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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Anestesia; Justificativa e objetivos: Estudos anteriores sobre os efeitos de alguns anestésicos locais suge-
Genotoxicidade; riram que esses agentes podem causar alteracoes genéticas. No entanto, esses agentes nao sao
Testes de testados para genotoxicidade relacionada a administracao repetida. O objetivo deste estudo
mutagenicidade; foi avaliar o potencial genotoxico de anestésicos locais apos repetidas administragoes.

Testes para Métodos: 80 ratos Wistar machos foram alocados em: grupo A - 16 ratos receberam injecdo por
micronicleos; via intraperitoneal (IP) de cloridrato de lidocaina a 2%; grupo B - 16 ratos receberam injecao
Prilocaina IP com mepivacaina a 2%; grupo ¢ - 16 ratos receberam injecao IP de articaina a 4%; grupo D

- 16 ratos receberam injecao IP de prilocaina a 3% (6 mgkg~"); grupo E - oito ratos receberam
injecdo subcutanea em dose Unica de ciclofosfamida; grupo F - oito ratos receberam injecao
IP com solucdo salina. Oito ratos dos grupos de A a D receberam uma dose Unica de anestésico
no Dia 1 da experiéncia; os ratos restantes foram dosados uma vez por dia durante cinco dias.
Resultados: A mediana do numero de micronUcleos nos grupos com anestésicos locais expostos
por um ou cinco dias variou de 0 a 1; no grupo exposto a ciclofosfamida foi de 10 e no grupo
controle negativo no primeiro e quinto dias foi de 1 e 0, respectivamente (p<0,0001). Uma
diferenca significativa foi observada no nimero de microntcleos entre o grupo ciclofosfamida
e todos os grupos com anestésicos locais (p =0,0001), mas nao entre o grupo controle negativo e
0s grupos com anestésicos locais (p >0,05).

Conclusdo: Nenhum efeito de genotoxicidade foi observado apos a exposicao repetida a qual-
quer um dos anestésicos locais avaliados.
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Evaluation of genotoxicity induced by repetitive administration of local anaesthetics:
an experimental study in rats

Abstract

Background and objective: Previous studies regarding the effects of some local anaesthetics
have suggested that these agents can cause genetic damage. However, they have not been tes-
ted for genotoxicity related to repetitive administration. The aim of this study was to evaluate
the genotoxic potential of local anaesthetics upon repetitive administration.

Methods: 80 male Wistar rats were divided into: group A - 16 rats intraperitoneally injected
with lidocaine hydrochloride 2%; group B - 16 rats IP injected with mepivacaine 2%; group C - 16
rats intraperitoneally injected with articaine 4%; group D - 16 rats IP injected with prilocaine 3%
(6.0mg/kg); group E - 8 rats subcutaneously injected with a single dose of cyclophosphamide;
and group F - 8 rats intraperitoneally injected with saline. Eight rats from groups A to D received
a single dose of anaesthetic on Day 1 of the experiment; the remaining rats were dosed once a

Results: The median number of micronuclei in the local anaesthetics groups exposed for 1 or
5 days ranged from 0.00 to 1.00, in the cyclophosphamide-exposed group was 10.00, and the
negative control group for 1 and 5 days was 1.00 and 0.00, respectively (p <0.0001). A significant
difference in the number of micronuclei was observed between the cyclophosphamide group
and all local anaesthetic groups (p=0.0001), but not between the negative control group and

Conclusion: No genotoxicity effect was observed upon repetitive exposure to any of the local

© 2013 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

Prilocaine
day for 5 days.
the local anaesthetic groups (p>0.05).
anaesthetics evaluated.
reserved.
Introducao

O desenvolvimento de agentes anestésicos locais seguros
e eficazes foi um dos mais importantes avancos da cién-
cia odontoldgica ao longo do século passado. Os agentes
odontologicos disponiveis atualmente sao extremamente
seguros e atendem a maioria dos critérios de um anesté-
sico local ideal. Esses agentes anestésicos locais induzem
minima irritacao do tecido e apresentam risco baixo de indu-
zir reacdes alérgicas.’

Um anestésico local é usado com mais frequéncia em
odontologia para controlar a dor, além de ser amplamente
usado em outros campos da medicina. Entre as varias
formulagdes de anestésicos locais, os tipos mais usados sao
os sais anestésicos de lidocaina, mepivacaina e prilocaina.?

A combinagao de vasoconstritor e anestésico local foi
usada pela primeira vez em 1901, quando Braun administrou
simultaneamente adrenalina e cocaina.® Devido as propri-
edades vasodilatadoras da maioria dos sais anestésicos, a
duracao da anestesia nem sempre é adequada e ilustra a
necessidade de administracdao concomitante de um vaso-
constritor. Algumas vantagens da administracao combinada
de vasoconstritores e anestésicos sao a lenta absorcao do sal
anestésico (o que reduz a toxicidade e aumenta a duracao
da anestesia), a reducao da quantidade de anestésico neces-
saria para anestesiar o paciente e o aumento da eficacia
do anestésico.? Os vasoconstritores mais comumente usa-
dos em combinagcdo com anestésicos locais pertencem ao
grupo das aminas simpatomiméticas, que inclui adrenalina,
noradrenalina, levonordefrina, fenilefrina e felipressina.’

Os agentes genotoxicos afetam negativamente a integri-
dade do material genético de uma célula e sao definidos

como qualquer substancia ou produto quimico que dani-
figue o DNA. Embora a capacidade de uma substancia
para danificar o DNA nao a torne automaticamente um
perigo para a saude, o que preocupa é saber se a
substancia pode ser potencialmente mutagénica e/ou
carcinogénica.*

Alguns anestésicos locais ndo foram testados para carci-
nogenicidade ou genotoxicidade. Prilocaina é um anestésico
local que foi analisado pelo Programa Nacional de Toxicolo-
gia (NTP, EUA), desde outubro de 2007.°

0 teste de micronucleos é amplamente usado para avaliar
a capacidade de uma substancia para quebrar cromosso-
mas (a sua clastogenicidade) ou afetar a formacao de placa
metafasica e/ou fuso mitdtico, ambos capazes de levar
a distribuicdo desigual de cromossomas durante a divisao
celular.® O teste de micronucleos gera resultados com forte
apoio estatistico; portanto, € amplamente usado como uma
ferramenta de triagem para determinar a seguranca de
muitas substancias e classificar os agentes como cancerige-
nos ou nao cancerigenos.” A facilidade de feitura do teste
de micronucleos levou a sua adocado generalizada em todo
o mundo como um teste padrao de genotoxicidade para
monitorizar a seguranca de agentes para uso na populacao
humana.®

De acordo com nossa pesquisa, nao ha estudos na lite-
ratura sobre o potencial genotoxico do uso repetitivo de
anestésicos locais. Os anestésicos locais sao amplamente
usados em odontologia e medicina e os estudos que avaliem
o risco da exposicao repetitiva a essas substancias podem
contribuir para uma melhor compreensao dos seus efeitos
potencialmente toxicos sobre o material genético e seus
potenciais riscos para os pacientes expostos.
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O objetivo deste estudo foi investigar com o teste de
micronlcleos o potencial genotoxico do uso repetitivo
de anestésicos locais.

Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no Uso de
Animais (Protocolo n°. 930/11).

Para este estudo, 80 ratos Wistar machos com
12 semanas de idade e peso entre 200 e 250g recebe-
ram anestésicos locais. Os ratos foram alocados em grupos
de quatro e colocados em grandes caixas retangulares
(49cm x 34cm x 16cm), apropriadas para acomodar até
cinco ratos adultos. Os ratos foram colocados em viveiro com
temperatura e umidade controladas, equipado com um ciclo
de luz de 12 horas para claro/escuro. Antes da administracao
do anestésico, todos os animais foram pesados para calcular
a dosagem adequada.

Os animais foram alocados em seis grupos: grupo A -
16 ratos receberam injecOGes por via intraperitoneal (IP)
de cloridrato de lidocaina e fenilefrina (Novocol® 100, SS
White, Rio de Janeiro, Brasil) em dose de 4,4mg.kg";
grupo B - 16 ratos receberam injecoes IP de mepivacaina
a 2% (mepivacaina, DFL, Jacarepagua, Brasil) em dose de
4,4mg.kg™; grupo C - 16 ratos receberam injecdes IP de
epinefrina e articaina a 4% (Septanest® 1:100.000, Septo-
dont, Bruxelas, Bélgica) em dose de 7 mg.kg™; grupo D - 16
ratos receberam injecdo IP de prilocaina a 3% e felipressina
(Cytanest®, Astra, Sao Paulo, Brasil) em dose de 6 mg.kg™;
grupo E - oito ratos receberam injecdes por via subcutanea
com dose Unica de ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter Onco-
logy GmbH, Halle/Westfalen, Alemanha) (50 mg.kg™") no Dia
1 do experimento (grupo controle positivo);® grupo F - oito
ratos receberam injecdes IP de 0,5mL de soro fisioldgico
(grupo de controle negativo). Como um relatério anterior
demonstrou a formagao de micronticleos em resposta a uma
dose de 50mg.kg™' de ciclofosfamida, essa dose foi usada
para o grupo controle positivo.®

Oito ratos dos grupos de A a D receberam uma dose
de anestésico no primeiro dia do experimento. Os outros
animais desses grupos receberam uma dose diaria de anes-
tésico durante cinco dias. Os ratos do grupo F receberam
administracdo de soro fisioldgico de modo semelhante.

Oito ratos dos grupos de A a D, quatro ratos do grupo F
e todos os ratos do grupo E foram submetidos a eutanasia
24 horas ap6s a administracao do anestésico. Os animais res-
tantes dos grupos A, B, C, D e F foram sacrificados cinco dias
mais tarde. A eutanasia foi feita com pentobarbital sddico
(Syntec, Cotia, Sao Paulo, Brasil) em dose de 100 mg.kg™" por
via IP.

Amostras da medula 6ssea foram coletadas a partir do
fémur de cada rato no momento do sacrificio e duas lami-
nas foram preparadas por animal.? As laminas foram coradas
com Giemsa (Dolles, Sao Paulo, Brasil). Dois mil eritroci-
tos policromaticos (mil por lamina) foram contados para
cada animal com uma ampliacdo de 400x com um micros-
copio optico para determinar o nimero de micron(cleos.?
Micronlcleos foram definidos como estruturas com provaveis
halos em torno da membrana nuclear e um volume inferior
a um terco do volume do didmetro do nlcleo associado; a
intensidade da coloracao dos microndcleos foi semelhante a

intensidade do nlcleo associado e ambas as estruturas foram
observadas no mesmo plano focal.’ A analise das ldminas foi
feita de forma cega por uma Unica pessoa (MCO) e revisada
por uma segunda pessoa (GAN); ambos os resultados foram
concordantes.

Anélise estatistica

A variacdo na frequéncia de micronicleos ndo apresentou
uma distribuicdo normal quando analisada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov (p=0,0001) e as variancias nao foram
homogéneas (p = 0,004) pela analise do teste de Levene. Por-
tanto, optamos por usar o teste de Kruskal-Wallis, seguido
de comparagdes multiplas com o teste de Student-Newman-
-Keuls para determinar a significancia estatistica. Todos os
testes estatisticos foram feitos com o nivel de significancia
de 5%.

Resultados

As medianas dos nimeros de micronucleos observadas para
cada grupo foram as seguintes: 1 e 0,50 para o grupo
lidocaina no primeiro e quinto dias de exposicao, respec-
tivamente; 1 para o grupo mepivacaina tanto no primeiro
quanto no quinto dia de exposicao; 1 e 0 para o grupo
articaina no primeiro e quinto dias de exposicao, respectiva-
mente; 0 para o grupo prilocaina tanto no primeiro quanto no
quinto dia de exposicao. No grupo exposto a ciclofosfamida
(controle positivo), a mediana do niUmero de microntcleos
foi 10. As medianas dos grupos de controle negativo para os
dias um e cinco foram 1 e 0, respectivamente (p <0,0001)
(figs. 1 e 2 e tabela 1).

O numero de micronicleos no grupo controle posi-
tivo (ciclofosfamida) diferiu significativamente daqueles
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Figura 1 Contagens de micronlcleos por grupo de estudo
(mediana e intervalo interquartil). LIDO, lidocaina; MEPI,
mepivacaina; ARTI, articaine; PRILO, prilocaina; CONTROLE,
controle negativo; CICLO, ciclofosfamida (controle positivo);
1, exposicao durante um dia; 5, exposicao durante cinco dias;
0, outlier; *, O outlier do outlier; a numeracao sobre o outlier
corresponde a numeracao dos animais.
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Figura 2 Exemplos de eritrocito policromatico com micro-
nlcleos (seta maior) e eritrocito policromatico normal (seta
menor); o animal foi exposto a mepivacaina, durante cinco dias
(coloracao de Giemsa, 1000x ).

observados para todos os anestésicos locais estudados, tanto
no tipo de anestésico administrado quanto no tempo de
exposicao (p=0,0001). No entanto, nenhuma diferenca sig-
nificativa foi observada no nimero de micronucleos entre o
grupo controle negativo e os grupos com anestésicos locais,
independentemente do tipo de anestésico administrado ou
do tempo de exposicao (p>0,05) (tabela 1).

Com excecao do grupo ciclofosfamida, todos os gru-
pos foram iguais nas varias analises estatisticas. Porém,
diferencas significativas nas frequéncias de micronucleos
foram observadas entre o grupo prilocaina no quinto dia de
exposicdo e os seguintes grupos: lidocaina no primeiro dia
de exposicdo (p=0,0466), mepivacaina no primeiro

Tabela1 Mediana e intervalo interquartil da frequéncia de
micronUcleos para cada grupo (n=280)
Grupo Mediana Intervalo
interquartil
Lidocaina - 1 dia 1,00a 3,00
Lidocaina - 5 dias 0,50a,c 2,00
Mepivacaina - 1 dia 1,00a 1,00
Mepivacaina - 5 dias 1,00a 2,00
Articaina - 1 dia 1,00a 2,00
Articaina - 5 dias 0,00a,c 1,00
Prilocaina - 1 dia 0,00a,c 1,00
Prilocaina - 5 dias 0,00c 1,00

Controle negativo - 1 dia
Controle negativo - 5 dias
Ciclofosfamida®

1,00a,c 2,00
0,00a,c 4,00
10,00d 3,00

@ Controle positivo. Os resultados com letras diferentes dife-
rem de forma significativa (p <0,05).

(p=0,0437) e quinto (p=0,0460) dias de exposicao
e articaina no primeiro dia de exposicao (p=0,0364)
(tabela 1).

Discussao

Os testes de genotoxicidade sao importantes para ava-
liar a toxicidade celular e identificar potenciais agentes
cancerigenos e mutagénicos. Varias técnicas sao usadas
para testar a atividade genotodxica de um agente, incluindo
ensaios que determinam o coeficiente de ligacao cru-
zada do DNA/proteina, atividade enzimatica mitocondrial,
proliferacao celular, reparacdo de quebras de DNA, indice
mitdtico, tipo de dano sofrido, aberracdes cromossomi-
cas, nao disjuncao cromossomica e niveis de apoptose e
necrose.® O teste de micronicleos tem sido amplamente
usado para testar a genotoxicidade de muitos produ-
tos quimicos. Os microndlcleos sdo facilmente visualizados
em amostras de eritrocitos e sao um forte indicativo de
aberracdes cromossémicas.®

O teste de micronlcleos foi relatado pela primeira vez
em 1970 por Boller e Schmid e posteriormente foi usado
por Heddle em 1977.° O micron(cleo é um nlcleo adici-
onal, separado do nicleo principal de uma célula durante
a divisdo celular e é composto por cromossomos inteiros
ou fragmentos cromossdmicos que sobram de outros cro-
mossomos apds a conclusdo da mitose. Os micronucleos
resultam de mudangas estruturais espontaneas ou experi-
mentalmente induzidas no cromossomo, ou através de erros
de fusao celular. Sao, portanto, excluidos dos novos nlcleos
que sao reformados em telofase.

As vantagens do ensaio de micronicleos em relacdo a
outros testes usados para diagnosticar doencas € monito-
rar contaminantes ambientais incluem a analise simplista,
alta sensibilidade de deteccao e precisao das perdas cro-
mossomicas e eventos de nao disjuncdo, a capacidade de
medir o comprimento e a progressao da divisao nuclear e
a capacidade de detectar eventos de reparacédo e excisao.®
Essas vantagens nos levaram a escolher o teste de micronu-
cleos para avaliar os efeitos genotdxicos da administracao
repetitiva de anestésicos locais neste estudo.

Uma desvantagem do uso de vasoconstritores em
combinacao com anestésicos locais fica clara com injecoes
intravasculares, durante as quais as concentragdes elevadas
e os grandes volumes podem levar a intoxicacéo.'? Portanto,
0 uso de vasoconstritores nao é aceitavel em alguns paci-
entes, especialmente em pessoas com diabete ou doenca
cardiaca ou gravidas. Nesses casos, o sal anestésico mais
comumente usado na auséncia de um vasoconstritor é a
mepivacaina.'? Neste estudo, usamos mepivacaina sem um
vasoconstritor. Nao ha relatos conhecidos na literatura que
avaliam a acéo genotodxica de vasoconstritores.

Prilocaina foi previamente relatada por exibir atividade
genotdxica em células somaticas e induzir recombinacao
homoéloga. No entanto, relatou-se que lidocaina e arti-
caina (Septanest®) nao induziram mutacao cromossomica
ou recombinacdo.’ Nao houve associacdo entre genotoxi-
cidade e qualquer uma das drogas analisadas neste estudo.
Esses resultados estao parcialmente de acordo com a
literatura, diferem apenas do relatoério anterior de geno-
toxicidade para prilocaina.’
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Demonstrou-se que a porcentagem de células com poli-
ploidia e endorreduplicacdo aumenta apos a exposicao ao
cloridrato de procaina e cloridrato de prilocaina, tanto
na presenca quanto na auséncia de ativacdo metabolica
exogena.' Esses resultados indicam que tais agentes qui-
micos sdao potencialmente genotoxicos para as células de
mamifero.’ Contudo, este estudo ndo mostrou a¢do geno-
toxica de prilocaina, possivelmente porque foi usada na dose
recomendada por quilograma de peso.

A condensacao e a fragmentacao da cromatina nuclear
foram previamente observadas em células tratadas com
prilocaina.’ A fragmentacdo do DNA também foi induzida
por tratamento com prilocaina de forma dose-dependente
e tempo-dependente, com efeitos maximos observados em
concentracdo de 5mM apos 12-48 horas de exposicdo. ' Jun-
tamente com esse estudo, esses dados mostram que o uso
de prilocaina na dose recomendada, por quilograma de peso
corporal, ndo pode causar dano genético.

Lidocaina e prilocaina sdao metabolizadas principal-
mente no figado e subsequentemente hidrolisadas por
ésteres de amida e libertam as aminas aromaticas
monociclicas, 2,6-dimetilanilina (DMA) e 2-metilalanina
(MA), respectivamente.’ Outros anestésicos que contém
uma fracdo de DMA incluem bupivacaina, mepivacaina e
ropivacaina.®

O principal mecanismo carcinogénico das aminas aroma-
ticas, como DMA e MA, ocorre quando o citocromo P450
metaboliza esses compostos em derivados de N-hidroxila.®
DMA e MA podem ser posteriormente metabolizadas por sua
conjugacdo com metabolitos reativos. A lesdao do DNA foi
descrita para DMA, mas ndao para MA. Acredita-se que a
formacao de aductos de DNA seja o possivel mecanismo
pelo qual esses compostos exercem alguns de seus efeitos
carcinogénicos.'®

No entanto, a Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC) nao relatou efeitos cancerigenos de DMA
em humanos, embora nao haja provas suficientes de sua car-
cinogenicidade em ratos.’ Isso pode explicar o maior nimero
de micronucleos observados no grupo lidocaina (indepen-
dentemente do tempo de exposicao), em comparacao com
o grupo prilocaina, e a diferenca significativa entre os gru-
pos expostos a lidocaina por um dia e a prilocaina por cinco
dias (p=0,0466). Embora a frequéncia de micronucleos no
grupo exposto a lidocaina nado tenha sido significativamente
diferente daquela do grupo controlo negativo, a maior
frequéncia de micronucleos no grupo exposto a lidocaina
(em comparagao com o grupo prilocaina) pode estar associ-
ada aos efeitos da DMA, um produto metabdlico da lidocaina.

N&o ha relatos na literatura sobre o potencial genotoxico
ou mutagénico de mepivacaina. Neste estudo, mepivacaina
nao exibiu genotoxicidade, independentemente do tempo
de exposicao. No entanto, o grupo exposto a mepivacaina
por um e cinco dias foi significativamente diferente do grupo
exposto a prilocaina por cinco dias (p <0,05). Mepivacaina
também contém uma fracdo de DMA,> o que pode expli-
car o maior nimero de micronlcleos observado nesse grupo,
embora a frequéncia de microntcleos nao tenha sido signi-
ficativamente diferente no grupo controle negativo.

Os estudos de mutagenicidade in vitro e in vivo nao
revelaram qualquer potencial genotoxico da articaina (CAS
23964-58-1), até a dose maxima tolerada ser atingida.
De acordo com os dados deste estudo, outra preparacao

de articaina (Septanest® SP; 4% articaina. HCl e epinefrina
1: 100.000)"” nao apresentou efeitos genotdxicos em um
estudo in vivo com a dose recomendada por quilograma
de peso. Embora a articaina pertenca ao grupo amida de
anestésicos locais (que também inclui lidocaina, prilocaina e
mepivacaina), &€ metabolizada pela colinesterase no plasma
em acido articainico via hidrélise. O acido articainico é um
metabdlito inativo, parcialmente metabolizado no rim em
glucuronido de acido articainico, em vez de uma amina aro-
matica potencialmente genotdxica.'® Esse resultado pode
explicar parcialmente a auséncia de genotoxicidade apos a
exposicao a articaina. No entanto, o grupo exposto a arti-
caina por um dia foi significativamente diferente do grupo
exposto a prilocaina por cinco dias (p=0,0364). Isso pode
ser devido a presenca de um outlier no grupo articaina, que
estava bem acima da frequéncia média global de micronu-
cleos.

Concluséao

No presente estudo, nao houve aumento da frequéncia de
micronlcleos apds a exposicao a qualquer um dos anesté-
sicos locais testados (lidocaina, mepivacaina, articaina e
prilocaina) quando usados na dose recomendada por quilo-
grama de peso corporal, com uma Unica exposicdo ou com
administracao repetitiva. No entanto, outros ensaios que
avaliam a genotoxicidade e mutagenicidade devem ser fei-
tos para determinar definitivamente que o uso repetitivo
desses anestésicos ndo apresenta qualquer atividade muta-
génica ou genotoxica.
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