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RESUMO

A associacéo a carreadores tem sido proposta visando prolongar o efeito
anestésico, além de reduzir a toxicidade de varios anestésicos locais, incluindo
a articaina (ATC). O objetivo do estudo foi avaliar in vitro o efeito da ATC livre
ou associada a diferentes concentragdes de epinefrina ou 2-hidroxipropil- -
ciclodextrina (HP- -CD) sobre a viabilidade celular de queratindcitos humanos
imortalizados (HaCaT). Foi avaliado também o efeito do metabissulfito de
sbédio, principal antioxidante e componente das solucdes anestésicas
comerciais, sobre a viabilidade das citadas células. A microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi utilizada para avaliar as caracteristicas fisicas dos cristais
da ATC, da HP- -CD e do complexo de incluséo liofilizado de ATC/HP- -CD.
As células HaCaT foram expostas as formulacbes de ATC em diferentes
concentragdes desde 0.1% até 4%, associadas ou n&o a epinefrina 1:50.000,
1:100.000 e 1:200.000, ou em associagcao com HP- -CD; em tempos de 10, 30,
60 e 240 min. As células viaveis foram quantificadas pelo método do MTT apos
0s periodos de exposicdo e comparadas a um grupo controle sem tratamento.
A avaliacdo celular qualitativa foi realizada por microscopia de fluorescéncia
pelo método de coloragéo Live/Dead®. A andlise estatistica foi realizada por
two-way ANOVA (teste de Tukey, p>0.05). Os resultados revelaram que a
toxicidade da ATC depende da concentracédo e do tempo de exposi¢cao, sendo
gue quando complexada com HP- -CD ou associada a epinefrina 1:200.000,
houve tendéncia a diminuir a toxicidade avaliada inicialmente. Da mesma
forma, os adjuvantes como a epinefrina, o metabissulfito de sédio e a HP- -CD
sozinhos mostraram biocompatibilidade nas concentracbes empregadas neste
estudo. Concluimos que a associacdo da ATC com a HP- -CD bem como a
epinefrina 1:200.000 diminuiu a toxicidade do anestésico local quando avaliado
nas concentracées mais baixas. Entretanto, a associacdo destes adjuvantes
nao melhorou o perfil de toxicidade da ATC quando avaliado em concentracdes

clinicas usuais de 2 e 4%.

Palavras-Chave :  Articaina. 2-hidroxipropil- -ciclodextrina. Epinefrina.
Metabissulfito de sddio. Viabilidade celular. Queratinécitos 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- -
cyclodextrin (HP- -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- -CD and ATC/HP- -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- -
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- -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- -CD alone showed
biocompatibility in concentrations used in this study. In conclusion, the
association of ATC with HP- -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- -cyclodextrin. Epinephrine. Sodium

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

&RQVLGHUDGD SHOD $63 FRPR R B:3TXLQWRI VLQDO Y
Veterans Affairs, 2000), a dor sempre tem motivado pesquisas na busca de
novos agentes analgésicos cada vez mais seguros e menos toxicos. Para a
sua prevencdo ou controle, empregam-se uma variedade grande de
medicamentos, dentro deles os anestésicos locais.

Os anestésicos locais sao farmacos que impedem a conducdo dos
impulsos elétricos nociceptivos reversivelmente, gerando uma perda da
sensibilidade a dor (Drasner, 2009). Geralmente a injecdo de anestésicos
locais € efetiva e segura, mas o uso de doses excessivas ou aplicacédo
intravascular inadvertida podem produzir reacdes adversas como toxicidade ao
sistema nervoso central e cardiovascular (Mercado & Weinberg, 2011; Baluga,
2003; Rood, 2000; Chen, 1998). Tonturas, confuséo, inquietacéo, convulsoes,
desmaio, arritmias, taquicardia, hipertensdo e metemoglobinemia séo algumas
manifestacdes adversas resultantes da acao sistémica dos anestésicos locais
(Moore & Hersh, 2010; Lukawska et al., 2009; McLure & Rubin, 2005; Cassedy
et al., 1986).

Além disso, 0s anestésicos locais podem exercer uma grande variedade
de efeitos sobre diferentes tipos celulares podendo interferir em processos de
cicatrizacdo, resposta inflamatoria e também causar toxicidade celular
(Hollmann & Durieuxx, 2000). Recentemente a seguranca dos anestésicos
locais tem sido questionada, onde se tem verificado sua acdo citotdxica,
através de necrose e inducao de apoptose em diversos tipos celulares (Ballieul,
2009). Véarios mecanismos de acdo tém sido propostos para explicar o efeito
citotoxico dos anestésicos locais, tais como: induzir o colapso das membranas
mitocondriais, causar bloqueio prolongado dos canais de potassio e alterar
homeostase do calcio (Jacobs et al., 2011; Grishko et al., 2010; Perez-Castro
et al., 2009; Xu et al., 2000).

A articaina, 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 discussdo em odontologia, pois, a despeito da elevada taxa de

sucesso anestésico (Kammerer et al., 2013; Paxton et al., 2010), inclusive por
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infiltracdo na mandibula (EI-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). Alteracdes de sensibilidade e dor pos-operatéria
transitéria, também foram relatadas, sendo a funcdo sensoéria usualmente
recuperada de forma rapida (Malamed et al., 2001). Agentes em alta
concentracdo, tais como solucbes de prilocaina ou articaina a 4%, sao
significativamente mais propensas a causar parestesias ou lesbes nervosas
prolongadas ou permanentes quando administrados para bloqueio do nervo
alveolar inferior (Hass, 2006; Hass & Lennon, 1995).

A articaina é comercializada em concentracao de 4% sempre associada
com epinefrina (adrenalina). Pouca atencdo tem sido dada a possivel
toxicidade da epinefrina comumente associada aos anestésicos locais. Estas
associacbes, que apresentam um pH acido, demandam a adicdo de pelo
menos um agente antioxidante, devido a alta taxa de oxidagdo deste
vasoconstritor, causada por varios 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 solu¢des pode ser uma fonte de toxicidade celular.

Na procura de uma molécula para anestesia local ideal, novas
formulacdes anestésicas vém sendo desenvolvidas utilizando carreadores, tais
como lipossomos e ciclodextrinas, com o0 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 sédo cadeias ciclicas contento um numero
variado de unidades de glicoses ligadas. Estes carreadores sdo capazes de
melhorar algumas propriedades fisico-quimicas de farmacos (Aradjo et al.,
2006) tais como a solubilidade aquosa, otimizando o efeito terapéutico) e a
farmacocinética (absorcdo, biodisponibilidade e distribuicdo pelos tecidos)
(Loftsson & Duchene, 2007; Dollo et al., 2000).

Desta maneira, o presente estudo avaliou os efeitos de varias
concentracbes de articaina livre, associada a epinefrina ou complexada com
HP- -CD; assim também ao metabissulfito de sédio, sobre a viabilidade celular

de queratindcitos humanos (HaCar).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Breve resenha historica da anestesia local

O primeiro anestésico local descoberto foi a cocaina por Albert Nieman
em 1859; mas o inicio 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 toxicos e eventuais mortes
(Groger & Schmidt-Wyklicky, 2012). De fato, a farmacodependéncia ja na
década de 1920, fez a cocaina a mais temida de todas as drogas ilicitas (Das,
1993).

Em 1905, a anestesia local volta a crescer em popularidade com a
introdugdo da procaina sintetizada por Alfred Einhorn e colaboradores.
Infelizmente, o fraco efeito anestésico e os altos indices de reactes anafilaticas
associados aos anestésicos locais do tipo éster limitaram o seu uso (Yagiela et
al., 2011).

A anestesia local e regional moderna tem inicio com a introdugéo dos
anestésicos locais do grupo amida, primeiramente com a lidocaina em 1943 e
mais tarde com a bupivacaina (Wiles & Nathason, 2010). Desde esse momento
até hoje os anestésicos locais sdo os farmacos mais comumente administrados
na pratica odontologica (Sambrook & Goss, 2011), se constituindo em uma das
estratégias mais comuns para o controle da dor durante e depois dos

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

2.2  Mecanismo de acéo dos anestésicos locais

Os anestésicos locais atuam na membrana celular impedindo a geracéo
e conducdo dos impulsos nervosos. Bloqueiam a conducdo diminuindo ou
prevenindo o aumento transitério da permeabilidade de Na® das membranas
excitaveis que é normalmente produzido por uma ligeira despolarizacdo da
membrana (Strichartz & Ritchie, 1987).

Essa acdo dos anestésicos locais € devido a sua interacao direta com os
canais de Na' voltagem-dependentes. Como a ac¢éo anestésica se desenvolve
progressivamente num nervo, o limiar para excitabilidade elétrica aumenta
gradualmente, a taxa de potenciais de agdo enfraquece e a conducao do

impulso diminui. Estes fatores diminuem a probabilidade de propagacéo do



potencial de agéo, e a conducdo do nervo eventualmente falha (Brunton et al.,
2011).

As moléculas dos anestésicos locais em seu estado basico néo ionizado
entram por difusdo ao citoplasma da célula nervosa e, internamente, sofrem um
processo de ioniza¢do. Deste modo essas moléculas obtém acesso ao seu sitio
de ligac&o no interior do canal quando o canal de Na* esta 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 mamiferos sdo proteinas
JOLFRVLODGDV FRPSOH[DV 2 FDQDO p IRUPBIGR SRU GXD"
XPD JUDQGH VXEXQLGDGH . FHQWUDGS Hf /XIEDOQIRGBGHD. R
anestésicos locais e contem quatro dominios homadlogos (I, I, 1l e IV); cada
dominio €, por sua vez, formado por seis segmentos transmembranares na
conformacéo de alfa hélice (S1 a S6). O poro seletivo transmembranar de Na*
estd no centro de uma estrutura quase simétrica formada pelos quatro
dominios homaologos (Catterall, 2000). Os residuos de aminoacidos importantes
para a ligacdo dos anestésicos locais se encontram no segmento S6 dos
dominios I, lll e IV (Yarov-Yarovoy et al., 2002). Em concentracbes mais
elevadas, os anestésicos locais se ligam a outras proteinas de membrana, em
particular, podem bloquear os canais de K*, embora isto ndo gere uma
alteracao significativa no potencial de membrana neuronal (Butterworth &
Strichartz, 1990).

2.3  Moléculas dos anestésicos locais

Na molécula dos anestésicos locais é possivel distinguir trés fracdes:
Um ndcleo aromatico que é primariamente responsavel pela solubilidade
lipidica do farmaco, derivado do acido benzoico, da anilina ou do tiofeno (na
articaina). Adicionando mais grupos a este nivel aumenta a lipofilicidade do
composto. A parte hidréfila € um aminoderivado do alcool etilico ou do acido
acético. Determina a solubilidade da molécula e o seu grau de ligacdo as
proteinas do plasma. Assim, todos os anestésicos locais sao anfipaticos, ou
seja, possuem caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, em geral nas

extremidades da molécula. A estrutura do anestésico se completa por uma
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cadeia de hidrocarboneto intermediaria contendo uma ligacdo de éster ou de
amida, o que determina a sua classificacao (Malamed, 2004).

Na atualidade, os anestésicos locais do tipo amida, como a lidocaina,
mepivacaina, prilocaina, ropivacaina e articaina, sdo 0s mais empregados na

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

2.4  Farmacologia da articaina

No grupo das amidas, a articaina, originalmente sintetizada como
carticaina, entrou na pratica odontolégica em 1973 (Ferger & Marxkors, 1973).
Em 1984 foi lancada no Canada, seguida pelo Reino Unido em 1998, o resto
da Europa e os EUA em 2000, e na Australia, em 2005. Atualmente, a articaina
4% com epinefrina 5 pg/mL é amplamente utilizada em Odontologia (Snoeck,
2012).

A articaina (4-metil-3-[2-(propilamino)-propionamido]-2-tiofeno-
carboxilico, cloridrato do éster metilico), difere dos outros anestésicos locais do
tipo amida, porque contém um anel de tiofeno. O anel de tiofeno permite uma
maior solubilidade lipidica, o que facilita a difusdo através da membrana
nervosa rica em lipideos para aceder aos receptores alvos (McLure & Rubin,
2005).

Além disso, a articaina contém um grupo éster no anel tiofeno, de modo
gue a hidrdlise ocorre no plasma por colinesterases inespecificas, formando
acido articainico (metabolito inativo), o qual é parcialmente metabolizado no rim
em acido articainico glucuronideo, e por fim eliminado por esta via. (Snoeck,
2012; Mojumdar & Lyubartsev, 2010; Vree & Gielen, 2005).

A articaina bloqueia a conducdo nervosa por ligacdo reversivel a
VXEXQLGDGH . GRV FDQDLV GH VYyGLR GHBRMOQR HRDVHYV
cavidade interna do nervo, semelhante a outros anestésicos locais (Snoeck,
2012).

A articaina é lipossoluvel, altamente ligada as proteinas plasméaticas
(94%), e tem uma constante de dissociacdo (pKa) de 7.8 (Mather & Tucker,
2009). E um anestésico local de poténcia intermediaria, de curta duracio com
um rapido inicio de acdo (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 articaina, como a maioria dos anestésicos locais em concentracdes
gue séao utilizados clinicamente, tem um efeito vasodilatador, 0 que aumenta a
sua absorcéao sistémica. As preparacdes com epinefrina 1:60.000, 1:100.000 e
1:200.000 (5 pg/mL), diminuem este efeito (Sack & Kleemann, 1992).

2.5 Vasoconstritores e antioxidantes associados a anest ésicos
locais

2.5.1 Epinefrina e outros vasoconstritores

A adicdo de um vasoconstritor na solucédo anestésica retarda a absorcao
do farmaco, diminui a toxicidade sistémica do anestésico local, prolonga a
duracgéo do efeito e gera um sangramento cirdrgico menor devido ao seu efeito
vasoconstrictor (Volpato, 2006).

Os vasoconstritores empregados nas solucdes anestésicas sao as
aminas  simpaticomiméticas  adrenalina  (epinefrina), noradrenalina
(norepinefrina ou levarterenol), levonordefrina (corbadrina), fenilefrina, e o
analogo sintético do hormonio antidiurético vasopressina, felipressina
(Malamed, 2004).

As aminas simpaticomiméticas agem sobre o0s receptores celulares
DGUHQpUJLFRYV DOID . TXH DSy HNVHQNYE HINRD V
apresenta tUrV VXEWL S RIVs. A acdo vasoconstritora € exercida pela
LQWHUDOmMR FRP RMRENdIFNVBIPAR \2BIZ; Malamed, 2004).

A levonordefrina e a noradrenalina possuem apenas 20% e 30% da
poténcia vasoconstritora da adrenalina, respectivamente. Por isso que a sua
concentracdo em anestésicos dentarios € até cinco vezes maior (1:20.000 para
a levonordefrina e 1:30.000 para a noradrenalina) que a concentracao mais
comum de epinefrina (1:100.000) (Malamed, 2004; Rose et al., 2002).

As recomendacfes vigentes da IFDAS sugerem que a noradrenalina
seja eliminada como vasoconstrictor nos anestésicos locais odontolégicos
(Jackob, 1989). Assim, o uso de noradrenalina e levonordefrina em odontologia

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

VXEXH SF

SRUTXH HOHV SURGX]HP DWLYDomR GHY®MBE8ddQVDGD GF

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

recomendado contraindicar o uso de anestésicos locais com vasoconstritor em



determinadas condicfes clinicas (Dias de Andrade et al., 2006; Little et al.,
2002; Perusse et al., 1992).

A seguranca no uso do vasoconstritor epinefrina nas solugdes
anestésicas em odontologia tem sido demostrada em pacientes saudaveis e
com certas doencas sistémicas (Elad et al., 2008; Tily & Thomas, 2007); sendo
0 agente mais utilizado e de escolha para procedimentos odontologicos de
rotina em pacientes saudaveis, incluindo mulheres gravidas, criancas e idosos
(Ranali & Volpato, 2013).

De fato, tem sido demostrado o0s beneficios substanciais deste
vasoconstrictor no sucesso anestésico local por infiltracdo de articaina
utilizando diferentes concentragdes de epinefrina (Kammerer et al., 2013a).

Utilizando uma mesma concentracdo de epinefrina (1:100.000) nas
solucdes anestésicas, Kambalimath et al., (2013) demostraram que a articaina
4% oferece melhor desempenho clinico que a lidocaina 2%, principalmente no
tempo de laténcia e duracao do efeito anestésico.

Santos et al., (2007) demostraram que uma concentracédo de 1:100.000
ou 1:200.000 na solucédo de articaina 4%, nao afeta a eficacia clinica deste
anestésico local na extracao de terceiras molares com ou sem remocao 0ssea,
sugerindo o uso de uma menor concentracdo deste vasoconstrictor na clinica
odontoldgica.

Devido a alta eficacia, tolerancia e seguranca, a solucao de articaina 4%
com uma concentracdo de epinefrina reduzida (1:400.000) foi uma droga
segura e adequada para o tratamento odontologico de rotina em pacientes
pediatricos (Kammerer et al., 2013b).

Além disso, com a finalidade de avaliar possiveis mudancas histologicas
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 acéo da lidocaina, mas
nao piora a neurotoxicidade produzida pela lidocaina a 5% ou 7% em ratos.
Embora a concentracdo de epinefrina utilizada neste estudo foi de 10 a 50
vezes maior do que a concentracdo mais comumente empregada nas solucdes
anestésicas em odontologia (10 pg/mL); sugere a biocompatibilidade da
epinefrina ainda em altas concentracoes.

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

administrada em concentragdo de 1:100.000 produz uma infiltracao inflamatoria
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intensa sobre o0 nervo mentoniano em ratos, quando administrada sem
anestésico local. Embora no estudo histopatologico ndo fosse observado dano
na estrutura nervosa, a infiltracdo inflamatéria poderia ser explicada pela
hipoxia gerada pela intensa vasoconstrico ndo compensada no tecido
conetivo.

Por outro lado, Lai et al.,, (2009) mostraram que a exposicdo de
fibroblastos cardiacos de ratos a uma GRVH GH O HTXLYDOHQWH D
mg/L) de norepinefrina (noradrenalina) durante 48 h, causou citotoxicidade e
apoptose significativas nessas células. O processo de apoptose verificado
envolvia a ativacdo da caspase-3. E importante ressaltar que a concentragio
de norepinefrina utilizada por aqueles autores € menor do que a usualmente
empregada para esse vasoconstritor em Odontologia (1:50.000 ou 20 mg/L).
Assim, é possivel que o vasoconstritor seja uma importante fonte de toxicidade
celular.

O estudo de Liu et al.,, (2004) mostrou que fios de retragdo 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 fendmeno foi
dependente do tempo de exposicao.

Dragoo et al., (2010) mostraram que a grande toxicidade causada por
anestésicos locais contendo epinefrina em condrocitos pode ser atribuida a
combinacdo do baixo pH e substancias como o metabissulfito de sdédio,

principal agente antioxidante empregado nas solucdes anestésicas.

2.5.2 Metabissulfito/bissulfito de sédio

O metabissulfito de sbdio, antioxidante mais empregado nos tubetes de
anestesia local, evita a oxidacdo do vasoconstritor pelo oxigénio, que poderia
estar presente no tubete durante a fabricacdo ou poderia ter difundido através
do diafragma semipermeavel depois do enchimento (Lukawska et al., 2009;
Malamed, 2004).

Empregado nos tubetes de anestesia local numa concentracdo de 0.375
mg/mL a 0.55 mg/mL (Lukawska et al., 2009; Hondrum & Ezell, 1996), o
metabissulfito/bissulfito de sédio reage com o oxigénio antes que este seja

7

capaz de destruir o vasoconstritor. O metabissulfito de sédio é oxidado a
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metabissulfato/bissulfato de sédio o que gera uma liberacdo de prétons,
resultando numa diminuicdo 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 populacdo asmatica (Lukawska et al., 2009).

A USP exige que o pH deva estar dentro de 3.3 a 5.5 para preparacoes
de anestesia dental contendo vasoconstrictores (USP, 1990), devido a
instabilidade da epinefrina em pH maior. De fato, a epinefrina torna-se mais
instdvel na medida em que o pH se incrementa (Sixsmith et al.,, 1982;
Hajratwala, 1975): em pH 4.5, as concentragdes de epinefrina caem abaixo dos
niveis minimos dos recomendados pela USP em menos de 12 meses (Toma &
Strure, 1986); acima de pH 6, a epinefrina comeca a se deteriorar dentro de
varias horas (Trissel, 2011).

Devido a subestrutura catecol, as moléculas de epinefrina e
norepinefrina podem facilmente sofrer processos de oxidacdo (Hoellein &
Holzgrabe, 2012). Para estabilizar as aminas simpatomimeéticas, os fabricantes
acidificam as suas preparacfes anestésicas locais, normalmente com acido
cloridrico, e incluem um tampao (Lintner, 1980); ja que ocorrem tanto oxidacao
e racemizacdo de forma retardada (Hoellein & Holzgrabe, 2012). Para uma
estabilidade 6tima, 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 exposicdo a cloroprocaina 3% com bissulfito de
soédio a 0.2% a pH 3 produz falha irreversivel na conducdo nervosa, porem
usando a mesma solucdo tamponada a pH 7.3 resultou numa recuperacao da
conducéo. O bloqueio irreversivel também ocorreu com bissulfito de sédio sem
cloroprocaina, mas a pH baixo, sugerindo que a liberacdo de diéxido de
enxofre foi a etiologia da lesdo nervosa.

No entanto, o bissulfito de sédio 0.2%, com pH = 3, ndo produz dano
morfolégico ou deficiéncia funcional quando administrado por via intratecal
(Taniguchi et al., 2004). Além disso, os autores desta pesquisa sugerem gue 0
bissulfito poderia reduzir o dano neurotoéxico induzido pelos anestésicos locais.

Similares resultados ao anterior foram encontrados por Kalichman et

al.,(1986) quem demostraram que o0 edema endoneural produzido pelo



bissulfito de sddio, ainda com pH 3, foi similar ao grupo controle (solucéo
salina).

Ford & Raj, (1987) e Hersh et al., (1990) encontraram que a condugao
nervosa nao foi afetada por exposicao a bissulfito 0.2% e so foi afetada quando
administrado em concentragbes pelo menos 3 vezes maior; sugerindo que a

neurotoxicidade do bissulfito € concentracdo dependente.

2.6 Mecanismos de toxicidade dos anestésicos locais

2.6.1 Toxicidade sistémica e citotoxicidade

No contexto geral, o efeito clinico dos anestésicos locais, assim como
alguns efeitos colaterais especialmente no sistema cardiovascular e o sistema
nervoso central, € devido a interacdo com locais especificos nos canais de
sodio voltagem dependentes (Shipton, 2012; Nau & Wang, 2004).

No entanto, os anestésicos locais ndo s6 bloqueiam canais de Na“, ja
que também possuem a capacidade de bloquear canais de Ca*", K* (Wang et
al., 2011; Xion & Strichartz, 1998; Guo et al., 1991), receptores de potencial
transitorio vaniloides tipo 1 (Hirota et al., 2003), e outros receptores operados
por ligando. Os anestésicos locais podem também interromper o acoplamento
entre algumas proteinas G aos seus receptores associados (Hollman et al.,
2005; de Paula & Schreier, 1996). Através desta acdo, 0s anestésicos locais
exercem efeitos anti-inflamatorios potentes, em particular sobre reacdes
iniciadoras de neutrofilos (Hollman et al., 2001).

Aparentemente os mecanismos pelos quais essas moléculas exercem
efeitos citotoxicos ndo estdo relacionados com o seu papel no bloqueio dos
canais de sodio voltagem dependentes (Grishko et al., 2010; Kamiya et al.,
2005). As moléculas dos anestésicos locais interagem com os fosfolipidios das
membranas celulares resultando em uma desregulacdo da atividade de
enzimas como a proteina kinase C, fosfolipase A, e com o metabolismo
energético da mitocéndria, além de interferir em outras vias de comunicacéo
celular (Szewczyk & Woijtczak, 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 0s anestésicos locais, incluindo a

lidocaina, sdo capazes de induzir alteragdes de conformacdo do citoesqueleto
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de fibroblastos (Pierzchalska et al., 1998) e eritrdcitos (Nishiguchi et al., 1995);
alteracdes na proliferagédo de células epiteliais da cérnea (Hirata et al., 2004) e
fibroblastos de pulméo (Nishina et al., 2002); e alteracdes na viabilidade celular
em condrdcitos articulares humanos (Jacobs et al., 2011), células de linfoma
(Werdehausen et al., 2007), células de neuroblastoma (Werdehausen et al.,
2009), células de Schwann e neurbnios (Johnson et al., 2004). Da mesma
forma, Grouselle et al. (1990) mostraram que 0s anestésicos locais altamente
lipossoluveis podem chegar a mitocéndria e modificar o potencial de membrana
de fibroblastos 3T3, e estudos recentes realizados por Villarruel et al. (2011)
demonstraram que a lidocaina é capaz de estimular apoptose de fibroblastos
gengivais humanos.

A neurotoxicidade local produzida pelos anestésicos locais é um
fendmeno conhecido o qual € 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 articaina, foi concentracdo-depende. A apoptose foi observada com
concentragfes baixas dos anestésicos locais, enquanto a necrose com
concentracfes maiores. Os valores de LCsy, ap6s 24 h de tratamento, dos
diferentes anestésicos locais rendeu a seguinte ordem decrescente de
toxicidade: tetracaina, bupivacaina, ropivacaina, prilocaina, lidocaina, articaina
e mepivacaina; sugerindo a articaina como um dos anestésicos com menor
efeito citotoxico sobre aquela linhagem celular.

Em um recente estudo, Oliveira et al. (2014) avaliaram a citotoxicidade
precoce e tardia produzida por diferentes concentracbes de uma formulacao
comercial de lidocaina 2% contendo epinefrina 1:100.000 sobre fibroblastos de
mucosa oral expostos por 30 min, 1, 6, 12, 24 e 48 h. Avaliaram a funcao
celular ao nivel mitocondrial e citoplasmatica usando como reagentes a
calceina/homodimero-1 de Etidio e MTT/WST-1. Os resultados mostraram que
FRQFHQWUDO}HV - GH OLGRFDtQD VmRDADISYOD RM QGNHH UH C
viabilidade celular. Concentracdes a partir de 1% alteraram significativamente a
fisiologia celular. O estudo de microanalise de raios X electron-probe
demostrou que esses efeitos estdo associados a apoptose. Os testes de
atividade celular MTT e WST-1 tenderam a diminuir em resposta ao aumento

crescente dos tempos de incubacdo para a maioria das concentragdes de
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lidocaina, e para as concentracdes crescentes de lidocaina. E importante
remarcar que neste estudo ndo foram avaliados os efeitos celulares dos outros
componentes da solu¢do anestésica local de lidocaina, excluindo-lhes dos
efeitos citotoxicos encontrados.

Os anestésicos locais comumente utilizados podem produzir
neurotoxicidade de uma forma dependente da concentragdo (Snock, 2012).

Hillerup et al. (2011a) mostraram que a injuria neurotdxica induzida pela
articaina é ocasionada pela alta concentracdo do sal anestésico (4%), sendo
gque a 2% esta injuria € muito pequena. Além disso, observaram que a
penetragéo da agulha e injecdo de solugdo de NaCl na estrutura nervosa néo
teve efeito significativo na conducao nervosa e na histomorfologia nervosa. Em
outro estudo, Hillerup et al. (2011b) recomendam aos clinicos evitar
formulacdes com alta concentracdo de anestésicos locais para anestesia do
tipo bloqueio.

Numa tentativa de explicar os danos neurotoxicos produzidos pelos
anestésicos locais, tem sido proposta como causa a isquemia neural (devido a
vasoconstricdo local provocada pelo proprio anestésico local ou pela
epinefrina) ou a inflamacao (Gerner & Strichartz, 2008).

Embora o estudo recente de Baroni et al. (2013) demonstrou que a
inflamacédo e a toxicidade produzidas pela lidocaina foram menores quando
comparadas com a articaina, ndo foi observada uma diferenca significativa
entre 0s grupos; sugerindo que a articaina 4% nao é neurotoxica.

Os perfis clinicos de neurotoxicidade da articaina tém sido baseados na
incidéncia de sindrome neurologica transitéria apO0s anestesia espinal e

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

2.6.2 Modulacédo do processo inflamatorio

O processo inflamatério se caracteriza pelo recrutamento de leucocitos
para os tecidos lesionados, além da ativacéo das células imune e inflamatérias.
O processo de lesdo tecidual € complexo e exige comunicacédo intracelular
entre 0s leucdcitos infiltrados, endotélio, epitélio residente, macrofagos e
musculatura lisa. A ativacdo do processo inflamatorio pode ser iniciada por
lesBes fisicas, infeccbes ou por uma resposta imune local, requerendo uma

cascata de sinalizagao completamente orquestrada (Herlaar & Brown, 1999).
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Os anestésicos locais tém sido reportados como atenuadores da
resposta inflamatéria (Peck et al., 2004). Os mecanismos pelos quais 0s
anestésicos locais exercem efeitos sobre a resposta inflamatéria continuam
pouco esclarecidos.

A literatura tem reportado efeito dos anestésicos locais sobre a
modulacdo de PGE,, um dois principais mediadores quimicos do processo
inflamatdrio. As prostaglandinas sdo potentes lipidios bioativos de vida curta
pertencente a familia dos eicosanoides (Funk, 2001). As PGE, sédo produzidas
por todos os tipos celulares como epitélio, fibroblastos e células inflamatérias.
O papel da PGE; no sistema imune e na inflamacao € diversificado e complexo
(Harris et al ., 2002), pois regulam mdultiplos aspectos na inflamacéo e também
apresentam multiplas funcdes em diferentes tipos celulares (Yu & Chadee,
1998).

Na inflamacédo, PGE, possui um potente efeito vasodilatador e esta
envolvida em todos os processos que levam aos classicos sinais de
inflamacédo: vermelhiddo, inchaco e dor (Harris et al., 2002; Funk, 2001). A
literatura apresenta divergéncias quanto ao efeito dos anestésicos locais sobre
PGE,, sendo que a expressdo dessa molécula pode variar de acordo com a
espécie estudada, tipo de lesdo, anestésico utilizado e o local de aplicacéo
(Carvalho et al., 2010).

Por outro lado, foi demonstrado que os anestésicos locais afetam o
metabolismo do &cido araquidonico e inibem a agregacdo plaquetaria,
sugerindo um efeito cardioprotetor pelo efeito antitrombético (Borg & Modig,
1985).

Em cultura de células de tecidos, os anestésicos locais podem
interromper numerosas funcdes celulares como locomocdo, endocitose,
exocitose, transporte axoénico, fusdo celular e manutencdo da morfologia
normal. Esses efeitos tém sido atribuidos a interferéncias sobre o citoesqueleto
(microtubulos e microfilamentos) (Yagiela et al., 2011).

Vérias atividades enzimaticas Ca®" e calmodulina dependentes e varios
sistemas de transporte de membrana também séo suscetiveis a influéncias de
anestésicos locais (Volpi et al., 1981).

Entretanto, estudos tém observado que 0s anestésicos locais reduzem a

liberagdo de mediadores inflamatorios dos neutréfilos, reduzem a adeséo de
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neutréfilos ao endotélio, reduzem a formacéo de radicais livres de oxigénio e
diminuem a formacdo de edema (Kaba et al.,, 2007). H4, além disso, uma
variedade de outras acdes antitromboéticas e neuroprotetoras dos anestésicos
locais quando administrados por via intravenosa (Hollman et al., 2005) que sé&o
independentes do blogueio do canal de Na*, mas pode ser responsavel por
muitas das melhorias na dor pés-cirdrgico (Wang et al.,, 2011; Kaba et al.,
2007). Os anestésicos locais podem aliviar alguns tipos de dor neuropética, e
parte desse efeito pode estar relacionada a sensibilizacdo das vias de dor
antinociceptivas que ocorrem no estado de dor neuropética; a onde as células
gliais da coluna vertebral tem mostrado alguma atividade neste processo
(Power, 2011).

2.6.3 Inducéo da apoptose e necrose celular

A lesédo celular induzida por estimulos quimicos ou stress fisico €, até
certo ponto, reversivel, mas se o estimulo persistir ou for severo o suficiente
desde o inicio,acé OXOD DWLQJH XP 3SRQWR HP TXH Q@mMRR Ki UHW
celular irreversivel e finalmente, morte celular. A diferenciacdo entre necrose e
apoptose celular é definida baseada em critérios morfolégicos e bioquimicos. A
necrose € caracterizada pelo rapido inchaco e lise celular, podendo apresentar
degradacdo do DNA (Wyllie et al., 1980). Quando o dano celular as
membranas € severo, as enzimas lisossdmicas 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,
gue esta presente em uma grande variedade de células de diferentes sistemas
bioldgicos, incluindo o sistema imune, o desenvolvimento embrionario e a
renovacao das células do organismo (Arends & Wyllie, 1991).

Enquanto a necrose € sempre um processo patologico, a apoptose
ocorre em varias funcdes normais e ndo esta necessariamente associada a
lesdo celular. A apoptose pode acontecer por estimulos nocivos (apoptose
patolégica) como na lesdo do DNA pela radiagdo e drogas citotoxicas
anticancerigenas, guando os mecanismos de reparo ndo puderem lidar com a

lesdo, a célula ativa a via da apoptose. Esses estimulos (como o calor e a
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hipoxia) prejudicam e podem induzir a apoptose se a lesdo for moderada, mas
doses maiores dos mesmos estimulos resultam em necrose (Cohen, 1997).

Apoptose € caraterizada pela condensacdo e fragmentacdo da
cromatina nuclear, compactacdo das organelas citoplasmaticas, dilatacdo do
reticulo endoplasmatico, diminuicdo no volume da célula e alteracbes na
membrana plasmética, resultando no reconhecimento e fagocitose das células
apoptoticas (Cohen, 1997; Arends & Wyllie, 1991).

O processo de apoptose celular € amplamente controlado por uma
familia de proteases de cisteina aspartato-especificas, denominada de
caspases. As caspases correspondem a uma classe de aproximadamente 12
proteases, que sao sintetizadas como pro-enzimas inativas, sendo ativadas por
clivagem em locais especificos, agindo como iniciadores e executores do
processo apoptoético (Werdehausen et al., 2007).

Até o momento, existem dois mecanismos bem caracterizados para
ativagdo da cascata de caspases: a via extrinseca, a qual é iniciada pelo
receptor de morte de superficie celular e a via intrinseca caracterizada por
mudancas na integridade da mitocéndria (Budihardjo et al., 1999).

Varios estudos conduzidos in vitro e in vivo tém demonstrado a inducéo
da apoptose pelos anestésicos locais sobre condroécitos, células neuronais
humanas, células neuronais do ganglio da raiz dorsal de ratos e pré-adipocitos
(Jacobs et al., 2011; Keck et al., 2010; Perez-Castro et al., 2009; Gold et al.,
1998).

Os anestésicos locais sdo aminas ligeiramente acidas em sua forma
protonada, apresentando uma constante de dissociacdo acida de
aproximadamente 8, sugerindo a hipotese que os anestésicos locais agem
como desacopladores mitocondriais, colapsando o gradiente de protons (Sun &
Garlid, 1992; Johnson et al., 2002).

A miotoxicidade causada pelos anestésicos locais pode se explicar pela
alteracao 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 inclusdo com anestésicos

locais
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As ciclodextrinas foram descobertas por Villiers em 1891 e, desde entéo,
tém sido considerados moléculas receptoras promissoras, constituindo
complexos de incluséo para uma grande variedade de substancias (Venturini et
al., 2008).

Esses carreadores sdo produtos ciclicos da hidrélise enzimatica do
amido por alguns micro-organismos (Loftsson & Masson, 2001). As trés
FLFORGH[WULQDV QD& XUDHW& mR DIDALD), compostas
de seis, sete e oito unidades de D-(+)-glicopiranose, respectivamente, unidas
por|LJD o} HWM (Udelsmann et al., 2007).

As CD sao capazes de formar complexos de inclusdo com uma grande
variedade de moléculas, cujo objetivo € melhorar a hidrosolubilidade dos
compostos mais hidrofébicos (Venturini et al. 2008; Loftson & Duchene, 2007,
de Paula et al., 2010).

Na sua estrutura, os grupos hidroxila sdo voltados para o exterior do
anel, formado por moléculas de glicose. Isso confere a molécula um exterior
hidrofilico e uma cavidade interior hidrofébica. Tal cavidade relativamente
hidrofébica formada pela forma de anel da molécula permite a encapsulacao
nao covalente de drogas que apresentem dimensdes compativeis, alterando
suas propriedades fisico-quimicas, como solubilidade em agua, estabilidade e
biodisponibilidade (Matioli, 2000; McCormack & Gregoriadis, 1998).

De todas as ciclodextrinas, os diferentes subtipos de -CD s&o os mais
utilizados (Fernandes et al., 2007; Loftsson & Masson, 2001). Assim, novas
formas mais compativeis, menos toxicas ao ser humano e com melhores
propriedades de carreamento de substancias, foram desenvolvidas resultando
nas formas 2-hidroxipropil- -ciclodextrina; 2,6-dimetil- -ciclodextrina e o
VXOIREXWL Oqidlodeéxtring HEsses derivados hidroxialquilados tém
melhores propriedades organicas e sdo poderosos solubilizadores de
farmacos, sendo utilizados para complexacdo de agentes antitumorais
(doxorrubicina), antidiabéticos (tolbutamida) e anti-inflamatérios (piroxicam)
(Araujo et al., 2003).

A HP- -&' p X P DBCD modificada (sintética), possui uma solubilidade
aquosa muito maior (acima de 60%) a diferenciada &' RULJLQDO TXH SRVV}’

uma solubilidade em agua relativamente baixa (1.8%). A HP- -CD possui um
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perfil de seguranca comprovado, especialmente para uso parenteral (Roquete-
Pharma, 2009).

De todos os derivados de CD disponiveis, a HP- -CD é a mais segura,
uma vez que ndo permeia as membranas. A toxicidade da HP- -CD tem sido
estudada mostrando que possui um potencial hemolitico reduzido, tornando-a
adequada para uso parenteral, bem como para aplicacdes orais e/ou topicas
(Roquete-Pharma, 2009).

Foi demonstrada a biocompatibilidade da HP- -CD em um estudo
realizado em voluntarios humanos, que receberam doses de até 470 mg/kg/dia
(30 g em 4 dias), e a infusdo intravenosa de doses Unicas de até 3 g (Irie &
Uekama, 1997).

Uma publicacdo de Gould & Scott, (2005) concluiu que a HP- -CD é
bem tolerada na maioria de espécies, particularmente se € administrada por via
oral, e mostra toxicidade limitada, dependendo da dose e via de administragéo.

As formas farmacéuticas injetaveis usando HP- -CD como excipiente
solubilizante € uma estratégia de formulacdo segura, que tem a vantagem
adicional reduzir a irritacdo no local da injecdo. Pode reduzir o uso de
substancias potencialmente perigosas, tais como surfactantes e co-solventes.
Loftsson et al. (2005) mostraram que a HP- -CD pode substituir surfactantes e
co-solventes em algumas formulacdes. Além disso, a complexacdo de
medicamentos com HP- -CD permite preparar formulacdes a pH fisioldgico.
Por exemplo, uma formulacdo parenteral aquosa de fenitoina contendo HP- -
CD exibiu uma reduzida irritacdo do tecido e reduzida tendéncia a precipitar por
gue os niveis de pH foram perto do fisiolégico (Challa, 2005). Isto abre novas
perspectivas para as formas injetaveis de algumas drogas e vias de
administracao alternativas.

A formulacdo com HP- -CD é segura e aumenta a biodisponibilidade
dos farmacos em formas farmacéuticas dérmicas. N&o produz alteracdes
fisicas nem quimicas na pele. Melhora a liberacdo da droga a partir de uma
camada de difusdo aquosa, aumentando a solubilidade da droga (Loftsson &
Masson, 2001).

Apesar da existéncia das ciclodextrinas e suas aplicag6es na industria
farmacéutica ja estarem bem documentadas ha décadas, s6 recentemente

passou-se a explorar suas propriedades na liberagdo controlada de farmacos.
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Atualmente muitos farmacos associados a ciclodextrinas ja foram aprovados e
estdo disponiveis no mercado (Davis & Brewster, 2004).

Essas inovacdes tecnolégicas na area de sistemas de liberagédo
controlada de drogas tém atraido pesquisadores devido a muitas vantagens
biomédicas associadas a sua aplicacdo. Abordagens na formulacdo de
liberacdo controlada de anestésicos locais incluem o encapsulamento a
lipossomas, complexacdo em ciclodextrinas, associacdo com biopolimeros e
outros sistemas de transporte (de Paula et al., 2010).

Assim, estas formulagcbes visam reduzir a concentracdo do anestésico
local utilizado, aumentar a sua permeabilidade e absor¢do, manter o anestésico
local no lugar desejado por periodos mais longos prolongando o efeito
analgésico ou anestésico e, por fim, diminuir o clearence e a toxicidade local e
sistémica (de Paula, et al., 2010).

Focalizando o0 estudo dos anestésicos locais complexados em
ciclodextrinas, as caracteristicas desejaveis para uma molécula anestésica
incluem, além de longa duracdo de acédo e da seletividade para o bloqueio
sensorial, a diminuicdo da toxicidade local e/ou sistémica, uma alternativa que,
atualmente, tem se mostrado capaz de promover estes efeitos desejaveis € a
liberacdo modificada desses farmacos, através de formacdo de complexos de
inclusdo com ciclodextrinas (Araujo et al., 2005, 2003).

Assim, a complexacdo de anestésicos locais em ciclodextrinas tem
promovido mudancas na solubilidade aquosa, estabilizacdo fisico-quimica e
melhoramento das propriedades farmacodinamicas (Dollo et al., 1996). Por
exemplo, a associacdo de etidocaina, lidocaina, prilocaina, mepivacaina e
bupivacaina com HP- -CD tém demonstrado melhoras no indice terapéutico e
eficacia farmacologica (de Araujo 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 lidocaina e
bupivacaina mostraram que a complexacdo desses anestésicos locais com a
HP- -CD, causa mudancas nas propriedades destes farmacos, como aumento
de solubilidade e modificacdo no perfil de liberacdo. Tais mudancas séo
importantes na aplicabilidade destes compostos, podendo causar melhoras na

biodistribuicdo dos mesmos.
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J& a bupivacaina em HD- -CD promoveu um aumento da duracdo da
anestesia em modelos animais quando aplicado o bloqueio epidural, espinhal e
do nervo ciatico (Fréville et al.,1996; Dollo et al., 2000; Estebe et al., 2002).

A complexacdo de ropivacaina em HD- -CD produz um aumento do
bloqueio do nervo cidtico em ratos. O complexo promoveu um aumento da
eficiéncia farmacologica do anestésico local, permitindo um aumento da
disponibilidade de ropivacaina no local de acdo e uma anestesia de longa
duragdo com menores efeitos toxicos (de Araujo, 2008).

O complexo de inclusdo de lidocaina/HD- -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 bupivacaina 0.5% ou ropivacaina 0.5% complexadas
ou ndo com HP- -CD e revelaram que nao existe diferenga significativa na
citotoxicidade entre as formulagdes livres ou complexadas.

Na atualidade, o desenho de novos sistemas de liberacéo controlada de
drogas para os anestésicos locais devem se concentrar em como atingir
maiores concentracdes de anestésico dentro de um carreador celular, e como
manter a sua liberacdo (de Paula et al., 2012). Embora as pesquisas
reportadas na literatura envolvendo a complexacdo de moléculas de
anestésicos locais com HP- -CD sejam variadas e com resultados
promissorios sobre novas formulacfes de anestésicos locais; nenhuma delas

tem empregado articaina.
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3. PROPOSICAO
Avaliar o efeito in vitro da articaina associada a diferentes concentracdes
de epinefrina ou & HP- -CD sobre a viabilidade celular em culturas de
queratindcitos humanos (HaCaT).
Avaliar o efeito in vitro dos adjuvantes metabissulfito de sédio, epinefrina
e HP- -CD sobre a viabilidade celular em culturas de queratinécitos humanos
(HaCaT).
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4, MATERIAL E METODOS
4.1 Células HaCaT, formulacbes 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 solu¢cdes de articaina - ATC (DFL Industria e
Comeércio S.A., Rio de Janeiro, Brasil) em concentragfes variando entre 0.1% a
4%, associadas ou ndo com epinefrina (Sigma-Aldrich Chem. Corp. St. Louis,
MO, USA) em concentragbes 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 0 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 articaina com HP- -CD (Kleptose
HP®), a qual foi obtida do Roquette Serv. Tech. Lab. (Lestrem, Franca), no
Laboratério de Biomembranas do IB-UNICAMP, sob a orientagcdo da Profa.

Dra. Eneida de Paula.

Os complexos de inclusdo foram produzidos misturando quantidades
equimolares de HP- -CD e ATC (razdo molar 1:1), em agua deionizada, a
temperatura ambiente (25 + 1 °C) durante 24 h. Apés atingir o equilibrio, com a
dissolugcdo completa, a solucdo foi colocada em tubos falcon de 15 mL,
congelada e armazenada a -20 °C (Metalfrio, Brazil) (Aradjo et al., 2008).
Posteriormente, os tubos contendo a solugcéo congelada foram levados para o
processo de liofilizagdo por 72 h (Lyo Chamber Guard Christ LCG, Alfa 2-4 LD
Plus; Nova Analitica, Germany). ApGs este processo, foram pesadas diferentes
guantidades do complexo liofilizado e diluidas em meio DMEM sem FBS até
atingir concentracdes determinadas nas condicfes experimentais do presente
estudo. Antes de serem utilizadas, todas as solucfes foram filtradas usando
filtros TPP para seringa com membrana poliestersulfénica (PES) com tamanho
de poro de 0.22 um, para filtracdes de solu¢des aquosas (area de filtracao de 4

cmz; dimensdes de 27 mm x 33 mm).
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4.2  Avaliagdo da formacgdo do complexo de inclusdo ATC/ HP- -
CD por microscopia eletronica de varredura

A analise morfoldgica das amostras de ATC, HP- -CD, misturas fisicas
de ATC/HP- -CD e complexos de incluséo ATC/HP- -CD (1:1) foram
analisadas no MEV Jeol JSM +5600LV (Japao). As amostras foram montadas
em stubs de aluminio, usando fita dupla face e cobertas com ouro sob vacuo
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 queratinécitos foi
criada pelo Centro de Pesquisa do Cancer em Heidelberg, Alemanha
(Boukamp et al.,1988), as quais cresceram na periferia de um melanoma
maligno primario, porem mantendo as caracteristicas das células normais.

As células foram mantidas em uma cultura em monocamada em 5% de
CO,, 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 Ul/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 liberagdo das células.
Utilizando uma camara de Neubauer, foi realizada a contagem celular e
aproximadamente 5x10* células/200 pL foram adicionadas a cada um dos
pocos das placas de cultura de tecidos com 96 pocos e incubadas por 24 h. A
confluéncia das monocamadas de 80% foi verificada com microscopio invertido
(Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss, Alemanha).

4.4  CondicBes experimentais

As células foram expostas aos seguintes tratamentos, sendo todas as
formulac6es com pH proximo ao fisioldgico e com concentracéo 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;

ATC a 4%, 2%, 1% ou 0.5% associada a epinefrina 1:50.000, 1:100.000
ou 1:200.000;

HP- -CD a 4%, 2% ou 1%;

Formulacao de HP- -CD/ATC contendo ATC a 4%, 2%, 1%, 0.5%;
Metabissulfito de sédio 0.5 mg/mL;

w

N oo o &

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

Apl6s a adicdo dos tratamentos, as placas (n = 9) trés por trés, foram
incubadas a 37 °C por 10, 30, 60 e 240 minutos. Terminadas as incubagdes, a
viabilidade celular foi estimada pelo método da reducdo do MTT.

4.5 Avaliacdo da viabilidade celular  +MTT

O ensaio MTT baseia-se na conversao de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) em cristais de formazana por células vivas,
0 que determina a atividade mitocondrial (Mosman, 1983). Uma vez que para a
maioria das populacfes de células a atividade mitocondrial total é relacionada
com o numero de células viaveis, este ensaio € largamente utilizado para medir
a efeitos citotoxicos in vitro de farmacos sobre linhagens de células primarias
ou de células doentes.

Apbs a incubacéo das placas com as formulagdes nos tempos descritos,
os pocos foram esgotados, lavados duas vezes com PBS (GIBCO), pH=7.4,
sendo entdo colocados 200 pL da solucdo de MTT a 0.3 mg/mL em meio
DMEM. As placas foram incubadas por trés horas em atmosfera de 5% de CO,
a 37°C. Posteriormente os poc¢os foram lavados duas vezes com PBS, pH=7.4,
e preenchidos com 200 pL de etanol PA. Finalmente, as absorbancias foram

lidas em espectrofotbmetro de ELISA a 570 nm.

4.6  Andlise da citotoxicidade por microscopia de fluorescéncia

Os resultados do MTT foram confirmados por microscopia de
fluorescéncia. As células HaCaT foram cultivadas como descritas
anteriormente e transferidas para as placas de cultura de células de 96 pocos.

As placas foram incubadas por 24 horas e em seguida foram aplicados os
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tratamentos. Terminados os periodos de incubacdo a citotoxicidade das
formulacbes foi verificada através da marcacdo pelos reagentes de
viabilidade/citotoxicidad para células mamiferas Live/Dead® (Invitrogen Life
Technologies).

As células vivas convertem a calceina permeével ndo fluorescente em
calceina impermeavel 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 sédo marcadas com o homodimero-1 de
Etidio pela ligacdo a &cidos nucléicos, emitindo uma fluorescéncia vermelha.
Este marcador € excluido pelas membranas das células intactas.

Os reagentes EthD-1 e calceina-AM foram combinadas formando uma
solucdo com concentracdo final de 2 uM de calceina-AM e 4 uM de EthD-1
(Live/Dead®). Aproximadamente 300 pL dessa solucdo foram adicionados as
placas de cultura de células, cobrindo toda a extensdo. As células foram
incubadas por 30 a 45 minutos na temperatura ambiente, protegidas da luz.

As imagens foram feitas no microscopio invertido Zeiss Axiovert 40 CFL
acoplado a camera AxioCam MEC (Carl Zeiss, Alemanha). A calceina foi
visualizada utilizando filtro na faixa de comprimento de onda 450-490 nm (EXx)/
515-565 (Em). Ja 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 analise dos resultados

Para se testar a hipotese nula de que qualquer diferenca encontrada nos
tratamentos seria meramente ao acaso, esses dados foram primeiramente
testados quanto a normalidade de distribuicdo (teste de Shapiro-Wilks) e
equivaléncia das variancias (teste de Levene). Os dados de viabilidade celular
apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade de variancias sendo
aplicados two-way ANOVA e Tukey como analise post-hoc. Todas as andlises
foram realizadas pelo pacote estatistico GraphPad® 6.0, com nivel de

significanciade 5% (.  05).
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5. RESULTADOS
5.1 Microscopia eletrénica de varredura

A Figura 1 mostra a estrutura das formulagdes por MEV.

X1,588 » 18mm ECic lodext

1SkU  X1/580 T16ngm ATC/BCD

Figura 1 . Microscopia eletronica de varredura das formulacdes de HP- -
CD (A), ATC (B), mistura fisica de ATC e HP- -CD na razdo molar 1:1
(C) e complexo de inclusdo ATC e HP- -CD de razdo molar 1:1 (D).

Magnificacdo 1500x, escala bar = 10 pm.

A Figura 1 ressalta as caracteristicas de aspecto e tamanho das
substancias puras (ATC e HP- -CD) e do complexo. Os cristais de HP- -CD
apresentam formas semiesféricas variando em tamanho, com superficie lisa e
contornos definidos (Figura 1A). Os cristais de ATC mostraram agrupados, de
formas prismaticas e de contornos retos (Figura 1B). A mistura fisica de ATC e
HP- -CD (Figura 1C) mostrou os cristais de ATC preenchendo o interior dos
cristais da HP- -CD. Ja o complexo (Figura 1D) mostrou uma estrutura
completamente diferente, com um aspecto laminar amorfo de tamanho variavel,

mas muito maior do que as formas isoladas ou da mistura fisica.
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5.2  Viabilidade celular
A Figura 2 mostra a influéncia dos adjuvantes metabissulfito de sodio
(MBS), HP- -CD (BCD) e epinefrina (epi) sobre a viabilidade celular.
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80~ :

0 60 240 0 60 240 0 60 240 0

tempo (min)

Figura 2 . Influéncia dos adjuvantes sobre a viabilidade celular (média + DP),
p<0.05. MBS = metabissulfito de sodio; BCD = HP- -CD; epi = epinefrina.

N&ao houve diferencas 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 relacdo ao grupo
controle em nenhum dos tempos avaliados. Houve, entretanto, uma diminuicao
significante na viabilidade entre o grupo BCD 4% e o controle nos tempos de
10 e 30 minutos. No entanto, essa diferenca nao foi significativa nos tempos de
60 e 240 minutos. A epinefrina 1:50.000 causou diminuicdo significativa na
viabilidade celular em relacdo ao controle apenas ap6s 4 horas de exposicdo
(p<0.05). Assim, de uma maneira geral, o carreador, o metabissulfito de sédio e
a epinefrina mostraram biocompatibilidade, mas é possivel que nas maiores
concentragbes a epinefrina e a HP- -CD possam interferir na viabilidade

celular.

26



A Figura 3 mostra o efeito da articaina sobre a viabilidade celular ao
longo do tempo e em fung&o das concentragdes estudadas.

1007 ........................................ ... ....................................... OO .........
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Viabilidade Celular (%)

0 60 240 0 60 240 0 60 240
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Figura 3. Efeito da articaina 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 relacdo ao controle, ndo houve
diferencas significantes nos demais tempos com o tratamento de ATC 0.1%.
De uma forma geral, a partir de 10 minutos de exposicdo, a ATC em
concentragfes entre 0.2% até 4% mostrou reducéo significativa na viabilidade
das células HaCaT quando comparada com o controle (p<0.05). Isso mostra
gue a toxicidade da ATC é dependente do tempo de exposicdo e
principalmente da concentracdo do farmaco. Em concentracbes de ATC
maiores que 0.2%, a viabilidade celular € reduzida a menos de 50% ap6s 4h de
tratamento. Concentracbes maiores que 0.5% causaram reducdo de

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

A Figura 4 mostra o efeito da adicdo de trés concentracfes (1:50.000,
1:100.000 e 1:200.000) de epinefrina a quatro concentracdes (0.5%, 1%, 2% e

4%) de articaina sobre a viabilidade celular de células HaCaT.
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Figura 4 . Efeito da associacédo de epinefrina (epi) a articaina (ATC) ao

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

A epinefrina sozinha néo alterou a viabilidade celular em relac&o controle
em nenhuma das concentracdes estudadas, exceto no periodo de 4 horas,
guando a epinefrina 1:50.000 diminuiu a viabilidade em relacdo ao controle e
ao grupo com epinefrina 1:200.000 (p<0.05). Além disso, ocorreu diminuicdo da
viabilidade para a epinefrina 1:50.000 no periodo de 4 horas em relacdo aos

demais periodos deste grupo.

Independentemente do periodo considerado, houve diminuicdo
significativa da viabilidade celular para as concentracdes maiores que 0.5% de
ATC quando comparadas aos respectivos controles. Além disso, nas
concentragdes iguais ou superiores a 0.5% de ATC houve tendéncia de menor

toxicidade celular para as formulagcbes com ATC livre ou com epinefrina
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1:200.000 quando comparadas com as demais formulagcbes. Entretanto, esse
efeito também foi influenciado pelo tempo de exposi¢éo, pois quanto maior era

0 tempo de exposi¢cdo, menor era a viabilidade independentemente da
concentragédo de ATC (entre 0.5 e 4.0%).

Para a ATC 0.5%, foi possivel observar que a combinacdo com a
epinefrina 1:200.000 induziu maior viabilidade do que a ATC livre ou
combinada com as outras concentracdes de epinefrina. Assim, para essa
concentragédo de ATC, a epinefrina 1:200.000 diminuiu a toxicidade da ATC nas

células HaCaT. De forma inversa, houve tendéncia de maior toxicidade da ATC
guando essa era associada a epinefrina 1:100.000 e 1:50.000.

A Figura 5 mostra o efeito da associagdo da HP- -CD a ATC sobre a

viabilidade celular dos queratindcitos em comparacdo ao controle e as
formulacdes dos adjuvantes.

100 7 g
m |
| O .
I @
- ? \ .
S \
2. \ & ecoan
- B\ \ A aco iw
s \ \ B oarcon
2 \\ ‘\ 9 co c-sc
o \ |
\
o o \ &
[ \ |
\ |
'0507 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA \\ AAAAAAAAAAAAA \‘ AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
] \ |
z \ \
o “ |
° | |
| {
> | |
| |
25 7 | |
| 5 o
g4 * |
\ o
5] A D\

sem ATC ATC 0,5%

ATC 1,0% ATC 2,0% ATC 4,0%

tem po (m in)

Figura 5. Efeito da associacdo de HP- -CD a articaina (ATC) ao longo do
tempo sobre a viabilidade celular. (Média = DP), p<0.05.
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N&o houve diferencas estatisticamente significantes entre o controle e o
complexo de ATC 0.5% e BCD na viabilidade celular nos tempos de 10 e 30
minutos. Ja a ATC 0.5% promoveu reducédo da viabilidade celular em todos os
periodos em relacdo ao controle. A viabilidade foi significativamente maior no
complexo quando comparada a ATC 0.5%, exceto no periodo 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
concentragcéo de ATC 2% e 4%, o complexo promoveu maior viabilidade, mas
apenas no periodo de 10 minutos.

5.3 AvaliagOes da viabilidade/citotoxicidade celular Live /Dead®

Nos grupos controle, foram identificadas algumas caracteristicas
morfolégicas normais dos queratinocitos como o tamanho e a forma poliédrica,
dispostas em contato intimo entre elas. Como a atividade enzimatica das
esterases citoplasmaticas, oriundas das células vivas, sobre a calceina 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 concentracbes baixas de ATC (0.1%) e do

complexo contendo 0.1% de ATC.

Alteracdes 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 ligacdo do EthD-1 com os acidos 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- -CD 1% por 1 hora. Esses

resultados estdo expostos nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6. Efeito da articaina (A) e o do complexo (B) sobre a viabilidade celular
apos 10 minutos. Aumento de 20 vezes. Coloragéo Live/Dead®.

Figura 7 . Efeito articaina (A) e do complexo (B) sobre a viabilidade celular apos

1 hora. Aumento de 20 vezes. Coloracao Live/Dead®.
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6. DISCUSSAO

A articaina tem sido amplamente utilizada com sucesso em diferentes
procedimentos odontolégicos de rotina (Pellicer-Chover et al.,, 2013;
Kambalimath et al., 2013; Tortamano et al., 2013). Entretanto, existem poucas
pesquisas sobre os seus efeitos citotbxicos ou sobre os efeitos da sua
associacdo com epinefrina ou carreadores, como a HP- -CD. Porém, existem
estudos dos efeitos citotoxicos de outros anestésicos locais (Jafarnia et al.,
2009; Jacobs et al., 2011; Pescosolido et al., 2011).

Neste estudo, foi utilizada uma cultura de queratindcitos humanos
imortalizada (HaCaT), a qual € um modelo experimental bem definido para
explorar a resposta celular sobre diferentes contextos, justificando seu amplo
emprego em estudos in vitro para investigacdo de vias de sinalizacéo
intracelulares e respostas a alguns tipos de estresse (Boukamp et al., 1988;
Ravid et al.,, 2002). Essa linhagem celular é n&o-tumorogénica e €
caracterizada por uma capacidade de diferenciacdo altamente conservada e
uma elevada estabilidade genética (Boukamp et al., 1988). Apresentam ainda
um crescimento aderente, sdo dispostas em camadas planas e sdo quase
completamente preenchidas pelo nucleo, formando uma arquitetura epidérmica
guase normal (Jaegera et al., 2012). Assim, a cultura celular utilizada no estudo

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

De forma geral, os resultados do presente estudo evidenciam que tanto
a concentracdo como o tempo de exposicao a articaina afetam a viabilidade e
fisiologia de células HaCaT. Estudos realizados com outros anestésicos locais,
como a lidocaina, 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 citotoxico da lidocaina em condrdcitos
humanos de uma maneira dose e tempo-dependente (Jacobs et al., 2011). O
presente trabalho se relaciona diretamente com o0s achados anteriores
confirmando os efeitos citotoxicos da articaina livre em uma ampla gama de

concentragdes e tempos de exposicao.
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O ensaio metabdlico com MTT evidenciou que a concentracdo de 0.1%
de articaina livre ndo foi capaz de afetar significativamente a funcéo
mitocondrial apds 4 h de exposicdo. De fato, a analise de células incubadas em
concentracdes de articaina livre 0.1% confirmou que uma elevada porcentagem
de células tinha funcdo metabdlica adequada e integridade da membrana

celular.

Por outro lado, as concentragdes de ATC livre maiores ou iguais a 0.2%
foram associadas a efeitos citotdxicos significativos. Resultados similares foram
obtidos por Werdehausen et al., (2012) os quais mostraram que a ClLso para
articaina foi de 5.3 mmol/L (equivalente a 0.17%). Os resultados do presente
estudo mostram que concentragdes de articaina elevadas estariam associadas
a uma alteracdo da integridade da membrana celular. Embora n&o existam
estudos mostrando a concentracdo tecidual da articaina apO0s sua injecao,
poderia ocorrer danos celulares estruturais em concentragdes utilizadas

clinicamente (4%).

Foi demonstrado previamente que 0s anestésicos locais podem produzir
mudancas na morfologia celular como vacuolizacdo de fibroblastos da pele
humana (Pena et al.,, 1982). Outro estudo descreveu que a lidocaina,
mepivacaina e prilocaina foram capazes de produzir arredondamento celular e
desprendimento do substrato de fibroblastos gengivais de ratos, dependendo
do tipo de anestésico, da concentracdo e do tempo de exposicdo (Johnson et
al., 1986). A lidocaina causou, de uma maneira dose e tempo dependente,
mudancas conformacionais em eritrécitos como resultado da agregacdo da
espectrina (Nishiguchi et al., 1995). Além disso, um estudo realizado em células
de neuroblastoma revelou que diferentes anestésicos locais, incluindo a
articaina, induziram apoptose de forma concentracdo-dependente, sendo que
as concentracdes maiores foram capazes de produzir morte celular por necrose
(Werdehausen et al., 2009). Todos estes trabalhos concordam com os efeitos
citotoxicos da articaina livre achados no presente estudo pelos testes de MTT e

microscopia de fluorescéncia.

Embora as recentes investigagfes 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 articaina ainda ndo esta

completamente elucidado.

Outro fator importante na citotoxicidade dos anestésicos locais e
particularmente para a articaina é a toxicidade induzida pelos seus metabalitos.
O mais conhecido metabdlito da articaina € o &cido articainico, o qual é
produzido pela hidrélise proporcionada por colinesterases plasmaticas e
teciduais. Este &cido € inativo e € parcialmente metabolizado conjugado com o
glucoronato no rim, sendo excretado pela urina nessa forma (25%) e 75% na
forma de acido (Vree & Gielen, 2005).

Foi demonstrado que em tecidos com reducéo da circulagdo sanguinea
(por torniquete), 55% da dose era rapidamente metabolizada, sendo que 20%
era metabolizada pelas esterases plasmaticas e 35% pelas teciduais (Snoeck,
2012). Assim, a habilidade do tecido em metabolizar a articaina poderia ser
fundamental para sua toxicidade. Embora ndo existam estudos mostrando a
citotoxicidade do &cido articainico, a Cmax e a area sob a curva (ASC) deste
sdo mais de 5 vezes maiores do que os valores observados para a articaina
(Snoeck, 2012).

Queratindcitos humanos, como as células HaCaT, sdo conhecidos por
sintetizar e secretar acetilcolina ndo neuronal, a qual serve como sinalizador
celular e regula fungdes tais como proliferacdo, adeséo, contato desmossomal
e atividade glandular da célula. Além disso, estas células também produzem
acetilcolinesterase, a qual é encontrada dentro ou préximo 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 articaina, produzindo &cido articainico. Ainda ndo existem
estudos provando essa possibilidade, mas seria possivel que parte dos efeitos
toxicos verificados no presente estudo poderiam ser ocasionados pelo acido e

nao pela articaina na sua forma livre.

Pouca atencdo tem sido dada a possivel toxicidade da epinefrina

comumente associada aos anestésicos locais. A utilizagdo desse tipo de
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vasoconstritor demanda a adicdo de pelo menos um agente antioxidante
(usualmente sulfitos), devido a alta taxa de oxidagdo do vasoconstritor,
causada por varios fatores, tais como luz e calor. Além disso, usualmente o pH

destas formulacdes varia entre 3.5 a 5.5.

Dragoo et al., (2010) mostraram que a grande toxicidade causada por
anestésicos locais contendo epinefrina em condrdcitos poderia ser atribuida a
combinacao do baixo pH e substancias como o metabissulfito de sodio. Assim,
€ possivel que o vasoconstritor seja uma importante fonte de toxicidade celular
e, por esse motivo, a epinefrina foi testada em trés concentracdes no presente

estudo.

Hashimoto et al., (2001) observaram um aumento da neurotoxicidade
induzida pela lidocaina com disfuncdo sensorial persistente e dano histologico
em ratos apds a administragcdo concomitante com epinefrina, sendo que a
epinefrina ndo mostrou neurotoxicidade quando administrada sozinha. Os
autores argumentam que a vasoconstricdo gerada pela epinefrina poderia ser o
mecanismo responsavel, gerando uma reducédo do fluxo sanguineo e limitando
a absorcao da lidocaina, incrementando mesmo assim o efeito local toxico do
anestésico. No entanto, Werdehausen et al., (2011) demostraram que a
epinefrina em concentragcdo de 7 ou 70 uM ndo produz um incremento da
citotoxicidade da lidocaina medida pela apoptose celular em astrocitos de ratos
guando expostos a 24 h de tratamento. Essas diferencas poderiam ser
explicadas pelos diferentes modelos experimentais, sendo que o0
comportamento da epinefrina associada a anestésicos locais poderia ser

diferente em tecidos e células.

No presente estudo, a epinefrina a 1:50.000 causou diminuicao
significante na viabilidade celular apds 4 horas de exposi¢éo, confirmando que
a citotoxicidade pode ser dose- e tempo-dependente. Ja o metabissulfito de
sédio a 0.5mg/mL n&o produziu nenhuma alteracdo na viabilidade celular,
concordando com os achados de Seravalli & Lear, (1987) os quais verificaram
gue em células de neuroblastoma, concentracdes similares de bissulfito nédo

mostraram toxicidade.
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Similarmente, em um estudo in vitro, Danicke et al., (2010) avaliaram a
viabilidade celular pela determinacdo da atividade da desidrogenase
mitocondrial e demonstraram que o0 metabissulfito de sb6dio até uma
concentragdo de 8 pM (aproximadamente 1.52 mg/mL) nao afetou
significativamente a viabilidade de células mononucleares sanguineas
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 sédio em concentragcdo de 0.5 mg/mL
teve um efeito significativo sobre a morte celular em condrécitos humanos apés
24 h de tratamento (Dragoo et al., 2010). Esse resultado indica que em
concentragdes similares, 0 metabissulfito de sodio pode ser toxico dependendo

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

As ciclodextrinas tém sido propostas em sistemas de liberacdo
controlada visando diminuir os efeitos toxicos de formulacbes anestésicas (de
Paula et al.,, 2012). Esta combinacdo visa o0 aprimoramento de efeitos
terapéuticos, farmacologicos e reducdo dos efeitos toxicos (de Araujo et al.,
2008). De todas as ciclodextrinas, a HP- -CD possui melhor compatibilidade e
seguranca, especialmente para uso parenteral (Roquete-Pharma, 2009; Irie &

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

O ensaio metabdlico com MTT evidenciou que a ATC a 0.5% livre foi
capaz de afetar significativamente a funcdo mitocondrial apdés 10 min de
exposicdo. J4 a ATC a 1% mostrou uma elevada porcentagem de células com
alteracdes na funcdo metabdlica e integridade da membrana celular como
determinado pelo método de Live/Dead®. No entanto, as células HaCaT n&o
mostraram diminuicdo significativa da funcdo mitocondrial quando incubadas
com o complexo ATC a 0.5% com HP- -CD, nos tempos de 10 e 30 minutos, o
gue demostra a reducéo da toxicidade da ATC quando complexada com HP- -
CD. A complexacédo da ATC a 0.5% com HP- -CD mostrou um efeito citotoxico
significativamente menor até 1 h quando comparada com a ATC a 0.5% livre.
Estes resultados poderiam ser em parte ocasionados pela diminuicdo do
metabolismo da ATC, o que é uma propriedade ja relatada de diversos

carreadores, incluindo a HP- -CD.
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Cereda et al., (2012) ndo encontraram diferencas significativas na
viabilidade de células de Schwann apds tratamento com ropivacaina ou
bupivacaina a 0.5%, ambas complexadas com HP- -CD, quando comparadas
com as respectivas formulacdes livres. Embora os resultados destes autores
indiguem que a complexagdo com HP- -CD ndo melhorou o perfil tdxico
daqueles anestésicos, é importante salientar que os autores utilizaram apenas
uma concentracdo dos anestésicos, sendo que as culturas foram avaliadas
apenas apos 24 h. No entanto, a complexacdo com a HP- -CD diminuiu os
niveis de creatinina quinase sérica em 5.5 vezes em comparacao aos grupos
tratados com as formulacdes livres e diminuiram o nivel de miotoxicidade.
Assim, € possivel que os efeitos da complexacdo com o0s carreadores
dependam do tipo de anestésico local, da célula em estudo, da concentracéo e
do tempo de exposi¢ao, como demonstrado no presente estudo.

Como ja mostrado por Hillerup et al., (2011a) em tecido nervoso de
ratos, a injaria neurotoxica induzida pela articaina pode ser ocasionada pela
alta concentracdo desse anestésico (4%), sendo que a 2% esta injaria € muito
pequena (Hillerup et al., 2011b). Os resultados obtidos no presente estudo
demostraram que a toxicidade da articaina foi dependente ndo somente da
concentracdo do sal anestésico, mas também do tempo de exposicdo da célula
ao anestésico. As concentracdes mais baixas nao tiveram um impacto
significativo sobre a cultura celular, mesmo em periodos mais prolongados de
exposicdo. No entanto, mesmo em concentracées moderadas (0.3%, 0.4% e
0.5%) a articaina mostrou citotoxicidade consideravel em tempos de exposicéo
mais prolongados (entre 60 e 240 min). Obviamente, a extensdo da exposi¢cao
a articaina em tecidos vivos depende de varios fatores, sendo que a maior

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

Provavelmente, o fator mais importante que afeta o tempo de exposicéo
da célula a um anestésico local seja a sua meia-vida de eliminacao, dentro de
um sistema complexo de metabolizacao tecidual. Assim, quanto menor a meia-
vida de eliminacdo de uma substancia em um tecido, maior sera a exposi¢cao
da célula aquela substancia. Um estudo em pacientes submetidos a anestesia
epidural com articaina mostrou que a meia-vida de eliminagéo da articaina é de

0.6 horas na fase de distribuicdo e 2.5 horas na segunda fase (hidrolise no
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plasma), sendo que o acido articainico também apresenta 2.5 horas de meia-
vida. De uma forma geral, a meia-vida total de eliminagdo da articaina €
considerada como sendo de 60 minutos (Snoeck, 2012). Desta forma, os
tempos de exposicao utilizados no presente estudo podem ser considerados

plausiveis, particularmente para as concentragées 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 complexacao de
moléculas de anestésicos locais com ciclodextrinas, nenhum deles empregou a
articaina. Nesses estudos, a associacdo da HP- -CD com anestésicos locais
diversos mostrou, de uma maneira geral, propriedades mais favoraveis do que
a molécula anestésica sozinha. No presente estudo, essa associacdo também
diminuiu a citotoxicidade da articaina, de forma tempo e concentracao-
dependente.
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7. CONCLUSAO

A articaina livre mostrou toxicidade tempo e concentracdo dependentes
sobre as células HaCaT. A associacdo a HP- -CD diminuiu o efeito toxico da
ATC sobre a viabilidade de células HaCaT, especialmente das concentracdes
0.5 e 1%.

A associacao a epinefrina 1:200.000 diminuiu os efeitos téxicos da ATC
0.5% sobre as células HaCaT, sendo que os coadjuvantes como a epinefrina, o
metabisulfito de sédio e a HP- -CD mostraram biocompatibilidade nas

concentragbes empregadas neste estudo.

Novos estudos sobre os metabolitos da articaina, particularmente o
acido articainico, poderiam ajudar a esclarecer o perfil de toxicidade do

anestésico local.
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