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RESUMO  

A associação a carreadores tem sido proposta visando prolongar o efeito 

anestésico, além de reduzir a toxicidade de vários anestésicos locais, incluindo 

a articaína (ATC). O objetivo do estudo foi avaliar in vitro o efeito da ATC livre 

ou associada a diferentes concentrações de epinefrina ou 2-hidroxipropil-β-

ciclodextrina (HP-β-CD) sobre a viabilidade celular de queratinócitos humanos 

imortalizados (HaCaT). Foi avaliado também o efeito do metabissulfito de 

sódio, principal antioxidante e componente das soluções anestésicas 

comerciais, sobre a viabilidade das citadas células. A microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) foi utilizada para avaliar as características físicas dos cristais 

da ATC, da HP-β-CD e do complexo de inclusão liofilizado de ATC/HP-β-CD. 

As células HaCaT foram expostas às formulações de ATC em diferentes 

concentrações desde 0.1% até 4%, associadas ou não a epinefrina 1:50.000, 

1:100.000 e 1:200.000, ou em associação com HP-β-CD; em tempos de 10, 30, 

60 e 240 min. As células viáveis foram quantificadas pelo método do MTT após 

os períodos de exposição e comparadas a um grupo controle sem tratamento. 

A avaliação celular qualitativa foi realizada por microscopia de fluorescência 

pelo método de coloração Live/Dead®. A análise estatística foi realizada por 

two-way ANOVA (teste de Tukey, p>0.05). Os resultados revelaram que a 

toxicidade da ATC depende da concentração e do tempo de exposição, sendo 

que quando complexada com HP-β-CD ou associada à epinefrina 1:200.000, 

houve tendência a diminuir a toxicidade avaliada inicialmente. Da mesma 

forma, os adjuvantes como a epinefrina, o metabissulfito de sódio e a HP-β-CD 

sozinhos mostraram biocompatibilidade nas concentrações empregadas neste 

estudo. Concluímos que a associação da ATC com a HP-β-CD bem como à 

epinefrina 1:200.000 diminuiu a toxicidade do anestésico local quando avaliado 

nas concentrações mais baixas. Entretanto, a associação destes adjuvantes 

não melhorou o perfil de toxicidade da ATC quando avaliado em concentrações 

clínicas usuais de 2 e 4%. 

Palavras-Chave: Articaína. 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina. Epinefrina. 

Metabissulfito de sódio. Viabilidade celular. Queratinócitos humanos. Células 

HaCaT. 
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ABSTRACT 

The association with carriers has been proposed to prolong the 

anesthetic effect and reduce the toxicity of several local anesthetics including 

articaine (ATC). The aim of this study was to assess the in vitro effect of ATC 

associated with different concentrations of epinephrine or 2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrin (HP-β-CD) on cell viability in immortalized human keratinocyte cells 

cultures (HaCaT). It was also evaluated the effect of sodium metabisulphite, 

major antioxidant component of commercial anesthetic solutions, on the viability 

of cited cells. The scanning electron microscopy (SEM) was used to assess the 

physical characteristics of ATC crystals, HP-β-CD and ATC/HP-β-CD 

lyophilized inclusion complex. The HaCaT cells were exposed to different 

formulations of ATC in concentrations from 0.1% to 4%, associated or not with 

epinephrine 1:50.000, 1:100.000 and 1:200.000, or in formulation with HP-β-

CD; in 10, 30, 60 and 240 min time exposure. Vital HaCaT cells were quantified 

by the MTT method after exposure periods and compared to an untreated 

control group. Cells were assessed qualitatively by fluorescent microscopy 

using the staining Live/Dead® method. Statistical analysis was performed by 

two-way ANOVA (Tukey test, p> 0.05). The results showed that toxicity of ATC 

depends on the concentration and exposure time, and when complexed with 

HP-β-CD or associated with epinephrine 1:200.000, there was a tendency to 

decrease the toxicity initially evaluated. Likewise, adjuvants such as 

epinephrine, sodium metabisulphite and HP-β-CD alone showed 

biocompatibility in concentrations used in this study. In conclusion, the 

association of ATC with HP-β-CD as well as epinephrine 1:200.000 decreased 

local anesthetic toxicity when lower concentrations of ATC are used. However, 

the combination of adjuvants did not improve the toxicity profile of ATC when 

used in clinical usual concentrations of 2 and 4%. 

Key-words: Articaine. 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin. Epinephrine. Sodium 

metabisulfite. Cell viability. Human keratinocytes. HaCaT cells. 
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1. INTRODUÇÃO  

Considerada pela ASP como o “quinto sinal vital” (Departament of 

Veterans Affairs, 2000), a dor sempre tem motivado pesquisas na busca de 

novos agentes analgésicos cada vez mais seguros e menos tóxicos. Para a 

sua prevenção ou controle, empregam-se uma variedade grande de 

medicamentos, dentro deles os anestésicos locais.  

Os anestésicos locais são fármacos que impedem a condução dos 

impulsos elétricos nociceptivos reversivelmente, gerando uma perda da 

sensibilidade à dor (Drasner, 2009).  Geralmente a injeção de anestésicos 

locais é efetiva e segura, mas o uso de doses excessivas ou aplicação 

intravascular inadvertida podem produzir reações adversas como toxicidade ao 

sistema nervoso central e cardiovascular (Mercado & Weinberg, 2011; Baluga, 

2003; Rood, 2000; Chen, 1998). Tonturas, confusão, inquietação, convulsões, 

desmaio, arritmias, taquicardia, hipertensão e metemoglobinemia são algumas 

manifestações adversas resultantes da ação sistêmica dos anestésicos locais 

(Moore & Hersh, 2010; Lukawska et al., 2009; McLure & Rubin, 2005; Cassedy 

et al., 1986). 

Além disso, os anestésicos locais podem exercer uma grande variedade 

de efeitos sobre diferentes tipos celulares podendo interferir em processos de 

cicatrização, resposta inflamatória e também causar toxicidade celular 

(Hollmann & Durieuxx, 2000). Recentemente a segurança dos anestésicos 

locais tem sido questionada, onde se tem verificado sua ação citotóxica, 

através de necrose e indução de apoptose em diversos tipos celulares (Ballieul, 

2009). Vários mecanismos de ação têm sido propostos para explicar o efeito 

citotóxico dos anestésicos locais, tais como: induzir o colapso das membranas 

mitocondriais, causar bloqueio prolongado dos canais de potássio e alterar 

homeostase do cálcio (Jacobs et al., 2011; Grishko et al., 2010; Perez-Castro 

et al., 2009; Xu et al., 2000). 

A articaína, anestésico local de tipo amida, vem sendo apontada como 

um dos anestésicos mais potentes e com menor toxicidade dentre aqueles 

utilizados em odontologia (Pellicer-Chover et al., 2013; Kambalimath et al., 

2013; Tortamano et al., 2013). No entanto, esta amida anestésica tem sido 

sujeita a muita discussão em odontologia, pois, a despeito da elevada taxa de 

sucesso anestésico (Kämmerer et al., 2013; Paxton et al., 2010), inclusive por 
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infiltração na mandíbula (El-Kholey, 2013; McEntire et al., 2011; Batista da 

Silva et al., 2010; Meechan, 2010), vem apresentando relatos de risco 

aumentado de parestesia (Pogrel, 2012; Moore & Haas, 2010; Moore & Hersh, 

2010; Garisto et al., 2010). Alterações de sensibilidade e dor pós-operatória 

transitória, também foram relatadas, sendo a função sensória usualmente 

recuperada de forma rápida (Malamed et al., 2001). Agentes em alta 

concentração, tais como soluções de prilocaína ou articaína a 4%, são 

significativamente mais propensas a causar parestesias ou lesões nervosas 

prolongadas ou permanentes quando administrados para bloqueio do nervo 

alveolar inferior (Hass, 2006; Hass & Lennon, 1995).  

A articaína é comercializada em concentração de 4% sempre associada 

com epinefrina (adrenalina). Pouca atenção tem sido dada a possível 

toxicidade da epinefrina comumente associada aos anestésicos locais. Estas 

associações, que apresentam um pH ácido, demandam a adição de pelo 

menos um agente antioxidante, devido à alta taxa de oxidação deste 

vasoconstritor, causada por vários fatores tais como luz, calor, metais pesados 

e aumento do pH (Trissel, 2011; Cartwright & Fyhr, 1988; Toma & Strure, 1986; 

Kelly & Dalm, 1985; Milano et al., 1982; Sixsmith et al., 1982; Lintner, 1980). 

Assim, o pH acido destas soluções pode ser uma fonte de toxicidade celular. 

Na procura de uma molécula para anestesia local ideal, novas 

formulações anestésicas vêm sendo desenvolvidas utilizando carreadores, tais 

como lipossomos e ciclodextrinas, com o objetivo de prolongar o efeito dos 

anestésicos locais, melhorar a solubilidade e reduzir a sua toxicidade (Shipton, 

2012; de Paula et al., 2010; Grant & Bansinath, 2001). 

As chamadas ciclodextrinas são cadeias cíclicas contento um número 

variado de unidades de glicoses ligadas. Estes carreadores são capazes de 

melhorar algumas propriedades físico-químicas de fármacos (Araújo et al., 

2006) tais como a solubilidade aquosa, otimizando o efeito terapêutico) e a 

farmacocinética (absorção, biodisponibilidade e distribuição pelos tecidos) 

(Loftsson & Duchene, 2007; Dollo et al., 2000).  

Desta maneira, o presente estudo avaliou os efeitos de várias 

concentrações de articaína livre, associada à epinefrina ou complexada com 

HP-β-CD; assim também ao metabissulfito de sódio, sobre a viabilidade celular 

de queratinócitos humanos (HaCaT). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Breve resenha histórica da anestesia local 

O primeiro anestésico local descoberto foi a cocaína por Albert Nieman 

em 1859; mas o início da era da anestesia local aconteceu em 1884, quando 

foi utilizada clinicamente com sucesso por Carl Koller. Porém o entusiasmo 

inicial foi logo superado pelos relatos de efeitos tóxicos e eventuais mortes 

(Gröger & Schmidt-Wyklicky, 2012). De fato, a farmacodependência já na 

década de 1920, fez a cocaína a mais temida de todas as drogas ilícitas (Das, 

1993).  

Em 1905, a anestesia local volta a crescer em popularidade com a 

introdução da procaína sintetizada por Alfred Einhorn e colaboradores. 

Infelizmente, o fraco efeito anestésico e os altos índices de reações anafiláticas 

associados aos anestésicos locais do tipo éster limitaram o seu uso (Yagiela et 

al., 2011).  

A anestesia local e regional moderna tem início com a introdução dos 

anestésicos locais do grupo amida, primeiramente com a lidocaína em 1943 e 

mais tarde com a bupivacaína (Wiles & Nathason, 2010). Desde esse momento 

até hoje os anestésicos locais são os fármacos mais comumente administrados 

na prática odontológica (Sambrook & Goss, 2011), se constituindo em uma das 

estratégias mais comuns para o controle da dor durante e depois dos 

procedimentos cirúrgicos (de Paula et al., 2012). 

 

2.2 Mecanismo de ação dos anestésicos locais  

Os anestésicos locais atuam na membrana celular impedindo a geração 

e condução dos impulsos nervosos. Bloqueiam a condução diminuindo ou 

prevenindo o aumento transitório da permeabilidade de Na+ das membranas 

excitáveis que é normalmente produzido por uma ligeira despolarização da 

membrana (Strichartz & Ritchie, 1987).  

Essa ação dos anestésicos locais é devido a sua interação direta com os 

canais de Na+ voltagem-dependentes. Como a ação anestésica se desenvolve 

progressivamente num nervo, o limiar para excitabilidade elétrica aumenta 

gradualmente, a taxa de potenciais de ação enfraquece e a condução do 

impulso diminui. Estes fatores diminuem a probabilidade de propagação do 
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potencial de ação, e a condução do nervo eventualmente falha (Brunton et al., 

2011). 

As moléculas dos anestésicos locais em seu estado básico não ionizado 

entram por difusão ao citoplasma da célula nervosa e, internamente, sofrem um 

processo de ionização. Deste modo essas moléculas obtêm acesso ao seu sitio 

de ligação no interior do canal quando o canal de Na+ está no estado aberto e, 

porque elas se ligam com maior afinidade estabilizando o estado inativo do 

canal de Na+ (Butterworth & Strichartz, 1990; Strichartz & Ritchie, 1987; 

Courtney & Strichartz, 1987). 

Os canais de Na+ voltagem-dependentes dos mamíferos são proteínas 

glicosiladas complexas. O canal é formado por duas subunidades β (β1 e β2) e 

uma grande subunidade α central. A subunidade α é o sítio de ligação para os 

anestésicos locais e contem quatro domínios homólogos (I, II, III e IV); cada 

domínio é, por sua vez, formado por seis segmentos transmembranares na 

conformação de alfa hélice (S1 a S6). O poro seletivo transmembranar de Na+ 

está no centro de uma estrutura quase simétrica formada pelos quatro 

domínios homólogos (Catterall, 2000). Os resíduos de aminoácidos importantes 

para a ligação dos anestésicos locais se encontram no segmento S6 dos 

domínios I, III e IV (Yarov-Yarovoy et al., 2002). Em concentrações mais 

elevadas, os anestésicos locais se ligam a outras proteínas de membrana, em 

particular, podem bloquear os canais de K+, embora isto não gere uma 

alteração significativa no potencial de membrana neuronal (Butterworth & 

Strichartz, 1990). 

 

2.3 Moléculas dos anestésicos locais 

Na molécula dos anestésicos locais é possível distinguir três frações: 

Um núcleo aromático que é primariamente responsável pela solubilidade 

lipídica do fármaco, derivado do ácido benzoico, da anilina ou do tiofeno (na 

articaína). Adicionando mais grupos a este nível aumenta a lipofilicidade do 

composto. A parte hidrófila é um aminoderivado do álcool etílico ou do ácido 

acético. Determina a solubilidade da molécula e o seu grau de ligação às 

proteínas do plasma. Assim, todos os anestésicos locais são anfipáticos, ou 

seja, possuem características lipofílicas e hidrofílicas, em geral nas 

extremidades da molécula. A estrutura do anestésico se completa por uma 
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cadeia de hidrocarboneto intermediaria contendo uma ligação de éster ou de 

amida, o que determina a sua classificação (Malamed, 2004). 

Na atualidade, os anestésicos locais do tipo amida, como a lidocaína, 

mepivacaína, prilocaina, ropivacaina e articaina, são os mais empregados na 

medicina e na odontologia (Yagiela et al., 2011; Malamed, 2004) 

 

2.4 Farmacologia da articaína 

No grupo das amidas, a articaína, originalmente sintetizada como 

carticaína, entrou na prática odontológica em 1973 (Ferger & Marxkors, 1973). 

Em 1984 foi lançada no Canadá, seguida pelo Reino Unido em 1998, o resto 

da Europa e os EUA em 2000, e na Austrália, em 2005. Atualmente, a articaína 

4% com epinefrina 5 µg/mL é amplamente utilizada em Odontologia (Snoeck, 

2012).    

A articaína (4-metil-3-[2-(propilamino)-propionamido]-2-tiofeno-

carboxílico, cloridrato do éster metílico), difere dos outros anestésicos locais do 

tipo amida, porque contém um anel de tiofeno. O anel de tiofeno permite uma 

maior solubilidade lipídica, o que facilita a difusão através da membrana 

nervosa rica em lipídeos para aceder aos receptores alvos (McLure & Rubin, 

2005). 

Além disso, a articaína contém um grupo éster no anel tiofeno, de modo 

que a hidrólise ocorre no plasma por colinesterases inespecíficas, formando 

ácido articaínico (metabolito inativo), o qual é parcialmente metabolizado no rim 

em ácido articaínico glucuronídeo, e por fim eliminado por esta via. (Snoeck, 

2012; Mojumdar & Lyubartsev, 2010; Vree & Gielen, 2005).  

A articaína bloqueia a condução nervosa por ligação reversível a 

subunidade α dos canais de sódio dependentes de voltagem dentro da 

cavidade interna do nervo, semelhante a outros anestésicos locais (Snoeck, 

2012). 

A articaína é lipossolúvel, altamente ligada às proteínas plasmáticas 

(94%), e tem uma constante de dissociação (pKa) de 7.8 (Mather & Tucker, 

2009). É um anestésico local de potência intermediária, de curta duração com 

um rápido início de ação (McLure & Rubin, 2005). Quando administrada com 

epinefrina 1:100.000 ou 1.200.000 atinge um Tmax = 22 minutos e um tempo 

de meia vida de 44 minutos, aproximadamente (Hersh et al., 2006) 
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A articaína, como a maioria dos anestésicos locais em concentrações 

que são utilizados clinicamente, tem um efeito vasodilatador, o que aumenta a 

sua absorção sistêmica. As preparações com epinefrina 1:60.000, 1:100.000 e 

1:200.000 (5 µg/mL), diminuem este efeito (Sack & Kleemann, 1992). 

 

2.5 Vasoconstritores e antioxidantes associados a anestésicos 

locais 

2.5.1 Epinefrina e outros vasoconstritores 

A adição de um vasoconstritor na solução anestésica retarda a absorção 

do fármaco, diminui a toxicidade sistêmica do anestésico local, prolonga a 

duração do efeito e gera um sangramento cirúrgico menor devido ao seu efeito 

vasoconstrictor (Volpato, 2006).  

Os vasoconstritores empregados nas soluções anestésicas são as 

aminas simpaticomiméticas adrenalina (epinefrina), noradrenalina 

(norepinefrina ou levarterenol), levonordefrina (corbadrina), fenilefrina, e o 

análogo sintético do hormônio antidiurético vasopressina, felipressina 

(Malamed, 2004).  

As aminas simpaticomiméticas agem sobre os receptores celulares 

adrenérgicos alfa (α), que apresenta dois subtipos α1 e α2; e beta (β), que 

apresenta três subtipos β1, β2 e β3. A ação vasoconstritora é exercida pela 

interação com os receptores α1 (Ranali & Volpato, 2013; Malamed, 2004).   

A levonordefrina e a noradrenalina possuem apenas 20% e 30% da 

potência vasoconstritora da adrenalina, respectivamente. Por isso que a sua 

concentração em anestésicos dentários é até cinco vezes maior (1:20.000 para 

a levonordefrina e 1:30.000 para a noradrenalina) que a concentração mais 

comum de epinefrina (1:100.000) (Malamed, 2004; Rose et al., 2002).  

As recomendações vigentes da IFDAS sugerem que a noradrenalina 

seja eliminada como vasoconstrictor nos anestésicos locais odontológicos 

(Jackob, 1989). Assim, o uso de noradrenalina e levonordefrina em odontologia 

está se tornando mais restrito ou mesmo suprimido em pacientes hipertensos, 

porque eles produzem ativação descompensada do receptor α1 (Malamed, 

2004; Little, 2000). Considerando os aspectos anteriores, alguns autores tem 

recomendado contraindicar o uso de anestésicos locais com vasoconstritor em 
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determinadas condições clínicas (Dias de Andrade et al., 2006; Little et al., 

2002; Perusse et al., 1992). 

A segurança no uso do vasoconstritor epinefrina nas soluções 

anestésicas em odontologia tem sido demostrada em pacientes saudáveis e 

com certas doenças sistémicas (Elad et al., 2008; Tily & Thomas, 2007); sendo 

o agente mais utilizado e de escolha para procedimentos odontológicos de 

rotina em pacientes saudáveis, incluindo mulheres grávidas, crianças e idosos 

(Ranali & Volpato, 2013).   

De fato, tem sido demostrado os benefícios substanciais deste 

vasoconstrictor no sucesso anestésico local por infiltração de articaína 

utilizando diferentes concentrações de epinefrina (Kämmerer et al., 2013a). 

Utilizando uma mesma concentração de epinefrina (1:100.000) nas 

soluções anestésicas, Kambalimath et al., (2013) demostraram que a articaína 

4% oferece melhor desempenho clínico que a lidocaína 2%, principalmente no 

tempo de latência e duração do efeito anestésico. 

Santos et al., (2007) demostraram que uma concentração de 1:100.000 

ou 1:200.000 na solução de articaína 4%, não afeta a eficácia clínica deste 

anestésico local na extração de terceiras molares com ou sem remoção óssea, 

sugerindo o uso de uma menor concentração deste vasoconstrictor na clínica 

odontológica. 

Devido à alta eficácia, tolerância e segurança, a solução de articaína 4% 

com uma concentração de epinefrina reduzida (1:400.000) foi uma droga 

segura e adequada para o tratamento odontológico de rotina em pacientes 

pediátricos (Kämmerer et al., 2013b). 

Além disso, com a finalidade de avaliar possíveis mudanças histológicas 

e/ou funcionais, Komatsu et al., (2013) mostraram que a epinefrina 0.1 mg/mL 

ou 0.5 mg/mL administrada por via intratecal prolonga a ação da lidocaína, mas 

não piora a neurotoxicidade produzida pela lidocaína a 5% ou 7% em ratos. 

Embora a concentração de epinefrina utilizada neste estudo foi de 10 a 50 

vezes maior do que a concentração mais comumente empregada nas soluções 

anestésicas em odontologia (10 µg/mL); sugere a biocompatibilidade da 

epinefrina ainda em altas concentrações. 

No entanto, Baroni et al., (2013) observaram que a epinefrina 

administrada em concentração de 1:100.000 produz uma infiltração inflamatória 
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intensa sobre o nervo mentoniano em ratos, quando administrada sem 

anestésico local. Embora no estudo histopatológico não fosse observado dano 

na estrutura nervosa, a infiltração inflamatória poderia ser explicada pela 

hipóxia gerada pela intensa vasoconstrição não compensada no tecido 

conetivo. 

Por outro lado, Lai et al., (2009) mostraram que a exposição de 

fibroblastos cardíacos de ratos a uma dose de 100 μM (equivalente a 16,9 

mg/L) de norepinefrina (noradrenalina) durante 48 h, causou citotoxicidade e 

apoptose significativas nessas células. O processo de apoptose verificado 

envolvia a ativação da caspase-3. É importante ressaltar que a concentração 

de norepinefrina utilizada por aqueles autores é menor do que a usualmente 

empregada para esse vasoconstritor em Odontologia (1:50.000 ou 20 mg/L). 

Assim, é possível que o vasoconstritor seja uma importante fonte de toxicidade 

celular. 

O estudo de Liu et al., (2004) mostrou que fios de retração gengival 

impregnados com epinefrina em contato com fibroblastos gengivais humanos 

durante 10 min ou 24 h inibiram quase que completamente a viabilidade 

celular, mostrando alta toxicidade celular, sendo que esse fenômeno foi 

dependente do tempo de exposição. 

Dragoo et al., (2010) mostraram que a grande toxicidade causada por 

anestésicos locais contendo epinefrina em condrócitos pode ser atribuída à 

combinação do baixo pH e substâncias como o metabissulfito de sódio, 

principal agente antioxidante empregado nas soluções anestésicas. 

 

2.5.2 Metabissulfito/bissulfito de sódio 

O metabissulfito de sódio, antioxidante mais empregado nos tubetes de 

anestesia local, evita a oxidação do vasoconstritor pelo oxigênio, que poderia 

estar presente no tubete durante a fabricação ou poderia ter difundido através 

do diafragma semipermeável depois do enchimento (Lukawska et al., 2009; 

Malamed, 2004).  

Empregado nos tubetes de anestesia local numa concentração de 0.375 

mg/mL a 0.55 mg/mL (Lukawska et al., 2009; Hondrum & Ezell, 1996), o 

metabissulfito/bissulfito de sódio reage com o oxigênio antes que este seja 

capaz de destruir o vasoconstritor. O metabissulfito de sódio é oxidado a 
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metabissulfato/bissulfato de sódio o que gera uma liberação de prótons, 

resultando numa diminuição do pH ainda mais baixa. (Malamed, 2004; Fyhr & 

Broding, 1987). Além disso, sabe-se que a sensibilidade ao sulfito afeta 

principalmente a um subgrupo da população asmática (Lukawska et al., 2009). 

A USP exige que o pH deva estar dentro de 3.3 a 5.5 para preparações 

de anestesia dental contendo vasoconstrictores (USP, 1990), devido a 

instabilidade da epinefrina em pH maior. De fato, a epinefrina torna-se mais 

instável na medida em que o pH se incrementa (Sixsmith et al., 1982; 

Hajratwala, 1975): em pH 4.5, as concentrações de epinefrina caem abaixo dos 

níveis mínimos dos recomendados pela USP em menos de 12 meses (Toma & 

Strure, 1986); acima de pH 6, a epinefrina começa a se deteriorar dentro de 

várias horas (Trissel, 2011).  

Devido à subestrutura catecol, as moléculas de epinefrina e 

norepinefrina podem facilmente sofrer processos de oxidação (Hoellein & 

Holzgrabe, 2012). Para estabilizar as aminas simpatomiméticas, os fabricantes 

acidificam as suas preparações anestésicas locais, normalmente com ácido 

clorídrico, e incluem um tampão (Lintner, 1980); já que ocorrem tanto oxidação 

e racemizacão de forma retardada (Hoellein & Holzgrabe, 2012). Para uma 

estabilidade ótima, a faixa do pH para epinefrina de 3 a 4 e de 3.6 a 6 para 

norepinefrina é recomendada (Trissel, 2011). 

Gissen et al., (1986, 1984) usando um modelo de nervo vago isolado de 

coelho, encontraram que a exposição a cloroprocaína 3% com bissulfito de 

sódio a 0.2% a pH 3 produz falha irreversível na condução nervosa, porem 

usando a mesma solução tamponada a pH 7.3 resultou numa recuperação da 

condução. O bloqueio irreversível também ocorreu com bissulfito de sódio sem 

cloroprocaína, mas a pH baixo, sugerindo que a liberação de dióxido de 

enxofre foi a etiologia da lesão nervosa.  

No entanto, o bissulfito de sódio 0.2%, com pH = 3, não produz dano 

morfológico ou deficiência funcional quando administrado por via intratecal 

(Taniguchi et al., 2004). Além disso, os autores desta pesquisa sugerem que o 

bissulfito poderia reduzir o dano neurotóxico induzido pelos anestésicos locais. 

Similares resultados ao anterior foram encontrados por Kalichman et 

al.,(1986) quem demostraram que o edema endoneural produzido pelo 
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bissulfito de sódio, ainda com pH 3, foi similar ao grupo controle (solução 

salina).  

Ford & Raj, (1987) e Hersh et al., (1990) encontraram que a condução 

nervosa não foi afetada por exposição a bissulfito 0.2% e só foi afetada quando 

administrado em concentrações pelo menos 3 vezes maior; sugerindo que a 

neurotoxicidade do bissulfito é concentração dependente. 

 

2.6 Mecanismos de toxicidade dos anestésicos locais 

2.6.1 Toxicidade sistêmica e citotoxicidade 

No contexto geral, o efeito clínico dos anestésicos locais, assim como 

alguns efeitos colaterais especialmente no sistema cardiovascular e o sistema 

nervoso central, é devido à interação com locais específicos nos canais de 

sódio voltagem dependentes (Shipton, 2012; Nau & Wang, 2004). 

No entanto, os anestésicos locais não só bloqueiam canais de Na+, já 

que também possuem a capacidade de bloquear canais de Ca2+, K+ (Wang et 

al., 2011; Xion & Strichartz, 1998; Guo et al., 1991), receptores de potencial 

transitório vaniloides tipo 1 (Hirota et al., 2003), e outros receptores operados 

por ligando. Os anestésicos locais podem também interromper o acoplamento 

entre algumas proteínas G aos seus receptores associados (Hollman et al., 

2005; de Paula & Schreier, 1996). Através desta ação, os anestésicos locais 

exercem efeitos anti-inflamatórios potentes, em particular sobre reações 

iniciadoras de neutrófilos (Hollman et al., 2001).  

Aparentemente os mecanismos pelos quais essas moléculas exercem 

efeitos citotóxicos não estão relacionados com o seu papel no bloqueio dos 

canais de sódio voltagem dependentes (Grishko et al., 2010; Kamiya et al., 

2005). As moléculas dos anestésicos locais interagem com os fosfolipídios das 

membranas celulares resultando em uma desregulação da atividade de 

enzimas como a proteína kinase C, fosfolipase A2 e com o metabolismo 

energético da mitocôndria, além de interferir em outras vias de comunicação 

celular (Szewczyk & Wojtczak, 2002). 

Numerosos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de estudar os 

efeitos celulares dos anestésicos locais, utilizando distintos tipos de células. 

Alguns destes estudos demonstraram que os anestésicos locais, incluindo a 

lidocaína, são capazes de induzir alterações de conformação do citoesqueleto 
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de fibroblastos (Pierzchalska et al., 1998) e eritrócitos (Nishiguchi et al., 1995); 

alterações na proliferação de células epiteliais da córnea (Hirata et al., 2004) e 

fibroblastos de pulmão (Nishina et al., 2002); e alterações na viabilidade celular 

em condrócitos articulares humanos (Jacobs et al., 2011), células de linfoma 

(Werdehausen et al., 2007), células de neuroblastoma (Werdehausen et al., 

2009), células de Schwann e neurônios (Johnson et al., 2004). Da mesma 

forma, Grouselle et al. (1990) mostraram que os anestésicos locais altamente 

lipossolúveis podem chegar a mitocôndria e modificar o potencial de membrana 

de fibroblastos 3T3, e estudos recentes realizados por Villarruel et al. (2011) 

demonstraram que a lidocaína é capaz de estimular apoptose de fibroblastos 

gengivais humanos. 

A neurotoxicidade local produzida pelos anestésicos locais é um 

fenômeno conhecido o qual é determinado pela lipofilicidade. No estudo in vitro 

de Werdehausen et al. (2012) demostraram que a citotoxicidade sob células de 

linfoma T (Jurkat) produzida por oito diferentes anestésicos locais, dentro deles 

a articaína, foi concentração-depende. A apoptose foi observada com 

concentrações baixas dos anestésicos locais, enquanto a necrose com 

concentrações maiores. Os valores de LC50, após 24 h de tratamento, dos 

diferentes anestésicos locais rendeu a seguinte ordem decrescente de 

toxicidade: tetracaína, bupivacaína, ropivacaína, prilocaína, lidocaína, articaína 

e mepivacaína; sugerindo a articaína como um dos anestésicos com menor 

efeito citotóxico sobre aquela linhagem celular.  

Em um recente estudo, Oliveira et al. (2014) avaliaram a citotoxicidade 

precoce e tardia produzida por diferentes concentrações de uma formulação 

comercial de lidocaína 2% contendo epinefrina 1:100.000 sobre fibroblastos de 

mucosa oral expostos por 30 min, 1, 6, 12, 24 e 48 h. Avaliaram a função 

celular ao nível mitocondrial e citoplasmática usando como reagentes a 

calceina/homodimero-1 de Etidio e MTT/WST-1. Os resultados mostraram que 

concentrações ≥ 5% de lidocaína são capazes de reduzir significativamente a 

viabilidade celular. Concentrações a partir de 1% alteraram significativamente a 

fisiologia celular. O estudo de microanálise de raios X electron-probe 

demostrou que esses efeitos estão associados a apoptose. Os testes de 

atividade celular MTT e WST-1 tenderam a diminuir em resposta ao aumento 

crescente dos tempos de incubação para a maioria das concentrações de 
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lidocaína, e para as concentrações crescentes de lidocaína. É importante 

remarcar que neste estudo não foram avaliados os efeitos celulares dos outros 

componentes da solução anestésica local de lidocaína, excluindo-lhes dos 

efeitos citotóxicos encontrados. 

Os anestésicos locais comumente utilizados podem produzir 

neurotoxicidade de uma forma dependente da concentração (Snock, 2012).  

Hillerup et al. (2011a) mostraram que a injúria neurotóxica induzida pela 

articaína é ocasionada pela alta concentração do sal anestésico (4%), sendo 

que a 2% esta injúria é muito pequena. Além disso, observaram que a 

penetração da agulha e injeção de solução de NaCl na estrutura nervosa não 

teve efeito significativo na condução nervosa e na histomorfologia nervosa. Em 

outro estudo, Hillerup et al. (2011b) recomendam aos clínicos evitar 

formulações com alta concentração de anestésicos locais para anestesia do 

tipo bloqueio.  

Numa tentativa de explicar os danos neurotóxicos produzidos pelos 

anestésicos locais, tem sido proposta como causa a isquemia neural (devido à 

vasoconstrição local provocada pelo próprio anestésico local ou pela 

epinefrina) ou a inflamação (Gerner & Strichartz, 2008).  

Embora o estudo recente de Baroni et al. (2013) demonstrou que a 

inflamação e a toxicidade produzidas pela lidocaína foram menores quando 

comparadas com a articaína, não foi observada uma diferença significativa 

entre os grupos; sugerindo que a articaína 4% não é neurotóxica. 

Os perfis clínicos de neurotoxicidade da articaína têm sido baseados na 

incidência de síndrome neurológica transitória após anestesia espinal e 

parestesia em odontologia (Pogrel, 2007; Zaric et al., 2005). 

 

2.6.2 Modulação do processo inflamatório 

O processo inflamatório se caracteriza pelo recrutamento de leucócitos 

para os tecidos lesionados, além da ativação das células imune e inflamatórias. 

O processo de lesão tecidual é complexo e exige comunicação intracelular 

entre os leucócitos infiltrados, endotélio, epitélio residente, macrófagos e 

musculatura lisa. A ativação do processo inflamatório pode ser iniciada por 

lesões físicas, infecções ou por uma resposta imune local, requerendo uma 

cascata de sinalização completamente orquestrada (Herlaar & Brown, 1999).  
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Os anestésicos locais têm sido reportados como atenuadores da 

resposta inflamatória (Peck et al., 2004). Os mecanismos pelos quais os 

anestésicos locais exercem efeitos sobre a resposta inflamatória continuam 

pouco esclarecidos. 

A literatura tem reportado efeito dos anestésicos locais sobre a 

modulação de PGE2, um dois principais mediadores químicos do processo 

inflamatório. As prostaglandinas são potentes lipídios bioativos de vida curta 

pertencente à família dos eicosanoides (Funk, 2001). As PGE2 são produzidas 

por todos os tipos celulares como epitélio, fibroblastos e células inflamatórias. 

O papel da PGE2 no sistema imune e na inflamação é diversificado e complexo 

(Harris et al ., 2002), pois regulam múltiplos aspectos na inflamação e também 

apresentam múltiplas funções em diferentes tipos celulares (Yu & Chadee, 

1998).  

Na inflamação, PGE2 possui um potente efeito vasodilatador e está 

envolvida em todos os processos que levam aos clássicos sinais de 

inflamação: vermelhidão, inchaço e dor (Harris et al., 2002; Funk, 2001). A 

literatura apresenta divergências quanto ao efeito dos anestésicos locais sobre 

PGE2, sendo que a expressão dessa molécula pode variar de acordo com a 

espécie estudada, tipo de lesão, anestésico utilizado e o local de aplicação 

(Carvalho et al., 2010). 

Por outro lado, foi demonstrado que os anestésicos locais afetam o 

metabolismo do ácido araquidônico e inibem a agregação plaquetaria, 

sugerindo um efeito cardioprotetor pelo efeito antitrombótico (Borg & Modig, 

1985).  

Em cultura de células de tecidos, os anestésicos locais podem 

interromper numerosas funções celulares como locomoção, endocitose, 

exocitose, transporte axônico, fusão celular e manutenção da morfologia 

normal. Esses efeitos têm sido atribuídos a interferências sobre o citoesqueleto 

(microtúbulos e microfilamentos) (Yagiela et al., 2011).  

Várias atividades enzimáticas Ca2+ e calmodulina dependentes e vários 

sistemas de transporte de membrana também são suscetíveis a influências de 

anestésicos locais (Volpi et al., 1981). 

Entretanto, estudos têm observado que os anestésicos locais reduzem a 

liberação de mediadores inflamatórios dos neutrófilos, reduzem a adesão de 
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neutrófilos ao endotélio, reduzem a formação de radicais livres de oxigênio e 

diminuem a formação de edema (Kaba et al., 2007). Há, além disso, uma 

variedade de outras ações antitrombóticas e neuroprotetoras dos anestésicos 

locais quando administrados por via intravenosa (Hollman et al., 2005) que são 

independentes do bloqueio do canal de Na+, mas pode ser responsável por 

muitas das melhorias na dor pós-cirúrgico (Wang et al., 2011; Kaba et al., 

2007). Os anestésicos locais podem aliviar alguns tipos de dor neuropática, e 

parte desse efeito pode estar relacionada à sensibilização das vias de dor 

antinociceptivas que ocorrem no estado de dor neuropática; a onde as células 

gliais da coluna vertebral tem mostrado alguma atividade neste processo 

(Power, 2011). 

 

2.6.3 Indução da apoptose e necrose celular 

A lesão celular induzida por estímulos químicos ou stress físico é, até 

certo ponto, reversível, mas se o estímulo persistir ou for severo o suficiente 

desde o início, a célula atinge um “ponto em que não há retorno” e sofre lesão 

celular irreversível e finalmente, morte celular. A diferenciação entre necrose e 

apoptose celular é definida baseada em critérios morfológicos e bioquímicos. A 

necrose é caracterizada pelo rápido inchaço e lise celular, podendo apresentar 

degradação do DNA (Wyllie et al., 1980). Quando o dano celular às 

membranas é severo, as enzimas lisossômicas entram no citoplasma e 

digerem a célula e os componentes celulares vazam, resultando em necrose 

(Kumar et al., 2005). 

Apoptose é um importante processo de morte programada das células, 

que está presente em uma grande variedade de células de diferentes sistemas 

biológicos, incluindo o sistema imune, o desenvolvimento embrionário e a 

renovação das células do organismo (Arends & Wyllie, 1991).  

Enquanto a necrose é sempre um processo patológico, a apoptose 

ocorre em várias funções normais e não esta necessariamente associada à 

lesão celular. A apoptose pode acontecer por estímulos nocivos (apoptose 

patológica) como na lesão do DNA pela radiação e drogas citotóxicas 

anticancerígenas, quando os mecanismos de reparo não puderem lidar com a 

lesão, a célula ativa a via da apoptose. Esses estímulos (como o calor e a 
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hipóxia) prejudicam e podem induzir a apoptose se a lesão for moderada, mas 

doses maiores dos mesmos estímulos resultam em necrose (Cohen, 1997).  

Apoptose é caraterizada pela condensação e fragmentação da 

cromatina nuclear, compactação das organelas citoplasmáticas, dilatação do 

retículo endoplasmático, diminuição no volume da célula e alterações na 

membrana plasmática, resultando no reconhecimento e fagocitose das células 

apoptóticas (Cohen, 1997; Arends & Wyllie, 1991).  

O processo de apoptose celular é amplamente controlado por uma 

família de proteases de cisteina aspartato-específicas, denominada de 

caspases. As caspases correspondem a uma classe de aproximadamente 12 

proteases, que são sintetizadas como pro-enzimas inativas, sendo ativadas por 

clivagem em locais específicos, agindo como iniciadores e executores do 

processo apoptótico (Werdehausen et al., 2007).  

Até o momento, existem dois mecanismos bem caracterizados para 

ativação da cascata de caspases: a via extrínseca, a qual é iniciada pelo 

receptor de morte de superfície celular e a via intrínseca caracterizada por 

mudanças na integridade da mitocôndria (Budihardjo et al., 1999).  

Vários estudos conduzidos in vitro e in vivo têm demonstrado a indução 

da apoptose pelos anestésicos locais sobre condrócitos, células neuronais 

humanas, células neuronais do gânglio da raiz dorsal de ratos e pré-adipócitos 

(Jacobs et al., 2011; Keck et al., 2010; Perez-Castro et al., 2009; Gold et al., 

1998).  

Os anestésicos locais são aminas ligeiramente ácidas em sua forma 

protonada, apresentando uma constante de dissociação ácida de 

aproximadamente 8, sugerindo a hipótese que os anestésicos locais agem 

como desacopladores mitocondriais, colapsando o gradiente de prótons (Sun & 

Garlid, 1992; Johnson et al., 2002).  

A miotoxicidade causada pelos anestésicos locais pode se explicar pela 

alteração bioenergética mitocondrial. No modelo animal, este efeito toxico foi 

significativamente mais severo em ratos jovens (Nouette-Gaulain et al., 2009). 

 

2.7 Ciclodextrinas e complexos de inclusão com anestésicos 

locais 
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As ciclodextrinas foram descobertas por Villiers em 1891 e, desde então, 

têm sido considerados moléculas receptoras promissoras, constituindo 

complexos de inclusão para uma grande variedade de substâncias (Venturini et 

al., 2008). 

Esses carreadores são produtos cíclicos da hidrólise enzimática do 

amido por alguns micro-organismos (Loftsson & Masson, 2001). As três 

ciclodextrinas naturais são alfa (α-CD), beta (β-CD) e gama (γ-CD), compostas 

de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente, unidas 

por ligações α-1,4 (Udelsmann et al., 2007).  

As CD são capazes de formar complexos de inclusão com uma grande 

variedade de moléculas, cujo objetivo é melhorar a hidrosolubilidade dos 

compostos mais hidrofóbicos (Venturini et al. 2008; Loftson & Duchene, 2007; 

de Paula et al., 2010). 

Na sua estrutura, os grupos hidroxila são voltados para o exterior do 

anel, formado por moléculas de glicose. Isso confere a molécula um exterior 

hidrofílico e uma cavidade interior hidrofóbica. Tal cavidade relativamente 

hidrofóbica formada pela forma de anel da molécula permite a encapsulação 

não covalente de drogas que apresentem dimensões compatíveis, alterando 

suas propriedades físico-químicas, como solubilidade em água, estabilidade e 

biodisponibilidade (Matioli, 2000; McCormack & Gregoriadis, 1998). 

De todas as ciclodextrinas, os diferentes subtipos de β-CD são os mais 

utilizados (Fernandes et al., 2007; Loftsson & Masson, 2001). Assim, novas 

formas mais compatíveis, menos tóxicas ao ser humano e com melhores 

propriedades de carreamento de substâncias, foram desenvolvidas resultando 

nas formas 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina; 2,6-dimetil-β-ciclodextrina e o 

sulfobutiléter de β-ciclodextrina. Esses derivados hidroxialquilados têm 

melhores propriedades orgânicas e são poderosos solubilizadores de 

fármacos, sendo utilizados para complexação de agentes antitumorais 

(doxorrubicina), antidiabéticos (tolbutamida) e anti-inflamatórios (piroxicam) 

(Araújo et al., 2003). 

A HP-β-CD é uma β-CD modificada (sintética), possui uma solubilidade 

aquosa muito maior (acima de 60%) a diferencia da βCD original que possui 

uma solubilidade em agua relativamente baixa (1.8%).  A HP-β-CD possui um 
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perfil de segurança comprovado, especialmente para uso parenteral (Roquete-

Pharma, 2009).  

De todos os derivados de CD disponíveis, a HP-β-CD é a mais segura, 

uma vez que não permeia as membranas. A toxicidade da HP-β-CD tem sido 

estudada mostrando que possui um potencial hemolítico reduzido, tornando-a 

adequada para uso parenteral, bem como para aplicações orais e/ou tópicas 

(Roquete-Pharma, 2009).  

Foi demonstrada a biocompatibilidade da HP-β-CD em um estudo 

realizado em voluntários humanos, que receberam doses de até 470 mg/kg/dia 

(30 g em 4 dias), e a infusão intravenosa de doses únicas de até 3 g (Irie & 

Uekama, 1997).  

Uma publicação de Gould & Scott, (2005) concluiu que a HP-β-CD é 

bem tolerada na maioria de espécies, particularmente se é administrada por via 

oral, e mostra toxicidade limitada, dependendo da dose e via de administração.  

As formas farmacêuticas injetáveis usando HP-β-CD como excipiente 

solubilizante é uma estratégia de formulação segura, que tem a vantagem 

adicional reduzir a irritação no local da injeção. Pode reduzir o uso de 

substancias potencialmente perigosas, tais como surfactantes e co-solventes. 

Loftsson et al. (2005) mostraram que a HP-β-CD pode substituir surfactantes e 

co-solventes em algumas formulações. Além disso, a complexação de 

medicamentos com HP-β-CD permite preparar formulações a pH fisiológico. 

Por exemplo, uma formulação parenteral aquosa de fenitoína contendo HP-β-

CD exibiu uma reduzida irritação do tecido e reduzida tendência a precipitar por 

que os níveis de pH foram perto do fisiológico (Challa, 2005). Isto abre novas 

perspectivas para as formas injetáveis de algumas drogas e vias de 

administração alternativas. 

A formulação com HP-β-CD é segura e aumenta a biodisponibilidade 

dos fármacos em formas farmacêuticas dérmicas. Não produz alterações 

físicas nem químicas na pele. Melhora a liberação da droga a partir de uma 

camada de difusão aquosa, aumentando a solubilidade da droga (Loftsson & 

Masson, 2001).  

Apesar da existência das ciclodextrinas e suas aplicações na indústria 

farmacêutica já estarem bem documentadas há décadas, só recentemente 

passou-se a explorar suas propriedades na liberação controlada de fármacos. 
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Atualmente muitos fármacos associados à ciclodextrinas já foram aprovados e 

estão disponíveis no mercado (Davis & Brewster, 2004).  

Essas inovações tecnológicas na área de sistemas de liberação 

controlada de drogas têm atraído pesquisadores devido a muitas vantagens 

biomédicas associadas a sua aplicação. Abordagens na formulação de 

liberação controlada de anestésicos locais incluem o encapsulamento a 

lipossomas, complexacão em ciclodextrinas, associação com biopolímeros e 

outros sistemas de transporte (de Paula et al., 2010). 

Assim, estas formulações visam reduzir a concentração do anestésico 

local utilizado, aumentar a sua permeabilidade e absorção, manter o anestésico 

local no lugar desejado por períodos mais longos prolongando o efeito 

analgésico ou anestésico e, por fim, diminuir o clearence e a toxicidade local e 

sistêmica (de Paula, et al., 2010).     

Focalizando o estudo dos anestésicos locais complexados em 

ciclodextrinas, as características desejáveis para uma molécula anestésica 

incluem, além de longa duração de ação e da seletividade para o bloqueio 

sensorial, a diminuição da toxicidade local e/ou sistêmica, uma alternativa que, 

atualmente, tem se mostrado capaz de promover estes efeitos desejáveis é a 

liberação modificada desses fármacos, através de formação de complexos de 

inclusão com ciclodextrinas (Araujo et al., 2005, 2003).  

Assim, a complexação de anestésicos locais em ciclodextrinas tem 

promovido mudanças na solubilidade aquosa, estabilização físico-química e 

melhoramento das propriedades farmacodinâmicas (Dollo et al., 1996). Por 

exemplo, a associação de etidocaína, lidocaína, prilocaína, mepivacaína e 

bupivacaína com HP-β-CD têm demonstrado melhoras no índice terapêutico e 

eficácia farmacológica (de Araújo et al., 2006, 2005; Estebe et al., 2002; Dollo 

et al., 2000, 1998, 1996; Fréville et al., 1996).  

Na pesquisa de Moraes et al. (2007c) empregando lidocaína e 

bupivacaína mostraram que a complexação desses anestésicos locais com a 

HP-β-CD, causa mudanças nas propriedades destes fármacos, como aumento 

de solubilidade e modificação no perfil de liberação. Tais mudanças são 

importantes na aplicabilidade destes compostos, podendo causar melhoras na 

biodistribuição dos mesmos. 
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Já a bupivacaína em HD-β-CD promoveu um aumento da duração da 

anestesia em modelos animais quando aplicado o bloqueio epidural, espinhal e 

do nervo ciático (Fréville et al.,1996; Dollo et al., 2000; Estebe et al., 2002).  

A complexacão de ropivacaína em HD-β-CD produz um aumento do 

bloqueio do nervo ciático em ratos. O complexo promoveu um aumento da 

eficiência farmacológica do anestésico local, permitindo um aumento da 

disponibilidade de ropivacaína no local de ação e uma anestesia de longa 

duração com menores efeitos tóxicos (de Araújo, 2008). 

O complexo de inclusão de lidocaína/HD-β-CD produziu anestesia com 

sucesso em 28 de 30 pacientes quando administrada em gotas para olhos 

(Ranjbar et al., 2012), sendo uma alternativa para a anestesia subconjuntival. 

Cereda et al. (2012) avaliaram a viabilidade de células de Schawnn 

expostas por 24 horas a bupivacaína 0.5% ou ropivacaína 0.5% complexadas 

ou não com HP-β-CD  e revelaram que não existe diferença significativa na 

citotoxicidade entre as formulações livres ou complexadas.  

Na atualidade, o desenho de novos sistemas de liberação controlada de 

drogas para os anestésicos locais devem se concentrar em como atingir 

maiores concentrações de anestésico dentro de um carreador celular, e como 

manter a sua liberação (de Paula et al., 2012). Embora as pesquisas 

reportadas na literatura envolvendo a complexação de moléculas de 

anestésicos locais com HP-β-CD sejam variadas e com resultados 

promissórios sobre novas formulações de anestésicos locais; nenhuma delas 

tem empregado articaína. 
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3. PROPOSIÇÃO 

Avaliar o efeito in vitro da articaína associada a diferentes concentrações 

de epinefrina ou à HP-β-CD sobre a viabilidade celular em culturas de 

queratinócitos humanos (HaCaT).  

Avaliar o efeito in vitro dos adjuvantes metabissulfito de sódio, epinefrina 

e HP-β-CD sobre a viabilidade celular em culturas de queratinócitos humanos 

(HaCaT). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Células HaCaT, formulações anestésicas e reagentes 

As células HaCaT foram gentilmente doadas pela Dra. Liudmila Kodach 

(Amsterdam Medical Center), Amsterdam (Holanda) ao Instituto de Biologia da 

UNICAMP. 

Foram utilizadas diferentes soluções de articaína - ATC (DFL Indústria e 

Comércio S.A., Rio de Janeiro, Brasil) em concentrações variando entre 0.1% a 

4%, associadas ou não com epinefrina (Sigma-Aldrich Chem. Corp. St. Louis, 

MO, USA) em concentrações de 1:200.000, 1:100.000 e 1:50.000. O teste 

Vybrant® MTT foi obtido de Molecular Probes Life Technologies (USA). O FBS 

e o meio DMEM foram obtidos da Vitrocell Embriolife Lab. (Campinas, Brazil). A 

tripsina 0.25% com EDTA (1X) foi obtida do GIBCO Life Technologies (USA). 

Também foram preparados complexos de articaína com HP-β-CD (Kleptose 

HP®), a qual foi obtida do Roquette Serv. Tech. Lab. (Lestrem, França), no 

Laboratório de Biomembranas do IB-UNICAMP, sob a orientação da Profa. 

Dra. Eneida de Paula. 

Os complexos de inclusão foram produzidos misturando quantidades 

equimolares de HP-β-CD e ATC (razão molar 1:1), em água deionizada, à 

temperatura ambiente (25 ± 1 °C) durante 24 h. Após atingir o equilíbrio, com a 

dissolução completa, a solução foi colocada em tubos falcon de 15 mL, 

congelada e armazenada a -20 °C (Metalfrio, Brazil) (Araújo et al., 2008). 

Posteriormente, os tubos contendo a solução congelada foram levados para o 

processo de liofilização por 72 h (Lyo Chamber Guard Christ LCG, Alfa 2-4 LD 

Plus; Nova Analitica, Germany). Após este processo, foram pesadas diferentes 

quantidades do complexo liofilizado e diluídas em meio DMEM sem FBS até 

atingir concentrações determinadas nas condições experimentais do presente 

estudo. Antes de serem utilizadas, todas as soluções foram filtradas usando 

filtros TPP para seringa com membrana poliestersulfônica (PES) com tamanho 

de poro de 0.22 µm, para filtrações de soluções aquosas (área de filtração de 4 

cm²; dimensões de 27 mm x 33 mm). 
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4.2 Avaliação da formação do complexo de inclusão ATC/ HP-β-

CD por microscopia eletrônica de varredura 

A analise morfológica das amostras de ATC, HP-β-CD, misturas físicas 

de ATC/HP-β-CD e complexos de inclusão ATC/HP-β-CD (1:1) foram 

analisadas no MEV Jeol JSM – 5600LV (Japão). As amostras foram montadas 

em stubs de alumínio, usando fita dupla face e cobertas com ouro sob vácuo 

por 120 segundos, para tornarem-se eletricamente condutivas, segundo a 

técnica adaptada de Araujo et al., (2008). 

 

4.3 Cultura celular 

Para o ensaio foram utilizadas células HaCaT (Human adult low Calcium 

high Temperature) imortalizadas. Essa linhagem celular de queratinócitos foi 

criada pelo Centro de Pesquisa do Câncer em Heidelberg, Alemanha 

(Boukamp et al.,1988), as quais cresceram na periferia de um melanoma 

maligno primário, porem mantendo as características das células normais. 

As células foram mantidas em uma cultura em monocamada em 5% de 

CO2, a 37 °C, em meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM; Vitrocell 

Embriolife) suplementado com 10 % soro fetal bovino (FBS; Vitrocell Embriolife) 

e 1% de penicilina/estreptomicina (penicilina 10.000 UI/mL, estreptomicina 10 

mg/mL; Cultilab). 

A cultura foi duplicada duas vezes por semana por tratamento com 

tripsina 0.25% com EDTA (1X) (GIBCO) para a liberação das células. 

Utilizando uma câmara de Neubauer, foi realizada a contagem celular e 

aproximadamente 5x104 células/200 µL foram adicionadas a cada um dos 

poços das placas de cultura de tecidos com 96 poços e incubadas por 24 h. A 

confluência das monocamadas de 80% foi verificada com microscópio invertido 

(Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss, Alemanha). 

 

4.4 Condições experimentais 

As células foram expostas aos seguintes tratamentos, sendo todas as 

formulações com pH próximo ao fisiológico e com concentração final no meio 

de cultura conforme indicado: 
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1. ATC a 4%, 2%, 1%, 0.5%, 0.4%, 0.3%, 0.2% ou 0.1%;  

2. Epinefrina a 1:50.000, 1:100.000 ou 1:200.000; 

3. ATC a 4%, 2%, 1% ou 0.5% associada à epinefrina 1:50.000, 1:100.000 

ou 1:200.000;  

4. HP-β-CD a 4%, 2% ou 1%;  

5. Formulação de HP-β-CD/ATC contendo ATC a 4%, 2%, 1%, 0.5%;  

6. Metabissulfito de sódio 0.5 mg/mL; 

7. Apenas meio de cultura (pH = 8) – grupo controle. 

Após a adição dos tratamentos, as placas (n = 9) três por três, foram 

incubadas a 37 ºC por 10, 30, 60 e 240 minutos. Terminadas as incubações, a 

viabilidade celular foi estimada pelo método da redução do MTT.  

 

4.5 Avaliação da viabilidade celular – MTT 

O ensaio MTT baseia-se na conversão de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) em cristais de formazana por células vivas, 

o que determina a atividade mitocondrial (Mosman, 1983). Uma vez que para a 

maioria das populações de células a atividade mitocondrial total é relacionada 

com o número de células viáveis, este ensaio é largamente utilizado para medir 

a efeitos citotóxicos in vitro de fármacos sobre linhagens de células primárias 

ou de células doentes. 

Após a incubação das placas com as formulações nos tempos descritos, 

os poços foram esgotados, lavados duas vezes com PBS (GIBCO), pH=7.4, 

sendo então colocados 200 µL da solução de MTT a 0.3 mg/mL em meio 

DMEM. As placas foram incubadas por três horas em atmosfera de 5% de CO2 

a 37°C. Posteriormente os poços foram lavados duas vezes com PBS, pH=7.4, 

e preenchidos com 200 µL de etanol PA. Finalmente, as absorbâncias foram 

lidas em espectrofotômetro de ELISA a 570 nm. 

 

4.6 Análise da citotoxicidade por microscopia de fluorescência 

Os resultados do MTT foram confirmados por microscopia de 

fluorescência. As células HaCaT foram cultivadas como descritas 

anteriormente e transferidas para as placas de cultura de células de 96 poços. 

As placas foram incubadas por 24 horas e em seguida foram aplicados os 
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tratamentos. Terminados os períodos de incubação a citotoxicidade das 

formulações foi verificada através da marcação pelos reagentes de 

viabilidade/citotoxicidad para células mamíferas Live/Dead® (Invitrogen Life 

Technologies).  

As células vivas convertem a calceína permeável não fluorescente em 

calceína impermeável fluorescente verde, ao qual se distribui uniformemente 

pelo citoplasma da célula, por meio da atividade de esterases. As células 

mortas ou com a membrana danificada são marcadas com o homodímero-1 de 

Etídio pela ligação a ácidos nucléicos, emitindo uma fluorescência vermelha. 

Este marcador é excluído pelas membranas das células intactas.  

Os reagentes EthD-1 e calceína-AM foram combinadas formando uma 

solução com concentração final de 2 µM de calceína-AM e 4 µM de EthD-1 

(Live/Dead®). Aproximadamente 300 µL dessa solução foram adicionados às 

placas de cultura de células, cobrindo toda a extensão. As células foram 

incubadas por 30 a 45 minutos na temperatura ambiente, protegidas da luz.  

As imagens foram feitas no microscópio invertido Zeiss Axiovert 40 CFL 

acoplado a câmera AxioCam MEC (Carl Zeiss, Alemanha). A calceína foi 

visualizada utilizando filtro na faixa de comprimento de onda 450-490 nm (Ex)/ 

515-565 (Em). Já as células marcadas em vermelho foram visualizadas na 

faixa de comprimento de onda de 528-546 nm (Ex)/ 590-617nm (Em). 

 

4.7 Forma de análise dos resultados 

Para se testar a hipótese nula de que qualquer diferença encontrada nos 

tratamentos seria meramente ao acaso, esses dados foram primeiramente 

testados quanto à normalidade de distribuição (teste de Shapiro-Wilks) e 

equivalência das variâncias (teste de Levene). Os dados de viabilidade celular 

apresentaram distribuição normal e homogeneidade de variâncias sendo 

aplicados two-way ANOVA e Tukey como análise post-hoc. Todas as análises 

foram realizadas pelo pacote estatístico GraphPad® 6.0, com nível de 

significância de 5% (α=0.05). 
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5. RESULTADOS 

5.1  Microscopia eletrônica de varredura 

A Figura 1 mostra a estrutura das formulações por MEV.  

 

Figura 1. Microscopia eletrônica de varredura das formulações de HP-β-

CD (A), ATC (B), mistura física de ATC e HP-β-CD na razão molar 1:1 

(C) e complexo de inclusão ATC e HP-β-CD de razão molar 1:1 (D). 

Magnificação 1500x, escala bar = 10 µm. 

 

A Figura 1 ressalta as características de aspecto e tamanho das 

substâncias puras (ATC e HP-β-CD) e do complexo. Os cristais de HP-β-CD 

apresentam formas semiesféricas variando em tamanho, com superfície lisa e 

contornos definidos (Figura 1A). Os cristais de ATC mostraram agrupados, de 

formas prismáticas e de contornos retos (Figura 1B). A mistura física de ATC e 

HP-β-CD (Figura 1C) mostrou os cristais de ATC preenchendo o interior dos 

cristais da HP-β-CD. Já o complexo (Figura 1D) mostrou uma estrutura 

completamente diferente, com um aspecto laminar amorfo de tamanho variável, 

mas muito maior do que as formas isoladas ou da mistura física. 
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5.2  Viabilidade celular 

A Figura 2 mostra a influência dos adjuvantes metabissulfito de sódio 

(MBS), HP-β-CD (BCD) e epinefrina (epi) sobre a viabilidade celular. 
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Figura 2. Influência dos adjuvantes sobre a viabilidade celular (média ± DP), 
p<0.05. MBS = metabissulfito de sódio; BCD = HP-β-CD; epi = epinefrina. 

 

Não houve diferenças estatisticamente significantes (two-way ANOVA, 

p>0.05) na viabilidade celular entre os grupos MBS 0.5mg/mL, epinefrina 

1:200.000, epinefrina 1:100.000, BCD1% e BCD2% em relação ao grupo 

controle em nenhum dos tempos avaliados. Houve, entretanto, uma diminuição 

significante na viabilidade entre o grupo BCD 4% e o controle nos tempos de 

10 e 30 minutos. No entanto, essa diferença não foi significativa nos tempos de 

60 e 240 minutos. A epinefrina 1:50.000 causou diminuição significativa na 

viabilidade celular em relação ao controle apenas após 4 horas de exposição 

(p<0.05). Assim, de uma maneira geral, o carreador, o metabissulfito de sódio e 

a epinefrina mostraram biocompatibilidade, mas é possível que nas maiores 

concentrações a epinefrina e a HP-β-CD possam interferir na viabilidade 

celular. 
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A Figura 3 mostra o efeito da articaína sobre a viabilidade celular ao 

longo do tempo e em função das concentrações estudadas. 
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Figura 3. Efeito da articaína ao longo do tempo sobre a viabilidade celular. 

(Média ± DP), p<0.05.  

 

Embora a viabilidade celular tenha sido significativamente menor com 

ATC 0.1% no tempo de 60 minutos (p<0.05) em relação ao controle, não houve 

diferenças significantes nos demais tempos com o tratamento de ATC 0.1%. 

De uma forma geral, a partir de 10 minutos de exposição, a ATC em 

concentrações entre 0.2% até 4% mostrou redução significativa na viabilidade 

das células HaCaT quando comparada com o controle (p<0.05). Isso mostra 

que a toxicidade da ATC é dependente do tempo de exposição e 

principalmente da concentração do fármaco. Em concentrações de ATC 

maiores que 0.2%, a viabilidade celular é reduzida a menos de 50% após 4h de 

tratamento. Concentrações maiores que 0.5% causaram redução de 

aproximadamente 75% das células, já a partir de 30 minutos. 

A Figura 4 mostra o efeito da adição de três concentrações (1:50.000, 

1:100.000 e 1:200.000) de epinefrina a quatro concentrações (0.5%, 1%, 2% e 

4%) de articaína sobre a viabilidade celular de células HaCaT. 
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Figura 4. Efeito da associação de epinefrina (epi) à articaína (ATC) ao 

longo do tempo sobre a viabilidade celular. (Média ± DP), p<0.05.  

 

A epinefrina sozinha não alterou a viabilidade celular em relação controle 

em nenhuma das concentrações estudadas, exceto no período de 4 horas, 

quando a epinefrina 1:50.000 diminuiu a viabilidade em relação ao controle e 

ao grupo com epinefrina 1:200.000 (p<0.05). Além disso, ocorreu diminuição da 

viabilidade para a epinefrina 1:50.000 no período de 4 horas em relação aos 

demais períodos deste grupo.  

Independentemente do período considerado, houve diminuição 

significativa da viabilidade celular para as concentrações maiores que 0.5% de 

ATC quando comparadas aos respectivos controles. Além disso, nas 

concentrações iguais ou superiores a 0.5% de ATC houve tendência de menor 

toxicidade celular para as formulações com ATC livre ou com epinefrina 
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1:200.000 quando comparadas com as demais formulações. Entretanto, esse 

efeito também foi influenciado pelo tempo de exposição, pois quanto maior era 

o tempo de exposição, menor era a viabilidade independentemente da 

concentração de ATC (entre 0.5 e 4.0%).  

Para a ATC 0.5%, foi possível observar que a combinação com a 

epinefrina 1:200.000 induziu maior viabilidade do que a ATC livre ou 

combinada com as outras concentrações de epinefrina. Assim, para essa 

concentração de ATC, a epinefrina 1:200.000 diminuiu a toxicidade da ATC nas 

células HaCaT. De forma inversa, houve tendência de maior toxicidade da ATC 

quando essa era associada à epinefrina 1:100.000 e 1:50.000.  

A Figura 5 mostra o efeito da associação da HP-β-CD à ATC sobre a 

viabilidade celular dos queratinócitos em comparação ao controle e às 

formulações dos adjuvantes. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Efeito da associação de HP-β-CD à articaína (ATC) ao longo do 

tempo sobre a viabilidade celular. (Média ± DP), p<0.05. 
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Não houve diferenças estatisticamente significantes entre o controle e o 

complexo de ATC 0.5% e BCD na viabilidade celular nos tempos de 10 e 30 

minutos. Já a ATC 0.5% promoveu redução da viabilidade celular em todos os 

períodos em relação ao controle. A viabilidade foi significativamente maior no 

complexo quando comparada à ATC 0.5%, exceto no período de 4 horas.  

Quando comparadas com os grupos tratados com ATC 1% livre, a 

viabilidade celular foi significativamente maior nos grupos tratados com o 

complexo a 1% nos tempos de 30 e 60 minutos. Para os grupos com 

concentração de ATC 2% e 4%, o complexo promoveu maior viabilidade, mas 

apenas no período de 10 minutos. 

 

5.3  Avaliações da viabilidade/citotoxicidade celular Live/Dead® 

Nos grupos controle, foram identificadas algumas características 

morfológicas normais dos queratinócitos como o tamanho e a forma poliédrica, 

dispostas em contato íntimo entre elas. Como a atividade enzimática das 

esterases citoplasmáticas, oriundas das células vivas, sobre a calceína produz 

uma cor verde intensa, as células marcadas com essa cor apresentavam 

viabilidade. Essa cor foi intensamente observada nas células dos grupos 

controle e células expostas a concentrações baixas de ATC (0.1%) e do 

complexo contendo 0.1% de ATC. 

Alterações da forma celular, a qual passou de poliédrica a arredondada, 

foram observadas nas células HaCaT expostas a ATC 1% por 10 minutos e ao 

complexo de ATC 0.5% em 1 hora. Além disso, a cor vermelha brilhante, 

produto da ligação do EthD-1 com os ácidos nucleicos e a perda de contato 

celular, a qual é indicadora de morte celular foram observadas nas células 

expostas a ATC 1% livre e ao complexo ATC/HP-β-CD 1% por 1 hora. Esses 

resultados estão expostos nas Figuras 6 e 7. 
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Figura 6. Efeito da articaína (A) e o do complexo (B) sobre a viabilidade celular 

após 10 minutos. Aumento de 20 vezes. Coloração Live/Dead®. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Efeito articaína (A) e do complexo (B) sobre a viabilidade celular após 

1 hora. Aumento de 20 vezes. Coloração Live/Dead®. 
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6. DISCUSSÃO 

A articaína tem sido amplamente utilizada com sucesso em diferentes 

procedimentos odontológicos de rotina (Pellicer-Chover et al., 2013; 

Kambalimath et al., 2013; Tortamano et al., 2013). Entretanto, existem poucas 

pesquisas sobre os seus efeitos citotóxicos ou sobre os efeitos da sua 

associação com epinefrina ou carreadores, como a HP-β-CD. Porém, existem 

estudos dos efeitos citotóxicos de outros anestésicos locais (Jafarnia et al., 

2009; Jacobs et al., 2011; Pescosolido et al., 2011).  

Neste estudo, foi utilizada uma cultura de queratinócitos humanos 

imortalizada (HaCaT), a qual é um modelo experimental bem definido para 

explorar a resposta celular sobre diferentes contextos, justificando seu amplo 

emprego em estudos in vitro para investigação de vias de sinalização 

intracelulares e respostas a alguns tipos de estresse (Boukamp et al., 1988; 

Ravid et al., 2002). Essa linhagem celular é não-tumorogênica e é 

caracterizada por uma capacidade de diferenciação altamente conservada e 

uma elevada estabilidade genética (Boukamp et al., 1988). Apresentam ainda 

um crescimento aderente, são dispostas em camadas planas e são quase 

completamente preenchidas pelo núcleo, formando uma arquitetura epidérmica 

quase normal (Jaegera et al., 2012). Assim, a cultura celular utilizada no estudo 

foi apropriada para observar os efeito da articaína e seus adjuvantes. 

De forma geral, os resultados do presente estudo evidenciam que tanto 

a concentração como o tempo de exposição à articaína afetam a viabilidade e 

fisiologia de células HaCaT. Estudos realizados com outros anestésicos locais, 

como a lidocaína, demostraram que estes podem induzir apoptose em culturas 

de células T de linfoma (Jurkat) de uma maneira tempo-dependente, como 

determinado pelo ensaio de anexina V (Boselli et al., 2003). Recentemente, 

outra pesquisa mostrou o efeito citotóxico da lidocaína em condrócitos 

humanos de uma maneira dose e tempo-dependente (Jacobs et al., 2011). O 

presente trabalho se relaciona diretamente com os achados anteriores 

confirmando os efeitos citotóxicos da articaína livre em uma ampla gama de 

concentrações e tempos de exposição.  
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O ensaio metabólico com MTT evidenciou que a concentração de 0.1% 

de articaína livre não foi capaz de afetar significativamente a função 

mitocondrial após 4 h de exposição. De fato, a análise de células incubadas em 

concentrações de articaína livre 0.1% confirmou que uma elevada porcentagem 

de células tinha função metabólica adequada e integridade da membrana 

celular.  

Por outro lado, as concentrações de ATC livre maiores ou iguais a 0.2% 

foram associadas a efeitos citotóxicos significativos. Resultados similares foram 

obtidos por Werdehausen et al., (2012) os quais mostraram que a CL50 para 

articaína foi de 5.3 mmol/L (equivalente a 0.17%). Os resultados do presente 

estudo mostram que concentrações de articaína elevadas estariam associadas 

a uma alteração da integridade da membrana celular. Embora não existam 

estudos mostrando a concentração tecidual da articaína após sua injeção, 

poderia ocorrer danos celulares estruturais em concentrações utilizadas 

clinicamente (4%).  

Foi demonstrado previamente que os anestésicos locais podem produzir 

mudanças na morfologia celular como vacuolização de fibroblastos da pele 

humana (Pena et al., 1982). Outro estudo descreveu que a lidocaína, 

mepivacaína e prilocaína foram capazes de produzir arredondamento celular e 

desprendimento do substrato de fibroblastos gengivais de ratos, dependendo 

do tipo de anestésico, da concentração e do tempo de exposição (Johnson et 

al., 1986). A lidocaína causou, de uma maneira dose e tempo dependente, 

mudanças conformacionais em eritrócitos como resultado da agregação da 

espectrina (Nishiguchi et al., 1995). Além disso, um estudo realizado em células 

de neuroblastoma revelou que diferentes anestésicos locais, incluindo a 

articaína, induziram apoptose de forma concentração-dependente, sendo que 

as concentrações maiores foram capazes de produzir morte celular por necrose 

(Werdehausen et al., 2009). Todos estes trabalhos concordam com os efeitos 

citotóxicos da articaína livre achados no presente estudo pelos testes de MTT e 

microscopia de fluorescência.  

Embora as recentes investigações sobre a toxicidade de anestésicos 

locais tenham avaliado o mecanismo de morte celular induzida por esses 
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medicamentos em tecidos e células orofaciais (Villarruel et al., 2011; Fedder et 

al., 2010) o mecanismo de morte celular gerado pela articaína ainda não está 

completamente elucidado.  

Outro fator importante na citotoxicidade dos anestésicos locais e 

particularmente para a articaína é a toxicidade induzida pelos seus metabólitos. 

O mais conhecido metabólito da articaína é o ácido articaínico, o qual é 

produzido pela hidrólise proporcionada por colinesterases plasmáticas e 

teciduais. Este ácido é inativo e é parcialmente metabolizado conjugado com o 

glucoronato no rim, sendo excretado pela urina nessa forma (25%) e 75% na 

forma de ácido (Vree & Gielen, 2005).  

Foi demonstrado que em tecidos com redução da circulação sanguínea 

(por torniquete), 55% da dose era rapidamente metabolizada, sendo que 20% 

era metabolizada pelas esterases plasmáticas e 35% pelas teciduais (Snoeck, 

2012). Assim, a habilidade do tecido em metabolizar a articaína poderia ser 

fundamental para sua toxicidade. Embora não existam estudos mostrando a 

citotoxicidade do ácido articaínico, a Cmax e a área sob a curva (ASC) deste 

são mais de 5 vezes maiores do que os valores observados para a articaína 

(Snoeck, 2012).  

Queratinócitos humanos, como as células HaCaT, são conhecidos por 

sintetizar e secretar acetilcolina não neuronal, a qual serve como sinalizador 

celular e regula funções tais como proliferação, adesão, contato desmossomal 

e atividade glandular da célula. Além disso, estas células também produzem 

acetilcolinesterase, a qual é encontrada dentro ou próximo da membrana 

celular, associada a feixes filamentosos intracelulares (Grando, 1997). 

Produzem também a carboxilesterase de forma abundante (Zhu et al., 2007) 

dentre outras esterases. Desta forma, estas células poderiam ser capazes de 

metabolizar a articaína, produzindo ácido articaínico. Ainda não existem 

estudos provando essa possibilidade, mas seria possível que parte dos efeitos 

tóxicos verificados no presente estudo poderiam ser ocasionados pelo ácido e 

não pela articaína na sua forma livre. 

Pouca atenção tem sido dada a possível toxicidade da epinefrina 

comumente associada aos anestésicos locais. A utilização desse tipo de 
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vasoconstritor demanda a adição de pelo menos um agente antioxidante 

(usualmente sulfitos), devido à alta taxa de oxidação do vasoconstritor, 

causada por vários fatores, tais como luz e calor. Além disso, usualmente o pH 

destas formulações varia entre 3.5 a 5.5.  

Dragoo et al., (2010) mostraram que a grande toxicidade causada por 

anestésicos locais contendo epinefrina em condrócitos poderia ser atribuída à 

combinação do baixo pH e substâncias como o metabissulfito de sódio. Assim, 

é possível que o vasoconstritor seja uma importante fonte de toxicidade celular 

e, por esse motivo, a epinefrina foi testada em três concentrações no presente 

estudo.  

Hashimoto et al., (2001) observaram um aumento da neurotoxicidade 

induzida pela lidocaína com disfunção sensorial persistente e dano histológico 

em ratos após a administração concomitante com epinefrina, sendo que a 

epinefrina não mostrou neurotoxicidade quando administrada sozinha. Os 

autores argumentam que a vasoconstrição gerada pela epinefrina poderia ser o 

mecanismo responsável, gerando uma redução do fluxo sanguíneo e limitando 

a absorção da lidocaína, incrementando mesmo assim o efeito local tóxico do 

anestésico. No entanto, Werdehausen et al., (2011) demostraram que a 

epinefrina em concentração de 7 ou 70 µM não produz um incremento da 

citotoxicidade da lidocaína medida pela apoptose celular em astrócitos de ratos 

quando expostos a 24 h de tratamento. Essas diferenças poderiam ser 

explicadas pelos diferentes modelos experimentais, sendo que o 

comportamento da epinefrina associada a anestésicos locais poderia ser 

diferente em tecidos e células. 

No presente estudo, a epinefrina a 1:50.000 causou diminuição 

significante na viabilidade celular após 4 horas de exposição, confirmando que 

a citotoxicidade pode ser dose- e tempo-dependente. Já o metabissulfito de 

sódio a 0.5mg/mL não produziu nenhuma alteração na viabilidade celular, 

concordando com os achados de Seravalli & Lear, (1987) os quais verificaram 

que em células de neuroblastoma, concentrações similares de bissulfito não 

mostraram toxicidade.  
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Similarmente, em um estudo in vitro, Dänicke et al., (2010) avaliaram a 

viabilidade celular pela determinação da atividade da desidrogenase 

mitocondrial e demonstraram que o metabissulfito de sódio até uma 

concentração de 8 µM (aproximadamente 1.52 mg/mL) não afetou 

significativamente a viabilidade de células mononucleares sanguíneas 

periféricas (PBMC), nem de linhagens de celulares epiteliais de intestino (IPEC-

1 e IPEC-2) de porco, resultados similares aos observados no presente estudo. 

No entanto, o metabissulfito de sódio em concentração de 0.5 mg/mL 

teve um efeito significativo sobre a morte celular em condrócitos humanos após 

24 h de tratamento (Dragoo et al., 2010). Esse resultado indica que em 

concentrações similares, o metabissulfito de sódio pode ser tóxico dependendo 

do tempo de exposição e da linhagem celular na qual esta sendo avaliada. 

As ciclodextrinas têm sido propostas em sistemas de liberação 

controlada visando diminuir os efeitos tóxicos de formulações anestésicas (de 

Paula et al., 2012). Esta combinação visa o aprimoramento de efeitos 

terapêuticos, farmacológicos e redução dos efeitos tóxicos (de Araújo et al., 

2008). De todas as ciclodextrinas, a HP-β-CD possui melhor compatibilidade e 

segurança, especialmente para uso parenteral (Roquete-Pharma, 2009; Irie & 

Uekama, 1997) e, por isso, foi utilizada no presente estudo.  

O ensaio metabólico com MTT evidenciou que a ATC a 0.5% livre foi 

capaz de afetar significativamente a função mitocondrial após 10 min de 

exposição. Já a ATC a 1% mostrou uma elevada porcentagem de células com 

alterações na função metabólica e integridade da membrana celular como 

determinado pelo método de Live/Dead®. No entanto, as células HaCaT não 

mostraram diminuição significativa da função mitocondrial quando incubadas 

com o complexo ATC a 0.5% com HP-β-CD, nos tempos de 10 e 30 minutos, o 

que demostra a redução da toxicidade da ATC quando complexada com HP-β-

CD. A complexação da ATC a 0.5% com HP-β-CD mostrou um efeito citotóxico 

significativamente menor até 1 h quando comparada com a ATC a 0.5% livre. 

Estes resultados poderiam ser em parte ocasionados pela diminuição do 

metabolismo da ATC, o que é uma propriedade já relatada de diversos 

carreadores, incluindo a HP-β-CD. 
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Cereda et al., (2012) não encontraram diferenças significativas na 

viabilidade de células de Schwann após tratamento com ropivacaína ou 

bupivacaína a 0.5%, ambas complexadas com HP-β-CD, quando comparadas 

com as respectivas formulações livres. Embora os resultados destes autores 

indiquem que a complexação com HP-β-CD não melhorou o perfil tóxico 

daqueles anestésicos, é importante salientar que os autores utilizaram apenas 

uma concentração dos anestésicos, sendo que as culturas foram avaliadas 

apenas após 24 h. No entanto, a complexação com a HP-β-CD diminuiu os 

níveis de creatinina quinase sérica em 5.5 vezes em comparação aos grupos 

tratados com as formulações livres e diminuíram o nível de miotoxicidade. 

Assim, é possível que os efeitos da complexação com os carreadores 

dependam do tipo de anestésico local, da célula em estudo, da concentração e 

do tempo de exposição, como demonstrado no presente estudo. 

Como já mostrado por Hillerup et al., (2011a) em tecido nervoso de 

ratos, a injúria neurotóxica induzida pela articaína pode ser ocasionada pela 

alta concentração desse anestésico (4%), sendo que a 2% está injúria é muito 

pequena (Hillerup et al., 2011b). Os resultados obtidos no presente estudo 

demostraram que a toxicidade da articaína foi dependente não somente da 

concentração do sal anestésico, mas também do tempo de exposição da célula 

ao anestésico. As concentrações mais baixas não tiveram um impacto 

significativo sobre a cultura celular, mesmo em períodos mais prolongados de 

exposição. No entanto, mesmo em concentrações moderadas (0.3%, 0.4% e 

0.5%) a articaína mostrou citotoxicidade considerável em tempos de exposição 

mais prolongados (entre 60 e 240 min). Obviamente, a extensão da exposição 

à articaína em tecidos vivos depende de vários fatores, sendo que a maior 

parte deles não é reproduzida em ensaios em culturas celulares e teciduais.  

Provavelmente, o fator mais importante que afeta o tempo de exposição 

da célula a um anestésico local seja a sua meia-vida de eliminação, dentro de 

um sistema complexo de metabolização tecidual. Assim, quanto menor a meia-

vida de eliminação de uma substância em um tecido, maior será a exposição 

da célula àquela substância. Um estudo em pacientes submetidos à anestesia 

epidural com articaína mostrou que a meia-vida de eliminação da articaína é de 

0.6 horas na fase de distribuição e 2.5 horas na segunda fase (hidrólise no 
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plasma), sendo que o ácido articainico também apresenta 2.5 horas de meia-

vida. De uma forma geral, a meia-vida total de eliminação da articaína é 

considerada como sendo de 60 minutos (Snoeck, 2012). Desta forma, os 

tempos de exposição utilizados no presente estudo podem ser considerados 

plausíveis, particularmente para as concentrações menores. 

Embora existam diversos estudos (Freville et al., 1996; Dollo et al., 

1996a,b, 1998, 2000; Estebe et al., 2002; Araujo et al., 2005, 2006, 2008; 

Moraes et al., 2007a,b; Karashima et al., 2007) envolvendo a complexação de 

moléculas de anestésicos locais com ciclodextrinas, nenhum deles empregou a 

articaína. Nesses estudos, a associação da HP-β-CD com anestésicos locais 

diversos mostrou, de uma maneira geral, propriedades mais favoráveis do que 

a molécula anestésica sozinha. No presente estudo, essa associação também 

diminuiu a citotoxicidade da articaína, de forma tempo e concentração-

dependente. 
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7. CONCLUSÃO 

A articaína livre mostrou toxicidade tempo e concentração dependentes 

sobre as células HaCaT. A associação à HP-β-CD diminuiu o efeito tóxico da 

ATC sobre a viabilidade de células HaCaT, especialmente das concentrações 

0.5 e 1%. 

A associação à epinefrina 1:200.000 diminuiu os efeitos tóxicos da ATC 

0.5% sobre as células HaCaT, sendo que os coadjuvantes como a epinefrina, o 

metabisulfito de sódio e a HP-β-CD mostraram biocompatibilidade nas 

concentrações empregadas neste estudo.  

Novos estudos sobre os metabólitos da articaína, particularmente o 

ácido articaínico, poderiam ajudar a esclarecer o perfil de toxicidade do 

anestésico local. 
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