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o que trago,

o gue moldo,

0 que amasso?
Minhas maos,
meus bracos,
meus filhos,
minhas falhas,
meus trilhos,
minhas trathas?
Quem sou,
$€nhao 0 que penso,
0 que pego,

O que passo,
gue posso,

0 gue Possuo,

0 suor do meu rosto,
meu posto,
minha pista,
minha peste,
meu pasto,
meu des{gosto)?
Quem sou
sendo o que registro
no gesto brusco
no sorriso doce
no olhar sinistro?
Quem sou?
Senao o que projeto
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LISTA DE PALAVRAS ABREVIADAS EM LATIM

et al : e outros (abreviatura de “et lii ”)

in vitro: processos bioldgicos que tém lugar fora dos sistermas vivos, no ambiente
controlado e fechado de um laboratdrio e que s8o feitos normalmente em recipientes

de vidro.

in vivo: se refere a experimentacao feita dentro ou no tecido vivo de um organismo

vivo, por oposicdo a um parcialmente ou totalmente morto.



RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia anestésica (taxa de sucesso,
laténcia e duragdo da anestesia pulpar) da formulagéo lipossomal de prilocaina 3%
em blogueio do nervo alveolar inferior em ratos. Trinta ratos foram divididos
aleatoriamente em 3 grupos de 10 animais e submetidos a fixagdo de fios de cobre
nos molares dos dois lados da mandibula, sob anestesia geral com ketamina e
xilazina, via intramuscular. Apés o retorno da anestesia os animais foram sedados
com diazepam, via intraperitoneal, mantendo resposta nociceptiva, e receberam,
proximo ao forame mandibular de um dos lados, injegdo de 0,2mbL de uma das
seguintes formulagdes: prilocaina 3%, prilocaina 3% lipossomal e prilocaina 3%
com felipressina 0,03Ul/ml {solugdo comercialf). O lado contralateral recebeu 0,2mL
de NaCl 0,9% (controle). Em seguida foi aplicado estimulo elétrico (pulp tester) a
cada 2min aos fios conectados aos molares até o animal ndo apresentar resposta ao
estimulo; apds, os estimulos foram aplicados a cada 5min até retorno de reposta do
animal ao estimulo. Os resultados foram submetidos aos testes G, Log Rank e
Krukal-Wallis (nivel de significincia de 5%). Foi observada maior taxa de sucesso
(p<0,05) com uso da solugéo de prilocaina com felipressina em relagéo a prilocaina
nos tempos de 15, 20 e 25 minutos. A prilocaina lipossomal propiciou maior taxa de
sucesso (p<0,05) do que a prilocaina nos tempos de 15 e 20 minutos. Nao foram
observadas diferencas significantes entre a solugéo de prilocaina com felipressina e
a formulacéo lipossomal (p>0,05). N&o houve diferenga entre as 3 formulages com
relacdo & laténcia. A prilocaina lipossomal e prilocaina associada a felipressina
promoveram maior duragéo da anestesia do que a solugéo de prilocaina (p<0,05),

sem diferencas entre si (p>0,05). A prilocaina lipossomal mostrou-se téo eficaz



guanto a solucao comercial no modelo de blogueio do nervo alveolar inferior em

ratos, podendo ser uma altemativa a essa altima.



REVISAO DA LITERATURA

Os anestésicos locais, agentes farmacolégicos que promovem interrupgao
reversivel na conducdo de impulsos nervosos em uma area circunsctita do corpo,
sdo farmacos muito utilizados na pratica odontolégica e em procedimentos medicos
cirirgicos. No intuito de diminuir a toxicidade e aumentar a duragéo do efeito
anestésico, varios aditivos e sistemas de liberagéo tém sido propostos e estudados,
dentre os quais se destacam os lipossomas (Boogaerts et al,, 1993 a,b; Mowat et al,
1996; Bucalo et al., 1998).

Os lipossomas consistem em esferas microscopicas formadas por uma ou
mais bicamadas lipidicas, com as caudas hidrofébicas voltadas para o interior, e as
cabegas polares para o exterior da bicamada em contato com a fase aquosa
(Ranade, 1989). A encapsulacéo de farmacos os protege contra a metabolizagio,
permitindo que alcancem o seu sitio de agdo em concentragbes efetivas maiores,
aumentando assim a duracéo do efeito, com a concomitante redugéo da toxicidade

(Kuzma et al., 1997).

Varios estudos em animais comprovaram a maior eficacia de anestesicos
encapsulados em lipossomas, comparados a anestésicos ndo encapsulados (de
Aravjo et al., 2004; Cereda et al,. 2004; Cereda et al., 2006). Cereda et al. (2006)
observaram aumento da anestesia do labio superior apés bloqueio do nervo
infraorbital com suspensdes lipossomais de lidocaina, prilocaina e mepivacaina em
ratos.

Também em humanos tem sido demonstrada a eficacia da encapsulagéo de
anestésicos em lipossomas, com aumento da duragéo da analgesia em pacientes

com dor crénica {Lafont et al., 1994), pds-ciriirgica (Boogaerts et al, 1994) ou



decorrente de neoplasia (Lafont et af., 1996), sem os efeitos colaterais da adicac de
aminas simpatomiméticas.

Em odontologia ha poucos estudos sobre a encapsulacdo de anestésicos em
lipossomas, para injecao. Tofoli et al. (2008) observaram duracaoc anestésica
semelhante promovida pela mepivacaina lipossomal a 2 e 3% em relagdo a
mepivacaina 3% apos infiltragdo dessas formulagbes na regiao do canino superior,
em humanos. A auséncia de estudos sobre a eficacia da prilocaina lipossomal em
anestesia pulpar, aliada aos resultados obtidos por Cereda et al. {2006) e Tofoli et al.

(2008) levaram a proposic¢éo do presente estudo.



PROPOSICAO

Este estudo teve por objetivo avaliar a eficacia anestésica da preparagdo
lipossomal de cloridrato de prilocaina 3%, comparando-a com a solugbes de
cloridrato de prilocaina 3% e cloridrato de prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL,

em bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos.



MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comissao de Etica em Experimentacio Animal

(CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP, sob protocolo n® 1468-1 (Anexo).

ANIMAIS

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus, wistar), adulios,
machos, spf ("specifc pathogen free" - livres de patdégenos especificos), provenientes
do CEMIB-Unicamp. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 3 grupos com

10 animais cada.

MATERIAL
Para o estudo foram utilizadas as seguintes formulagbes anestésicas:
cloridrato de prilocaina lipossomal 3%, solugao de cloridrato de prilocaina 3% e
solugdo de cloridrato de prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL (Citocaina®,
Cristalia, Ind. Quim. Farm. Lida). Para o preparo das duas primeiras formulagoes
(descrito a seguir) foram utilizados: sal de cloridrato de prilocaina (Cristalia, Prod.
Quim. Farm. Ltda), acetato de a-tocoferol, fosfatidilcolina de ovo e colesterol (Sigma
Chem. Co.) e tamp&o HEPES 20mM com NaCl 0,9% (Qbiogene).
Amostras das trés formulagdes anestésicas foram submetidas a avaliagéo de pH
(Orion Research, Boston, Mass), sendo respectivamente de 6,5, 5,2 e 4,25 para a

prilocaina lipossomal, prilocaina e prilocaina com felipressina.

Para a anestesia geral e sedagdo dos animais foram utilizadas solugdes

comerciais de cloridrato de xilazina {(Rompun®, Bayer S.A)}, cloridrato de ketamina



(Dopalem® injetavel, Sespo Ind. Com. Lida.) injetados via intramuscular e Diazepam
(Sigma Chem. Co.), injetado via intraperitoneal.

Foram utilizadas ainda agulhas descartaveis 0,45 X 13mm 26G
(PrecisionGlide®, Becton Dickinson, Sdo Paulo, SP, Brasil), acopladas a seringas
centesimais de 1mL (Becton Dickinson, S&o Paulo, SP, Brasil} para a injegéo das
preparacbes anestésicas e do tiopental sédico.

A avaliacdo da anestesia pulpar foi realizada por meio da aplicagédo de
estimulos elétricos pelo aparelho pulp tester ((Vitality Scanner modelo 2006 -
Analytic Technology, Redmond, EUA, Registro no Ministério da Sadde n® 103 1111

0033).

Preparacéo da Prilocaina Encapsulada em Lipossomas

Vesiculas multilamelares (MLV) foram preparadas pelo método de hidratagao
de filme seco retirando-se aliquotas de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e a-tocoferol
(na proporgéo molar de 4: 3: 0,07) de solugéo estoque em cloroférmio e evaporando-
se sob fluxo de N, segquido por vacuo (2h), a temperatura ambiente (Boogaerts et al,,
1993 a, b; Pinto, 2002).

Apbs secagem, foi adicionado o tampdo HEPES 20mM (pH 7,4 com NaCl
150mM), sendo a dispersio agitada por 5 minutos em vortex, passando a apresentar
vesiculas multilamelares concéntricas, separadas por cavidades aguosas.

As vesiculas unilamelares foram obtidas por extrusao das multilamelares, sob
pressédo de Np, & temperatura ambiente, passando-se as mesmas por um disco de
drenagem e duas membranas de policarbonato (Poretics®), com poros de tamanho

controlado (0,4 um), por 12 vezes. Os lipossomas obtidos foram deixados em



repouso por pelo menos 2 h para o intumescimento das vesiculas. As vesiculas
unilamelares apresentaram concentragao de 5mM.

Apo6s a preparagao das vesiculas, o cloridrato de prilocaina foi incorporado a
solugdo; a concentragdo total de anestésico foi a mesma da preparagéo comercial
(3%]).

As solucdes foram preparadas em camara de fluxo laminar (com materiais e
solugBes autoclavados a 1 atm e 121° G, por 20 min) e autoclavadas (1 atm, 121° 0)
por 15 minutos. Apos esse procedimento, as amostras foram rapidamente resfriadas

e armazenadas em geladeira (4°C} (Cereda, 2007).

Preparacao da Solugao de Prilocaina 3%

Trés gramas de cloridrato de prilocaina foram diluidos em agua deionizada e
autoclavada, para um volume final de 100mL (concentragéo final de 3g/mL — 3%) em
condicbes assépticas, em camara de fluxo laminar. Tubos plasticos estéreis
acondicionaram amostras de 2mL da solugdo, os quais foram autoclavados €

armazenados, em geladeira a 4°C para uso posterior.

DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

O modelo utilizado de blogueio do nervo alveolar inferior de ratos foi baseado
no estudo de Silva et al. (2009).

A fim de permitir a avaliagdo dos pardmetros da anestesia, previamente a
administragdo das formulagdes anestésicas os animais foram submetidos a fixagao
de dois fios de cobre a superficie oclusal dos molares inferiores, um para cada lado
da mandibula. Esse procedimento foi realizado sob anestesia geral com solugdes de

Xilazina (10mg/Kg) e Ketamina (90mg/Kg), via intramuscular.
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Os fios apresentavam ambas as extremidades desencapadas, permitindo
assim o contato com o dente em umas das extremidades e com o aparelho emissor
de impulsos elétricos (pulp tester) na outra. A fixagdo da porgdo do material em
contato com o dente foi realizada por meio da aplicagfo de resina fotopolimerizavel,
utilizando-se a técnica de condicionamento acido prévio para melhor adesao.

Cerca de 3 horas apds este procedimento, quando os animais ja estavam
livies dos efeitos da anestesia geral, foi aplicado, via intraperitoneal, solugao de
diazepam na dose de 20mg/kg para a manutencéo da sedagéo dos mesmos. Nesta
situacao os ratos apresentavam-se responsiveis a estimulos dolorosos, 0 que era
observado a partir da reagéo aversiva ao pingamento da cauda. O limiar basal da
resposta ao estimulo elétrico do pulp tester dos dentes de ambos os lados da
mandibula foi obtido pela média de trés valores de medigao.

Apds esse procedimento os animais receberam inje¢do de 0,2mL de uma das
formulagtes anestésicas em teste proximo & regido da lingula (na porgéo intema do
ramo da mandibula), ou seja, na entrada do forame mandibular, para blogueio do
nervo alveolar inferior (descrigéo da tecnica a seguir). No lado contralateral (controle)

foi injetado 0,2 mL de cloreto de sodio 0,9%.

Técnica de Bloqueio do Nervo Alveolar Inferior

Uma vez verificada a sedacdo, aproximadamente 0,45 X 13mm 26G ',
acoplada a uma seringa centesimal de 1mL, foi introduzida num angulo de 90° com a
base do angulo da mandibula do animal, pela face intema. A agulha foi introduzida
tangenciando-se o ramo mandibular, com bisel voltado para o osso, até a posigao

final de injecdo, onde foram depositados 0,2 mL da formulagéo anestésica. O local

11



da injecéo foi faciimente delimitado em cada animal pela palpagao do angulo da

mandibula (Silva et al., 2009).

Avaliagcao da Anestesia Pulpar

A avaliacdo da anestesia pulpar foi realizada por meio da aplicagcao de
estimulos e!étricos emitidos pelo pulp tester as extremidades livres dos dois fios de
cobre acoplados aos molares mandibulares dos animais.

Imediatamente apds o final da injegdo das formulagdes anestésicas os
estimulos elétricos foram aplicados a cada 2 minutos durante os primeiros 10
minutos e a cada 5 minutos até o animal apresentar duas respostas aversivas
consecutivas. Esses intervalos de tempo para a medigao foram escolhidos devido &
impossibilidade de manutengéo do estimulo elétrico de forma ininterrupta na fibra
nervosa, a qual apresenta um periodo refratario. O lado contralateral tambem foi
estimulado com o pulp tester a fim de garantir que o animal estava respondendo aos

estimulos e que o aparelho estava funcionando adequadamente.

Parametros Avaliados

Foram avaliados sucesso, laténcia e a duragéo da anestesia pulpar.

O sucesso da anestesia foi considerado quando o animal n&o apresentava
resposta ao estimulo maximo emitido pelo pulp tester em no maximo 10 min e
permanecia anestesiado por pelo menos 10 min.

A laténcia da anestesia compreendeu ao intervalo de tempo entre o final da
injecéo da formulacdo anestésica até a observagao de ausencia de resposta ao

estimulo elétrico maximo emitido pelo pulp tester.

12



A duracdo da anestesia compreendeu ao pericdo em que o animal no

apresentou resposta ac estimulo maximo emitido pelo pulp tester.

Analise Estatistica

Os resultados foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Student-
Neuman-Keuls (laténcia e c_iuragéo da anestesia) e Log Rank e tesie G (sucesso da
anestesia), com nivel de significancia de 5%. A analise dos resultados foi realizada

por meio do pacote estatistico BioEstat 5.0 (Instituto Mamiramua, Belém, PA).

13



RESULTADOS

A Figura 1 mostra a taxa de sucesso das anestesias obtidas para cada
formulagdo. Foi observada maior taxa de sucesso {p<0,05) com uso da soluc@o de
prilocaina com felipressina em relagdo a prilocaina nos tempos de 15, 20 ¢ 25
minutos. A prilocaina lipossomal propiciou maior taxa de sucesso (p<0,05) que a
prilocaina nos tempos de 15 e 20 minutos. Nao foram observadas diferengas
significantes entre a solugdo de prilocaina com felipressina e a formulacao

lipossomal (p>0,05).

100 -
—o— Prilocaina 3% com Felipressina

-+l -- Prilocaina 3%

ag - — % — Prilocaina 3% Lipossomal

Animais com molares anestesiados {%)

0 . . : ) _...._,._..................h,.__. ............H.,,.,._._ ]
5 106 15 20 25 30 35 a0 45 50
Tempo [minutos}

Figura 1. Porcentagem de animais apresentando molares anestesiados apos

blogueio do nervo alveolar inferior com formulagdes a base de prilocaina.
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Os resultados de laténcia da anestesia sdo mostrados na Figura 2. Nao foram

observadas diferencgas significantes entre as formulag¢des (p=0,59)

Prilocaina 3%

Prilocaina 3% lipossomal 4 |

Prilocaina 3% com felipressina.——l

0 5 10 15

Laténcia da Anestesia (minutos)

Figura 2. Tempo de laténcia (mediana e desvio interquartilico, em minutos) da
anestesia em molares inferiores, apdés bloqueio do nervo alveolar inferior com

formulagdes a base de prilocaina.

A Figura 3 mostra a duragdo da anestesia pulpar para cada formulagéo
anestésica testada. A formulagdo de prilocaina 3% promoveu menor duragao da
anestesia que as formulagdes de prilocaina lipossomal (p= 0,0284) e associada a
felipressina (p= 0,0012). Nao houve diferenga estatisticamente significante entre as

duas ultimas formulagdes (p= 0,3845).
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Prilocaina 3%

Prilocaina 3% lipossomal - —-|

Prilocaina 3% com felipressina

0 10 20 30 40 50

Duragdo da Anestesia (minutos)

Figura 3. Duragéo da anestesia (mediana e desvio interquartilico, em minutos) em

molares inferiores, apés bloqueio do nervo alveolar inferior, em ratos, com

formulages a base de prilocaina.
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DISCUSSAO

Anestésicos locais uiilizados na pratica clinica tém sido incorporados e
testados em formulagdes lipossomais, como a mepivacaina, bupivacaina (de Araljo
et al, 2004; Cereda et al, 2006) e lidocaina (Cereda et al, 2006) com bons
_resultados de tempo de duragéo e efetividade anestésica, sendo compardveis as
solugdes comerciais.

A prilocaina é um anestésico local que apresenta menor capacidade
vasodilatadora do que a lidocaina (Malamed, 2005), com poténcia e tempo de
laténcia semelhantes a essa, mas com toxicidade menor, devido a sua rapida
biotransformacdo no organismo (McLure & Rubin, 2005). Essas caracteristicas
favoraveis motivaram a avaliagdo da encapsulacédo lipossomal na eficacia desse
anestésico. Assim, Cereda et al. (2004) observaram efeito anestésico equivalente
entre a formulacao lipossomal de prilocaina 3% e a solugéo de prilocaina 3% com
felipressina 0,03U1/mL em bloqueio do nervo infraorbital em ratos, tendo ambas as
formulagbes apresentado desempenho superior ac da prilocaina 3% sem aditivos,
Posteriormente, as mesmas autoras (Cereda et al., 2006) observaram, no mesmo
modelo experimental, aumento de 30% na duragdo da anestesia com o uso de
suspenséo lipossomal de prilocaina 2%, comparada a solugéo de prilocaina 2%.

Completando a avaliagdo da prilocaina lipossomal iniciada por Cereda et al.
(2004 e 2006), no presente estudo foi avaliada a eficdcia anestésica em poipa dental
dessa formulagéo.

Os resultados de sucesso da anestesia no presente estudo (Figura 1} foram

comparaveis aos obtidos em humanos, que apresentam variagdo de 32 a 65%

17



(Vreeland et al., 1989; Mikesell et al., 2005; Corbett et al., 2008), apds bloqueio do
nervo alveolar inferior com solucdo de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000.

Na comparac¢ao com o mesmo tipo de sal anestésico, a solugao de prilocaina
com felipressina apresentou eficacia maior (70%) que a observada na literatura em
bloqueio do nervo alveolar inferior em humanos, 54% com a prilocaina 4% sem
vasoconstritqr (McLean et al., 1993) e de 57% com a prilocaina 4% associada a
epinefrina 1:200.000, (Hinkley et al., 1991). A formulagaoc lipossomal apresentou
eficacia semelhante a observada em humanos (50%), embora tenha sido utilizada
em concentragao menor (3%) que a utilizada nos estudos de Hinkley et al. (1991} e
McLean et al. (1993).

No presente estudo as formulages de prilocaina lipossomal e prilocaina com
felipressina n&o diferiram entre si com relagéo a taxa de sucesso da anestesia e
foram mais eficazes do que a prilocaina 3% sem aditivos, mostrando que a
incorporacéo em lipossomas aumenta a eficacia da prilocaina.

O tempo de laténcia observado no presente estudo (média de 2,4 a 3,4
minutos) esta préximo ao obtido por Silva et al. (2008) (4,7 minutos) em bloqueio do
nervo alveolar inferior em ratos com lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000, porém,
foi bem menor que os obtidos por MclLean et al. (1983) apds o mesmo tipo de
técnica, em humanos, com soluco prilocaina 4% (11 minutos) e por Hinkley et al.
(1991) com solugéo de prilocaina 4% com epinefrina 1:200.000 (10 minutos). Uma
possivel explicagio para essa diferenga @ o proprioc modelo (animal) utilizado no
presente estudo.

Nesta pesquisa os resultados mostraram que a prilocaina 3% encapsulada
em lipossomas apresentou-se estatisticamente semelhante, com relagéo a duragao

anestésica, a solucdo comercial de prilocaina 3% com felipressina 0,03Ul/mL, e
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ambas apresentaram maior tempo de duracao da anestesia em relacao a solugao de
prilocaina 3%. Assim, apesar da encapsulagao da prilocaina ser baixa, 12% (Cereda
et al., 2004), essa foi importante para aumentar a eficacia anestésica da mesma,
sem alterar o tempo de laténcia da formulacao.

Desta forma, o presente estudo comprova, para a anestesia pulpar, os
resultados obtidos por C_ereda et al. (2004; 2006) que observaram aumento da
duracdo da anestesia em tecidos moles ap6s bloqueio do nervo infraorbital com
prilocaina fipossomal em relagdo a prilocaina sem aditivos, e ainda duragao
semelhante de anestesia entre esta formulagao lipossomal e a solugéo prilocaina 3%
associada a felipressina 0,03Ul/mL. Este é o primeiro estudo de avaliagdo da
prilocaina lipossomal em anestesia pulpar e os resultados obtidos abrem a
perspectiva de uso dessas formulagdes em clinica odontolégica, podendo constituir

em alternativa ao uso de vasoconstritores. Entretanto, como estes estudos utilizaram

modelo animal, ha necessidade de se confirmar estes resultados em humanos.
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CONCLUSAO

No modelo animal estudado, a formulagao lipossomal de pritocaina 3%
apresentou eficacia anestésica pulpar equivalente a proporcionada pela solugao de
prilocaina 3% com felipressina 0,03 Ul/mL (solugdo comercial), podendo assim ser
uma alternativa aos vasoconstritores para aumentar a eficacia anestésica da

prilocaina.
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ANEXO

Certificado de aprovagdo do estudo pela Comissdo de Etica

Experimentaciao Animal CEEA/Unicamp.

CEEA/nicamp

Comissao de £tica na Experimentagio Animal
CEEA/Unicamp

CERTIF!IGADO

Certificamos que o Protecolo n® 1468-1, sobre “Eficicia anestésica da

prilogaina lipossomada_em blogueio do nervo alveolar inferior em ratos”,
sob a responsabilidade de Profa. Dra. Maria Cristing Volpato / Gisele Ramos
Gayoso, estd de acordo com os Principios Eficos na Experimentagao Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animai {COBEA), tendo sido
aprovadc pela Comissao de Etica na Experimentagio Animal — CEEA/Unicamp

em 31 de margo de 2008

GCERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1468-1, entitied "Anesthetic efficacy of liposomal
prilosaine in _inferior alveclar nerve block in rats”, is in agreement with the

Ethical Principles for Animal Research established by the Brazitan College for
Animal Experimentation {COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on March 34; 2008

Ga?ﬁpmas, 31 de margo de 2008,
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