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RESUMO

Este estudo avaliou comparativamente a eficicia anestésica (tempo de laténcia,
durag@o e sucesso da anestesia) da ropivacaina 0,5% complexada com 2-hidroxipropil-p-
ciclodextrina (sistema de liberacdo controlada de medicamentos), ropivacaina 0,5% sem
aditivos e ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000, em trés modelos experimentais em
ratos: bloqueio do nervo infraorbital (BNIO, anestesia de tecido mole), infiltracdo
subcutanea em ferida cirdrgica (ISFC, anestesia pds-operatéria em tecido inflamado) e em
bloqueio do nervo alveolar inferior (BNAI, anestesia pulpar). O estudo foi caracterizado
como cego, com formacgdo aleatéria dos grupos e aplicagdo das formulacdes. No
BNIO, 24 ratos (8 por grupo) receberam 0,ImL das formulac¢des anestésicas proximo
ao forame infraorbital do lado direito e o respectivo controle (solucdao de NaCl 0,9% ou
de 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina) do lado esquerdo. A avaliacdo da anestesia foi feita pelo
pincamento do 1abio superior. Na ISFC, 60 ratos (12 por grupo) foram submetidos a avaliagdo
da sensibilidade basal a forca com o analgesimetro de von Frey, sendo em seguida submetidos
a incisd@o e sutura na pata traseira direita. Apds 24 horas os animais que apresentavam
diminuicdo de pelo menos 20% na forca necessdria para retirar a pata, foram submetidos a
injecdo de 0,ImL de uma das formulagdes anestésicas ou dos controles ao lado da ferida
cirdrgica, sendo entdo avaliados a cada Smin. No BNAI, ap6s fixagdo de fios de cobre aos
molares inferiores dos animais (15 por grupo), os mesmos foram submetidos a inje¢dao de
0,2mL, préximo ao forame mandibular, das formulacdes anestésicas do lado direito e do
respectivo controle do lado esquerdo. A anestesia pulpar foi avaliada com a aplicacdo de
estimulo elétrico (“pulp tester”) a cada 2min até obtencdo da laténcia e a cada Smin até
retorno da percep¢do ao estimulo elétrico. Os resultados foram submetidos aos testes de Log
Rank, Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls e Tukey (0=5%). Nao houve diferenca entre os
grupos com relacdo a laténcia no BNAI (p>0,05). A ropivacaina com epinefrina proporcionou
maior taxa de sucesso e duracdo da anestesia que as demais formulagdes em todos os
modelos (p<0,05). Nos modelos BNIO e ISFC a ropivacaina complexada em 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina promoveu maior sucesso e duracdo da anestesia que a ropivacaina sem

aditivos (p<0,05), ndo diferindo desta no BNAI (p>0,05). Conclui-se que a complexacdo com
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2-hidroxipropil-B-ciclodextrina aumenta a eficicia anestésica da ropivacaina em tecidos
moles, na presenga ou auséncia de inflamag¢ao (BNIO e ISFC), podendo ser op¢ao de uso para
controle de dor cirtirgica pds-operatéria. A epinefrina é mais potente em aumentar a eficicia
anestésica em todos os modelos estudados, sendo o Unico aditivo eficaz para a anestesia

pulpar.

Palavras-chave: ropivacaina, anestesia local, hipernocicep¢do, bloqueio do nervo alveolar

inferior, sistemas de liberacao de drogas, ciclodextrina.

viii



ABSTRACT

This study evaluated the anesthetic efficacy (success, onset and duration of
anesthesia) of 0.5% ropivacaine complexed with 2- hydroxypropil- B-cyclodextrin (a controlled
drug release system), plain 0.5% ropivacaine and 0.5% ropivacaine with 1:200,000 epinephrine
in three experimental models: infraorbital nerve block (IONB, soft tissue anesthesia),
subcutaneous infiltration in surgical wound (SISW, post surgical analgesia in inflamed tissue)
and inferior alveolar nerve block (IANB, pulpal anesthesia). The study was blind and the groups
and injections were randomized. For IONB 24 rats (8/group) received 0.ImL of the anesthetic
formulations next to the right infraorbital foramen, the left side received the respective control
formulation (NaCl 0.9% or 2- hydroxypropil- B-cyclodextrin). Anesthesia was evaluated by
upper lip pinching. For SISW 60 rats (12/group) were submitted to evaluation of baseline force
sensation of the right hind paw (von Frey aesthesiometer) followed by incision and suture. After
24 hours the animals that presented at least 20% decrease in the force for paw withdrawal
received an injection of 0.ImL of the anesthetic formulations or controls at the side of the
surgical wound and were evaluated each Smin. For IANB, after fixation of copper wires to the
mandibular molars, the animals (15/group) were submitted to an injection of 0.2mL of the
anesthetic formulations next to right mandibular foramen; the respective control was injected in
the left side. Pulpal anesthesia was assessed by electric stimulus (pulp tester) applied each 2min
until onset of anesthesia was reached and each 5min until perception of electric stimulus. Data
were submitted to Log Rank, Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls and Tukey tests (a=5%).
No differences in anesthesia onset were observed among groups (p>0.05). Ropivacaine with
epinephrine provided higher success rate and duration of anesthesia than the other formulations
in all studied models (p<0.05). Ropivacaine with 2- hydroxypropil- B-cyclodextrin showed
higher success rate and duration of anesthesia than plain ropivacaine in IONB and SISW models
(p<0.05). No differences between these two formulations were found in the IANB study
(p>0.05). In conclusion, 2- hydroxypropil- B-cyclodextrin increases ropivacaine anesthetic
efficacy in inflamed and non-inflamed soft tissues (IONB and SISW), and could be an option for

postoperative surgical pain control. Epinephrine is more potent to improve the anesthetic efficacy



in all studied models being the only effective additive for pulpal anesthesia.

Key-words: ropivacaine, local anesthesia, hypernociception, inferior alveolar nerve block, drug

delivery systems, cyclodextrin.
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1 INTRODUCAO

Os anestésicos gerais e locais sdo fundamentais no controle da dor trans-operatdria,
sendo os anestésicos locais importantes também para o controle da dor pés-operatoria.
Entretanto, a ocorréncia de reacdes adversas, especialmente quando do uso de grandes doses em
bloqueios anestésicos na drea médica limita seu uso (Lafont et al., 1996).

Mesmo com o isolamento de isdmeros menos toxicos, como a levobupivacaina e
ropivacaina (de Jong, 1994), alguns casos de toxicidade t€m sido relatados na literatura, tanto
para a levobupivacaina quanto para a ropivacaina (Curtis et al., 2004; Kimura et al., 2007;
Dhir et al., 2007; Foxall et al., 2007).

Paralelamente as alteragdes na molécula dos anestésicos locais, tem-se buscado
alternativas de melhora, alterando os componentes das solugdes anestésicas. Assim,
sistemas de liberagc@o controlada como lipossomas e ciclodextrinas, entre outros, passaram a ser
estudados (de Aratjo et al., 2003).

A complexacdo de um medicamento com ciclodextrinas permite liberagdo
mais lenta de medicamentos, o que pode promover aumento na duracdo do seu efeito e
diminui¢do da sua toxicidade (Fréville et al., 1996; Karashima et al., 2007; de Paula et al.,
2010). Esta complexacdo pode ser feita com vérias classes de medicamentos, como agentes
antidiabéticos, anti-inflamatérios e anestésicos locais, permitindo sua administracdo por
diversas vias (subaracnéidea, venosa, muscular, peridural, oral, nasal e dérmica) (Irie &
Uekama, 1997; Veiga et al., 2000; Loftsson & Masson, 2001; Dalmora et al., 2001; de
Aratjo et al., 2008).

Foi demonstrado recentemente que a complexacdo de ropivacaina com 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina promove aumento da duracdo da anestesia em bloqueio do
nervo cidtico de camundongos, quando comparada a solucdo de ropivacaina sem aditivos,
podendo assim ser uma formulacdao promissora. Neste modelo foram avaliados os
bloqueios motor e sensitivo, sem presenca de inflamacao.

O controle da dor pos-cirurgica € uma preocupacao na drea médica, bem como
a obtencdo de anestesia pulpar satisfatoria € crucial para o exercicio da odontologia.

Neste sentido, o presente estudo foi conduzido a fim de avaliar a eficicia anestésica da



formulagdo de ropivacaina complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina em modelos
de anestesia de tecido mole com inflamagdo (para controle de dor pds-operatéria) e de
tecidos moles da regido perioral e de anestesia pulpar (visando futura aplicacdo em

odontologia).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EVOLUCAO DOS ANESTESICOS AO LONGO DAS DECADAS

Durante muito tempo acreditou-se que a dor era um castigo por parte de Deus,
tendo o homem que se submeter, calado, a procedimentos dolorosos. As principais
maneiras de controlar a dor e a perda de sangue durante o parto ou outros procedimentos
cirdrgicos eram mordendo um pedaco de madeira ou pano e acabando a intervencdo
cirdrgica no menor tempo possivel. Estes procedimentos visavam que o paciente
suportasse a dor, portanto qualquer cirurgia era um enorme sofrimento (Collins, 1979;
Friedman e Friedland, 2006).

A palavra anestesia vem do grego “aisthesis” e significa “sem capacidade de
sentir” e foi usada por Dioscoérides, no século I d.C, no sentido de insensibilidade dolorosa.
A histdria concede o titulo de “pai” da anestesia ao dentista William Thomas Morton, que
em 16 de outubro de 1846 em Boston, juntamente com o cirurgido John Collins Warren,
demonstrou em publico os efeitos anestésicos do éter, quando realizaram uma cirurgia para
remog¢ao de um tumor (Friedman e Friedland, 2006).

Desde Morton e Warren, e com a descoberta das propriedades anestésicas da
cocaina no olho e em membranas mucosas, por Carl Koller e Von Anrep, na década de
1880, a anestesia local tem evoluido consideravelmente. A cocaina embora tenha um
excelente potencial farmacolégico como anestésico local, possui o grande
inconveniente de causar dependéncia, intoxicagdo e até a morte, o que praticamente
inutiliza a sua indicacado para fins terapéuticos (Yagiela et al., 2000; Rang & Dale, 2007).

A evolugdo dos anestésicos passou pela sintese da procaina, tetracaina e benzocaina
e outros pertencentes ao grupo dos ésteres, que demonstraram alta incidéncia de reagdes
alérgicas, causadas pelo seu metabolito, o dcido para-aminobenzéico (PABA) (Eggleston &
Lush, 1996).

A introdugdo clinica de um novo grupo de anestésicos, as amidas, foi iniciada em
1943 com a sintese da lidocaina, continuando posteriormente com a mepivacaina, prilocaina,

articaina, bupivacaina e ropivacaina, sendo as duas dltimas anestésicos locais de longa duracao



de acdo (de Jong, 1994; Malamed, 2005; Ruetsch et al., 2001).

A toxicidade sistémica dos anestésicos locais normalmente estd relacionada com a
dose excessiva da solucdo, sendo primeiramente afetado o sistema nervoso central (Malamed,
2005).

A maioria dos anestésicos locais de uso clinico sao moléculas quirais, sendo
comercializados em sua forma racémica, ou seja, contendo ambos os isOmeros dextro e
levorrotatérios [respectivamente, enantiomeros D(+) e S(-)]. Muitas das acOes indesejaveis
desse grupo de medicamentos podem ser atribuidas ao isdmero dextrorrotatério. Assim, a
toxicidade cardiaca da bupivacaina, que apresenta ligacdo rdpida aos canais de sodio e
desligamento lento (conhecido como “fast-in, slow-out”) é, em grande parte, mediada pelo
1sdmero dextrorrotatério (Denson et al., 1992; Morrison et al., 2000).

Além da propria levobupivacaina (isdbmero levorrotatério da bupivacaina), outra
alternativa para a bupivacaina racémica € a ropivacaina, que ja teve sua eficicia comprovada na
area médica e, da mesma forma, também tem sido demonstrada em odontologia, tanto em
bloqueio do nervo alveolar inferior, quanto em técnica infiltrativa (Kennedy et al., 2001;
Ernberg & Kopp, 2002; Axelsson & Isacsson, 2004; Palma, 2004; Oliveira et al., 2006; El-
Sharrawy & Yagiela, 2006; Buric, 2006).

2.2.  ROPIVACAINA

A ropivacaina, homologo n-propil da bupivacaina, é o primeiro anestésico local
utilizado exclusivamente na forma levorrotatoria, atribuindo-se a esta configuracdo sua
menor toxicidade sobre os sistemas cardiovascular e nervoso central. Além desta vantagem,
proporciona ainda recupera¢do mais rapida do bloqueio motor, mantendo a laténcia e duragao
do bloqueio sensitivo comparaveis aos proporcionados pela bupivacaina racémica (Clarkson
et al., 1985; Tsuchiya et al., 2004; Simpson et al., 2005; Zink & Graf, 2008).

Mesmo apresentando menor toxicidade que a bupivacaina, casos de toxicidade com
o uso de ropivacaina em bloqueios anestésicos na drea médica sdo relatados na literatura
(Curtis et al., 2004; Kimura et al., 2007; Dhir et al., 2007). Nestes relatos incluem-se casos

em que houve neurotoxicidade, convulsdo, perda da consciéncia e parada cardiaca.



A ropivacaina estd disponivel apenas para uso médico, sendo comercializada na
forma de frasco ampola, sem adi¢do de vasoconstritor. Assim como a bupivacaina, apresenta
laténcia maior do que os demais anestésicos do grupo amida, por apresentar pka mais
elevado, no valor de 8,1. Apresenta elevada ligacdo as proteinas plasméticas (90-95%) e sua
meia-vida plasmaética é de 4,2h (Malamed, 2005; Katz et al., 1990.)

Por ser menos lipofilica que a bupivacaina, a ropivacaina apresenta menor
capacidade de penetracdo nas fibras mielinizadas dos nervos motores, resultando em menor
bloqueio motor e portanto maior grau de diferenciacdo do bloqueio sensorial. Em baixas
concentracoes (0,2 a 0,5%) a ropivacaina produz preferencialmente bloqueio sensitivo,
enquanto que concentracdes maiores (0,75% e 1%) nao apresentaram diferenca entre
bloqueio motor e sensitivo (Jeffrey et al., 1990; Zaric, 1991).

H4 polémica sobre a atividade vasoconstritora da ropivacaina, especialmente em
bloqueios proximos a artérias terminais (Burke et al., 2000; Wienzek et al., 2007; Keramidas
& Rodopoulou, 2007; Jansson, 2008). Alguns estudos mostram que a maior reducdo do
fluxo sanguineo ocorre com solugdes menos concentradas (Cederholm et al., 1992),
apresentando resposta bifdsica — concentracOes mais altas ndo eliciam vasoconstri¢do
(Gherardini et al., 1995; Nakamura et al., 1993).

Em odontologia tem sido demonstrado que a adi¢do de epinefrina a solucdo de
ropivacaina contribui para aumentar significativamente a duracdo anestésica. Este aumento
foi descrito tanto em estudos de bloqueio no nervo alveolar inferior, quanto em técnica
infiltrativa (Kennedy et al., 2001; Bhering, 2010; Franz-Montan et al., 2011). A injecdo de
ropivacaina associada a epinefrina em outros locais, como na injec¢do intradérmica, também

mostrou aumento da duracdo da anestesia (Cederholm et al., 1994).

2.3. USO DE ADITIVOS E SISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA EM
FORMULACOES DE ANESTESICOS LOCAIS

O emprego de aditivos para aumentar a duragdo da anestesia é bastante utilizado
na odontologia e também tem sido usado na medicina. Os mais utilizados em odontologia

sdo os agonistas a,-adrenérgicos (epinefrina, norepinefrina, corbadrina e fenilefrina) e o



agonista de receptores V), felipressina, um dos derivados sintéticos da vasopressina
(Malamed, 2005).

Além de aumentar a duracdo da anestesia, o uso de vasoconstritores e sistemas
de liberacdo controlada de drogas pode também diminuir a toxicidade de formulacdes
anestésicas locais, por permitir absorcdo mais lenta da solug¢do, proporcionando assim
menor pico de concentracdo plasmdtica (Boogaerts et al., 1993; Karmakar et al., 2005; de
Paula et al., 2010).

A epinefrina € o vasoconstritor mais utilizado em odontologia devido a sua
eficdcia, mesmo em baixas concentragdes. Pela acdo em receptores o;-adrenérgicos,
promove constri¢do dos vasos no local injetado. A absor¢do para a corrente sanguinea pode
desencadear aumento da pressdo arterial, especialmente da pressdo sistélica, ndo apenas
pela vasoconstri¢gdo, mas pela acdo em receptores Bi-adrenérgicos cardiacos. Entretanto,
este efeito costuma ser transitorio, devido a curta meia-vida da epinefrina na corrente
sanguinea e ainda por sua agcdo vasodilatadora, mediada pelos receptores P,-adrenérgicos
presentes nos vasos da musculatura esquelética, aliada ao estimulo da resposta
parassimpdtica (mediada pelo nervo vago) (Yagiela et al., 2000; Hersh et al., 2006).

Além dos mencionados, outros aditivos t€m sido utilizados em associacdo aos
sais anestésicos, como a clonidina (agonista op-adrenérgico) (Brkovic et al., 2005) e os
opidides, como o tramadol, um agonista de receptores pu (James et al., 1996; Arcioni et al.,
2002; Robaux et al., 2004).

Apesar dos avangos, ainda ha um longo caminho a percorrer na busca da
solucdo anestésica ideal, especialmente na drea do controle da dor pds-cirurgica e em
pacientes terminais com sintomatologia dolorosa prolongada, para os quais a infusdo
continua de anestésico local pode resultar em toxicidade significativa, especialmente quando
associados a vasoconstritores. Nesse sentido, a partir da década de 1960 tém sido estudados
sistemas de liberacdo controlada de drogas, como os lipossomas, os biopolimeros e as
ciclodextrinas (de Aradjo et al., 2003; de Paula et al., 2010).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos com 6 a 8 unidades de glicose,
obtidos a partir do amido, (derivado principalmente do milho e de batatas), pela acao das

glicosiltransferases presentes em alguns microrganismos € plantas. A estrutura ciclica destes



compostos apresenta grupos hidroxil primdrios e secunddrios orientados para o exterior,
conferindo um caréter hidrofilico a este, enquanto que a cavidade interna apresenta-se
relativamente hidrofébica. Esta estrutura permite as ciclodextrinas complexarem-se com
moléculas que apresentem dimensdes compativeis com sua cavidade, cujo didmetro varia de
5 a 8A. Entre as trés ciclodextrinas naturais o, b e y, a mais utilizada para complexagio com
medicamentos € a B-ciclodextrina (de Araujo et al., 2003; Davis & Brewster 2004).

No entanto, a administragcdo parenteral das ciclodextrinas particularmente da
B-ciclodextrina, pode causar nefrotoxidade devido a formacdo de um complexo de baixa
solubilidade entre a B-ciclodextrina e o colesterol, que precipita e impede a filtragdo
glomerular nos rins (Irie & Uekama, 1997).

Devido 4 solubilidade aquosa limitada das o, B e vy-ciclodextrinas,
respectivamente 13%, 2% e 26% (p/p), modificacdes foram feitas na estrutura das mesmas,
promovendo melhora das propriedades de carreamento e diminuicdo de seus efeitos toxicos
intrinsecos. A quebra da ligacdo de hidrogénio entre os grupos secunddrios de hidroxila da B-
ciclodextrina, via molecular, proporciona a sintese de compostos mais soldveis, como a 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina que tem solubilidade em dgua aumentada, chegando até 60% (p/p)
(Matioli, 2000; de Aragjo et al., 2003; Davis & Brewster, 2004).

Embora, a molécula de ciclodextrina seja hidrofilica, o interior € relativamente
apolar e cria um micro ambiente hidrofébico, estas propriedades sdo responsdveis pela sua
solubilidade em 4dgua e capacidade hidrofébica de encapsular e incorporar moléculas em
complexo de inclusdo. Estas caracteristicas sdo as bases para um equilibrio dindmico das
ciclodextrinas e base medicamentosa para formar a complexacdo dos medicamentos
(Davis & Brewster, 2004).

A complexacdo com ciclodextrinas permite melhora nas propriedades dos
medicamentos, proporcionando maior estabilidade (evitando a oxidagdo) e liberagdo mais
lenta, promovendo assim, aumento da dura¢@o do efeito e diminui¢do da toxicidade. O uso
das ciclodextrinas tem encontrado muitas aplicacdes como em agrotoxicos, alimentos,
fragrancias e farmacos. A complexacao pode ser feita com vérias classes de medicamentos,
como agentes antidiabéticos, anti-inflamatérios e anestésicos locais, permitindo sua

administracdo por diversas vias, tais como subaracndidea, venosa, muscular, peridural, oral,



nasal e dérmica (Irie & Uekama, 1997; Veiga et al., 2000; Loftsson & Masson, 2001;
Dalmora et al., 2001; Davis & Brewster, 2004; de Aradjo et al, 2008). Alguns
medicamentos ja sdo comercializados na Europa, no Japao e nos Estados Unidos, na
forma complexada com ciclodextrinas, entre os quais podem ser citados a
dexametasona, nimesulida, omeprazol, piroxicam, indometacina e itraconasol (Davis &
Brewster, 2004).

Especificamente com relacdo aos anestésicos locais, a eficacia da
complexacdo com ciclodextrinas em aumentar a duracdo da anestesia foi demonstrada em
animais, com a prilocaina, em bloqueio do nervo infraorbital (Hassan et al., 1985), com a
lidocaina, em bloqueio do nervo cidtico (Suzuki et al., 2009), com a bupivacaina, em
bloqueios epidural, espinhal e do nervo ciatico (Fréville et al., 1996; Dollo et al., 2000;
Estebe et al., 2002; Karashima et al., 2007) e com a ropivacaina, em bloqueio do nervo
ciatico (de Araujo et al., 2008).

Neste ultimo trabalho, de Aradjo et al. (2008) observaram que a ropivacaina
complexada com 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina, quando comparada a ropivacaina sem
aditivos, apresentou menor laténcia para o bloqueio motor, sem alterar a duracdo do
mesmo, enquanto que para o bloqueio sensitivo a complexacao resultou em aumento de 1,3 a
1,6 vezes na intensidade e duracdo da analgesia em relacdo a solucdo de ropivacaina sem
aditivos. Os resultados do ensaio de hemodlise do mesmo estudo sugerem que a
complexagao também pode diminuir a toxicidade dos dois compostos, pois a dose necessdria
para hemolise foi maior com a ropivacaina complexada do que para cada composto
(ropivacaina e 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina) isoladamente. Esses resultados mostram que
as ciclodextrinas, em particular a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, apresentam grande
potencial como sistema liberador de anestésicos locais, sendo necessarios mais estudos a
fim de avaliar sua atuacdo em diferentes tipos de bloqueio.

Até o momento, apenas o estudo de Araujo et al., 2008, avaliou esse tipo de
complexagdo com a ropivacaina, em bloqueio sensitivo e motor do nervo cidtico,
justificando, portanto, a realizacdo de estudos em outros modelos complementares, para a
avaliacdo da anestesia em tecido mole, pulpar e em anestesia pds-operatdria, para controle

da dor apds procedimento cirdrgico.



3 PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficdcia anestésica da ropivacaina 0,5%
complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, comparando-a a da ropivacaina 0,5% com
epinefrina 1:200.000 e ropivacaina 0,5% sem aditivos, em trés modelos: bloqueio do nervo
infraorbital, infiltracdo subcutanea em ferida cirirgica e bloqueio do nervo alveolar inferior, em
ratos, para investigar respectivamente anestesia de tecidos moles, anestesia pds-operatéria em

tecido inflamado e anestesia pulpar.



4 MATERIAL E METODO

Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP) sob Protocolo n° 1935-1
(ANEXO) e foi desenvolvido na Area de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Faculdade de Odontologia de Piracicaba

(FOP/UNICAMP).

4.1 ANIMAIS

No total foram utilizados 129 ratos, (Rattus norvegicus albinus, Wistar), adultos,
machos, pesando entre 250-400g, provenientes do Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério da Universidade
Estadual de Campinas (CEMIB-UNICAMP), os quais foram mantidos no biotério da
FOP/UNICAMP em ambiente com temperatura controlada (22+1°C), ciclos claro-escuro
estabelecidos (12/12h), com dgua e comida a vontade. Os animais receberam uma marcagao na

calda e foram divididos aleatoriamente em grupos distintos para os trés experimentos.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Neste estudo foi avaliada a eficacia anestésica das formulagdes de ropivacaina 0,5%
complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, ropivacaina 0,5%, ropivacaina 0,5% com
epinefrina  1:200.000. Como controle foram utilizadas solu¢des de 2-hidroxipropil-f-
ciclodextrina e cloreto de sédio 0,9%. As formulacGes foram avaliadas em trés modelos
experimentais, em ratos: bloqueio do nervo infraorbital (BNIO), infiltracdo subcutanea em
ferida cirtrgica (ISFC) e bloqueio do nervo alveolar inferior (BNAI). O delineamento dos trés
experimentos estd apresentado na Figura 1. Em todos os experimentos o pesquisador-avaliador
ndo tinha conhecimento da formulagdo utilizada, permitindo avaliagdo imparcial, caracterizando

0S experimentos como cegos.
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[ 129 ANIMAIS |

/ | N

| BNIO | | ISFC | | BNAI |
I 24 ratos ( 8/grupo) I I 60 ratos (12/grupo) I I 45 ratos (15/grupo) I
Lado Direito Pata traseira direita Lado Direito
* Ropivacaina 0,5% complexada com 2- * Ropivacaina 0,5% complexada com 2- * Ropivacaina 0,5% complexada com 2-
hidroxipropil B-ciclodextrina hidroxipropil B-ciclodextrina hidroxipropil B-ciclodextrina
* Ropivacaina 0,5% com epinefrina * Ropivacaina 0,5% com epinefrina
1:200.000 * Ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000
+ Ropivacaina 0,5% 1:200.000 * Ropivacaina 0,5%
Lado Esquerdo (Controle) * Ropivacaina 0,5% Lado Esquerdo (Controle)
. . . . . * Sol. de 2-hidroxipropil B-ciclodextrina
* Sol. de 2-hidroxipropil B-ciclodextrina + Sol. de 2-hidroxipropil B-ciclodextrina propil B
= .- * Solucéo de cloreto de s6dio 0,9%
* Solugéo de cloreto de s6dio 0,9% . ’
¢ * Solugéo de cloreto de sédio 0,9%

Figura 1. Delineamento geral dos trés experimentos.

43 MATERIAL

Para a preparacio das formulagdes de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina e
de  ropivacaina  foram  utilizados  cloridrato =~ de  ropivacaina  (Cristdlia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP, Brasil), 2-hidroxipropil-f-
ciclodextrina (Roquette Serv. Tech. Lab., Franca), tampao HEPES 20mM com NaCl 154
mM (Q-biogene), solugdo de cloreto de sédio 0,9% (Equiplex Ind. Farm., Brasil) e solu¢do
de epinefrina Img/mL (Drenalin®, Ariston Ind. Quim. Farm. Ltda.).

No experimento de bloqueio do nervo alveolar inferior foram utilizados
ketamina (Dopalen®) e xilazina (Rompun®) para anestesia geral dos animais e tiopental
(Thiopentax® injetdvel, Cristdlia Prod. Quim. Farm. Ltda) para sedagdo dos mesmos. Este
dltimo também foi utilizado no experimento de bloqueio do nervo infraorbital. No
experimento de infiltragdo subcutdnea em ferida cirurgica foi utilizado para anestesia geral
Isofluorano (Isoforine®, Cristédlia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP,

Brasil).
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Foram utilizadas agulhas descartdveis 13 x 4,5 (BD Precison Glide® - 26G, Becton
Dickinson Ind. Cirtrgicas Ltda, Curitiba, PR, Brasil), acopladas a seringas centesimais de 1mL
(BD®) para a injecdo das preparacdes anestésicas e agulhas descartiveis 25 X 7 (BD
PrecisonGlide® - 22@G, Becton Dickinson Ind. Cirtrgicas Ltda, Curitiba, PR, Brasil) para a
anestesia geral e sedacdo.

Também foram utilizados 1dmina de bisturi descartavel n. 10, cabo de bisturi,
porta-agulha Mayo-Hegar, tesoura Metzembaum curva 15 cm, fio de sutura de nylon
monofilamento preto 6-0 agulhado (BRASUTURE Ind Com Imp Exp Ltda, Sdo Sebastido da
Grama, SP, Brasil), pin¢a dente de rato, pinga clinica para algodao, gaze estéril, algoddo, mesa
cirdrgica para ratos, solucio a base de acido fosférico a 37% em forma de gel (MAGIC ACID
Gel, Vigodente®), adesivo fotopolimerizavel (MAGIC BOND, Vigodente®), pincel com
cerdas macias, resina fotopolimerizavel (2100, 3M ESPE®), espédtula para resina composta,
aparelho Fotopolimerizador (Gnatus®), gaiolas para analgesimetro de von Frey (Insight
Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e capela para exaustdo de gases (Ideoxima
Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto-SP).

Para avaliagcdo da eficicia anestésica no bloqueio do nervo alveolar inferior foi
utilizado o aparelho emissor de impulsos elétricos “pulp tester” elétrico Vitality Scanner
modelo 2006 (Analytic Technology, Redmond, EUA) e para avaliagdo da anestesia na pata no
modelo de infiltracdo subcutanea em ferida cirdrgica foi usado o analgesimetro digital von

Frey (Insight Equipamentos Ltda, Ribeirdo Preto, SP, Brasil).
4.4 PREPARACAO DAS FORMULACOES ANESTESICAS
4.4.1 Formulacao de Ropivacaina com 2-Hidroxipropil-B-Ciclodextrina

A formulacdo de ropivacaina complexada com 2- hidroxipropil-B-ciclodextrina foi
preparada no laboratério de Biomembranas do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob
orientacdo da professora Dra. Eneida de Paula.

O complexo de inclusdo sélido foi obtido misturando-se 2-hidroxipropil-f3-

ciclodextrina (HP-B-CD) e ropivacaina em 4gua, tal que a razao molar fosse de 1:1 (de Aratjo
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et al., 2008). A amostra foi deixada sob agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente
para que houvesse completa dissolugdo e o sistema atingisse o equilibrio. Em seguida foi
congelada em nitrogénio liquido e levada para liofilizagdo e armazenada em freezer a -20°C
para posterior uso (Loftsson & Masson, 2001; Moraes et al., 2007).

O complexo liofilizado foi pesado em quantidade suficiente para obter a
concentracao final de ropivacaina 0,5% e em seguida foi dissolvido em tampao (HEPES 20
mM pH 7,4 com NaCl 154 mM). Apds o preparo das solugdes foi verificado o pH da

solucdo.

4.4.2 Solucoes de Ropivacaina 0,5% e Ropivacaina 0,5% com Epinefrina 1:200.000

Em virtude da apresentacdo de ropivacaina comercial ser na forma de frasco
ampola e haver diferenca de concentracio e composi¢do entre as solugdes propostas no
estudo, foi realizada a manipulag@o da ropivacaina comercial, conforme descri¢cOes abaixo. As
solucdes de ropivacaina 0,5% e ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000 foram preparadas
no laboratério de Microbiologia da drea de Farmacologia da FOP/UNICAMP, em ambiente

estéril, imediatamente antes do uso, ndo sendo guardadas para uso posterior.

4.4.2.1 Solucao de ropivacaina 0,5%

Foram pipetados 5 mL da solu¢do de ropivacaina 1% e 5 mL da solucdo de cloreto

de sodio 0,9%, os quais foram colocados em um béquer esterilizado.

4.4.2.2 Solucao de ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000

Em frasco esterilizado foram adicionados 4,95 mL de solugdo de cloreto de sédio
0,9% estéril a 5 mL de ropivacaina 1% e 0,05 mL de epinefrina 1:1.000 (sendo cada solucao
previamente pipetada), obtendo-se assim a solu¢do de ropivacaina na concentra¢do de 0,5%
com epinefrina 1:200.000.

Previamente as injecOes anestésicas, os pHs das formulacdes foram aferidos em
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pHmetro (ORION®, modelo 290°%) acoplado a um micro-eletrodo (LAZAR BNC). As
condi¢des de andlise do pH foram estabelecidas através de validacdo com solucdes

tampao Merck® (Merck S.A. Indistrias Quimicas) com pH 4,0 e 7,0.
4.5 AVALIACAO DA EFICACIA ANESTESICA
4.5.1 Experimento 1 - Bloqueio do Nervo Infraorbital (BNIO)

O nervo infraorbital emerge do forame homo6nimo, logo abaixo da orbita e é
responsavel pela inervacdo do ldbio superior e pele desta regido. No rato o forame
infraorbital localiza-se no espaco entre os molares e o dente incisivo de cada lado da maxila
do animal. O bloqueio deste nervo é realizado pela injecao de formulagdo anestésica proximo
ao forame, promovendo anestesia apenas de tecidos moles (Fink et al, 1975; Cereda et al,
2006).

No presente estudo este experimento foi realizado preliminarmente a fim de
constatar a eficicia das formulacdes a serem testadas, uma vez que este modelo € de facil
execucdo e promove resultados reprodutiveis (Cereda et al., 2006).

Foram utilizados neste experimento 24 ratos, sendo trés grupos com 8 animais
para cada preparacdo anestésica testada e seu respectivo controle. Os animais receberam
sedacdo leve com tiopental, injetado na dose de 25 mg/kg por via intraperitoneal e apds 5
minutos foi realizado o pincamento do ldbio superior em ambos os lados, direito e esquerdo,
para testar a responsividade do animal ao estimulo doloroso (Cereda et al, 2006). Em
seguida, cada rato recebeu 0,1 mL de formulagdo préximo ao forame infraorbital, logo
abaixo da orbita, como mostrado na Figura 2A. Cada animal foi seu préprio controle,
recebendo no lado direito uma das formula¢cdes com ropivacaina e no lado esquerdo a respectiva

formulacdo controle, conforme especificado a seguir.
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Lado Direito Lado Esquerdo

Grupo 1: Ropivacaina 0,5% complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
2-hidroxipropil-B-ciclodextrina

Grupo 2: Ropivacaina 0,5% Solugdo de cloreto de sddio 0,9%

Grupo 3: Ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000 Solugdo de cloreto de sddio 0,9%

A avaliacdo da anestesia foi testada pelo pincamento do ldbio do animal (Figura
2B), sendo atribuido os escores 0 para presenga de resposta aversiva e 1 para auséncia de
resposta. O teste foi repetido a cada 5 minutos até que fosse observada resposta aversiva do
animal, caracterizada por vocalizacdo ou movimentac¢do no lado injetado com a formulacao
contento ropivacaina. Animais que nao apresentavam esse tipo de resposta no lado direito em
até 10 minutos apds a inje¢do eram considerados como sucesso da anestesia. O periodo de
tempo no qual o animal permanecia sem resposta ao estimulo aversivo foi considerado como

duracdo da anestesia.

Figura 2. A. Localizacdo do forame infraorbital; B. Avaliacdo

do BNIO através do pincamento do l14bio.

4.5.2 Experimento 2 - Infiltracdo Subcutinea em Ferida Ciruargica (ISFC)

Este modelo experimental foi descrito por Vandermeulen et al. (1994) e Brennan
et al. (1996), sendo posteriormente modificado por Grant et al. (1997). Baseia-se na inducdo

de inflama¢do na pata por meio de uma ferida cirdrgica (incisdo e sutura), sendo a
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nocicepc¢ao avaliada com a aplicagao de forga crescente com filamentos de von Frey.

No presente estudo foi utilizado o ultimo modelo descrito, porém ao invés
dos filamentos, foi utilizado um analgesimetro de von Frey eletronico. Além desta
modificacdo, foi também alterado o volume de injecdo. Grant et al. (1997) usaram 0,3
mL; no presente estudo foi utilizado o volume de 0,1 mL, pois no estudo-piloto o
volume maior apresentava extravasamento para fora dos tecidos.

A auséncia de resposta aversiva ao estimulo de forca apds a injecdo da
formulacdo anestésica caracteriza a eficdcia do anestésico, podendo ser avaliadas a taxa
de sucesso e a duracdo do efeito anestésico. A sequéncia do modelo utilizado no

presente estudo estd representada na Figura 3.

| Ambientalizacdo na gaiola com fundo aramado por até 30 min I

v

Avaliagdo do limiar basal inicial & aplicacdo de forca ~ Meédia
(von Frey) em triplicata acimade 0,456 N

7 s

Anestesia geral com isofluorano
Incisdo de 1 cm napata traseira direita
Sutura—3 pontos com fio de nylon 6.0

{

I Repouso por 24 h em gaiola plastica com serragem |

I Ambientalizacdo na gaiola com fundo aramado por até 30 min I

}

Avaliaggo da sensibilidade a aplicagdo de forca > 80% do valor

von Frey) em triplicata basal inicial

<80% do valor l

basalinicial

I Separagao em trés grupos |

v

Injecé@o subcutaneade 0,1 mL de umadas formulagdes contendo ropivacaina (ropivacaina 0,5%; ropivacaina
0,5% com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina; ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000) ou controle (solugao
fisioldgica ou com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina)

|

I Avaliagao da sensibilidade a aplicagao de forga (von Frey) a cada 10 minutos |

Figura 3. Fluxograma do experimento de infiltracdao subcutinea em ferida cirtdrgica.
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No total foram utilizados neste experimento 60 ratos sendo 12 animais por
grupo de estudo. No primeiro dia do experimento cada animal foi colocado individualmente
por 30 minutos em gaiola plastica com fundo aramado (trama de 0,5 x 0,5 cm) para
ambientalizacdo. As gaiolas utilizadas sdo especificas para o experimento, pois apresentam um
espelho angulado abaixo do fundo aramado que permite a observacdo do animal. A trama do
fundo da gaiola, por sua vez, permite a passagem da ponta ativa do analgesimetro de von Frey
para aplicacdo da for¢a na pata do animal.

Ap6s o periodo de ambientalizacdo, cada animal foi submetido a avaliacdo da
sensibilidade basal da pata traseira direita pela aplicacio de forca com intensidade
crescente (variando de 0,0073N a 0,456N) do analgesimetro de von Frey. Foram
realizadas trés aplicacdes de forca (triplicata), com intervalo de 5 minutos entre as
aplicacdes. A aplicagdo foi realizada pela parte inferior da gaiola, sendo interrompida
quando o animal levantava a pata ao estimulo ou quando o mesmo ndo respondia ao estimulo
maximo (0,456N) considerado para aplicacdo, de acordo com o descrito por Grant et al.
(1997). Foi considerada como sensibilidade basal a média das forcas aferidas nas trés
aplicacdes.

Em seguida os animais foram colocados em uma capela com exaustdo e
anestesiados com isofluorano. Para esta anestesia, 1 mL de isofluorano foi colocado no
fundo de um béquer com algodao, sendo o béquer mantido préximo as narinas do animal.
Sob anestesia geral assim descrita, foi realizada uma incisdo de 1cm de extensdo por 3 mm
de profundidade com lamina de bisturi n.10 na superficie plantar da pata traseira direita,
com posterior sutura (3 pontos simples com fio de nylon 6-0) (Figuras 4A e 4B). A
extensao da incisdo foi medida diretamente na pata; a profundidade foi estabelecida,
mantendo 1 mm do chanfro da lamina de bisturi para fora dos tecidos. A largura do

chanfro € de aproximadamente 4 mm.
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Figura4. A. Incisdo napata traseira direita, B. Sutura simples

ApOs estes procedimentos os animais ficaram em gaiolas plasticas com cama de
maravalha por 24 h, com 4gua e racdo a vontade. Vinte e quatro horas apds o procedimento
cirirgico os animais foram novamente colocados nas gaiolas com fundo aramado, onde
permaneceram por até 30 minutos para ambientalizacdo. Em seguida, a sensibilidade da
pata traseira direita foi testada em intervalos de 5 minutos com aplicagdo de forca por
meio do analgesimetro de von Frey (com intensidade crescente variando de 0,0073N a
0,456N), lateralmente a incisdo, em triplicata. A resposta foi considerada como
hipernocicep¢do quando a retirada da pata ocorreu com a aplicagio de forca no minimo 20%
menor do que a observada na sensibilidade basal (Grant et al., 1997). Todos os animais
apresentaram hipernocicep¢do e ndo precisaram ser descartados do estudo.

Os ratos com hipernocicepc¢ao foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (12
animais/grupo), os quais receberam, ao lado da incisao, a inje¢ao de 0,1mL (Figura 4C) de:

e solucdo de ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000;

e solugdo de ropivacaina 0,5%;

e solucdo de ropivacaina 0,5% com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina;
¢ solugdo de 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina sem anestésico local;

e solucdo de cloreto de s6dio 0,9%.

Cinco minutos ap6s a infiltragdo das solugdes foi iniciada a avaliacdo com o
analgesimetro de von Frey da forma ja descrita, com forca crescente até o animal
apresentar o reflexo de retirada da pata ou até a aplicacdo da forca maxima de 0,456N. A

aplicacdo da forga foi realizada lateralmente a incisdo, ou seja, no local de aplicacdo das
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preparagdes. Os testes foram aplicados a cada 10 minutos até que o animal voltasse a
apresentar retirada da pata em resposta a forca com intensidade inferior a 0,456N.

A auséncia de retirada da pata (elevacdo da pata) foi considerada como
anestesia. A duracdo da anestesia foi considerada como o tempo decorrido entre a infiltracdo
da formulacao na ferida até o ultimo tempo no qual o animal nao apresentou retirada da pata

com forca igual a 0,456N.

4.5.3 Experimento 3 - Bloqueio do Nervo Alveolar Inferior (BNAI)

Este experimento foi desenvolvido de acordo com o fluxograma apresentado na
Figura 5. Conforme apresentado no fluxograma, os animais foram submetidos a anestesia geral
para fixacdo de fios de cobre aos molares inferiores para permitir a aplicacdo do estimulo
elétrico aos mesmos. Apds retorno da anestesia geral, os animais responsivos ao estimulo
doloroso de pressao na cauda foram sedados e testados com o estimulo elétrico para avaliacio
do limiar basal de resposta. Os que respondiam a este estimulo continuavam no estudo e eram
submetidos ao bloqueio do nervo alveolar inferior, obtendo-se os parametros de sucesso,

laténcia e duragdo da anestesia. A seguir € feita a descri¢io detalhada deste experimento.
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|
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|
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<80 l

I Injecao de 0,2 mL naregido do nervo alveolarinferior I

15 animais /15animais\) 15 animais

Lado direito: Lado direito: Lado direito:
ropivacaina 0,5% c/ 2-hidroxipropil 8- ropivacaina 0,5% ropivacaina 0,5% c/ epinefrina 1:200.000
ciclodextrina
Lado esquerdo: Lado esquerdo: Lado esquerdo:
Lado esquerco. sol. NaCl 0,9% sol.NaCl 0,9%

sol.NaCl 0,9%

Ucesso \ A/ Insucesso

Laténcia< 16min | eemm— AvallaLga? daeficacia ane:ztesmziccém istlmulo_ elétrico > Laténcia > 16min
Anestesia= 10min aténcia, sucesso e duragéo da Anestesia. Durago < 10min

Figura 5. Fluxograma do experimento de bloqueio do nervo alveolar inferior.

Foram utilizados 45 ratos, divididos aleatoriamente em 3 grupos de 15 animais,
constituindo os mesmos grupos descritos no experimento de bloqueio do nervo infraorbital
(experimento 1). Como descrito no experimento 1, cada animal foi seu proprio controle,
recebendo no lado direito uma das formula¢des com ropivacaina e no lado esquerdo a respectiva
formulacao controle.

Os animais foram submetidos a anestesia geral com xilazina (10 mg/kg) e
ketamina (90 mg/kg) administradas por via intramuscular e colocados na mesa cirirgica
(Figura 6A) para fixac@o dos fios de cobre sobre a face oclusal dos molares inferiores, sendo um

fio de cada lado (Figura 6B).

Para permitir a condu¢do do impulso nervoso apenas para os dentes, apenas as
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extremidades dos fios foram desencapadas, mantendo o restante com a capa pldstica. Foi
realizado entdo o condicionamento do esmalte dental da superficie oclusal dos molares com o gel
de écido fosférico a 37% por 30 segundos, seguido de lavagem e remocao do gel. Apés secagem
da regido, foi aplicado o adesivo, o qual foi polimerizado com aplicacdo de luz pelo
fotopolimerizador. Em seguida os fios foram fixados pela aplicacio de resina fotopolimerizavel,
recobrindo toda porcdo desencapada do fio, a qual manteve contato apenas com o esmalte
dental e a resina. A resina foi polimerizada com o fotopolimerizador e os animais ficaram
em repouso até retorno da anestesia geral. A fixacdo dos fios de cobre foi realizada dos
dois lados da mandibula, sendo utilizado um fio de cada cor para cada lado (Figura 6C), a
fim de facilitar a identificacdo do fio para posterior aplicagdo do estimulo elétrico. As
extremidades dos fios que ficaram fora da cavidade bucal, apresentavam-se desencapadas

permitindo assim a aplicacdo do estimulo elétrico.

Figura 6. A. Posicdo na mesa cirdrgica; B. Colocacio da resina sobre a superficie oclusal e C. Fios

fixados sobre a oclusal dos molares inferiores dos ratos.

Ap6s retorno da anestesia geral (aproximadamente 3 h apds a injecdo de ketamina
e xilazina) os animais foram sedados com tiopental (25 mg/kg), por via intraperitoneal e, uma
vez constatada responsividade do animal a preensdao da cauda, os molares de cada lado foram
testados com aplicacao de estimulo elétrico com o aparelho emissor de impulsos elétricos “pulp
tester” na extremidade do fio externa a cavidade oral do animal. A aplicacdo do estimulo
elétrico em cada lado foi feita por trés vezes (triplicata), com intervalo de 2 min entre cada
aplicacdo, a fim de evitar a acomodacao das fibras nervosas (Dreven et al., 1987; Bender et al.,

1989; Dal Santo et al., 1992;). O limiar basal foi estabelecido pela média das trés aplicacdes
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(separadamente para cada lado). Para continuar no estudo, o animal precisava apresentar
resposta aversiva com medida inferior a amperagem mdxima emitida pelo aparelho (80). A
resposta do animal era caracterizada por movimentos dos musculos faciais, da cabeca ou
das vibricas, sendo esses sincronizados com a emissao dos impulsos, que ocorre de forma
intermitente.

O “pulp tester” apresenta uma unidade de producdo de impulsos elétricos,
emitidos de forma gradual, crescente e intermitente, at€ o mdximo de 300 V. O aumento
da intensidade dos impulsos pode ser visto no visor do aparelho em uma escala arbitraria
que varia de 0 a 80. O impulso € transmitido ao eletrodo, que é colocado em contato direto
com o dente em experimentos com humanos, € em contato com um fio condutor em
experimentos com animais. A corrente emitida pelo “pulp tester” consegue chegar as fibras
sensoriais pulpares, as quais uma vez estimuladas propiciam sensacdo que € descrita por
humanos como formigamento, vibracdo ou dor (Cooley et al, 1984; Certosimo & Archer,
1996). No rato essa percepcao € detectada pelo movimento sincronizado, ja descrito.
Assim que a movimentacdo do animal era percebida, o eletrodo era afastado do fio
condutor, cessando a aplicacdo do estimulo.

Em seguida a avaliacdo do limiar basal de resposta pulpar foram realizadas

as injecoes para bloqueio do nervo alveolar inferior.

4.5.3.1 Técnica de Bloqueio do Nervo Aveolar Inferior (BNAI)

A técnica utilizada foi desenvolvida por Silva et al. (2009), a partir da descrigdo
do trajeto dos nervos que suprem os dentes mandibulares no rato (Naftel et al., 1999).

Com o animal imobilizado, foi feita a palpacdo do angulo da mandibula, sendo
entdo introduzidos de 11 a 13 mm da agulha (13 mm x 4,5 mm) pela face medial da
mandibula, na regido do angulo mandibular, formando um angulo de 30° a 45° com a base da
mandibula. A agulha foi introduzida tangenciando o ramo mandibular até a posi¢ao final de
inje¢do, proximo ao forame mandibular, onde a formulacdo foi depositada. A Figura 7
mostra a posi¢do de injecdo da formulacdo nesta técnica. No lado direito foram injetados 0,2 mL

de uma das formulagdes contendo ropivacaina e no lado esquerdo o mesmo volume da
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formulag@o controle correspondente.

Figura7. A. Forame mandibular na mandibula do rato, com a posi¢cdo da agulha para
injecdo; B. Bloqueio do nervo alveolar inferior no rato.

ApOs a injecdo, os estimulos elétricos foram aplicados a cada 2 minutos para
estabelecer o tempo de laténcia das formulagdes, durante o tempo méximo de 16 minutos.
Em humanos, vérios estudos consideram como um dos critérios de sucesso, 0 tempo
maximo de laténcia de 15 min (Fernandez et al., 2005; Mikesell et al., 2005). No
presente estudo foi considerado como 16 min devido a avaliacdo ser feita a cada 2 min e
por ser a ropivacaina um anestésico local com pKa elevado, que pode apresentar lat€éncia
mais longa (Malamed, 2005). Os animais que continuaram a apresentar resposta aversiva
(movimentagdo) com a aplicacdo de estimulo elétrico no lado direito ap6s 16 minutos foram
considerados como insucesso da anestesia. Os animais que apresentaram auséncia de resposta
aversiva neste lado continuaram a receber aplicacao de estimulo elétrico a cada 5 minutos até a
observacdo de movimentagdo (resposta aversiva) neste lado. Estas injecdoes foram
consideradas como sucesso da anestesia. O lado esquerdo serviu como controle de
funcionamento adequado do “pulp tester” e da responsividade do animal ao estimulo. A
aplicagdo de estimulo elétrico neste lado devia eliciar resposta aversiva no animal. Caso isso

ndo ocorresse, o animal era descartado do estudo.
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Parametros avaliados
Os parametros avaliados foram laténcia, duracdo e sucesso da anestesia, conforme
descrigdo:

e Tempo de laténcia: intervalo de tempo entre o final da injecdo da formulacdo

anestésica e o inicio de auséncia de resposta ao teste elétrico.

e Duracdo da anestesia: tempo entre o inicio da anestesia € o tempo imediatamente

anterior ao de obtencdo de duas respostas aversivas consecutivas, ou seja, intervalo de
tempo no qual o animal ndo apresentava resposta ao estimulo elétrico maximo emitido
pelo aparelho.

e Sucesso da anestesia: foi considerado quando o animal apresentava laténcia de no

maximo 16 minutos e permanecia anestesiado por pelo menos 10 minutos.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos resultados foi conduzida com auxilio do software de uso livre
BioEstat 5.0 para Windows® (Instituto Mamiraud, Belém, PA); os graficos foram feitos com
os softwares Microsoft Office Excel 2007 e GraphPad Prism versdo 5.03, para os quais a
Area de Farmacologia, Anestesiologia e Terapéutica apresenta licenca de uso. O nivel de
significancia considerado foi 5%.

Os resultados de sucesso da anestesia nos trés modelos estudados foram
avaliados pelo teste de Log-Rank. A duracdo da anestesia no modelo de infiltracdo
subcutanea em ferida cirurgica e no bloqueio do nervo alveolar inferior, bem como a laténcia
neste ultimo bloqueio foram avaliados pelos testes de Kruskal-Wallis e Student-Newman-
Keuls; a duracdo da anestesia no bloqueio do nervo infraorbital foi comparada pelo teste de

Tukey.
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5 RESULTADOS

A média (x desvio padrao) de pH das formulagdes utilizadas foi de 5,12
(£0,12) para a ropivacaina 0,5%, 5,02 (£0,18) para a ropivacaina 0,5% associada a
epinefrina, 6,89 (+0,1) para a ropivacaina 0,5% com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, 6,91
(20,1) para 2-hifroxipropil-f-ciclodextrina e 7,0 (£0,03) para a solugdo de cloreto de sédio
0,9% (solucdo fisioldgica).

Em todos os modelos estudados as formulagdes controle, que ndo continham
ropivacaina ndo promoveram anestesia. Os animais continuaram a apresentar estimulo
aversivo (movimentagdo e vocalizacdo nos modelos de bloqueio dos nervos infraorbital e
alveolar inferior e elevacdo da pata no modelo de ferida cirdrgica) quando da aplicacdo do
estimulo doloroso (pingamento do ldbio superior no modelo de bloqueio do nervo
infraorbital, estimulo elétrico no bloqueio do nervo alveolar inferior e for¢a no tecido

inflamado no modelo de ferida cirdrgica na pata).

5.1 BLOQUEIO DO NERVO INFRAORBITAL

Em todos os animais o lado injetado com formulacdo anestésica apresentou
anestesia de tecido mole, ou seja, auséncia de resposta aversiva ao estimulo doloroso
(pingamento do 1abio superior no lado injetado) no primeiro tempo de avaliacdo, sendo assim
considerado como anestesia imediata.

Os resultados de sucesso da anestesia sdo mostrados na Figura 8. A formulagao
contendo epinefrina (Ropi-Epi) apresentou maior taxa de sucesso (Log-Rank; p<0,0001) que
as formulagdes sem aditivos (Ropi) e complexada em 2-hifroxipropil-p-ciclodextrina (Ropi-
HP-BCD). Esta ultima formulagdo também apresentou maior taxa de sucesso (p<0,0001) que

a formulagdo sem aditivos (Ropi).
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Figura 8. Porcentagem de sucesso da anestesia no ldbio superior em fun¢ao do tempo, apds bloqueio
do nervo infraorbital em ratos com formulacdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com
epinefrina 1:200.000 (Ropi-Epi) e complexada com 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (Ropi-HP-BCD)
(n=8 ratos/grupo; Log-Rank; p<0,0001).

Semelhante ao que foi observado em relagdao a taxa de sucesso da anestesia,
também para a duracdo da anestesia a solucdo de ropivacaina com epinefrina apresentou
valores maiores que as demais solucdes (Tukey; p<0,01). A ropivacaina complexada com 2-
hifroxipropil-B-ciclodextrina (Ropi-HP-BCD), por sua vez, apresentou maior duragdo de
anestesia que a solu¢do de ropivacaina sem aditivos. Os resultados de duracdo da anestesia

no labio superior apds bloqueio do nervo infraorbital podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9. Duracdo da anestesia (média e desvio padrdo, em minutos) apds bloqueio do nervo
infraorbital, em ratos, com formulacdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com epinefrina
1:200.000 (Ropi-Epi) e complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (Ropi-HP-BCD). (n=8
ratos/grupo; Tukey; Letras distintas: p<0,01).

5.2 INFILTRACAO SUBCUTANEA EM FERIDA CIRURGICA

Neste modelo, como ocorreu com o bloqueio do nervo infraorbital, que também
avaliou anestesia em tecido mole, todos os animais apresentaram anestesia no local injetado
com as formulagdes contendo ropivacaina no primeiro tempo de avaliacdo ap0s a injecao.

Como pode ser visto na Figura 10, a formulagdo contendo epinefrina associada a
ropivcaina apresentou maior taxa de sucesso (Log-Rank; p<0,0001) que as formulagdes de

ropivacaina sem aditivos e de ropicacaina complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina.
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Esta dltima também apresentou maior taxa de sucesso (Log-Rank; p<0,0001) que a

ropivacaina sem aditivos.
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Figura 10. Porcentagem de animais com a pata anestesiada apds infiltracdo subcutinea em ferida
cirirgica com formulagdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com epinefrina 1:200.000
(Ropi-Epi) e complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (Ropi-HP-BCD). (n=12 ratos/grupo;
Log-Rank; p<0,0001).

Os resultados de duragdo da anestesia apos infiltragdo das formulagdes nas patas
submetidas a hipernocicep¢ao sdo mostrados na Figura 11. Como pode ser visto nesta Figura,
a formulagdo contendo epinefrina apresentou maior duracdo da anestesia (Kruskal-Wallis,
Student-Newman-Keuls; p<0,01) que as demais formulacdes. A formulacdo de ropicacaina
complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, por sua vez, apresentou maior duragdo de

anestesia (p<0,05) que a formulacdo sem aditivos.
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Figura 11. Duracdo da anestesia (mediana e desvio interquartilico, em minutos) apds injecao das
formulacdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com epinefrina 1:200.000 (Ropi-Epi) e
complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (Ropi-HP-BCD) nas patas submetidas a

procedimento cirdrgico. (Letras distintas = p<0,05). (n=12 ratos/grupo; Kruskal-Wallis, Student-

Newman-Keuls; p<0,01 entre Ropi-Epi e as demais; p<0,05 entre Ropi-HP-BCD e Ropi).

5.3 BLOQUEIO DO NERVO ALVEOLAR INFERIOR

Nao foram observadas diferencas no tempo de laténcia (Kruskal-Wallis; p>0,05)
entre as formulacOes estudadas. Os resultados de laténcia, em minutos, no bloqueio do nervo

alveolar inferior sdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Laténcia da anestesia (em minutos) nos molares inferiores, apds bloqueio do nervo
alveolar inferior em ratos com formulagdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com
epinefrina 1:200.000 (Ropi-Epi) e complexada com 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (Ropi-HP-
BCD). Linha central: mediana; caixa: 1° ¢ 3° quartis; suigas: valores médximos € minimos. (n=15

ratos/grupo; Kruskal-Wallis; p>0,05).

Os resultados de sucesso da anestesia (em porcentagem de animais com 0S
molares anestesiados em func¢do do tempo) sdo mostrados na Figura 13. A formulagdo
contendo epinefrina apresentou maior porcentagem de sucesso (Log-Rank; p<0,0001) que as
formulagdes sem aditivos e complexada com 2-hidroxipropil-f-ciclodextrina, sendo que

estas ultimas nao diferiram entre si (p>0,05).
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Figura 13. Porcentagem de animais com molares inferiores anestesiados apds bloqueio do nervo
alveolar inferior com formulagdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com epinefrina
1:200.000 (Ropi-Epi) e complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (Ropi-HP-BCD). (n=15
ratos/grupo; Log-Rank; * = p<0,0001).

Quanto a duracdo da anestesia, observa-se na Figura 14 que a formulagdo
contendo epinefrina apresentou maior duracdo (Log-Rank; p<0,0001) que as formulagdes
sem aditivos e complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, ndo havendo diferengas

entre estas duas ultimas formulacdes (p>0,05).
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Figura 14. Duracio da anestesia (em minutos) nos molares inferiores de ratos, ap6s bloqueio do
nervo alveolar inferior com formulacdes de ropivacaina 0,5% sem aditivos (Ropi), com
epinefrina 1:200.000 (Ropi-Epi) e complexada com 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina (Ropi-HP-
BCD). Linha central: mediana; caixa: 1° e 3 quartis; suigas: valores maximos e minimos. (n=15

ratos/grupo; Kruskal-Wallis, Student-Newman-Keuls; letras distintas: p<0,0001).
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6 DISCUSSAO

Este trabalho teve como principal objetivo avaliar se o sistema carreador de
liberacdo controlada de medicamentos, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, em complexagao
com a ropivacaina 0,5%, aumenta o efeito anestésico desta, em trés modelos experimentais.

O modelo de bloqueio do nervo infraorbital foi proposto por Fink et al. (1975),
que descreveram anatomicamente o nervo infraorbital do rato e apés comparacdo concluiram
que o mesmo ¢ equivalente ao do ser humano em termos de localizacdo e regido de
inervacdo; desta maneira este modelo se coloca como um importante instrumento de
pesquisa, com a vantagem de poder ser reproduzido facilmente.

Em 1980, Ready & Fink avaliaram a duragdo de sete anestésicos locais, entre
ésteres (procaina, tetracaina e cloroprocaina) e amidas (lidocaina, mepivacaina, bupivacaina
e etidocaina), em vdérias concentragdes, no modelo de bloqueio do nervo infraorbital.
Observaram que a bupivacaina, na concentragdo de 0,5%, proporcionou maior duracdo
anestésica, com média de 100 minutos, em relagdo as demais solu¢des avaliadas.

No presente estudo a ropivacaina 0,5% sem aditivos proporcionou dura¢gdo menor
(61 minutos) que a observada por Ready & Fink (1980) para a bupivacaina. A literatura traz
resultados diversos em vdrios tipos de bloqueio em humanos (anestesia intratecal, epidural,
espinhal e bloqueio do nervo femoral), com estudos mostrando eficdcia equivalente destes
dois sais anestésicos (Ngan et al., 2010; Wulf et al., 2010) e de maior eficicia para a
bupivacaina, como mistura racémica (Ingelmo et al., 2006; Luck et al., 2008; Lee et al.,
2009), relatando que a presenca do isOmero dextrorrotatorio pode conferir maior poténcia
anestésica em relagdo a ropivacaina, que € comercializada como isdmero levorrotatério puro.

A duracido da anestesia pode ser influenciada pela lipossolubilidade (facilitando a
penetracdo através da membrana axoplasmatica), pelo grau de ligacdo a proteinas
(aumentando o tempo de ligacdo ao canal de sédio) e ainda pela vasoatividade do sal
anestésico (Malamed, 2005).

Embora vdrios anestésicos possam apresentar atividade vasoconstritora em
concentragdes muito pequenas, nas concentragdes clinicamente utilizadas mostram atividade

vasodilatoradora expressiva (Gerke et al., 1976; Gerke et al., 1977). A ropivacaina, embora
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partilhe desta resposta bifasica (Cederholm et al., 1992; Nakamura et al., 1993; Gherardini et
al., 1995), parece ter atividade vasoconstritora mais acentuada, especialmente em bloqueios
proximos a artérias terminais (Burke et al., 2000; Wienzek et al., 2007; Keramidas &
Rodopoulou, 2007; Jansson, 2008).

Em bloqueios anestésicos na drea médica € expressivo o uso de anestésicos locais
sem aditivos; o mesmo ndo acontece na odontologia, pela atuacdo em regido altamente
vascularizada (Malamed, 2005).

No presente estudo foi observado que a associacdo a aditivos pode melhorar
significativamente a duracdo da anestesia com a ropivacaina. Desta forma, foi observada
maior duracdo de anestesia com a ropivacaina associada a epinefrina (141min) no ldbio
superior, apés BNIO. Este resultado corrobora os encontrados por Kennedy et al. (2001), os
quais observaram maior duracdo de anestesia no ldbio superior, em técnica infiltrativa na
maxila, em humanos, quando a ropivacaina era associada a epinefrina do que quando a
mesma era injetada sem aditivos.

Da mesma forma, a complexagdo da ropivacaina com 2-hidroxi-propil-f-
ciclodextrina também foi efetiva em aumentar a duracdo da anestesia em relacdo a solucdo
sem aditivos. Resultados semelhantes também foram relatados por de Aragjo et al. (2008), os
quais observaram aumento significativo da intensidade (1,3 vezes) e duragdo (1,6 vezes) da
analgesia apds bloqueio do nervo cidtico em camundongos . Embora o presente estudo e o
realizado por de Aradjo et al. (2008) sejam os Unicos a avaliar a ropivacaina complexada com
a 2-hidroxi-propil-B-ciclodextrina, vérios estudos jd comprovaram a eficicia de
ciclodextrinas em aumentar o bloqueio sensitivo de anestésicos locais, como a
levobupivacaina (Karashima et al., 2007) e lidocaina (Suzuki et al., 2009) complexadas com
maltosil-B-ciclodextrina e tetracaina (Franco de Lima et al., 2011) e bupivacaina (de Aratjo
et al.,, 2005) complexadas com 2-hidroxi-propil-p-ciclodextrina, comparados com as
respectivas solugdes sem aditivos.

Entretanto, quando sdo comparados os resultados obtidos no bloqueio do nervo
infraorbital com o uso de epinefrina e com a complexacdo com 2-hidroxi-propil-p-

ciclodextrina, observa-se que a epinefrina é mais potente em aumentar o efeito anestésico,
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tanto em termos da taxa de sucesso da anestesia, quanto da duracdo da mesma (Figuras 8 e 9,
respectivamente).

De forma similar ao que foi observado no bloqueio do nervo infraorbital, no
modelo de infiltragdo subcutdnea em ferida cirdrgica as formulagdes de ropivacaina
complexada com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina € com epinefrina também foram mais
eficazes, promovendo maior taxa de sucesso e duracdo da anestesia que a ropivacaina sem
aditivos (Figuras 10 e 11, respectivamente).

Comparando ao BNIO, entretanto, na ISFC foram observadas menor taxa de
sucesso da anestesia para todas as formula¢des € menor duracdo da anestesia com as solugdes
de ropivacaina e ropivacaina complexada com 2-hidroxi-propil-B-ciclodextrina, o que era
esperado, uma vez que o tecido foi submetido a um trauma cirdrgico, promovendo
inflamacdo e hipernocicep¢ao no local. A durag¢do da solugdo de ropivacaina com epinefrina
nio teve alteracdo significativa entre os modelos. Foi observada duracdo de anestesia,
respectivamente para a ropivacaina, ropivacaina complexada com 2-hidroxi-propil-f-
ciclodextrina e ropivacaina com epinefrina, de 61 min, 96 min e 141 min no bloqueio do
nervo infraorbital e de 39 min, 59 min e 130 min no modelo de infiltracdo subcutanea em
ferida cirurgica. Desta forma, houve reducdo de cerca de 39%, 36% e 8%, respectivamente,
para cada uma destas solu¢des no modelo com inflamacdo.

A maior poténcia da epinefrina em aumentar a eficdcia anestésica da ropivacaina
também no modelo de infiltragdo subcutianea em ferida cirdrgica, no qual ha inflamacao, e de
ndo ter a duracdo da anestesia afetada por esta condicdo pode ser explicada por sua acdo
vasoconstritora.

O processo inflamatdrio ocorre em uma sequéncia de eventos, com o fim dltimo
de promover a cura dos tecidos. Logo apds a injdria tecidual, ha liberacdo de histamina, a
qual promove vasodilatacio e, como consequéncia, extravasamento de plasma e estase
sanguinea, facilitando a migracdo de leucdcitos para o local da injuria (Kumar et al., 2010).
A vasodilatacdo pode aumentar a passagem de anestésico local do tecido para a corrente
sanguinea (Malamed, 2005); desta forma, formula¢des que contém vasoconstritor podem ser
beneficiadas, sofrendo menor interferéncia do processo inflamatério, como observado para a

solucdo de ropivacaina associada a epinefrina.
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Conforme observado no modelo de infiltragdo subcutinea em ferida cirtrgica, a
acdo vasoconstritora da ropivacaina, especialmente quando aplicada préximo a artérias
terminais, ndo foi suficiente para evitar a redu¢cdo na duragcdo da anestesia neste modelo.

E digno de nota que, mesmo nio tendo acio especifica sobre o calibre dos vasos,
a complexa¢do com 2-hidroxi-propil-B-ciclodextrina aumentou de forma significativa a taxa
de sucesso e a duragdo da anestesia da ropivacaina no modelo de infiltracdo subcutanea em
ferida cirurgica. Porém, a acdo especifica da epinefrina sobre a musculatura lisa dos vasos
parece ser determinante para o aumento da duracdo da anestesia.

Além da histamina, no processo inflamatério outros mediadores sdo liberados,
como as citocinas, comec¢ando pela TNF-a, que por sua vez estimula a liberacdo de IL-1,
seguindo-se uma sequéncia, que pode variar, dependendo do agente agressor e da espécie
estudada (Cunha et al., 2005). A lise tecidual também estimula a sintese de prostaglandinas
(a partir do 4cido aracddnico) e de aminas simpatomiméticas, que podem sensibilizar os
nociceptores, levando a hiperalgesia (sensibilidade aumentada a estimulos dolorosos) e
alodnia (percepcdo de dor a estimulos ndo nociceptivos) (Brennan et al., 2005). Esta
sensibilidade aumentada também pode explicar a menor eficicia anestésica em tecidos
inflamados. Em animais, como nio € possivel discernir a hiperalgesia da alodnia, foi
proposto o uso do termo hipernocicepg¢ao (Parada et al., 2003).

A anestesia pulpar parece oferecer um desafio ainda maior, mostrando menor
taxa de sucesso e de duracdo da anestesia que a observada nos modelos de BNIO e ISFC,
enquanto que a laténcia nao € afetada, tendo variado de 2 a 4 minutos no modelo de bloqueio
do nervo alveolar inferior. Embora nos modelos de BNIO e ISFC ndo tenha sido avaliada a
laténcia, por ser necessario um tempo de espera de 5 min (na ISFC para ambientalizacao do
animal na gaiola e no BNIO para evitar que a reacdo de cogar a regido de depdsito da solugdo
logo apds a injecdo, que alguns animais apresentam, seja confundida com resposta aversiva),
no primeiro tempo de avaliacio todos os animais apresentavam anestesia no local avaliado.

Os tempos de laténcia observados no presente estudo apés o BNAI foram
similares aos relatados por Bhering (2010) no mesmo modelo em ratos. Esta autora obteve
laténcia de 2 min para a ropivacaina e ropivacaina com epinefrina e 4 min para a ropivacaina

encapsulada em lipossomas. Estes tempos de laténcia, bem como os do presente estudo
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também sao similares aos observados em bloqueio do nervo alveolar inferior em humanos
com a ropivacaina (Ernberg & Koop, 2002; Axelsson & Isacsson, 2004; El-Sharrawy &
Yagiela, 2006).

Com relacdo a taxa de sucesso e duragdo da anestesia, enquanto nos dois modelos
de anestesia em tecidos moles estudados (bloqueio do nervo infraorbital e infiltragdo
subcutanea em ferida cirdrgica) 100% dos animais permaneceram anestesiados por 30 a 40
minutos (Figuras 8 e 10, respectivamente), no modelo de bloqueio do nervo alveolar inferior,
apenas a solucdo de ropivacaina com epinefrina propiciou anestesia sustentada em 100% dos
animais por 30 minutos (Figura 13), tendo as demais formulacdes apresentado redugdo na
porcentagem de animais anestesiados ja em 15 minutos apds a injecao.

Essa maior dificuldade na anestesia pulpar também € relatada em bloqueio do
nervo alveolar inferior em humanos, sendo observado sucesso em 40 a 50% dos casos,
dependendo do volume e da concentraciao de ropivacaina utilizados (Ernberg & Koop, 2002;
Axelsson & Isacsson, 2004). Esta dificuldade ndo € exclusiva de anestésicos de longa
durag@o como a ropivacaina, mas ocorre com todos os demais de uso odontolégico (McLean
et al., 1993; Nusstein et al., 2002; Fernandez et al, 2005; Mikesell et al., 2005; Jung et al.,
2008; Kanaa et al., 2006).

Mesmo em técnica infiltrativa na maxila de humanos, na qual hd maior facilidade
em conseguir anestesia pulpar em comparagdo a mandibula, Franz-Montan et al. (2011) néo
obtiveram 100% de sucesso de anestesia com nenhuma das formula¢des de ropivacaina
testadas, sendo que a formulacdo contendo epinefrina foi a que apresentou maior taxa de
sucesso (83%) e de duragdo da anestesia. O mesmo ocorreu no estudo de Kennedy et al.
(2001) que obtiveram 75% de sucesso com a ropivacaina associada a epinefrina e 68% com a
ropivacaina sem aditivos apos infiltracdo maxilar na regido do incisivo lateral, em humanos.

A técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos utilizada no presente
estudo foi proposta por Silva et al. (2009) e a exemplo da avaliacdo da anestesia pulpar em
humanos, também utiliza o estimulo elétrico para avaliar a eficdcia da anestesia na polpa
dental de ratos.

Neste modelo em ratos, Bhering (2010) obteve tempo de anestesia pulpar maior

com a formulag@o de ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000 em relagdo a observada
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com ropivacaina 0,5% sem aditivos; estes resultados foram semelhantes aos observados no
presente estudo.

Em todos os estudos que avaliaram anestesia pulpar, tanto em humanos, quanto
em ratos, os sistemas de liberacdo controlada, lipossomas (Bhering, 2010; Franz-Montan et
al., 2011) e 2-hidroxi-propil-B-ciclodextrina (presente estudo), ndo conseguiram aumentar a
eficacia anestésica da ropivacaina.

De forma similar ao que foi observado por Franz-Montan et al. (2011) em técnica
infiltrativa em humanos e ainda ao observado por Bhering (2010) em bloqueio do nervo
alveolar inferior em ratos, a ropivacaina se beneficiou com a associacdo a epinefrina,
passando a apresentar maior taxa de sucesso e duracdo da anestesia pulpar em relacdo a
solucdo sem aditivos (Figuras 13 e 14, respectivamente).

Embora alguns estudos mostrem que € possivel o uso de ropivacaina sem aditivos
para procedimentos odontoldgicos, conforme relatos de Krzeminski et al. (2011) comparando
a ropivacaina sem aditivos a articaina 4% com epinefrina 1:100.000 em infiltracdo na maxila,
e de El-Sharrawy & Yagiela (2006) comparando diversas concentragdes de ropivacaina sem
aditivos em bloqueio do nervo alveolar inferior, a adi¢cdo de epinefrina aumenta
significativamente a taxa de sucesso e a duracdo da anestesia, o que foi demonstrado nos
estudos de Kennedy et al. (2001), Bhering (2010), Franz-Montan et al. (2011) e no presente
estudo.

Assim, no presente estudo a complexagdo do anestésico local ropivacaina 0,5%
em 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina mostrou-se uma boa alternativa para aumentar a duracio
anestésica em modelos que envolveram tecido mole, saudavel e com inflamagdo. Porém,
quando avaliado em modelo de bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos, a adi¢do de
epinefrina 1:200.000 mostrou maior eficicia que a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina em
aumentar a duragdo e a taxa de sucesso da ropivacaina na concentracio de 0,5%,
permanecendo como aditivo eficaz para uso odontoldgico.

Estes resultados mostram que estudos futuros com a formulac¢do de ropivacaina
complexada em 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina devem voltar-se para o controle da dor pds-
operatéria na drea médica, pois neste caso pode trazer contribuicdo significativa,

especialmente para pacientes que necessitem receber doses elevadas de ropivacaina
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(préximas da dose méaxima recomendavel) e que apresentem altera¢des cardiovasculares que

configurem em restricdo ao uso de epinefrina.
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7 CONCLUSOES

1.

A complexagdo com 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina € eficaz em aumentar a
taxa de sucesso e duragdo de anestesia da ropivacaina em tecidos moles, tanto
sauddveis, quanto inflamados e, desta forma, podem ser uma alternativa para
controle da dor no pds-operatério de procedimentos cirdrgicos na 4drea
médica, especialmente quando houver necessidade de uso de doses maiores,
nos quais a epinefrina possa interferir de forma significativa nos parametros

cardiovasculares.

A epinefrina promove aumento significativo da taxa de sucesso e de duragdo
da anestesia da ropivacaina em tecidos moles e na polpa dental, sendo mais
efetiva que a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina. Especificamente com relagdo a
polpa dental, a epinefrina foi o tUnico aditivo a aumentar a duragdo da

anestesia, permanecendo como o mais eficaz para uso odontolégico.
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ANEXO

Aprovagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais da UNICAMP (CEUA/UNICAMP)

a a A
uNICAMP P

Comisséo de Etica na Experimentacao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1935-1, sobre “Eficacia_anestésica da

preparacdo de ropivacaina com hidroxipropil beta-ciclodextrina em blogueio

do nervo alveolar inferior e em ferida cirurgica, em ratos", sob a
responsabilidade de Profa. Dra. Maria Cristina Volpato / Cleiton Pita dos
Santos, esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal

adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal — CEEA/Unicamp
em 03 de setembro de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n°® 1935-1, entited "Anesthetic efficacy of

ropivacaine with hydroxypropyl-beta-cyclodextrin formulation in_infraorbital
and inferior alveolar nerve blocks and surgical wound, in rats"” is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of
Campinas - Unicamp) on September 3, 2009.

Campinas, 03 de setembro de 2009.
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