelares de 0,4um foram preparadas
por extrusdo das vesiculas multilamelares acima descritas (Extrusor Lipex
Biomembranes Inc.). Assim, sob pressdo de nitrogénio, a temperatura ambiente, a
amostra de vesiculas multilamelares foi injetada através de um disco de drenagem e
duas membranas do policarbonato (Poretics) com poros de tamanho pré-
determinado (0,4um), por 12 vezes.

Os lipossomas foram mantidos em repouso por 2h, para o intumescimento
das vesiculas. A concentragdo lipidica dos lipossomas foi de 4mM.

Apos a preparagdo das vesiculas foi incorporado o anestésico local cloridrato
de mepivacaina. Preparou-se suspensdo de mepivacaina lipossomada na
concentracdo de 2%. A solucédo foi preparada em camara de fluxo laminar (com
materiais e solu¢des autoclavados a 1 atm e 121°C, por 20 min.) e apds o preparo
foi esterilizada em autoclave (CEREDA et al., 2006). Todas as suspensdes
lipossomais utilizadas estavam estéreis e livres de pirogénio. O teste de pirogénio foi

conduzido pela Cristdlia Ind. Quim. Farm. Ltda.
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Para o preparo da solucdo de mepivacaina 2% lipossomal com epinefrina
1:100.000, foi adicionado a solugdo de lipossomas o volume adequado de uma
solucado comercial de epinefrina na concentracdo de Tmg/mL (DRENALIN® - Ariston
Ind. Quim. Farm. Ltda.), de forma que atingisse a concentracado desejada.

Previamente as inje¢cdes anestésicas, o pH da solucao foi aferido através de
pHmetro (ORION®, modelo 2902) acoplado a um micro-eletrodo (LAZAR BNC), para
controle. As condicbées de analise do pH foram estabelecidas através de validacao

com solucdes tampao Merck® (Merck S.A. Industrias Quimicas) com pH 4,0 e 7,0.

4. COMPARACAO DA EFICACIA ANESTESICA

Para a avaliacdo comparativa dos efeitos anestésicos das solucdes
anestésicas em estudo, foi realizada a técnica do bloqueio do nervo infra-orbital
(NIO) do rato (FINK et al, 1975; READY et al, 1980; HASSAN et al, 1985 a,b;
CEREDA et al, 2004).

Para tanto, os animais foram divididos, aleatoriamente, em 3 grupos com 10
animais em cada. Estes receberam em um dos lados, de forma aleatéria, a injecao
de 0,1 mL de uma das seguintes preparac¢des anestésicas:

- Grupo 1: mepivacaina 2% com epinefrina 1:100.000 (ME);
- Grupo 2: mepivacaina 2% lipossomal com epinefrina 1:100.000 (MLE);
- Grupo 3: mepivacaina 2% lipossomal (ML).

Contra-lateralmente foi injetado 0,1 mL de solucdo de NaCl 0,9% como
controle negativo. As injecoes foram realizadas por um Unico pesquisador e a
avaliacao da anestesia foi feita por outro pesquisador, cego quanto as solucdes
injetadas.

Previamente as injecdes, os animais foram levemente sedados com tiopental

sédico na dose de 25mg/kg, procedimento este que nao interferiu na resposta do
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animal ao estimulo a ser usado (CEREDA et al, 2004).

EXPERIMENTO — TECNICA DO BLOQUEIO NO NERVO INFRA- ORBITAL

O nervo infra-orbital do rato é responsavel pela inervacao do labio superior e
pele dessa regido. Emerge pelo forame infra-orbitario localizado no cranio, no
espaco entre molares e o dente incisivo de cada lado da maxila do animal. Para a
técnica anestésica utilizada, utiliza-se esse local para a deposicdo das solugdes.
(FINK et al, 1975; CEREDA et al, 2006).
Avaliacdo da anestesia

Apés a injecao das solugdes, o animal foi avaliado com pingamento vigoroso
do labio superior. Foi observada a reacao do animal de acordo com os escores: 0
(resposta aversiva) ou 1 (auséncia de resposta aversiva). Este teste foi realizado a
cada 5 minutos, a partir da injecao, até que o animal apresentasse um sinal aversivo
(score 0), indicando o final dos efeitos da anestesia. Desta forma, a eficacia
anestésica foi avaliada pelo tempo de retorno da funcdo sensorial dos tecidos

moles.

Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise da normalidade e ANOVA com nivel de
significAncia 5%. Para a analise foi utilizado o pacote estatistico BioEstat 4.0

(Instituto Mamiramua, Belém, PA).
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RESULTADOS
Os resultados obtidos de duracdo da anestesia para os grupos estudados

estao representados no grafico 1.

Mepivacaina 2% Lipossomal
Lipossomal

com Epinefrina 1:100.000

Mepivacaina 2% ] 4{

com Epinefrina 1:100.000

0 50 100 150 200

Tempo de anestesia (em min)

Grafico 1. Média da duragao da anestesia (min) para cada grupo estudado.

N&ao houve diferenga estatisticamente significante entre os trés grupos (p=0,587). As
médias de duracdo da anestesia obtidas e seus respectivos desvios padrao podem

ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Média e desvio padrdo da duracdo da anestesia para 0S Qrupos

estudados.

Duragéo da anestesia

Grupos (min) dp (min)

Mepivacaina 2% com epinefrina
1:100.000 109.5 47 1
Mepivacaina 2% lipossomal com
epinefrina 1:100.000 124.5 42.6

Mepivacaina 2% lipossomal 107.5 25.6

17



DISCUSSAO

O modelo de bloqueio do nervo infra-orbital em ratos (FINK et al, 1975) é um
método que demanda pouco material, de facil execucao e alta reprodutibilidade.
Devido ao fato de o nervo infra-orbital do rato ser homélogo ao humano, esta
técnica tem sido considerada uma importante ferramenta para avaliacdo pré-clinica
de anestésicos locais, proporcionando resultados claros e objetivos.

CEREDA et al (2006) demonstraram a superioridade em eficacia da
formulagcédo lipossomal de mepivacaina 2% quando comparada a solugdo de
mepivacaina 2% sem lipossoma (p<0,001) na mesma técnica utilizada no presente
trabalho. O tempo de duracdo da anestesia obtido para o grupo que recebeu
mepivacaina 2% lipossomal no referido estudo foi de 98 minutos (mediana). Estes
dados sao préximos, porém menores que os verificados em nosso trabalho, que
obteve para o grupo que recebeu esta mesma solucdo um valor de mediana igual a
117,5 minutos. A diferenga obtida pode ser justificada por uma variagdo no niamero
da amostra utilizada, ja que no experimento de CEREDA et al (2006) foram
utilizados 8 animais por grupo e o presente estudo fez uso de 10 animais por grupo.

No presente estudo foi verificado que a adicdo de epinefrina a formulacao
lipossomal de mepivacaina 2% nao contribuiu para o aumento da sua eficacia
anestésica (p>0,05). Desta forma, na clinica odontolégica a solugdo de mepivacaina
2% lipossomal apresentaria maior vantagem, pois o paciente seria exposto a menos
ricos cardiovasculares pela auséncia de epinefrina. Por outro lado, a auséncia do
vasoconstritor na formulagéo teria como desvantagem um maior sangramento em
caso de cirurgias.

E importante ressaltar que o experimento realizado verifica anestesia em
tecidos moles de ratos e ndo avalia anestesia pulpar, importante parametro para

procedimentos clinicos odontoldgicos.
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CONCLUSAO
Concluimos com o presente estudo que a adicao de epinefrina a preparacao

lipossomal de mepivacaina 2% nao altera a eficacia anestésica desta.
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