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RESUMO

Este estudo avaliou a eficacia anestésica de trés formulagdes de
ropivacaina, em modelo de bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos. Trinta
ratos Wistar adultos jovens, divididos aleatoriamente em 3 grupos (10
animais/grupo), receberam injecéo de 0,2mL, para bloqueio do nervo alveolar
inferior, de uma das seguintes formulagdes: ropivacaina lipossomal 0,5%;
ropivacaina 0,5% e ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000. Os lados
contra-laterais receberam solucdo de NaCl 0,9% (controle). Previamente a
injecdo, os animais foram anestesiados com ketamina (90mg/kg) e xilazina
(Rompun, 10mg/kg,), sendo fixados fios de cobre aos molares inferiores de
ambos os lados, para permitir a aplicagao dos estimulos elétricos (“pulp tester”)
e avaliagdo da anestesia. Apos sedagédo dos animais com diazepam (20mg/kg)
e estando os mesmos responsivos a estimulos dolorosos, as formulagbes
foram aplicadas. Dois minutos apds a injecao foi iniciada a aplicacdo dos
estimulos elétricos para avaliacao dos parametros da anestesia. Os resultados
foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis (laténcia e duracdo da
anestesia) e Log-Rank (sucesso da anestesia) com nivel de significancia 5%. A
formulacao lipossomal nao diferiu da solucao de ropivacaina sem aditivos para
todos os parametros analisados (p>0,05). A solucdo de ropivacaina com
epinefrina apresentou maior sucesso e duragdo da anestesia que as demais
formulagbes (p<0,05). Nao houve diferenga entre as formulagbes com relagao
a laténcia da anestesia (p>0,05). Dentro das condi¢des deste estudo, conclui-
se que a encapsulacao da ropivacaina em lipossomas ndao aumenta sua

eficacia na anestesia pulpar e que ropivacaina associada a epinefrina
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apresenta maior taxa de sucesso e duragdo de anestesia pulpar que as

formulagdes lipossomal e sem aditivos.

PALAVRAS-CHAVE: Lipossoma; Ropivacaina; Anestesia local;

Blogueio do Nervo Alveolar Inferior.
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ABSTRACT

This study evaluated the anesthetic efficacy of three ropivacaine
formulations in a model of inferior alveolar nerve (IAN) block in rats. Thirty adult
male Wistar rats randomly divided into three groups (10 animals/group),
received a 0,2mL injection of of the following formulations as an IAN block:
0.5% lipossomal ropivacaine, 0.5% ropivacaine and 0.5% ropivacaine with
1:200,000 epinephrine. The contralateral side received the same volume of
0.9% NaCl solution (control). Before the IAN block, the animals were
anesthetized with ketamine (90mg/kg) and xilazine (10mg/kg), and a copper
wire was fixed to the madibular molars of both sides, to allow the application of
eletrical stimuli (“pulp tester”) and evaluation of the anesthesia. After sedation
with diazepam (20mg/kg) and being the animals responsive to painfull stimuli,
the formulations were injected. Two minutes after the injection electric stimulus
were applied to the teeth to evaluate anesthesia parameters. The results were
submitted to the Kruskal-Wallis (onset and duration of anesthesia) and Log-
Rank tests (anestesia sucess) with 5% significance level. The lipossomal
formulation did not differ from the ropivacaine solution without addtives for all
the evaluated parameters (p>0.05). Ropivacaine with epinephrine showed
higher sucess and duration of anesthesia than the other formulations (p<0.05).
There was no difference among the formulations regarding onset of anesthesia
(p>0.05). Within the conditions of this study, it can be concluded that lipossome
encapsulation of ropivacaine did not increase its efficacy in pulpal anesthesia
and that ropivacaine associated with epinephrine shows higher sucess rate and
duration of pulpal anesthesia than the liposomal ropivacaine and plain

ropivacaine formulations.
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KEYWORDS: Liposome; Ropivacaine, Local Anesthesia; Inferior Alveolar
Nerve Block



Pagina

1. INTRODUGAD. ..ot ee et en e 1
2. REVISAO DE LITERATURA......oveeeeeeeeceeeeeeeee et an e, 2
GO 12 10] 210151 [07-Y0 TR 5
4. MATERIAL E METODOS.......cooieveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e sesessen s ennaeanens 6
o N g [ 0= U PP PP 6
|V = (=Y - | USRS 7
4.2.1. Preparagao da suspensao lipossomal........ccccccceeiiiiiininnes 7

4.2.2. Preparacdo das solugdes de ropivacaina 0,5% e
ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000.................... 8
4.3. Procedimento experimental.........cccccoeeriiiiiiiiiiiciiiieeeeeeeeeeee 9
4.3.1. Técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior (NAl)......... 11
4.3.2. Avaliagao das anestesias........cccueeririieiieieee e 11
4.4. Andlise estatistiCa......uuvveieeeeeeiiiei i 13
5. RESULTADOS..... .ottt 14
B. DISCUSSAO........ciuiieeiieteieeeeie sttt 17
7. CONCLUSOES.........oeeeeeeeeeeeeeeeeee e es e an e 21
8. REFERENCIAS ..ottt 22
9. ANEXO ... et nnneeas 27

SUMARIO

xi



1. INTRODUCAO

A necessidade de formulagbes anestésicas locais mais seguras tem
levado a varios estudos, enfocando a prépria molécula do anestésico local e
ainda os aditivos associados, visando o aumento da eficacia anestésica e

diminuigédo da toxidade.

Dentre os aditivos, os mais estudados s&o os lipossomas e as
ciclodextrinas. Os lipossomas sdo conhecidos desde a década de 1960 e o
interesse pelos mesmos tem aumentado, inclusive com a publicacdo de
trabalhos avaliando formulacdes lipossomais anestésicas em odontologia. Tem
sido relatado que a encapsulacdao em lipossomas pode aumentar a eficacia

anestésica e diminuir a toxicidade dos sais anestésicos.

Dentre os sais anestésicos de duragao longa, a ropivacaina é apontada
como o0 menos toxico, em decorréncia de ser um isémero levogiro puro.
Embora ndo esteja ainda disponivel para uso odontolégico, as caracteristicas
favoraveis da ropivacaina, associadas aos bons resultados obtidos com

formulagdes lipossomais em trabalhos anteriores, motivou o presente estudo.



2. REVISAO DE LITERATURA

Os anestésicos locais tém ampla aplicacdo na clinica médica e
odontolégica, uma vez que sado as substancias mais utilizadas para o controle
efetivo da dor. Podem ser definidos como agentes farmacoldgicos com a
propriedade de produzir uma interrupgéo reversivel na conduc¢ao de estimulos
nervosos por se ligarem a sitios especificos dos canais de sédio voltagem-

dependentes, impedindo o influxo do referido ion.

Apesar da baixa toxicidade relatada na literatura em relagdo ao uso
odontolégico de anestésicos locais em adultos, 0 aumento da necessidade de
tratamento odontoldégico de pacientes portadores de doengas crénicas,
especialmente as que acometem o sistema cardiovascular, torna importante a
busca de solu¢des anestésicas que apresentem menor toxicidade, mantendo a

mesma eficacia.

A ropivacaina, anestésico local de longa duracao de ag¢éao do grupo das
amidas e comercializado na forma de isébmero levogiro puro, possui
caracteristicas peculiares, como menor potencial de acumulo tecidual e meia
vida plasmatica, alto indice terapéutico (Delfino et al., 1999; Wang et al., 2001;
Ramacciato & Meechan, 2006) e menor efeito téxico aos sistemas nervoso
central e cardiovascular (McClure, 1996; Nancarrow et al., 1989; Feldman et

al., 1989), comparada a bupivacaina.

Estudos comparando a ropivacaina topica a lidocaina mostram que a
primeira apresentou boa eficacia e seguranca, promovendo perda de
sensibilidade a dor por tempo suficiente em cirurgia de catarata, sem que

houvesse necessidade de anestesia complementar na maioria dos casos



(Martini et al., 2002). Mesmo ainda nao estando disponivel no mercado para o
uso odontolégico, dados na literatura mostram que a ropivacaina na
concentracdo de 0,5% associada a epinefrina 1:200.000 tem se mostrado
efetiva quando em anestesia infiltrativa na maxila (Kennedy et al, 2001).
Axelsson & Isacsson, em 2004, verificaram que a ropivacaina na concentracao
de 0,75% também se mostrou efetiva para anestesia infiltrativa na maxila bem
como para anestesia do nervo alveolar inferior, apresentando laténcia rapida e

longa duragao de acéo.

Visando diminuir os possiveis efeitos toxicos gerados por anestésicos
locais e outros farmacos, bem como prolongar o efeito destes, novos métodos
de introducado de drogas no organismo tém sido pesquisados. Dentre estes,
ressalta-se a encapsulacao de substancias em lipossomas, vesiculas de 50nm
a 1000nm de diametro, formadas pela interacéo de lipideos suspensos em uma
fase aquosa (Banerjee, 2001; Grant, 2002). Estas vesiculas sao classificadas
como uni ou multilamelares de acordo com a presenca de uma ou mais

bicamadas lipidicas (Grant, 2002).

A liberagcdo prolongada promovida pelas formulagdes lipossomais
permite um aumento do efeito do anestésico local, pois 0 mesmo pode
permanecer em concentracao efetiva no local de acéo por tempo maior. Em
decorréncia, a absorcao para a corrente sanguinea é mais lenta, resultando em
niveis plasmaticos menores e, consequentemente, em menor toxicidade aos
sistemas nervoso central e cardiovascular (Boogaerts et al., 1993 a,b;
Boogaerts et al., 1994; Mowat et al., 1996; de Araujo et al., 2003). Ressalta-se,
ainda, o fato de que os lipossomas sao biocompativeis, biodegradaveis e tém

reduzido risco de toxicidade, antigenicidade, imunogenicidade e lesdes



histoldgicas, especialmente por seus monémeros constituintes (fosfatidilcolina
e colesterol) serem semelhantes aos das membranas biolégicas (Malinovsky et

al., 1997; Grant, 2002).

Cinco estudos sdo relatados na literatura sobre a eficacia uso de
anestésicos encapsulados em lipossomas, em humanos, para uso odontologico
(Franz-Montan et al.,, 2007; Franz-Montan et al., 2009; Franz-Montan et al.,
2010; Tofoli et al., 2010; Zago et al., 2010). Destes, dois avaliaram uso topico,
mostrando o aumento da eficacia da ropivacaina (Franz-Montan et al., 2007) e
da benzocaina (Franz-Montan et al., 2010) em formulacdo lipossomal. Os
demais estudos avaliaram a eficacia de formulacbes lipossomais de
mepivacaina (Téfoli et al., 2010), de ropivacaina (Franz-Montan et al., 2009), e

de prilocaina (Zago et al., 2010) em infiltracdo na maxila.

No primeiro foi observado aumento da eficacia anestésica da
mepivacaina lipossomal em comparacdo a formulagcdo sem vasoconstritor
(Tofoli et al., 2010). A encapsulacéo de ropivacaina (Franz-Montan et al., 2009)
e de prilocaina (Zago et al., 2010), entretanto, ndo mostraram vantagem em
relacdo as formulacbes associadas a vasoconstritor (respectivamente,
epinefrina e felipressina) e nem em relagdo as solugdes sem aditivos. Pode
haver, portanto, respostas diferentes para os varios sais anestésicos, sendo
ainda possivel a existéncia de diferenca entre infiltracdo e bloqueio. Essa

possibilidade motivou a realizacao deste estudo pré-clinico, em animais.



3. PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar, comparativamente, a

eficacia de trés preparagdes anestésicas locais de ropivacaina:
¢ Ropivacaina 0,5% lipossomal,;
e Ropivacaina 0,5%;

e Ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de FEtica em
Experimentacao Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP sob
n® 1598-1 (ANEXO 1). Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus albinus,
Wistar), adultos, machos, provenientes do CEMIB-UNICAMP, os quais
permaneceram em ambiente com temperatura controlada, ciclos claro-escuro
de 12/12h e com agua e comida ad libitum. Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos com 10 animais cada, 0s quais receberam,
injecdo de 0,2mL (técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior -NAI- descrita

no item 4.3.1) no lado direito, de uma das seguintes preparacbes anestésicas:
e preparacao lipossomal de ropivacaina 0,5%;
e solucao de ropivacaina 0,5%;
e solucao de ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000.

O lado contra-lateral (esquerdo) recebeu injecao de 0,2mL de NaCl 0,9%
no mesmo local (proximo ao forame mandibular), funcionando como controle
negativo. As injecbes foram realizadas por um Unico pesquisador e as
avaliacbes da anestesia por outro pesquisador, cego quanto as solucdes
injetadas. Previamente as injecbes, os animais foram levemente sedados com
diazepam, procedimento este que nao interferia na resposta do animal ao

estimulo a ser usado.



4.2. MATERIAL

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas as seguintes
preparacoes: solucdo comercial de ropivacaina 1% (Naropin®, Astra-Zeneca
do Brasil Ltda), solugdo comercial de epinefrina 1mg/ml (Drenalin®, Ariston Ind.
Quim. Farm. Ltda.), solu¢do de NaCl 0,9% estéril (Equiplex Ind. Farm., Brasil) e
suspensao lipossomal de ropivacaina 0,5%. A preparacao das formulagcdes
esta descrita nos itens 4.2.1 e 4.2.2. Foram utilizados na formulacdo da
suspensao lipossomal de ropivacaina: cloridrato de ropivacaina (DFL Ind. Com.
Ltda), acetato de a-tocoferol, fosfatidilcolina de ovo, colesterol (Sigma Chem.
Co.) e tampao HEPES 20mM com NaCl 0,9% (Q-biogene). Para a anestesia
geral dos animais foram utilizados ketamina (Dopalen®) e xilazina (Rompun®),
injetados via intramuscular e para sedacao foi utilizado diazepam (Valium®

injetavel 10mg/2mL, Roche, Quim. Farm. SA) injetado via intraperitonial.

Foram utilizadas seringas centesimais de 1mL (BD®) acopladas a
agulhas descartaveis de 1 polegada (BD 30G) e 13 X 4,5 (BD PrecisonGlide® -
26G — 1/2”), respectivamente para a injecdo das preparagcdes anestésicas e de

xilazina / ketamina.

A avaliacdo da anestesia pulpar foi realizada pelo aparelho “pulp tester”

(Vitality Scanner modelo 2006 - Analytic Technology, Redmond, EUA).
4.2.1. Preparacao da suspensao lipossomal

A suspensao lipossomal foi preparada no laboratério de Biomembranas
do Instituto de Biologia da UNICAMP, sob orientagdo da Profa. Dra. Eneida de
Paula. Vesiculas multilamelares foram preparadas pelo método de hidratacao

de filme seco retirando-se aliquotas de fosfatilcolina de ovo, colesterol e a-



tocoferol (na proporcdo molar de 4:3:0,07) de uma solucdo estoque em
cloroférmio e evaporando-se sob fluxo de N» seguido de vacuo por 2h, a
temperatura ambiente (Boogaerts et al., 1993 a,b; Fraceto et al., 2002). Apds a
secagem foi adicionado o tampao HEPES 20mM, pH 7,4 com NaCl 154 mM, e
a dispersao foi agitada por 5 minutos em vértex, passando a apresentar

vesiculas multilamelares concéntricas, separadas por cavidades aquosas.

A seguir, as vesiculas lipossomais unilamelares de 0,4um foram
preparadas por extrusdo das vesiculas multilamelares acima descritas
(Extrusor Lipex Biomembranes Inc.). Assim, sob pressdo de nitrogénio, a
temperatura ambiente, a amostra de vesiculas multilamelares foi injetada
através de um disco de drenagem e duas membranas de policarbonato
(Poretics) com poros de tamanho pré-determinado (0,4um), por 12 vezes. Os
lipossomas foram entdo mantidos em repouso por 2h, para o intumescimento

das vesiculas. A concentracao lipidica dos lipossomas foi de 4mM.

Apbs a preparacao das vesiculas foi incorporado o anestésico local
cloridrato de ropivacaina para a concentracdao de 0,5%. A formulacao foi
preparada em camara de fluxo laminar (com materiais e solu¢des autoclavados
a 1 atm e 121°C, por 20 min.) e apds o preparo foi esterilizada em autoclave

(Cereda et al., 2006).

4.2.2. Preparacao das solucoes de ropivacaina 0,5% e ropivacaina 0,5%

com epinefrina 1:200.000

Em virtude de a apresentacéo de ropivacaina comercial ser na forma de

frasco ampola e haver diferenca de concentracdo e composicao entre esta e as



solugbes propostas no estudo, as mesmas foram preparadas a partir da

ropivacaina comercial.

As solucbes de ropivacaina 0,5% e ropivacaina 0,5% com epinefrina
1;200.000 foram preparadas imediatamente antes do uso, ndo sendo

guardadas para uso posterior.
4.2.2.1 Solugéo de ropivacaina 0,5%

Em frasco estéril foram adicionados 5 mL de solucao de cloreto de sédio
0,9% estéril a 5mL de ropivacaina 1% (Naropin®), atingindo com isso, uma

concentracao de 0,5% do sal anestésico (ropivacaina).
4.2.2.2 Solugdo de ropivacaina 0,5% com epinefrina 1:200.000

Em frasco estéril foram adicionados 4,95 mL de solucao de cloreto de
sodio 0,9% estéril e 0,05 mL de epinefrina 1:1000 (Drenalin®) a 5mL de
ropivacaina 1% (Naropin®), atingindo com isso, uma concentragéo de 0,5% do

sal anestésico (ropivacaina) e de 1:200.000 para a epinefrina.

Previamente as injecdes anestésicas, os pHs das solugdes anestésicas
e da suspensao anestésica lipossomal foram aferidos através de pHmetro
(ORION®, modelo 2902) acoplado a um micro-eletrodo (LAZAR BNC), para
controle. As condicbes de andlise do pH foram estabelecidas através de
validacdo com solug¢des tampao Merck® (Merck S.A. Industrias Quimicas) com

pH 4,0 e 7,0.
4.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A fim de permitir a aplicacao de estimulo elétrico aos dentes dos animais
e assim avaliar as preparacdes anestésicas, foram fixados 2 fios de cobre (um

de cada lado) na superficie oclusal dos molares inferiores dos animais, com

9



resina fotopolimerizavel. Esse procedimento foi realizado sob anestesia geral
com xilazina (10mg/kg) e Ketamina (90mg/kg) administrados por via

intramuscular.

Apo6s retorno da anestesia geral os animais foram sedados com
diazepam (20mg/kg) por via intraperitoneal, mantendo reagdo a estimulos
dolorosos (preensao da cauda) para permitir avaliacdo da percepc¢ao de dor ao
estimulo elétrico aplicado ao dente. Este procedimento de sedacdo permite
avaliacao do animal por um periodo de 90 minutos, necessario para avaliacao

de anestésicos com tempo de duracao maior, como € 0 caso da ropivacaina.

Uma vez constatada sedacdo do animal e resposta a preensao da
cauda, os molares de cada lado foram testados por meio da aplicagcao do
estimulo elétrico (com uso do aparelho “pulp tester”, descricdo a seguir) na
extremidade do fio externa a cavidade oral do animal. Esta medida foi
considerada como sendo o limiar basal de cada lado do animal (média de trés
medi¢cdes de cada lado). Em seguida foram aplicados 0,2 mL de uma das
preparagdes anestésicas, no lado direito, préximo ao forame mandibular dos
animais para bloqueio do Nervo Alveolar Inferior (NAI). O lado oposto recebeu
o0 mesmo volume de solugdo de cloreto de sédio 0,9% (controle negativo).
Imediatamente apds o final da injecao, os estimulos elétricos foram aplicados a
cada 2 minutos durante os primeiros 15 minutos, para estabelecer o tempo de
laténcia das preparacdes. Os animais que apresentaram resposta aversiva ao
estimulo elétrico (movimentacao) apdés esse periodo, no lado em que foi
injetada preparagdo anestésica, foram considerados como insucesso da
anestesia. Os animais que apresentaram auséncia de resposta aversiva

continuaram a receber aplicacdo de estimulo elétrico a cada 5 minutos até a

10



observacao de resposta aversiva do animal no lado direito (lado teste) ou até o
periodo de 90 minutos (tempo de duragédo da sedacéo). A escolha do tempo de
2 minutos para avaliacao da laténcia deve-se ao periodo refratario que a fibra
nervosa apresenta ap6s um estimulo, o que ndo permite que o teste elétrico

seja feito de forma ininterrupta.
4.3.1. Técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior (NAI)

Neste estudo foi utilizada a técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior
desenvolvida por Silva (2009). Esta técnica consiste na introducao de cerca de
13mm de uma agulha 13x4,5 pela face interna da mandibula, na regiao do
angulo mandibular, formando um angulo de 90° com a base da mandibula,
como mostrado na Figura 1. A agulha é introduzida tangenciando o ramo
mandibular até a posi¢ao final de injecéo, proximo ao forame mandibular, onde

a solucao é depositada.

Figura 1. Posicao da agulha durante o bloqueio do NAI no rato.

4.3.2. Avaliacao das anestesias

Foram avaliados os parametros laténcia, duracéo e grau de sucesso da

anestesia por meio da aplicagdo de estimulo elétrico aos dentes (“pulp tester”).

11



O “pulp tester” é composto por uma unidade de producdo de corrente
elétrica e por um eletrodo, que a transmite ao dente. Ao aplicar o eletrodo
sobre a coroa dental, a corrente liberada vence a resisténcia do esmalte e
dentina, estimulando as fibras sensoriais mielinizadas de conducéao rapida na
juncao dentina-polpa e estimulando as fibras sensoriais pulpares (Certosimo &
Archer, 1996), causando uma sensacdo descrita por voluntarios como
formigamento, pulsagéo, vibracdo ou dor (Cooley et al, 1984). O limiar de
estimulacdo € dado pela intensidade da corrente elétrica emitida, que é
aumentada gradualmente e de forma automéatica pelo aparelho até o paciente
perceber o estimulo (Chambers, 1982). Neste momento o eletrodo é retirado do
contato com o dente. Em estudos com animais a percepcao do estimulo (dor) é
caracterizada por movimento corporal do animal, sendo entdo desconectado o

eletrodo do fio de cobre acoplado ao dente do animal (Silva, 2009).

Os parametros laténcia, duracdo e sucesso da anestesia foram assim

considerados:

e Tempo de laténcia (TL): intervalo de tempo entre o final da injecéo da

solugcdo anestésica e o inicio de auséncia de resposta ao teste

elétrico.

e Duracdo da anestesia (DA): periodo de tempo compreendido entre o

inicio da anestesia e o tempo imediatamente anterior ao de obtencao
de duas respostas aversivas consecutivas, ou seja, intervalo de
tempo no qual o animal ndo apresentava resposta ao estimulo

maximo.
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e Sucesso da anestesia: considerado quando o animal apresentava

laténcia de até 15 minutos e duracao de anestesia de pelo menos 10
minutos (quando o animal ndo apresentava resposta aversiva pelo

menos no primeiro tempo de avaliagdo apds o tempo de laténcia).

4.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis (laténcia e
duracdo da anestesia) e Log-Rank (sucesso da anestesia), com nivel de
significancia 5%. Para a andlise foi utilizado o pacote estatistico BioEstat 5.0

(Instituto Mamiramua, Belém, PA).

13



5.RESULTADOS

As taxas de sucesso das anestesias obtidas para cada formulacao séo

mostradas na Figura 2. A solugdo de ropivacaina 0,5% com epinefrina

1:200.000 promoveu maior taxa de sucesso quando comparada a solugao de

ropivacaina 0,5% sem aditivos (p=0,0013) e a formulacao de ropivacaina 0,5%

lipossomal (p=0,0011). Nao foram observadas diferencas significantes entre a

solucdo de ropivacaina 0,5% e a formulagao lipossomal de ropivacaina 0,5%

(p=0,5617).

100
90
80
70
60
50
40
30

Animais anestesiados (%)

20

10

Ropivacaina com epinefrina

—l—Ropivacaina lipossomal

—&—Ropivacaina

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85

Tempo (minutos)

Figura 2. Porcentagem de animais apresentando molares anestesiados apdés

bloqueio do nervo alveolar inferior com formulagbes a base de ropivacaina.
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A Figura 3 mostra os resultados de laténcia da anestesia obtidos com as
formulacbes a base de ropivacaina. Nao foram observadas diferencas

significantes entre as formulacdes (p=0,7063)

Ropivacaina

Ropivacaina lipossomal

Ropivacaina com epinefrina - l

0 2 4 6

Laténcia da Anestesia (minutos)

Figura 3. Tempo de laténcia (mediana e desvio interquartilico, em minutos) da
anestesia em molares inferiores, ap6s bloqueio do nervo alveolar inferior com

formulacdes a base de ropivacaina.

Na Figura 4 € mostrada a duracao da anestesia pulpar para cada uma
das formulacdes testadas. A solucdo de ropivacaina 0,5% com epinefrina
1:200.000 promoveu maior duracdo de anestesia que as formulacdes de
ropivacaina 0,5% (p=0,0226) e ropivacaina 0,5% lipossomal (p=0,0008), ndo
sendo observada diferenca estatisticamente significante entre as duas ultimas

(p= 0,2448).
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Ropivacaina

Ropivacaina lipossomal

Ropivacaina com epinefrina - —I

0 20 40 60 80 100

Duracao da Anestesia (minutos)

Figura 4. Duracao da anestesia (mediana e desvio interquartilico, em minutos)
em molares inferiores, ap6s bloqueio do nervo alveolar inferior, em ratos, com

formulagbes a base de ropivacaina.
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6. DISCUSSAO

A ropivacaina € um anestésico local de longa duragdo de acao,
introduzido mais recentemente em medicina, mas ainda ndo disponivel para
uso odontolégico em tubetes. Alguns poucos trabalhos avaliaram a eficacia
anestésica da ropivacaina em técnica de bloqueio e infiltracdo, em odontologia
(Kennedy et al., 2001; Ernberg & Koop, 2002; Axelsson & Isacsson, 2004; El-
Sharrawy & Yagiela, 2006).

Em bloqueio do nervo alveolar inferior, em humanos, com solu¢do de
ropivacaina sem aditivos sao relatados, para a anestesia pulpar, sucesso entre
40 a 50%, laténcia de 2 a 8 minutos e duracgao de 2,5h a 5,9h, dependendo da
concentragao e volume utilizados (Ernberg & Koop, 2002; Axelsson & Isacsson,
2004). Em estudo avaliando a laténcia cirurgica (sem avaliagdo do dente com
estimulo elétrico) EI-Sharrawy & Yagiela (2006) observaram laténcia entre 2 a 4
minutos.

No presente estudo, apesar das diferencas de modelo experimental e
metodologia, os resultados obtidos com a solucdo de ropivacaina sem aditivos
sdao compativeis com os relatados por esses autores, como pode ser
observado nas Figuras 2, 3 e 4. A maior diferenca entre os resultados é a
duracédo da anestesia, que no rato foi menor que o observado em humanos.
Essa diferenga provavelmente deve-se as diferencas entre as espécies.

Com relacdo a solucdo de ropivacaina com epinefrina, Palma (2004),
apos bloqueio do nervo alveolar inferior (previamente a exodontia de terceiros
molares inferiores) observou sucesso, laténcia e duracdo da anestesia pulpar

no segundo molar inferior, respectivamente de 100%, 5,4min e 4h.

17



Nao ha estudos que avaliem, de forma objetiva (com uso de estimulo
elétrico), a influéncia da adicao de epinefrina a solu¢des de ropivacaina sobre a
anestesia pulpar, ap6s bloqueio do nervo alveolar inferior. Entretanto, em
estudo com técnica infiltrativa na maxila em 40 individuos, Kennedy et al.
(2001) demonstraram que, embora ndo haja diferenca na taxa de sucesso da
anestesia entre solugdes de ropivacaina com e sem epinefrina, a duragao é
maior com a ropivacaina associada a epinefrina. O mesmo foi observado por
Franz-Montan (2009), no mesmo tipo de técnica anestésica, em humanos.

No presente estudo, apesar de ter sido usado o bloqueio do nervo
alveolar inferior, em ratos, também foi observada maior duracdo da anestesia
com a solucao contendo epinefrina do que com a solucdao sem aditivos. Assim,
embora estudos com estruturas isoladas tenham demonstrado que a
ropivacaina apresenta efeito vasoconstritor (Timponi et al., 2006; Tokinaga et
al., 2007; Wienzek et al., 2007), os estudos em odontologia (Kennedy et al.,
2001, Franz-Montan, 2009) e em medicina (Liddle et al., 1998) ndo comprovam
esse efeito nas doses e concentragdes usadas clinicamente.

O encapsulamento de anestésicos em lipossomas tem sido proposto
como forma de aumentar a duracdo do efeito anestésico, bem como de
diminuir a concentragdo plasmatica dos mesmos, possibilitando, assim, a
reducao da toxicidade.

Araujo et al. (2008) observaram que o encapsulamento de ropivacaina
em grandes vesiculas unilamelares (400nm) aumentou de forma significativa a
intensidade dos efeitos anestésicos nos bloqueios do nervo cidtico em
camundongos e do nervo infraorbital, quando esta formulacéo foi comparada a

solucédo sem aditivos.
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No entanto, no presente estudo a formulagédo de ropivacaina lipossomal
nao diferiu da solugdo sem aditivos, apresentando ambas menor taxa de
sucesso e duracao de anestesia pulpar, comparadas a solucéo de ropivacaina
0,5% com epinefrina 1:200.000, contrariando assim, as expectativas quanto ao
uso de lipossomas para aumentar a duracdo da anestesia promovida pela

ropivacaina, sem a necessidade de adicao de vasoconstritores a formulagao.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Franz-Montan
(2009) que também verificou maior taxa de sucesso e duragdo de anestesia no
canino superior com solucao de ropivacaina a 0,5% com epinefrina 1:200.000
do que com a ropivacaina lipossomal e a ropivacaina sem aditivos, apos

infiltragdo maxilar dessas formulagdes em humanos.

Assim, os resultados obtidos em ambos os estudos indicam que a
epinefrina deve estar associada a ropivacaina para alcangar eficacia
anestésica para uso odontoldgico, pois a adicdo de um vasoconstritor tem

mostrado resultados mais favoraveis.

A duracdo da anestesia pulpar observada para as solugdes no presente
estudo foi maior do que as observadas por Franz-Montan (2009), o que pode
ser explicado devido as diferencas que envolvem a metodologia, uma vez que
no presente estudo foi realizada técnica de bloqueio na mandibula, ao passo
que a autora realizou técnica infiltrativa na maxila. Além disso, deve também

ser considerada a diferenca de espécies.

De Araujo et al. (2008) verificou um tempo de duragédo bastante elevado
para a formulacdo de ropivacaina lipossomal a 0,5% (115minutos) em relagdo
a ropivacaina a 0,5% (81minutos) em bloqueio do nervo infraorbital, em ratos.

Apesar de esses valores serem mais elevados do que os encontrados no
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presente estudo e este ser um tipo de bloqueio utilizado em odontologia, neste
estudo foi avaliado apenas a resposta aversiva do animal a preensao do labio
superior, ou seja, foi somente avaliada a anestesia em tecido mole do animal,
enquanto que o presente estudo avaliou a duragcao da anestesia pulpar. Tanto
em técnica infiltrativa, quanto em técnica de bloqueio, a duragdao da anestesia

em tecidos moles é maior que a duragéo da anestesia pulpar.

Assim, apesar da ropivacaina apresentar encapsulacdo (24%)
comparavel a da bupivacaina (24,8%) e maior a da prilocaina (12%),
mepivacaina (18%) e lidocaina (19,1%) (Cereda et al., 2004; Cereda et al.,
2006), essa maior encapsulacao parece ser eficaz apenas para aumentar a
duracao da anestesia em tecidos moles, mas nao € suficiente para aumentar a
eficacia deste anestésico com relagcdo a duracdo da anestesia pulpar. Este
resultado, embora desfavoravel para bloqueios odontolégicos, nos quais o
objetivo primordial é o bloqueio da conducdo nervosa na polpa dental, nao
exclui a possibilidade de uso da ropivacaina lipossomal em bloqueio ou
infiltracdes poés-cirdrgicas na area médica, na qual o objetivo € o controle da
dor em tecidos moles, ou ainda para permitir bloqueio motor, conforme

observado no estudo de Araujo et al. (2008).
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7.CONCLUSOES

A encapsulacdo da ropivacaina em lipossomas ndao aumenta sua
eficdcia na anestesia pulpar. A ropivacaina associada a epinefrina apresenta
maior taxa de sucesso e duragdo de anestesia pulpar que as formulacdes

lipossomal e sem aditivos.
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9. ANEXO

CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagdo Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 1598-1, sobre "Eficacia anestésica da

preparacao lipossomal de ropivacaina em blogueio do nervo alveolar

inferior em ratos", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Maria Cristina

Volpato / Claudia Brilhante Behringer, esta de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagao Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comisséo de Etica na
Experimentagdo Animal — CEEA/Unicamp em 28 de agosto de 2008

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1598-1, entitted "Anesthetic efficacy of
linossomal ropivacaine in_inferior alveolar nerve block in rat”, 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 August 28, 2008.

Campinds, 28 de agosto de 2008.
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