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RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método experimental, voltado para a
odontologia, de avaliagdo pré-clinica da atividade de soluges anestésicas locais.
Apbs anestesia geral com tiopental sédico na dose de 40mg/kg, foram fixados 2 fios
de cobre (1 de cada lado} a supetrficie oclusal dos molares inferiores de 20 ratos. No
retomno da anestesia geral, com os animais sedados (apresentando reacfo a
preensao da cauda), foram aplicados 0,2 ml de solu¢gdo de lidocaina 2% com
epinefrina 1:100.000 em um dos lados, de forma aleatdria. A solugéo foi depositada
préximo ao forame mandibular dos animais para bloqueio do nervo alveolar inferior.
O lado que ndo recebeu anestésico foi utilizado como controle para confirmar o
funcionamento do pulp tester e manutencao da resposta do animal. A avaliagdo da
anestesia pulpar foi realizada pela aplicagdo de estimulo elétrico (pulp tester elétrico)
aos fios de cobre fixados aos molares de cada lado da mandibula. Apds a injecao
das solugoes, os molares do lado que recebeu o anestésico permaneceram
anestesiados por 55 (+ 31,7) minutos, sendo o tempo de laténcia 4,75 (+3,45)
minutos. Estes valores foram comparados aqueles obtidos em experimentos com
seres humanos (Téfoli et al., 2006) através do teste f. Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significantes (p>0,05) entre o tempo de laténcia e o de
anestesia completa. Entretanto, o tempo de anestesia parcial foi menor (p<0,05) nos
roedores. Os resultados mostraram a reprodutibilidade do método, sendo eficaz para
avaliar o bloqueio anestésico do nervo alveolar inferior, com relagdo & duragdo
anestesia pulpar e laténcia. Além disso, foi possivel observar que o limiar basal

obtido com os animais foi proximo aos valores exibidos por seres humanos.
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INTRODUCAO

A avaliagdo de qualquer substancia quimica com relagdo a sua acéo
anestésica local util para controle da dor na pratica odontoldgica precisa seguir um
protocolo experimental com o proposito de investigar sua efetiva utilidade
terapéutica para estes fins. As técnicas disponiveis para estudo destas solucbes
anestésicas em animais de laboratério sdo métodos farmacolégicos convencionais
que nao foram desenvolvidos para pesquisa voltada & odontologia, mas tentam se
aproximar das condigbes da pratica clinica médica (SIMARD-SAVOIE, 1975).

A maioria dos trabalhos descritos na literatura que utilizam modelos animais
para estudo de anestésicos locais utilizados em odontologia avalia nervos periféricos
isolados de ratos (estudos in vitro) como o nervo ciatico (BENNETT & XIE, 1988;
PATEROMICHELAKIS & PROKOPIOU, 1988; STANKOVIKOVA & STOLC, 1993) ou
o nervo sural (POTOCNIK et al., 2001 e 2006).

PATEROMICHELAKIS et al. (1988) compararam resultados in vitro e in vivo
de um estudo da eficacia de anestésicos locais no bloqueio de nervos periféricos e
concluiram que as solugbes se comportaram de forma diferente nos dois métodos e
que o estudo in vitro, frequentemente encontrado na literatura farmacoldgica, pode
nao ser um guia preciso para 0s resultados in vivo de comparacgées da eficacia de
anestésicos locais.

Um modelo foi desenvolvido por GRIFFIE & BRUNEL (1959) utilizando caes
conscientes, 0s quais tiveram a polpa dental eletricamente estimulada apés a
injegdo de anestésico local no forame mentoniano. Houve, porém, dificuldades no

manuseio dos cées conscientes.
SIMARD-SAVOIE (1975) projetou um método utifizando ratos conscientes,

que, apds a injegdo de anestésico no forame mentoniano, tiveram a mucosa
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SIMARD-SAVOIE (1975) projetou um método utilizando ratos conscientes,
que, apdés a injecdo de anestésico no forame mentoniano, tiveram a mucosa
vestibular da regiao estimulada por eletrodos para avaliacdo anestésica. Todavia,
este método ndo avalia a anestesia pulpar obtida, fator importante a ser observado
tratando-se de trabalhos voltados & odontologia.

Um estudo conduzido por NAFTEL et al. (1999}, elucidou o percurso dos
nervos que suprem os dentes mandibulares em ratos, bem como seus tecidos
periodontais atraves do uso de uma mistura de anticorpos monoclonais contra
proteinas de neurofilamentos. Este percurso pode ser observado na Figura 1. Os
autores demonstraram que o nervo alveolar inferior (NAI) adentra o canal mandibular
como um grande tronco tnico, acompanhado por de 1 a 3 nervos menores que irao
inervar o 1° molar e as raizes mesiais do 2° molar, dividindo-se cerca de 2mm,
anteriormente, em dois ramos: 0 nervo mentoniano e o ramo incisivo. Este Gltimo
bifurca-se em dois ramos que formarao ¢ plexo periodontal incisivo, responsavel
pela inervagéo do periodonto desde os molares até o incisivo. Deste plexo, tém
origem finos ramos que se estendem até o dpice do dente incisivo, responsaveis
pela inervagéo puipar deste. O 3° molar e a raiz distal do 2° molar sao inervados por
ramos originados do nervo lingual, que contorna todo o canal mandibular pela face

interna da mandibula.
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Figura 1. Inervagao dos dentes mandibulares do rato (NAFTEL et al., 1999).

A técnica de bloqueio do nervo alveolar inferior tem vasto uso na clinica
odontologica, pois proporciona uma anestesia eficaz, com pelo menos uma hora de
anestesia pulpar em 85% das injecoes, quando se emprega 0s anestesicos locais de
poténcia e duracao intermediaria associados a um vasoconstritor. Este bloqueio é a
técnica padrao usada para alcancar anestesia em praticamente todas as
intervengbes realizadas na mandibula, com um indice de falha razoavelmente
elevado, variando entre 30% e 77% (VREELAND et al., 1989; HINKLEY et al., 1991;
COHEN et al.,, 1993; CHILDERS et al., 1996; POTOCNIK & BAJROVIC, 1999;
CLAFFEY et al., 2004; MIKESSEL et al., 2005). Diferengas anatémicas, escolha de
solucdes anestésicas, ou inflamacao em tecido alvo foram relacionados com este

indice (POTOCNIK & BAJROVIC, 1999).
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Em algumas situacdes a anestesia do nervo alveolar inferior nao é adequada
devido a erro na prépria execugao do bloqueio. Este, segundo ROOD (1999), pode
ser contornado quando: 1 — se usa uma solugao anestésica satisfatoria;, 2 — a
concentragio do agente anestésico € adequada; 3 — o volume injetado da solugao
anestésica é suficiente, e 4 — a deposi¢éo da solugdo anestésica é feita lentamente
e 0 mais proximo poss;’ve! do nervo.

Existem poucos métodos experimentais, voltados para a Odontologia, que
avaliam a eficacia de anestésicos locais, em ratos. Assim, o objetivo deste estudo foi
desenvolver um modelo in vivo para verificar a anestesia da polpa dental, de facil

execucao e alta confiabilidade.
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DESENVOLVIMENTO

PROPOSICAO

Este estudo se propds a desenvolver um método de avaliagdo da eficacia de
anestésicos locais envolvendo o bloqueio do nervo alveolar inferior em ratos e

verificagdo da anestesia pulpar por estimulo elétrico (pulp tester).

MATERIAL E METODO
O presente projeto foi aprovado pela Comissao de Etica em Experimentagao

Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP, sob protocolo n® 1255-1.
1 — ANIMAIS

Para o presente estudo foram utilizados 20 ratos (Rattus norvegicus albinus, wistar),
adultos, machos, spf ("specifc pathogen free" - livres de patdgenos especificos),

provenientes do CEMIB-Unicamp.

2 - SOLUCOES UTILIZADAS

Neste trabalho foram utilizadas solug&o anestésica local de lidocaina a 2%
com epinefrina 1:100.000 (Lidocaina 100 — Alphacaine® - DFL) e solugao de

tiopental sodico (Thiopentax®, Cristalia Ind. Quim. Farm.).

3 - ADMINISTRACAO DAS SOLUGCOES

Previamente a administragdo da solu¢ao anestésica os animais foram
anestesiados com tiopental sédico (40mg/kg, via intraperiotoneal} €, sob anestesia
geral, foram fixados dois fios de cobre a superficie oclusal dos molares inferiores,
sendo um fio de cada lado da mandibula. A fixacdo foi realizada com resina

fotopolimerizavel, utilizando-se a técnica de condicionamento &cido para melhor
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adesao e os fios apresentavam as extremidades desencapadas, permitindo assim o
contato com o dente em umas das extremidades e com o pulp tester na outra. A
Figura 2 mostra o posicionamento dos fios, utilizando resina, nos molares inferiores
de um dos animais. Cerca de 3 horas apds este procedimento, quando os animais
passavam da anestesia geral para a sedagao, isto é, quando apresentavam reacao
aversiva ao pingamento da cauda, o limiar basal de ambos os lados dos animais foi
obtido pela média de trés valores de medigdes com o pulp tester. Em seguida, os
mesmos foram submetidos a injecao da solugao anestésica em um dos lados da

mandibula, de forma aleatoria.

Figura 2. Posicionamento dos fios e da resina nos molares

Cada animal recebeu 0,2 mL da solugao anestésica proximo a regiao da lingula
do ramo da mandibula, ou seja, na entrada do forame mandibular. A Figura 3 mostra

a regiao onde foi depositada a solucao.

Figura 3. Regidao da mandibula onde foram depositadas as solugoes
16



4 - TECNICA ANESTESICA

Uma vez verificada a sedagdo, aproximadamente 13 mm de uma agulha
descartavel 0,55 X 20 (BD PrecisonGlide ® - 24G 3/4), acoplada a uma seringa
centesimal de 1mL, foi introduzida num angulo de 90° com a base do angulo da
mandibula do animal, pela face interna, como mostrado na Figura 4. A agulha foi
introduzida tangenciando-se o ramo mandibular, com bisel voltado para o 0sso, até a
posicao final de injecao, onde foram depositados 0,2 mL da solucdo anestésica. O
local da injecao foi facilmente delimitado em cada animal pela palpacao do angulo

da mandibula.

Figura 4. Posicao da agulha durante a injecao das solugoes.

5 - TESTE DE SENSIBILIDADE

Para a avaliacao da anestesia pulpar dos dentes dos animais, foram
utilizados estimulos elétricos, através do aparelho “Pulp Tester” — PT (Vitality
Scanner modelo 2006 - Analytic Technology, Redmond, EUA, Registro no Ministério
da Saude n° 103 1111 0033). Foram avaliados os parametros laténcia, profundidade

e duracao da anestesia.

O PT é composto por uma unidade controle, responsavel pela producao 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,
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estimulando as fibras sensoriais mielinizadas, de condugéo rdpida na jungéo

dentina-polpa (CERTOSIMO e ARCHER, 1996). Quando aplicada sobre um dente

higido, a corrente elétrica estimula as fibras sensoriais pulpares, causando uma
sensacao descrita por pacientes como formigamento, pulsagéo, vibragao ou dor

(COOLEY et al., 1984).

O limiar de estimulacdo é dado através da variacdo na intensidade da
corrente elétrica emitida, que é variavel até que o animal ou voluntario perceba o
estimulo (CHAMBERS, 1982; LEMARY, 1984}, Dessa forma, a partir do momento
em que foi atingido o limiar de estimulagéo, os animais sedados reagiram com
movimento corporal, cogando a regiao da bochecha ou mordendo a resina, sendo

estes sinais padronizados como percepcao do estimulo.

A técnica usada para a interpretagdo dos estimulos foi a descrita por
CORREA (1997), na gual a avaliag&o anestésica com o PT é feita considerando-se o
dente como anestesiado quando néao ha reacéo ao estimulo maxime produzido pelo

aparelho (80).

Ao entrar em contato com o dente, tendo uma substancia condutora ¢ gel de
flior neutro, o aparelho aumenta gradualmente a intensidade de corrente até o limite

maximo, para a avaliagdo da profundidade da anestesia (COOLEY et al., 1984).

Imediatamente apds o final da injecdo da solugdo anestésica os estimulos
elétricos foram aplicados a cada 2 minutos durante os primeiros 10 minutos e a cada
5 minutos pelo periodo restante, isto é, até a volta ao limiar basal. A escolha desses
tempos foi devido ao periodo refratario que a fibra nervosa apresenta apds um
estimulo, o que néo permite que o teste elétrico seja feito de forma ininterrupta. A

Figura 5 mostra a medic¢éo do limiar basal utilizando o PT.
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Figura 5. Medicao do limiar basal utilizando o PT e gaiola de metal.

6 - PARAMETROS OBSERVADOS

A partir dos resultados obtidos, a laténcia, a profundidade e a duracao da
anestesia foram avaliadas. O tempo de laténcia (TL) compreendeu o intervalo de
tempo entre a injecdo da solugao anestésica até a observacdo de auséncia de

resposta ao teste elétrico maximo.

A duragao da anestesia foi considerada em dois intervalos distintos:

e anestesia completa: periodo de tempo compreendido entre o inicio da

anestesia (auséncia de resposta ao estimulo maximo do "pulp tester" - 80) e o
tempo imediatamente anterior ao de obtencao de resposta, ou seja, intervalo

de tempo no qual o dente nao apresenta resposta ao estimulo maximo.

e anestesia parcial periodo entre o ultimo valor maximo obtido com o pulp

tester e a volta ao limiar basal pré-anestesia, ou seja, tempo no qual o dente
apresenta resposta ao estimulo elétrico, porém esta resposta ocorre com

estimulo maior do que o basal pré-anestesia.
19



7 - DESTINO DOS ANIMAIS

Ao recuperarem-se totalmente da anestesia geral, depois de terminada a
avaliagdo da anestesia local, 0s animais foram capazes de remover os eletrodos,
impossibilitando o reaproveitamento dos mesmos para um novo experimento. Sendo
assim, ao final dos testes os animais foram mortos pelo método de aprofundamento

de anestesia com a solugao de tiopental sodico.

8 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram comparados pelo teste t, com nivel de significAncia 5%,
com os seguintes dados (obtidos de Tofoli et al., 2006), considerando a anestesia
local com a mesma solucao em seres humanos (10 homens): Tempo de laténcia =
4,2 (x2,74) min; tempo de anestesia completa = 58 (+37,4) min e; tempo de

anestesia parcial = 42,4 = 14,9 min.
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RESULTADOS

O Quadro 1 mostra os resultados de limiar basal medidos em trés momentos

distintos, bem como as médias e desvios observados.

Quadro 1. Médias (= desvio padrao) do limiar basa! medido em trés periodos.

Basal 1 Basal 2 Basal 3 | Média (= DP)

Animal 1 63 - 55 47 55.0 (+8.00)
Animal 2 53 60 63 58.7 (+5.13)
Animal 3 34 45 45 41.3 (+6.35)
Animal 4 30 42 45 39.0 (x7.94)
Animal 5 43 52 49 48.0 (+4.58)
Animal 6 38 45 47 43.3 (x4.73)
Animal 7 60 47 52 53.0 (x6.56)
Animal 8 41 53 58 50.7 (+8.74)
Animal 9 42 40 41 41.0 (=1.00)
Animal 10 46 43 43 44.0 (+1.73)
Animal 11 52 45 53 50.0 (+4.36)
Animal 12 51 55 47 51.0 (+4.00)
Animal 13 53 69 56 59.3 (+8.50)
Animal 14 33 32 35 33.3 (+1.53)
Animal 15 45 35 39 39.7 (£5.03)
Animal 16 46 45 46 45.7 (+0.58)
Animal 17 45 45 46 45.3 (+0.58)
Animal 18 53 62 56 57.0 (+4.58)
Animal 19 55 57 53 55,0 (+2.00)
Animal 20 50 45 45 46.7 (+2.89)
Média (+ DP) | 46.65 (+8.79) | 48.6 (x9.17) | 48.3 (+6.81) | 47.85 (+7.18)
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A analise dos dados (two-way ANOVA) revelou que nao houve diferengas
estatisticamente significantes (p=0,5509) entre as médias dos trés periodos. O
coeficiente de variacao fol de 18.83%, 18.87% e 14.09%, respectivamente para as
medidas do limiar 1, 2 e 3. O teste de Pearson (r) revelou que houve correlacdo
moderada (0,4<rs<0,6) e significativa (p<0,05) entre as medidas de limiar 1 e 2, e 1
e 3, sendo que a medida 3 apresentou correlagao excelente (rs>0,8) e significativa
(p<0,0001) com a medida 2. Desta forma, as medidas podem ser consideradas
reprodutiveis e confiaveis, como pode ser observado na Figura 6, que mostra o perfil
do limiar basal dos animais, medidos pela metodologia proposta no presente estudo,

em trés periodos distintos.
80,

g

8

Medida do pulp tester

8

0 .
basal 1 basal 2 basal 3

Figura 6. Limiar basal (média, + desvio padrao) das medidas realizadas com o PT.

A atividade anestésica desenvolvida pela lidocaina no bloqueio do nervo

alveolar inferior de ratos pode ser observada na Tabela 1.

A anestesia pulpar dos molares inferiores do lado que recebeu lidocaina foi
atingida com sucesso para todos os animais avaliados no experimento. Ja o lado

oposto ao anestesiado, intacto e utilizado como controle, quando estimulado causou

resposta aversiva ao estimulo elétrico durante todo o periodo experimental e esta se
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manteve proxima ao limiar basal previamente estabelecido.

Os valores oblidos para o limiar basal mostraram-se constantes nas trés
medigdes para cada animal e para cada lado avaliade (Figura 6). A Tabela 1 mostra
a comparagéo ente os valores dos parametros de anestesia local obtidos & partir da

injecéo da solugdo anestésica em seres humanos e nos roedores.

Tabela 1. Laténcia e duragio parcial e completa (em minutos) da anestesia pulpar
em molares de ratos apés bloqueio do nervo alveolar inferior com lidocaina 2% com

epinefrina 1:100.000, comparados com 0s resultados em seres humanos

NI Humanos
Animais (n=20) (Tofoli et al., 2006)

Parametro Média DP IC95% Média DP p (teste t)
Laténcia (min) 475 35 3,14a6,36 4.2 2,7 0,5338
Anestesia 550 31,7 40,16 a 69,84 58 37,4 0,7694
completa {min)

Anestesia 195 06 1501a2308 32 14,8  0,0001
parcial (min)

Os resultados da Tabela 1 mostram que naoc houve diferengas
estatisticamente significantes (p>0,05) entre os resultados obtidos nos animais e nos

humanos, & excegao do tempo de anestesia parcial.

23



DISCUSSAOQ

Existem poucos modelos animais, destinados a avaliagdo da eficdcia
anestésica, disponiveis atualmente na literatura. Um deles, o bloqueio do nervo
infraorbital em ratos, descrito originariamente por Fink et al. (1975), tem se mostrado
conveniente para Odontologia em estudos da anestesia em tecidos moles {Ready &
Fink, 1980). Esta metodologia, porém, néo possibilita avaliar anestesia pulpar,
importante para a maioria dos procedimentos clinicos odontoldgicos. Devido a esta
necessidade, o modelo proposto neste estudo mostrou ser relevante, permitindo a
avaliagao dos pardmetros de laténcia, profundidade e duragio da anestesia pulpar.

Outro modelo, desenvolvido por GRIFFIE & BRUNEL (1959), visava &
avaliagéo de anestesia pulpar utilizando caes conscientes, mas apresentou grandes
dificuldades no manuseio dos animais. O uso de animais de menor porte, como
descrito no presente estudo, facilita a execucdo da experimentagdo com anestésicos
locais.

O método descrito por Peng & Ling (2007), o qual o artigo esta disponivel
apenas em mandarim, descreveu um modelo animal para avaliagao de anestesia
pulpar. Este consiste na estimulacéo elétrica de eletrodos fixados em cavidades
feitas nos incisivos inferiores de ratos. Entretanto, este método apresenta um viés
importante para estudos com anestésicos odontologicos: a proximidade entre o
incisivo avaliado com o correspondente do lado oposto, j& que estes podem ter
inervac@o contralateral. Pelo mesmo motivo, tal método também ndo permite
utilizagdo do lado oposto como controle. Este fator ndo mostrou influéncia no
presente estudo, pois a inervagdo dos molares inferiores é independente entre os
lados estudados.

A metodologia desenvolvida no presente estudo também permitiu estimular o
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dente do animal sem a necessidade do contato direto entre pesquisador e animal,

nao influenciando, assim, a resposta ao pulp tester elétrico.

O limiar basal dos animais se manteve dentro da faixa de valores considerada
normal para humanos {40-70), mantendo-se constante para os lados esquerdo e

direito dos animais, fato que comprova a reprodutibilidade do método de avaliagdo.
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CONCLUSAO

O método proposto é eficaz no blogueio da sensibilidade do nervo alveolar
inferior, atingindo anestesia pulpar em molares de ratos.

A duragao da anestesia foi avaliada com sucesso pelo pulp tester elétrico, de
modo similar aguele em seres humanos. O método descrito permite a aplicagao do
estimulo elétripo em dentes de animais, sem haver contato deste com o
pesquisador, 0 que poderia influenciar na resposta aversiva que deve ser observada

quando o animal sente o estimulo.

O modelo mostrou-se reprodutivel e preciso, uma vez que a variag&o nas
medidas foi pequena, permitindo avaliagéo confidvel de solugbes anestésicas locais,

de uma maneira similar a aquela utilizada em humanos.
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