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RESUMO

Introducédo: A ropivacaina é um anestésico local de longa duragédo de acdo, introduzido
mais recentemente em medicina, mas ainda ndo disponivel para uso odontoldgico em
tubetes. Estudos clinicos e com animais confirmam que a ropivacaina é um anestésico
local eficaz e que possui um efeito vasoconstritor intrinseco.

Objetivo: Avaliar os efeitos da ropivacaina sobre a reatividade vascular em artéria
mesentérica isolada de rato, comparar esse efeito ao da lidocaina e avaliar o possivel
envolvimento do endotélio vascular na resposta induzida pela ropivacaina em anel de
artéria mesentérica isolada de rato.

Material e método: Foram utilizados 12 ratos Wistar machos (250 — 300 g). Os
animais foram eutanasiados e através de uma incisdo no abdome do animal, foi retirada
a artéria mesentérica. Desta artéria foram obtidos anéis (1-2 mm) que foram mantidos
em cubas contendo 10 mL de solugéo nutritiva de Tyrode mantida a 37°C e gaseificada
com carbogénio. Para o registro das contracGes isométricas, cada anel foi suspenso, por

linhas de algodéo, a um transdutor de forca conectado a um sistema de aquisicéo.



Resultado: Tanto a lidocaina como a ropivacaina ndo apresentam efeito vasoconstritor
quando adicionadas a cuba no ténus basal dos anéis com endotélio funcional. Da mesma
maneira elas foram capazes de induzir relaxamentos dependentes da concentragcdo em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com endotélio funcional e pré-
contraidos com fenilefrina (Emax = 31,7 £ 3,3% e 69 * 8 %); respectivamente; n = 6). As
respostas vasorelaxantes para a lidocaina e ropivacaina em aneis sem o endotélio
funcional (Emax = 28,7 = 1,3%; n = 7 Emax = 58,8 = 5,9%; n = 6, respectivamente) ndo
foram significativamente diferentes daquelas obtidas na condi¢cdo onde os anéis estavam
com endotélio funcional. Tanto a lidocaina como a ropivacaina foram capazes de
induzir vasorelaxamento (Emax =293 %; n=7 e 21,2 + 5,1%; n = 7, respectivamente)
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, porém,
pré-contraidos com solucdo despolarizante de Tyrode (KCl a 80 mM).

Conclusdo: A ropivacaina produz efeito vasorelaxante, em artéria mesentérica superior
de rato, sendo este independente da participacdo do endotélio e possivelmente através

da abertura de canais para K+ na célula muscular lisa vascular.

Descritores: Anestesia; lidocaina; endotélio.

ABSTRACT

Introduction: Ropivacaine is a local anesthetic of long duration of action, more
recently introduced in medicine, however is not available for dental use in tubes yet.
Clinical and animal studies have confirmed that bupivacaine is an effective anesthetic
that also has an intrinsic vasoconstrictor effect. Objective: To evaluate the effects of

ropivacaine on vascular reactivity in isolated rat mesenteric artery, compare this to the



effect of lidocaine and evaluate the possible involvement of the vascular endothelium
induced by ropivacaine in isolated rat mesenteric artery ring response.

Material and Methods: It was used 12 male Wistar rats (250-300 g). The animals were
euthanized and through an incision in the abdomen of the animal, the mesenteric artery
was removed. Artery rings (1-2 mm) were obtained by the mesenteric artery, which
were kept in vats containing 10 ml of Tyrode's nutrient solution kept at 37 ° C and
gassed with carbogen. For the recording of isometric contractions, each ring was
suspended by cotton lines to a force transducer connected to a data acquisition system.
Results: Both lidocaine and ropivacaine have no vasoconstrictor effect when added to a
vat in the basal tone of the rings with functional endothelium. In the same way they
were able to induce relaxation in a concentration-dependent proportion in isolated
superior mesenteric artery of rat and with functional endothelium rings pre contracted
with phenylephrine (Emax = 31.7 % + 3.3 and 69 + 8 %, respectively ; n = 6). The
vasorelaxation  responses for lidocaine and ropivacaine rings without functional
endothelium ( Emax = 28.7 £ 1.3 %, n = 7 Emax = 58.8 + 5.9 %, n = 6, respectively)
were not significantly different of those obtained under the condition where the rings
with functional endothelium were. Both lidocaine and ropivacaine were able to induce
vasorelaxation (Emax =29 £ 3 %, n =7 and 21.2 + 5.1 %, n = 7, respectively ) in the
superior mesenteric artery rings isolated rat without functional endothelium however,
pre contracted with depolarizing Tyrode solution ( 80 mM KCl ).

Conclusion: Ropivacaine produces vasorelaxant effect in rat superior mesenteric artery,
which is independent of the participation of the endothelium and possibly by opening

channels for K + in vascular smooth muscle cell.

Descriptor : Anesthesia; lidocaine; endothelium.



INTRODUCAO

A primeira anestesia foi relatada por volta de 1844, com ¢xido nitroso e com
finalidade exododntica. A anestesia local surgiu em setembro de 1884 com o uso da
cocaina, por Carl Koller, um oftalmologista de Viena.X

Visto os diversos relatos de toxidade com a cocaina, a farmacologia evoluiu até
que foi desenvolvido o primeiro anestésico local, a procaina no ano de 1899.1

Os anestésicos locais sdo classificados de acordo com sua estrutura quimica em
éster ou amida. Os que tém maior aplicacdo clinica sdo os anestésicos do tipo amida,
compreendidos pela mepivacaina, lidocaina, articaina, bupivacaina e ropivacaina.2
Assim, a ropivacaina promete ser um grande anestésico na inddstria farmacéutica por
apresentar baixa toxidade e ser de longa durac&o.** E um anestésico local de longa
duracdo de agdo, introduzido mais recentemente em medicina, mas ainda néo disponivel
para uso odontologico em tubetes. Alguns poucos trabalhos avaliaram a eficécia
anestésica da ropivacaina em técnica de bloqueio e infiltragdo, em odontologia.>®"®
ExperimentagBes in vitro e in vivo tém demonstrado ser a ropivacaina menos
neurotédxica e cardiotdxica que a bupivacaina devido a sua forma levogira de amino-
amida.>* Liga-se 94% as proteinas plasmaticas e possui alta lipossolubilidade.®

Estudos clinicos e com animais confirmam que a ropivacaina € um anestésico
local eficaz e que possui um efeito vasoconstritor intrinseco. Pesquisadores descreveram
que ela reduz o fluxo sanguineo capilar cutaneo de porcos quando administrada por via
subcutanea.’® Outros estudos experimentais mostraram que este anestésico promove
contracdo das arteriolas cerebrais de cées e reduz significativamente o fluxo sanguineo

em nervos periféricos de ratos.*** Contudo os estudos envolvendo suas propriedades



farmacocinéticas sdo bastante divergentes, sobretudo aqueles que enveredam na sua
vasoconstricao intrinseca, sua propriedade mais relevante.'" **

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da ropivacaina sobre a
reatividade vascular em artéria mesentérica isolada de rato, comparar esse efeito ao da

lidocaina e avaliar o possivel envolvimento do endotélio vascular na resposta induzida

pela ropivacaina em anel de artéria mesentérica isolada de rato.

MATERIAL E METODO

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo CEPA - Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe sob o protocolo de ndmero
83/2011.
Animais

Foram utilizados 12 ratos Wistar machos normotensos (Rattus norvegicus),
jovens adultos (2 meses) pesando entre 250 e 300g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Sergipe, e mantidos no biotério setorial da Universidade
Federal de Sergipe sob condicdo controlada de temperatura e ciclo claro-escuro de 12

horas (6 - 18 horas), tendo livre acesso a alimentagdo e agua.

Drogas

Durante a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas as seguintes drogas:
ropivacaina (Cristélia), lidocaina (Cristalia), fenilefrina (FEN), acetilcolina (Ach) e
tiopental. Para a preparacdo das solugdes estoques, todas as drogas foram dissolvidas
em agua destilada, mantidas a 0° C e, quando necessario, elas foram diluidas em solucgéo

de Tyrode para concentragdes desejadas.



Caracterizacao dos efeitos da Ropivacaina sobre a reatividade vascular em artéria

mesentérica de rato

Preparacdo das artérias

Os ratos foram sacrificados por dessangramento sob anestesia com tiopental e
através de uma incisdo no abdome do animal, foi entdo retirada a artéria mesentérica
superior. De cada segmento arterial obteve-se até quatro anéis (1 - 2 mm) livres de
tecido conjuntivo e adiposo. Os anéis de artéria foram mantidos em cubas contendo 10
mL de solucdo nutritiva de Tyrode (concentracdo em mM: NaCl, 158.3; KCI, 4.0;
CaCl,, 2.0; MgCl,, 1.05; NaH,PO4, 0.42; NaHCO3, 10.0 e glucose, 5.6), a 37° C e
gaseificada com uma mistura carbogénica (95% de 0, e 5% de CO,). Os anéis ficaram
suspensos por linhas de algodao fixadas a um transdutor de forca acoplado a um sistema
de aquisicdo (Biodata, BIOMED) para o registro das contracdes isométricas. Cada anel
foi entdo submetido a uma tensdo constante de 0,75 g por um periodo de no minimo 60
min. Durante este tempo, a solugédo nutritiva foi trocada a cada 15 minutos para prevenir
a interferéncia de metabolitos. Os anéis sem endotélio foram obtidos mecanicamente
através do atrito entre as paredes internas do vaso com o auxilio de uma haste de aco.

A presencga ou auséncia do endotélio funcional foi verificada pela habilidade,
medida em percentagem (%), da ACh (1 uM) em relaxar os anéis pré-contraidos com 1
UM de fenilefrina. Foram entdo considerados com endotélio funcional, os anéis que
apresentarem relaxamentos superiores a 75 % sobre a pré-contracdo com fenilefrina. Ja
0s anéis com relaxamentos inferiores a 10 %, foram considerados sem endotélio

funcional. Anéis com relaxamentos entre 10 e 75 % foram descartados.

Protocolos experimentais



Avaliacdo do efeito da ropivacaina e da lidocaina sobre o ténus basal de anéis de
artéria mesentérica

Apo6s o periodo de estabilizacdo e a verificacdo da presenca do endotélio
funcional, foram adicionadas cumulativamente a cuba, concentragdes crescentes da
ropivacaina (10 — 3 x 10° M, n = 4) e da lidocaina (10" — 3 x 10° M, n = 4) para

obetengéo de uma curva-resposta.

Avaliagdo do efeito da ropivacaina e da lidocaina sobre anéis de artéria
mesentérica pra-contraidos com fenilefrina

Apbds o periodo de estabilizacdo e a verificacdo da presenca do endotélio
funcional, os anéis foram pré-contraidos com FEN (1 puM) e sobre a fase ténica desta
contracdo foram adicionadas separadamente a cuba, concentragBes crescentes da
ropivacaina (10%? — 3 x 10° M, n = 6) e da lidocaina (10 — 3 x 10° M, n = 6), para

obtencédo de uma curva concentragdo-resposta.

Avaliacdo da participacdo do endotélio vascular nos efeitos da Ropivacaina e da
lidocaina em anel de artéria mesentérica isolada de rato

Para avaliar a participacdo do endotélio vascular no efeito induzido pela
ropivacaina e lidocaina, curvas semelhantes ao protocolo anterior foram obtidas em

anéis sem endotélio funcional.

Avaliacdo da participacdo dos canais para Ca®* nos efeitos da ropivacaina e da
lidocaina em anel de artéria mesentérica isolada de rato

Um possivel efeito da ropivacaina e da lidocaina sobre os canais para Ca** foi
investigado construindo curvas concentracdo-resposta para a ropivacaina (10% — 3 x
10° M, n = 7) e a lidocaina (10 — 3 x 10° M, n = 7) em anéis sem endotélio e na

presenca de altas concentragbes de K*. Neste protocolo experimental a solugdo de



Tyrode da cuba foi trocada pela solucdo despolarizante de Tyrode com KCI a 80 mM

(KCI 80) e as preparacdes permaneceram nesta solucéo até o final do experimento.

Andlise estatistica

Os valores foram expressos como a média + erro padrdo da média (e.p.m.).
Quando necessario, foram utilizados analise de variancia “two-way” (ANOVA) seguida
do pés-teste de Bonferroni para avaliar a significancia das diferencas entre as médias.
Em todos estes procedimentos foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism

versao 3.02.

RESULTADOS
Como pode ser observado na figura 1, tanto a lidocaina como a ropivacaina ndo

apresentam efeito vasoconstritor quando adicionadas a cuba no toénus basal dos anéis

com endotélio funcional.

—e— LIDO com endotélio

—=— ROPI com endotélio
25

50

% de relaxamento

754

100-

11 9 7 5
- Log [Droga]

Figura 1: Curvas concentracdo-resposta para a lidocaina (10" - 3x10° M; n = 4) e a
ropivacaina (102 - 3x10™° M; n = 4) sobre o tdnus basal de anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato, com endotélio funcional. Porcentagem de relaxamento considerando o efeito da
ultima concentragdo 100%. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.



Na figura 2, tanto a lidocaina como a ropivacaina foram capazes de induzir
relaxamentos dependentes da concentracdo em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato com endotélio funcional pré-contraidos com fenilefrina (Enax = 31,7 £
3,3% e 69 * 8 %; respectivamente; n = 6). O vasorelaxamento obtido para a ropivacaina

foi significativamente maior do que aquele obtido para a lidocaina.
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Figura 2 Curvas concentragdo-resposta para a Lidocafna (10 - 3x10™° M) e a Ropivacaina (10°
12_3x10° M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato, com endotélio funcional
(n= 6), pré-contraidos com FEN (1uM). Os valores estdo expressos como média £ E.P.M. Os
dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo pés-teste de Bonferroni. * p
<0,05 e *** p < 0,001 vs lidocaina.

Na figura 3, as respostas vasorelaxantes para a lidocaina e ropivacaina em anéis
sem o endotélio funcional (Emax = 28,7 = 1,3%; n = 7 Enax = 58,8 + 5,9%; n = 6,
respectivamente) ndo foram significativamente diferentes daquelas obtidas na condicao
onde os anéis estavam com endotélio funcional (Emsx = 31,7 = 3,3% e 69 £ 8 %j;

respectivamente; n = 6).
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Figura 3 Curvas concentracio-resposta em (A) para a Lidocaina (102 - 3x10° M; n = 7) e em
(B) para a Ropivacaina (10™*? - 3x10®° M; n = 6) (B) em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato, sem endotélio funcional, pré-contraidos com FEN (1uM). Os valores estdo

expressos como média + E.P.M.

Na figura 4, o efeito vasorelaxante apresentado pela ropivacaina em anéis pré-

contraidos com solucdo despolarizante de Tyrode (KClI a 80 mM), foi

significativamente menor quando comparado aquele obtido em anéis sem endotélio

funcional pré-contraidos com fenilefrina (Emax = 21,2 £ 5,1%; n = 7 VS Enax = 58,8 £

5,9%; n = 6). No entanto, o efeito apresentado pela lidocaina foi semelhante nas duas

condicdes (Emax =293 %;N=7VSEnx=28,7+1,3%;n=7).
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Figura 4 Curvas concentracdo-resposta para a Lidocaina (10 - 3x10™ M) e para a Ropivacaina
(10™*? - 3x10®° M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio
funcional, pré-contraidos com FEN (1 uM) (n = 7) e com KCI 80 mM (n = 7). Os valores foram
expressos como média £ e.p.m. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido
pelo pos-teste de Bonferroni. ** p <0,01 e *** p < 0,001 vs lidocaina.

DISCUSSAO

Diferentemente dos outros anestésicos locais, a ropivacaina parece apresentar
um efeito vasoconstritor intrinseco em experimentaces in vivo e in vitro. X6
Portanto, este trabalho teve como o objetivo avaliar os efeitos vasculares da ropivacaina
através de uma abordagem in vitro usando preparacGes de anel de artéria mesentérica
superior isolada de rato e comparando os efeitos da lidocaina, um anestésico local
padrdo usado na odontologia.

Na figura 1 a ropivacaina e o controle (lidocaina) ndo apresentaram nenhum
efeito contratil nos anéis de artéria mesentérica de rato. Da mesma maneira, num estudo
da avaliacdo do efeito da ropivacaina em anéis de aorta de porco, este anestésico ndo
suscitou qualquer resposta vasoativa nos anéis arteriais com endotélio intacto.’® J4 em
outro experimento a ropivacaina produz uma vasoconstricdo dependente da
concentracdo em artérias mesentéricas de ratos.*

Como os anestésicos testados ndo apresentaram efeito vasoconstritor no ténus
basal, foram realizados experimentos para avaliar os efeitos da ropivacaina e lidocaina
em anéis pré-contraidos com 1 uM de fenilefrina. Na figura 2 tanto a lidocaina como a
ropivacaina foram capazes de induzir relaxamentos dependentes da concentracdo em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato com endotélio funcional. E, além

disso, este vasorelaxamento obtido para a ropivacaina foi significativamente maior do

gue aquele obtido para a lidocaina.
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Estudos corroboram estes resultados, demonstrando que quando injetados em
tecidos moles, todos 0s anestésicos locais apresentam um efeito vasorelaxante.’® Em
estudo com anéis de aorta de porco, os resultados checaram que a ropivacaina produziu
um relaxamento dependente da concentracdo em anéis de aorta pre-contraidos com
fenilefrina e com endotélio intacto.™

Porém, este resultado diverge de um estudo que aferiu efeitos contracteis da
ropivacaina in vitro em leitos mesentéricos arteriolares obtidos a partir de 22 ratos
machos adultos. O estudo concluiu que a ropivacaina apresenta um efeito vasoconstritor
em artéria mesentérica de rato.”® As dinamicas local e sistémica de determinado
anestésico local dependem do sitio de sua administracdo. Dessa forma, as diferentes
aplicagdes experimentais devem ser consideradas separadamente.”

Estudo com a anestesia bulbar, a ropivacaina apresentou menor amplitude de
pulso ocular associada a manutencdo da pressdo de perfusdo ocular e esse motivo
reforca a hipdtese da vasoconstricdo mediada farmacologicamente.?

Sabendo-se que o endotélio é um importante regulador do ténus vascular por
liberar fatores relaxantes derivados do endotélio, principalmente o NO e produtos
derivados da ativacdo da ciclooxigenase (COX), tal como prostaciclinas, foram
realizados experimentos com o objetivo de avaliar a participacdo do endotélio nesta
resposta.”** Estes experimentos foram entdo realizados em anéis de artéria sem o
endotélio funcional. Na figura 3, as respostas vasorelaxantes para a lidocaina e
ropivacaina em anéis sem o endotélio funcional ndo foram significativamente diferentes
daquelas obtidas na condi¢do onde os anéis estavam com endotélio funcional.

Isto sugere que o endotélio ndo parece ser importante para a expressdo desta

resposta e uma via muscular pode estar envolvida.
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Gherardini et al (1995)* sugeriram que a ropivacaina induz vasoconstricio, nao
havendo diferengas significativas entre os preparativos envolvendo anéis de artéria
mamaria interna e anéis de artéria radial humanas com e sem endotélio. Da mesma
maneira, Lin et al (2007)*® confirmaram que a ropivacaina induz vasoconstricdo na
aorta de porco desnudada do endotélio.

As diferencas nos resultados entre o presente estudo e outros podem estar
relacionados a diferengas no projeto experimental. A sensibilidade vascular para a
ropivacaina pode diferir entre as espécies e a resposta vasoativa da artéria mesentérica
para a ropivacaina pode ser diferente do que a observada em outros vasos.??*

O aumento da concentragdo externa de K* (KCI 80 mM) induz contragdo do
masculo liso através da ativacdo de canais de calcio operados por voltagem (VOCCs) e
consequente liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico. As contragdes induzidas
por altas concentracdes de K* sdo inibidas por bloqueadores de canais para Ca®* ou por
remogdo de Ca** do meio externo e sdo desta forma totalmente dependente do influxo
de Ca?*.'® Este procedimento também impede parcialmente o efluxo de K* e atenua
relaxamentos mediados por abertura de canais para K*.°

Assim, na figura 4 tanto a lidocaina como a ropivacaina foram capazes de
induzir vasorelaxamento (Emax =293 %; n=7 e 21,2 + 5,1%; n = 7, respectivamente)
em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato sem endotélio funcional, porém,
pré-contraidos com solucdo despolarizante de Tyrode (KCl a 80 mM).

Interessantemente, o relaxamento para a lidocaina nesta condigdo experimental
ndo foi diferente daquele obtido em anéis sem endotélio funcional e pré-contraidos com

fenilefrina, ja o relaxamento induzido por ropivacaina foi siginificativamente menor do

que aquele observado em anéis pré-contaidos com fenilefrina, 0 que sugere uma
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possivel participagdo dos canais para K no efeito vasorelaxante induzido pela
ropivacaina.

Um estudo onde os anéis de aorta de rato foram equilibrados durante 1 h, a uma
tensdo em repouso de 3 g e apds o equilibrio, todos os anéis foram expostos ao KCI (3 x
102 M) para avaliar a capacidade de resposta vasocontratil global e em seguida
adicionou-se as doses crescentes de ropivacaina. O resultado foi entdo uma resposta
bifasica em aortas de rato dependente da concentracdo. Aferiu-se contracdo nas
concentracdes mais baixas (3 x 10° a 3 x 10™* M), seguido pelo abrandamento da
contracdo em concentragbes mais elevadas (102 a 3 x 10 M). E dificil de explicar a
dependéncia da concentragdo do mecanismo subjacente aos efeitos bifasicos de
ropivacaina na contragdo vascular, especialmente o relaxamento em concentragfes mais

elevadas. %8

CONCLUSAO

Estes resultados demonstram que a ropivacaina produz efeito vasorelaxante, em
artéria mesentérica superior de rato, sendo este efeito independente da participacdo do
endotélio e possivelmente através da abertura de canais para K+ na célula muscular lisa
vascular. Assim, a Ropivacaina apresenta um efeito semelhante aos demais anestésicos

locais utilizados na clinica.
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