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Resumo

A eficacia da lidocaina em preparacao lipossomal ja foi demonstrada em
blogueio sensoriai e motor em ratos. O objetivo desse estudo foi avaliar as
alteractes causadas pela administracdo de preparagdo lipossomal de lidocaina
2% em anestesia intraligamentar em ratos, comparando com administracao de
lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000. Vinte e quatro ratos, divididos em 2
grupos I(l para cada solucdo em estudo) receberam 0,05mi em inje¢do
intraligamentar na face distal do incisivo superior direito. As injegbes foram
realizadas com dispositivo de injecao com velocidade controlada em
0,1ml/min. O incisivo superior esquerdo recebeu, pela mesma técnica, 0,05ml
de solucéo de NaCl 0,9%. Nos tempos 6h e 24h apés as injecdes, 6 animais de
cada grupo foram sacrificados e a maxila removida e fixada em formol 10%.
Apés fixacdo e preparo histologico, foram obtidos cortes no sentido transversal
(inciso-cervical) dos dentes, de 5um de espessura. As laminas foram coradas
com picrosirius/tricrdmico de Gomori para analisar qualitativamente as fibras
coldgenas/eldsticas e com Hematoxilina/Eosina para analise guantitativa do
infiltrado inflamatério decorrente da administragdo. Os resultados foram
avaliados pelo teste de Wilcoxon com nivel de significancia de 5% e revelaram
que ndo houve diferencas estatisticamentes significantes (p<0,05) entre os
grupos em relagdo ao infiltrado inflamatério e nem em relagdo as fibras
coldgenas/elasticas. Concluimos que a aplicagdo de ambas as formulagbes
(lipossomal de lidocaina a 2% e a lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000) nao

afetou os tecidos avaliados.



INTRODUGCAO

O desenvolvimento de pesquisas voltadas aos anestésicos locais (AL) &
fundamental, uma vez gue sua utilizagdo, em admbito clinico odontologico, € o
método mais utilizado para o controle da dor. Desde o seu surgimento,
baseado no estudo das propriedades psicotropicas da Erythroxylon coca,
utilizada pelos perﬁanos -para, dentre outras razdes, aliviar a fadiga- existe
uma constante busca em se aprimorar as drogas, tornando-as cada vez mais
seguras e eficazes.

Todos os anestésicos locais injetaveis com eficacia clinica possuem certo
grau de atividade vasodilatadora (Malamed, 1997). Os vasoconstritores sdo
importantes, portanto, para controlar a perfusao tecidual, o que retarda a
absorcdo do anestésico local para o sistema cardiovascular, diminuindo o risco
de toxicidade, aumentando a duragdo da anestesia, além de reduzir o
sangramento no local de administragao.

A lidocaina, ha mais de 60 anos € o AL mais utilizado no mundo, sendo,
portanto a droga padrdo de comparacdo de sua categoria. Foi o primeiro
anestésico da familia das amidas. Possui um tempo de laténcia curto, por volta
de 2 a 3 minutos. E metabolizada no figado e excretada pelos rins. Possui uma
grande atividade vasodilatadora. A sobredosagem promove estimulacdo inicial
do Sistema Nervoso Central, sequida de depressdo (Andrade, 1998).

Apesar da seguranga do uso de solugbes anestésicas quando bem
indicadas, tém se estudado alternativas a utilizagdo dos vasoconstritores, a fim
de diminuir o risco de ocorréncia de situacBes clinicas adversas. Nenhuma

droga é atualmente isenta de toxicidade potencialmente grave, portanto a



pesquisa de novas e melhores formulagBes anestésicas deve continuar (Yagiela
et al.,, 1998). A gama de pacientes que tém contraindicacdo absoluta ou
relativa do uso de solugbes vasoconstritoras é restrita, no entanto, alternativas
mais seguras devem sempre ser avaliadas, visando desenvolver solugdes
anestésicas com potenciais toxicos menores.

As aminas simpatomiméticas (epinefrina, norepinefrina, fenilefrina e
levonordefrina), mesmo nas balixas concentracbes utilizadas nos AL, podem
gerar alteragbes significativas na pressdo arterial quando administradas em
elevadas doses ou injetadas intravascularmente, principalmente em pacientes
com alteracBes cardiovasculares, usudrios de antidepressivos triciclicos, de
beta-bloqueadores ndo seletivos e compostos fenotiazinicos (Malamed, 2005).
Segundo Yagiela et al. (1998), o uso de dose ndo criteriosa, a injegdo
intravascular acidental ou as interacBes farmacoldgicas adversas podem
promover efeitos clinicamente observaveis sobre o SNC e o sistema nervoso
simpatico. A frequéncia cardiaca e a pressao sistolica podem aumentar em
decorréncia da adrenalina, causando palpitagdes desconfortdveis e dor
tordcica. Além disso, podem ocorrer inquietacdo e apreensdo semelhantes as
produzidas por anestésicos locais. Se aliados, a depressdao do SNC, a acidose
respiratéria, e a realizagdo de procedimentos dentarios em multiplos
quadrantes aumenta o risco de toxicidade sistémica em adultos e criangas que
recebemn sedacdo ou anestesia. Quando uma dose de anestésico local
excessiva é administrada, podem-se esperar resultados fatais (Andrade, 2006;
Yagiela, 1998).

Um tipo de veiculo relativamente novo vem sendo estudado. Sdo 0s

sistemas de liberacdo controlada, os lipossomas e polimeros. Antifungicos,

9



antineoplasicos, antibidticos e anestésicos locais sdo exemplos de drogas que
sdo encapsuladas em lipossomas ou outros veiculos como ciclodextrina e
polimeros sintéticos. Esses sistemas permitem um aumento na duragdo do
efeito e diminuicdo da toxicidade da droga (Kuzma et al., 1997).

Lipossomas sdo vesiculas formadas por uma ou mais bicamadas
fosfolipidicas concéntricas, sendo assim classificadas em uni ou muitilamelares
e separadas por meio aquoso. Sdo muito vérséteis para terapéutica, pesquisa e
aplicacbes analiticas, pois sdo biodegradéaveis, biocompativeis e néo
imunogénicos, e podem encapsular substéncias hidrofilicas e/ou lipofilicas.
(Edwards & Baeumner, 2006; New, 1990; Puisieux et a/., 1995)

A biodistribuicio é afetada pelo tamanho do lipossoma, sendo que os
maiores tendem a permanecer no local da injecdo, e as menores tendem a
atravessar os capilares e difundirem-se (Grant & Bansinath, 2001).

A localizagdo de drogas hidrofilicas ou lipofilicas obedece a estrutura,
sendo que tendem a permanecer no centro da vesicula e na bicamada
fosfolipidica, respectivamente. Desta forma, o principio ativo € protegido da
metabolizacdo até atingir o seu sitio de acdo (Sharata & Katz, 1996).

A forma lipossomal de solugbes anestésicas tem como vantagem o
prolongamento da duragdo da anestesia e reducdo da toxicidade para o
sistema cardiovascular e sistema nervoso central, ndo sé pela elimina¢do do
uso do vasoconstritor (embora outras propriedades exclusivas deste sejam
interessantes), mas por controlar a liberagdo do sal anestésico. Um estudo
utilizando prilocaina na forma lipossomal sugeriu que o encapsulamento
facilitaria o controle da distribuiciio da droga, aumentando o tempo de duragdo

do bloqueio dos nervos sensitivos (Cereda et al., 2004). As formula¢des
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lipossomais de pritocaina, lidocaina e mepivacaina foram testadas em outro
estudo, sendo que os lipossomas foram eficazes como veiculos para AL,
prolongando a acdo analgésica dessas drogas (Cereda et al., 2006). Avaliando-
se ainda o tempo de duragdo, outro estudo demonstrou que a forma
lipossomal da mepivacaina promoveu efeito anestésico semelhante ao da
bupivacaina (Araujo et al., 2004). Quanto a toxicidade, um estudo demonstrou
gque a associagdo da bupivacaina com lipossomas multil-amelares induziu uma
importante reducdo nos efeitos téxicos da droga sobre os sistemas nervoso
central e cardiovascular em comparagdo a droga ndo-encapsulada (Jean
Boogaerts,1993).

As formulacBes lipossomais dispensam em sua composicdo o bissulfito de
sodio, usado como conservante em solugdes que contenham vasoconstritor. O
bissulfito em contato com o oxigénio gera o bissulfato de sodio, que €
responsavel por reduzir o pH da solugdo, o que promove a sensagao de
ardéncia ou queimacdo durante os primeiros segundos da injegdo (Andrade,
1998). Além disso, o bissulfito € o principal componente relacionado aos casos
de alergia, ainda que relativamente raros. Segundo Malamed (2005) o0 pH de
uma solucdo com vasoconstritor varia de 3,3 a 5,5.

Como desvantagem, diferentemente dos vasoconstritores a forma
lipossomal das solugbes anestésicas ndo permite por si sO o controle da
hemostasia, fator importante em alguns procedimentos cirdrgicos.

A resposta inflamatéria de suspensdo lipossomal de prilocaina foi
avaliada em estudo prévio, oportunidade na qual demonstrou-se uma menor
inflamacdo em comparacdo a formulagdo comercial, com o vasoconstritor

felipressina (Cereda et al., 2008). Desta forma, o objetivo deste estudo foi
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comparar o efeito sobre a reagdo inflamatéria no ligamento periodontal de uma
suspensao lipossomal de lidocaina 2% e da apresentacdo comercial com

vasoconstritor.
Objetivos:

Este estudo teve como objetivo avaliar qualitativamente as alteracGes
causadas pela administracdo de preparagdo lipossomal de lidocaina 2% em
anestesia intraligamentar, em ratos Winstar sauddveis, comparando com

administracdo de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000.

Material e métodos

1-ANIMAIS

Este estudo foi aprovado pela comissdo de Etica na Experimentagio
Animal - CEEA do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas.
(protocolo 1456-1, ANEXO 1)

Foram utilizados 24 ratos (Rattus norvegicus albinus, Winstar), adultos,
provenientes do CEMIB-UNICAMP. O biotério onde permaneceram possui

temperatura controlada, ciclo claro-escuro estabelecido e com agua e comida

ad libitum.
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2-MATERIAIS

Foram utilizadas duas formulagdes distintas:

_ Solucdo de lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000, disponivel
comercialmente.
- Suspensao lipossomal de epinefrina 2% sem vasoconstritor.

A preparacdo lipossomal de epinefrina 2% foi preparada no laboratério
de Biomembranas do Instituto de Biologia da Unicamp, em parceria com a
Profa. Dra. Eneida de Paula que é co-orientadora deste estudo.

Para o controle foi utilizada solugdo de cloreto de sodio 0,9%.

As infiltracBes foram realizadas com agulha descartaveis (Septoject®)
25x7 - 30G acopladas ao dispositivo Morpheus-de injecao controlada, que
injetou 0,05 mL em velocidade controlada de 1mL/min.

Para a sedacdo dos animais, foi utilizado tiopental sodico (Thiopentax®
Cristdlia Ind. Quim. Farm.) injetado via intramuscular.

Apds a confecgdo das laminas histoldgicas, os cortes foram avaliados

através do microscopio 6ptico.
3-PREPARACAO DA SUSPENSAO LIPOSSOMAL

Particulas sélidas foram preparadas misturando-se fosfatidilcolina de soja
hidrogenada, colesterol e manitol; apés secagem em spray-dryer as particulas

solidas foram ressuspensas em tampao, a pH 7,4. A LDC foi incorporada na

concentragao de 2%.
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4-PREPARACAO DOS ANIMAIS E PROCEDIMENTO ANESTESICO

Inicialmente todos os ratos foram pesados e sedados com tiopental na
dose de 30 a 40 mg/kg. Os animais foram divididos em quatro grupos:
G1- Lidocaina 2% com Epinefrina 1:100.000 - Eutanasia apds 6 horas
G2- Lidocaina 2% com Epinefrina 1:100.000 - Eutanasia apds 24 horas
G3- Lidocaina Lipossomal & 2% - Eutanasia apés 6 horas
G4- Lidocaina Lipossomal a 2% - Eutanasia apds 24 horas

A face distal do incisivo central superior direito (ICSD) dos ratos dos
grupos 1 e 2 recebeu 0,05 mL, por via intraligamentar, preparagdo lipossomal
de lidocaina 2%. A face distal do incisivo central superior esquerdo (ICSE)
recebeu, pela mesma técnica, (-J,.OS mL de solugdo de NaCl 0,9%

Nos ratos do grupo 2, foi administrada na face distal do ICSD 0,05 mi de
lidocaina 2% com epinefrina 1:100.000, e, da mesma forma, no ICSE 0,05 mL
de solugdo de NaCl 0,9%.

Todas as injecdes foram aplicadas por um so operador. Os animais foram
mortos por asfixia em CO2 em camara fechada. As maxilas foram removidas,
identificadas segundo o grupo e condicionadas em solugdo de formaldeido a
10% em temperatura ambiente durante 3 dias. Apos este periodo, iniciou-se a
descalcificacéo através do agente quelante EDTA a 4% e 4,4 g/L de NaOH, com
trocas diarias, por cerca de 45 dias, quando se constatou um ideal grau de
desmineralizac8o. As pecas foram entdo lavadas e acondicionadas em alcool

500 para a preservacdo de sua integridade. A desidratagdo foi feita através da
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troca do dlcool de 500 para 70°, seguida por alcool absoluto. As pegas foram
entd3o embebidas em xilol até sua diafanizagdo, e, em seguida, incluidas em
parafina. Cortes de 5 micrémetros no sentido longitudinal do dente foram
obtidos através de um micrétomo manual. Junto a area de histologia da FOP,
optou-se por padronizar, visualmente, uma regido do dente a ser analisada,
representada pela visualizagdo do osso alveolar ao atingir metade do diametro
dos incisivos.

Os cortes foram analisados em microscopio Optico com 100 para
Tricrdmico de Gomori e 400 vezes de aumento (para HE). Apds obtengdo de
fotografias digitais do aumento proporcionado pelo microscopio, as imagens
foram analisadas através do sofware Image Tool 3.0 e descritas em termos
qualitativos. Para a coloragdo de HE, foi definida uma rotina de andlise das
laminas, sendo que foram contadas células inflamatdrias inseridas na
interseccdo das linhas de uma grade de tamanho padrdo para todas as
imagens. Para as Idminas coradas com Tricrémico de Gomori, diferentes
intensidades de destruigdo tecidual foram observadas nas laminas, como
demonstram as figuras 1, 2, 3 e 4. As laminas coradas com picrossirius

demonstraram-se inconclusivas, portanto foram desconsideradas para analise.
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F|gura 4 - Exemplo de escore 3, coloragao de T.G.
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Figura 5 - Exemplo de contagem de células inflamatorias em

coloragao de HE

Controie
(NaCl 0,9%)

Figura 6 — Localizagdo das injegoes

Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados pelo teste de Wilcoxon com nivel de
significAncia de 5%, utilizando o pacote estatistico BioEstat 5.0 (Fundagdo

Mamiramua, Belém, PA).
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Resultados

A andlise estatistica dos dados obtidos nas laminas coradas com HE
(contagem de células inflamatorias) ndo apontou diferengas estatisticamente
significantes (p>0,05) entre os grupos, entre os tempos e teste/controle
dentro do mesmo grupo (Grafico 1).

T Lido-Lipo-

Lido-Lipo

Lido-Epi-

24 horas

| Lido-Epi

T Lido-Lipo

Lido-Lipo

6 horas

Lido-Epi-

| Lido-Epi-

L] T T T 1

0 2 4 6 8 10
Numero de células inflamatoérias

Grafico 1 - Contagem de células HE. As barras representam a mediana e
o desvio interquartilico. Barras vermelhas representam o lado teste e as verdes

representam o controle.

Para a analise das laminas coradas com Tricromico de Gomori, foram
definidos escores - 0 para “auséncia de alteragdo tecidual”; 1 para “alteragao
tecidual leve”; 2 para “alteracdo tecidual moderada”; e 3 para “alteracdo
tecidual intensa”. Ndo houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos, tempos e lados teste/controle (p>0,05). O Grafico 2 mostra os

resultados obtidos.
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Grafico 2 - Escores obtidos com a coloragdo de Tricrémico de Gomori. As

barras representam a mediana e o desvio interquartilico.

Discussao

A eficacia da utilizacdo de lipossomas como veiculo para a lidocaina, em
anestesia local ja foi previamente observada, sendo que os lipossomas foram
eficazes como veiculos para AL, prolongando a agdo analgésica (Cereda et al.,
2006). A resposta inflamatéria da suspensédo lipossomal também foi avaliada,
embora em relagdo a prilocaina (Cereda et al., 2008). Estes autores mostraram
menor inflamacdo quando em comparagdo a formulagdo comercial (com
felipressina como vasoconstritor). Este achado corrobora com o encontrado no

presente estudo.

A anestesia intraligamentar é amplamente utilizada em procedimentos

odontolégicos ambulatoriais, por promover eficiente anestesia pulpar e da
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regido do ligamento periodontal/peridsteo. Portanto, & importante avaliar a
seguranca dessa solucao para posteriores testes em seres humanos,
estudando a possibilidade de comercializagdo/aplicagdo clinica destes
carreadores para anestésicos locais.

O presente estudo ndoc mostrou evidéncia de aumento do infiltrado
inflamatério significativo apds 6 e 24 horas da administragdo de lidocaina
lipossomal em relagdo a forma convencional com épinefrina 1:100.000 nem
em relagdo ao controle (NaCl 0,9%). A analise do grau de destruigdo tecidual,
por microscopia 6ptica evidenciada pelo Tricrdmico de Gomori, também ndo
mostrou diferengas entre o lado que recebeu os farmacos e 0 lado gue recebeu
solucdo salina. Apesar de ndo ser possivel comparar o estudo com o de Cereda
et al. (2008) devido as diferentes solugles anestésicas e vasoconstritores, 0s
estudos tém em comum a demonstracdo experimental da seguranga da forma
lipossomal em relacdo a reagdo inflamatéria.

Embora alguns espécimes tenham apresentado evidéncias de hemorragia
e intenso infiltrado inflamatdrio, este fato ocorreu também do lado controle, o
que pode ser devido a penetragdo traumatica da agulha.

O tamanho do lipossoma afeta sua biodistribuicao, sendo que aqueles
menores que 120nm atravessam rapidamente os capilares, enquanto que 0s
maiores tendem a permanecer no sitio da injegdo (Grant & Bansinath, 2001).
No presente estudo, as vesiculas lamelares utilizadas tinham 400 nm de
didmetro, fato que as caracteriza como vesiculas grandes e, portanto, tendem
a se manter no sitio de injegio e dai a necessidade de observar o efeito local

da suspensao lipossomal utilizada.

Embora Grant (2002) tenha afirmado que a semelhanga dos monémeros
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constituintes dos lipossomas, particularmente a fosfatildilcolina e o colesterol,
com os das membranas bioldgicas, eliminaria o risco de antigenicidade ou de
lesSes histologicas apos a administragao, ainda existem poucos estudos in vivo
mostrando a biocompatibilidade da associagéo de lipossomas com anestésicos
locais. Outros autores (Kuzma et al.,, 1997) também observaram que a
biocompatibilidade das  vesiculas lipidicas seria devido a sua
biodegradabilidade, baixa toxicidade e imunogenicidade Ireduzida ou
inexistente. Estes achados foram comprovados no presente estudo.

A literatura também relata que lipossomas com carga neutra, similares
aos empregados no presente estudo, ndo promoveriam lise significativa de
eritrocitos (Stensrud et al., 1999; Pinto, 2002) e nem efeito pro-agregante
significativo. Este fato justificaria a auséncia significativa de sangramento (em
nivel histologico) observado no presente estudo.

Nosso estudo comprova que, além das caracteristicas ja observadas da
associacdo de anestésicos locais e lipossomas, tais como liberagao lenta,
duracido da anestesia prolongada, redugdo da toxicidade para os sistemas
cardiovascular e nervoso central (Bucalo et al., 1998), a toxicidade local,
mesmo em tecidos muito densos como o ligamento periodontal &

insignificante.
CONCLUSAO

Com este estudo concluimos que ndo houve alteragdo inflamatoria
estatisticamente significante tanto entre a formulacdo lipossomal ¢ a

convencional com epinefrina 1:100.000.
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A formulacdo lipossomal ndo é capaz de provocar reagdo inflamatéria
significante, sendo, sob este aspecto, eficaz veiculo carreador. Novos estudos

poderdo corroborar com a avaliagdo da seguranga do farmaco.
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