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= RESUMO

Introducao: O alivio da dor apds a cirurgia continua sendo um dos desafios médicos mais
significativos, principalmente na cirurgia estética. A infiltracdo da inciséo cirtrgica com anestésicos
locais tem sido cada vez mais utilizada para reduzir a dor e o uso de analgésicos. No entanto,
pouco se sabe sobre o efeito desta injecdo na cicatrizacdo. O objetivo é avaliar a interferéncia dos
anestésicos locais na area de infiltrado inflamatério e cicatriz de fibrose em ratos. Métodos: Duas
incisoes lineares foram feitas cada uma na regido dorsal de 40 ratos Wistar. A inciséo esquerda
foi infiltrada com doses de 1,8ml de bupivacaina, levobupivacaina, ropivacaina ou solug¢io salina
0,9%. A inciséo direita ndo recebeu infiltragio, servindo como grupo controle. Apés sete dias,
amostras das incisées foram coletadas para avaliagio morfométrica histolégica. Resultados:
Quando comparada com os grupos controle, a area de infiltrado inflamatério encontrada foi
maior nos grupos bupivacaina, ropivacaina e levobupivacaina. O grupo bupivacaina apresentou
um infiltrado inflamatério maior do que a levobupivacaina e a ropivacaina. A drea da cicatriz
fibrosa foi maior nos grupos levobupivacaina e ropivacaina. Ndo houve diferenca entre os
grupos que receberam anestésico e solugio salina. Conclusao: Como néo houve diferenca
entre os grupos de anestésico e soro fisiolégico, o volume aplicado ou o trauma podem ter sido
a causa das maiores areas de infiltracio e cicatriz associadas a aplicagio dos anestésicos locais.

Descritores: Inflamagéo; Bupivacaina; Levobupivacaina; Ropivacaina; Cicatriz.
1 ABSTRACT

Introduction: Pain relief after surgery remains one of the most significant medical
challenges, mainly in aesthetic surgery. The infiltration of the surgical incision with
local anesthetics has been increasingly used to reduce pain and other analgesic use.
However, little is known about the effect of this injection on healing. The objective is to
evaluate the interference of local anesthetics in the area of inflammatory infiltrate and
fibrosis scar in rats. Methods: Two linear incisions each were made on the dorsal region
of 40 Wistar rats. The left incision was infiltrated with doses of 1.8ml of bupivacaine,
levobupivacaine, ropivacaine, or 0,9% saline solution infiltration. The right incision
did not receive infiltration, serving as a control group. After seven days, samples of
the incisions were collected for histological morphometric evaluation. Results: When
compared with the control groups, the area of inflammatory infiltrate was found
larger in the bupivacaine, ropivacaine, and levobupivacaine groups. The bupivacaine
group presented a larger inflammatory infiltrate than the levobupivacaine and
ropivacaine. The fibrous scar area was larger in the levobupivacaine and ropivacaine
groups. There was no difference between the groups that received anesthetic and
saline solution. Conclusion: As there was no difference between the anesthetics and
saline solution groups, the volume applied, or the trauma may have been the cause of
the larger areas of infiltrating and scar associated with local anesthetics application.

Keywords: Inflammation; Bupivacaine; Levobupivacaine; Ropivacaine; Cicatrix.
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Infiltragdo de anestésicos locais na ferida cirurgica

INTRODUCAO

O alivio da dor apés a cirurgia continua sendo
um dos desafios médicos mais significativos, e o
tratamento inadequado pode atrasar a alta hospitalar
e a recuperacido do paciente. Além disso, a dor pés-
operatéria é aguda e, quando conduzida de maneira
inadequada, pode levar ao desenvolvimento de dor
cronica e maior uso de analgésicos, incluindo opioides,
e suas consequéncias’?,

A infiltracdo das incisdes cirdrgicas com
anestésicos locais (AL), principalmente os de longa
duragéo, tem sido cada vez mais utilizada em diversos
tipos de cirurgias, e os resultados descritos nos estudos
sdo animadores!?. Os efeitos desta aplicagido foram
testados em diversos modelos experimentais®*’. No
entanto, oimpacto dainfiltracao de AL na cicatrizacido da
incisio cirurgica ainda néo foi totalmente estabelecido.

As cirurgias estéticas por vezes séo significativas
e, consequentemente, podem causar com dores
intensas no pés-operatério. A infiltragdo de AL poderia
melhorar esta dor; entretanto, é necessario avaliar se
esta infiltracdo influencia na cicatrizacio, o que poderia
prejudicar o resultado final.

OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo avaliar a
interferéncia da infiltragdo de AL de longa duracéo na
incisao cirdrgica no infiltrado inflamatério e nas areas
de cicatriz fibrosa em ratos.

METODOS

Este estudo foi realizado em um hospital ptiblico
terciario (Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Tridngulo Mineiro, Uberaba, Minas Gerais, Brasil)
de janeiro de 2018 a janeiro de 2020, aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais sob o protocolo
numero 314. Todas as os animais foram tratados
seguindo as recomendacbées do Comité Institucional
de Cuidado Animal.

Seguimos as recomendacées do Comité sobre
ética no uso de animais para cumprir o principio dos
3R (reducgao, refinamento e substituicio). Nenhum
céalculo amostral foi realizado. Quarenta ratos Wistar, 20
machos e 20 fémeas, foram divididos em quatro grupos
de 10, com o0 mesmo numero de fémeas e machos em
cada grupo. Os animais nio apresentaram diferenga no
peso, com este variando entre 152 a 378 gramas, com
média de 264 gramas (= 0,06).

Os ratos foram colocados em gaiolas com
temperatura controlada (24 = 1° C) e em ciclos de 12
horas com luz-12 horas no escuro. Foram alimentados
com uma dieta padrio com adgua ad libitum por 12 horas
antes do protocolo experimental.

O procedimento cirargico foi realizado sob
anestesia geral, induzida por cloridrato de xilazina 2%,
5mg/kg, associado a cetamina, 70mg/kg, administrada
por via intraperitoneal. Confirmada a anestesia (perda
do reflexo caudal, patas e relaxamento muscular), a
regido dorsal do animal foi tricotomizada, limpa com
iodopovidona e seca com gaze estéril apds 2 minutos.
Duas incisées lineares de cerca de 2cm cada foram feitas
na regiao dorsal, simétricas em relacdo a linha média,
atingindo o tecido subcutaneo. A incisdo esquerda foi
infiltrada com doses de 1,8ml de AL (Figura 1), e a
incisdo direita ndo recebeu infiltragdo (grupo controle).
Outro grupo recebeu aplicacdo de 1,8ml de solugio
salina (SS) 0,9% na incisdo esquerda e nada na direita.
Foram feitos seis pontos de aplicacgéo (0,3ml por ponto)
distribuidos ao longo da incisdo de 2cm.

Os grupos foram nomeados de acordo com a
substancia aplicada na inciséo:

Figura 1. Incisoes cirturgicas suturadas, simétricas em relacdo a linha média,
na area dorsal do animal de teste.

- Bupivacaina - infiltracdo de bupivacaina
0,25%;

- Levobupivacaina - infiltracio de levobupivacaina
com excesso enantiomérico 0,25%;

- Ropivacaina - infiltracdo de ropivacaina
0,25%;

- Solucao fisiolégica - infiltracdo de solucgao
fisiolégica 0,9%.

Nao houve avaliagio da equipoténcia anestésica.
Optamos por padronizar o volume e a quantidade de
pontos de aplicacdo nos grupos.

Dois minutos apés a infiltracgéo, as incisées foram
suturadas com fio prolene 4.0. Houve um periodo de
observacio de 2 horas apés a aplicacio do anestésico
local. Os animais receberam uma inje¢io intramuscular
de tramadol (2mg/kg) durante o periodo pés-operatério
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a cada 12 horas por trés dias. A ferida operatéria foi
tratada uma vez ao dia, e os animais foram sacrificados
ao final do sétimo dia.

Imediatamente apds o sacrificio, amostras
de tecido das duas incisées com didmetro médio
de 2cm? foram removidas e fixadas em formaldeido
tamponado a 4% por aproximadamente 4 horas.
Posteriormente, foram clivadas e amostras da cicatriz
processadas e incluidas em parafina para confeccao
de cortes histolégicos de cerca de 5 micrémetros (um)
de espessura. A seguir, os cortes histolégicos foram
corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE)
para avaliacdo do infiltrado inflamatério e de tricrémio
de Masson (MT) para avaliacdo da cicatriz fibrosa.
As laminas foram analisadas em microscépio de luz
comum (OLYMPUS® BX40) por um Unico observador
previamente treinado, que desconhecia o grupo ao qual
cada animal pertencia (cego).

Para realizagdo da andalise morfométrica da area
do infiltrado inflamatério (HE) e da cicatriz fibrosa
(MT), foram selecionadas as areas com maior infiltrado
inflamatério ao redor da cicatriz cirtirgica (HE) e o foco
com maior didmetro cicatricial (MT), respectivamente.
Para determinar a area do infiltrado inflamatério e da
cicatriz, foi utilizado o sistema analisador de imagem
semiautomatico Image J® 1.32j (National Institutes of
Health, US), utilizando um como unidade de referéncia
e o campo de aumento 100X do microscépio 6ptico
Olympus BX41 (Olympus®, Sio Paulo, Brasil).

O programa Biostat®, versao 5.0, foi utilizado
para a andlise estatistica. As comparacbes entre os
diferentes grupos foram feitas por meio do teste
ANOVA unilateral com pds-teste de Bonferroni e teste
de Kruskal-Wallis com pés-teste de Student-Newman-
Keuls. Os resultados foram considerados significativos
quando a probabilidade de rejeicdo da hipétese nula
foi inferior a 5% (p <0,05).

RESULTADOS

Avaliando morfologicamente, o infiltrado inflamatério
era predominantemente mononuclear, permeado por
ocasionais células polimorfonucleares, principalmente
neutréfilos. A Tabela 1 mostra os resultados da 4rea do
infiltrado inflamatério nos diferentes grupos.

A &rea do infiltrado inflamatério foi significativamente
maior nos grupos bupivacaina, ropivacaina e levobupivacaina
em comparacdo com seus controles (incisdées que nao
receberam infiltragcdo). Ao comparar os grupos entre si,
o grupo bupivacaina apresentou infiltrado inflamatério
significativamente maior do que os grupos levobupivacaina
e ropivacaina. Além disso, o grupo SS 0,9% apresentou
area do infiltrado inflamatério substancialmente maior do
que o grupo controle. No entanto, nenhuma diferenca foi
observada entre o grupo SS 0,9% e os grupos AL testados.

A Figura 2 ilustra a drea do infiltrado inflamatério
em quatro animais diferentes. A Tabela 2 mostra os
dados da avaliagido da area da cicatriz fibrosa.

Ao avaliar a drea da cicatriz fibrosa, foi observada
diferenca significativa entre os grupos levobupivacaina
e ropivacaina e seus controles. Além disso, a drea da
cicatriz fibrosa era maior quando esses dois anestésicos
foram aplicados. Porém, ao comparar os grupos AL com
o grupo SS 0,9%, nao houve diferenca.

A Figura 3 mostra a cicatriz fibrosa em quatro
animais diferentes.

DISCUSSAO

A infiltragdo de AL na pele e tecido subcutineo
é amplamente utilizada para fins analgésicos ap6s
correcao cirtrgica em diferentes tipos de cirurgia'?. Os
ALs de longa duragao, como bupivacaina, ropivacaina
e a levobupivacaina com excesso enantiomérico,
que corresponde a 75% do isébmero levogiro e 25%
do isémero dextrogiro, sdo usados regularmente.
Teoricamente, a infiltracdo destes anestésicos é o
método mais racional de analgesia, uma vez que
bloqueiam as aferéncias nociceptivas e, portanto, a dor
e o estresse secundario®*°.

Existem controvérsias sobre a interferéncia do
AL na cicatrizagdo de feridas cirturgicas. Os efeitos da
injecdo ou aplicacéo topica de AL tém sido testados
em varios modelos experimentais, utilizando tempo
de cicatrizacdo, medidas de resisténcia a tragdo, area
de processo inflamatério, regeneracgéao, tecido de
granulacdo e angiogénese®’. Esses estudos usaram
roedores cuja pele cicatriza rapidamente, menos
suscetiveis a agentes inibitérios e fatores sistémicos
que podem limitar a cicatrizacio®.

A cicatrizacdo de feridas cirtrgicas ocorre
quando o tecido no local da lesdo é substituido por
tecido conjuntivo vascularizado. A primeira etapa
da cura é o inicio de uma reacio inflamatéria que
reabsorvera o sangue extravasado e os produtos de
degradacio dos tecidos. Posteriormente, ocorre a
proliferagio de capilares e fibroblastos que formaréao
o tecido conjuntivo cicatricial. O volume final da
cicatriz depende dos estimulos que regulam a atividade
das células produtoras da matriz extracelular e do
equilibrio entre a sintese e a degradagio da matriz!’.
Existem evidéncias de que a intensidade e o tipo do
infiltrado inflamatério definirao a extensao da cicatriz!?
No presente estudo, a avaliagio foi realizada sete dias
ap6s a incisdo. Neste momento, a cura provavelmente
estd no estagio de granulacgio/proliferacido, que se
caracteriza pela migracéo de fibroblastos e producéo
de colageno em ratos'®. Porém, mesmo nessa fase,
infiltrado inflamatério significativo ao redor da cicatriz
foi observado em todos os grupos.
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Tabela 1. Area de infiltrado inflamatério na ferida operatéria ap6s aplicagio de anestésico local e solucéo salina nos diferentes

grupos de animais.

Area mediana (um?)

Grupo Animal

Bupivacaina 1595646,75°
Bupivacaina controle 10301715
Levobupivacaina 975600
Levobupivacaina controle 762221,8
Ropivacaina 1278801,3f
Ropivacaina controle 340497
SS0,9% 1440765,3¢
SS 0,9% controle 749901,3

Area Minima (um?) Area Maxima (um?)

353178,5 3785935,5
181919 2865686,5
661763 1829388
97105 971325

379043,5 4122721,5
340497 565769
832288 1959811

74383 1054869

Grupo controle: incisdo que nédo recebeu infiltracdo. “Bupivacaina x Bupivacaina controle p <0,05; "Levobupivacaina x Levobupivacaina controle p <0,05;
‘Ropivacaina x Ropivacaina controle p <0,05; 4SS x SS controle p <0,05; “Bupivacaina x Levobupivacaina p <0,05; ‘Bupivacaina x Ropivacaina p <0,05; ANOVA

unilateral.

Figura 2. Area de infiltrado inflamatério (setas) em quatro animais diferentes.
Observar que em A (bupivacaina) e B (ropivacaina) a 4rea é maior que em C
(levobupivacaina) e em D (SS 0,9%) (hematoxilina-eosina, 100X). SS: Solugao
Salina

Figura 3. Area da cicatriz fibrosa corada em vermelho (setas) em quatro
animais diferentes. Observe que a drea é maior em A (levobupivacaina) e B
(ropivacaina) do que em C (SS 0,9%) e D (Bupivacaina) (tricrémico de Masson,
100X). SS: Solugao Salina

Tabela 2. Area de cicatriz fibrosa na ferida operatéria apés aplicacdo de anestésico local e solugéo salina nos diferentes

grupos de animais.

Area mediana (wm?)

Grupo Animal

Bupivacaina 449402
Controle de bupivacaina 605389,5
Levobupivacaina 818835,5%¢
Levobupivacaina ao controle 450434,0
Ropivacaina 8854094
Controle de ropivacaina 321682
SS 0,9% 530607,8
SS 0,9% de controle 501198,5

Area Minima (wm?) Area Maxima (uwm?)

146280 2016103,5
47813,5 1251420,5
346804 4741842
116934 779886
295817 2599696
207731 725589
235281,5 1997949
140366 1089956

Grupo controle: incisdo que nao recebeu infiltragdo. *Levobupivacaina x Levobupivacaina controle p <0,05; "Ropivacaina x Ropivacaina controle p <0,05;
<Bupivacaina x Levobupivacaina p <0,05; ‘Bubivacaina x Ropivacaina p> 0,05. Kruskal-Wallis.

A levobupivacaina foi associada & menor area de
infiltrado inflamatério e a uma das maiores areas de cicatriz
fibrosa. Essa observacao contradiz a concepcao de que a
intensidade do infiltrado inflamatério define a extensio da

formacéo da cicatriz2. E possivel que o tipo de infiltrado
inflamatério, mais do que sua intensidade, esteja associado
a uma area de cicatriz fibrosa maior ou menor, o que nao
foi avaliado no presente estudo. A presenca de infiltrado
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inflamatério interfere diretamente na formacéo da cicatriz;
entretanto, diferentes tipos de células inflamatérias podem
estar presentes, e essas células podem, ou nao, estimular a
producao de matriz extracelular. Outra possibilidade seria
que o volume ou trauma da aplicacio, e ndo o AL em si,
interferisse no infiltrado inflamatério e na cicatriz fibrosa'’,
uma vez que néo houve diferenca entre o grupo LA e o
grupo que recebeu SS, uma solugiao aparentemente inerte.

A aplicagdo de AL de longa duragédo na incisao
para analgesia pés-operatéria tem sido associada a
reducio das alteracoes induzidas por citocinas e, além
disso, minimiza a hiperalgesia'‘. Embora alguns estudos
sugiram que essas drogas também tenham propriedades
antiinflamatérias®®, nossos resultados demonstram que
a bupivacaina e a ropivacaina, principalmente a Gltima,
estdo associadas a um infiltrado inflamatério maior. Além
disso, a bupivacaina foi associada a uma area de infiltragio
significativamente maior do que seu isbmero levogiro, a
levobupivacaina.

Um estudo com ratos para avaliar processos
inflamatérios e cicatriciais da ferida apés infiltragéo de
AL delonga duracio, avaliando histologia e resisténcia
a tracdo no terceiro e décimo quarto dias, observou
que, no terceiro dia, houve um aumento significativo
de macréfagos no grupo que recebeu bupivacaina.
Também foi observado que a concentracio de colageno
estava aumentada nos animais infiltrados com
bupivacaina em comparagio com ropivacaina e SS. Nao
houve diferenca na resposta inflamatéria da cicatriz,
presenca de colageno e resisténcia a tragdo no décimo
quarto dia. Os autores concluiram que as alteracoes
causadas pela infiltragdo do AL n&o se estendem além
do terceiro dia e, portanto, ndo prejudicam o processo
de cicatrizagéo de feridas em ratos’. Nossos resultados
contradizem essa suposigao.

Outro estudo sobre os efeitos da infiltragdo de
AL no oitavo dia de cicatrizacdo em ratos demonstrou
que tanto a bupivacaina quanto a lidocaina reduziram
a producao de colageno e a resisténcia a ruptura da
cicatriz, causando edema, vascularizagio e inflamacéo
significativos quando comparados aos controles®.
Da mesma forma, no presente estudo, observamos
que a bupivacaina foi associada & maior area de
infiltrado inflamatério. Em relacéo a cicatriz fibrosa, a
bupivacaina parece nao interferir na cicatriz fibrosa.
Por outro lado, seu isémero levogiro, a levobupivacaina
e a ropivacaina foram associados a areas maiores de
cicatriz fibrosa.

Um estudo avaliando o efeito da lidocaina e
da bupivacaina na cicatrizacdo de feridas em ratos
sugeriu que, embora esses anestésicos influenciassem
ainflamacéo local e fatores proteoliticos, nenhum efeito
na cicatrizacio de feridas foi observado'®. Esses achados
concordam parcialmente com os nossos.

Outro estudo, com metodologia semelhante a
nossa, comparou a quantidade de colageno e o niimero
de mastécitos por morfometria em ratos apés injegdo
de lidocaina com adrenalina ou tampio. Os autores
concluiram que a lidocaina interfere no coldgeno e
reduz a quantidade inicial de mastécitos na ferida
operatérial’.

Dois estudos experimentais em ratos associando
infiltracdo de levobupivacaina com ibuprofeno e
norepinefrina mostraram maior regeneracéo da derme
e epiderme, tecido de granulagio e angiogénese do que
no grupo controle, sugerindo um aumento no processo
regenerativo/cicatrizante® e aumento da angiogénese e
resisténcia a trag¢io da cicatriz’. No entanto, ao contrério
do nosso estudo, a levobupivacaina foi associada a um
anti-inflamatério ndo hormonal e um vasopressor, o
que poderia interferir na cicatrizacio.

Em coelhos com infiltragdo de lidocaina e
bupivacaina, outros autores néo encontraram diferenca
histopatolégica quando esses ALs foram comparados
com solucéo salina e sugeriram que esses ALs nao
afetam a cicatrizacao®.

Os ALs atuam inibindo diretamente as fibras
nociceptivas da pele. Essas fibras, juntamente com os
melandcitos, neuropeptideos e interleucinas, fazem
parte do sistema neuroendécrino cutineo que, entre
outras fungées, modulam a cicatrizagdo cirdrgica,
principalmente a inflamagdo. Os ALs bloqueiam os
impulsos neurais temporariamente ao inibir a resposta
neuroendécrina aos estimulos de cicatrizacdo de
feridas e as sinalizag¢bes relacionadas, interferindo
negativamente na cicatrizacdo de feridas. Um dos
neuropeptideos que desempenha papel fundamental
no sistema neuroendécrino é a substancia B, que
controla a degranulagdo dos mastécitos e a liberagao
de proteinas inflamatérias no sitio cirargico. Essas
células atuam na cicatrizagéo de feridas, promovendo
resposta inflamatéria, angiogénese e reabsorc¢édo da
matriz extracelular. Além disso, eles regulam fatores
de crescimento e interleucinas, essenciais para a
inflamacéo e para a fase proliferativa da cicatrizagédo
de feridas 192

Entre as diferentes proteinas de cicatrizacio de
feridas, o colageno se correlaciona mais intimamente
com a resisténcia do tecido cicatricial. A quantidade
de colageno no local da cicatriz depende do processo
cicatricial e pode sofrer interferéncia do AL devido a
inibi¢édo durante a fase inflamatéria neurogénica?.

Como a infiltracdo de SS 0,9% foi associada a
uma maior area de infiltrado inflamatério e cicatriz
fibrosa, questionamos se, além da acdo do AL oudo SS
0,9% no local da cicatriz, o efeito mecanico (distenséo)
provocado pela infiltra¢éo interfere na cicatrizagdo da
ferida, possibilidade ja descrita'l.
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Ao comparar a bupivacaina com seu isémero,
a levobupivacaina, a primeira foi associada & maior
drea de infiltrado e a dltima as maiores areas de
cicatriz fibrosa e menor area de infiltrado. Assim,
essa modificagdo na molécula da bupivacaina poderia
ser responsével pela menor inflamag¢io e maior
cicatriz fibrosa observada na ferida infiltrada com
levobupivacaina.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicam
que o volume aplicado ou o trauma da infiltracio
podem ter sido responséveis pela maior area de
infiltrado e cicatriz fibrosa, e ndo o préprio AL.
Estudos complementares, incluindo estudos em
humanos, avaliando a equipoténcia entre o AL e a
variacdo do volume aplicado, sdo necessarios para
melhor compreender os mecanismos associados,
principalmente na avaliacdo da area de infiltrado
inflamatério e fibrose em diferentes estagios (dias)
de cicatrizagdo, o tipo de infiltrado inflamatério e as
citocinas envolvidas.
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