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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Condrécitos; Justificativa: Injeces de anestésicos locais por via intra-articular sdio comumente usadas para
Vitamina C; melhorar a analgesia no periodo pos-operatorio de cirurgia ortopédica como artroscopia. No
Anestésicos locais; entanto, relatos recentes de complicacdes graves devido ao uso de anestésico local por via
Ropivacaina; intra-articular causou preocupacoes.

Bupivacaina; Objetivos: O objetivo do estudo foi avaliar o uso de vitamina C para reduzir os efeitos adversos
Lidocaina dos anestésicos mais comumente usados (ropivocaina, bupivacaina e lidocaina) sobre condro-

citos humanos.

Métodos: A viabilidade dos condrocitos apds a exposicao a bupivacaina a 0,5% ou ropivacaina a
0,75% ou lidocaina a 1,0% e/ou vitamina C em doses de 125, 250 e 500 uM foi determinada pelo
ensaio Vivo/Morto e coloracao com anexina v. Os niveis de expressao das caspases 3 e 9 foram
avaliados com o uso de anticorpos pela técnica Western blotting. Citometria de fluxo foi feita
para analisar a geracao de espécies reativas ao oxigénio.

Resultados: Na exposicao aos anestésicos locais, condrotoxicidade foi encontrada na seguinte
ordem: ropivacaina < bupivacaina < lidocaina. A vitamina C efetivamente melhorou a reducao
da viabilidade dos condrdcitos e diminuiu os niveis elevados de apoptose apds a exposicao a
anestesia. Em doses mais altas, a vitamina C foi eficiente para reduzir a geracao de espécies
reativas ao oxigénio e assim regular negativamente a expressao das caspases 3 € 9.
Conclusoes: Observamos que a vitamina C foi eficaz na protecao dos condrocitos contra a
agressao toxica dos anestésicos locais ropivacaina, bupivacaina e lidocaina.

© 2015 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
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Comparative effects of vitamin C on the effects of local anesthetics ropivacaine,
bupivacaine, and lidocaine on human chondrocytes

Abstract

Background: Intra-articular injections of local anesthetics are commonly used to enhance post-
operative analgesia following orthopedic surgery as arthroscopic surgeries. Nevertheless, recent
reports of severe complications due to the use of intra-articular local anesthetic have raised

Objectives: The study aims to assess use of vitamin C in reducing adverse effects of the most
commonly employed anesthetics - ropivacaine, bupivacaine and lidocaine - on human chon-

Methods: The chondrocyte viability following exposure to 0.5% bupivacaine or 0.75% ropiva-
caine or 1.0% lidocaine and/or vitamin C at doses 125, 250 and 500 uM was determined by
Live/Dead assay and annexin v staining. Expression levels of caspases 3 and 9 were assessed
using antibodies by Western blotting. Flow cytometry was performed to analyze the generation

Results: On exposure to the local anesthetics, chondrotoxicity was found in the order ropi-
vacaine < bupivacaine < lidocaine. Vitamin C effectively improved the reduced chondrocyte
viability and decreased the raised apoptosis levels following exposure to anesthesia. At higher
doses, vitamin C was found efficient in reducing the generation of reactive oxygen species and
as well down-regulate the expressions of caspases 3 and 9.

Conclusions: Vitamin C was observed to effectively protect chondrocytes against the toxic insult
of local anesthetics ropivacaine, bupivacaine and lidocaine.

© 2015 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. All rights

Lidocaine
concerns.
drocytes.
of reactive oxygen species.
reserved.
Introducao

Os anestésicos locais sao comumente usados em varias
situacoes clinicas para a prevencao ou o alivio da dor sinto-
matica. Durante a pratica da ortopedia, sdo administrados
por muitas vias, como espinal, epidural ou intra-articular,
para o alivio da dor no pos-operatério ou como uma modali-
dade no tratamento de osteoartrite. Varios estudos clinicos
demonstraram que a injecao intra-articular de anestésicos
locais tem taxas elevadas de sucesso quando administrada
para analgesia no pés-operatorio.’3

A preocupacao com os efeitos prejudiciais dos anes-
tésicos locais veio a publico quando varios estudos de
caso demonstraram toxicidade grave em cartilagem e
condroélise apos infusdes de anestésico local na articulacao
glenoumeral apés artroscopia.*® Como as evidéncias de
condrotoxicidade devido a anestésicos locais estao aumen-
tando, pesquisas sobre o uso de outras substancias para
inibir ou reduzir a toxicidade estao sendo feitas. Em cirur-
gias ortopédicas, além dos efeitos dos anestésicos locais,
a limitacdo do potencial de cura da cartilagem articular
hialina também ¢é problema bem conhecido.’

Entre os anestésicos locais que sao usados com mais
frequéncia para o alivio da dor, lidocaina e bupivacaina sao
membros do grupo amida, mas o tempo de acao da lidocaina
¢ cerca de metade daquele de bupivacaina.'® Ropivacaina é
um anestésico local do tipo amino-amida, de acado prolon-
gada, que pertence ao grupo das pipecoloxilididase e é um
substituto promissor para bupivacaina para raquianestesia.’
Contudo, estudos recentes demonstraram os efeitos deleté-
rios desses anestésicos sobre os condrécitos.''* Lo et al.™

mostraram que bupivacaina, ropivacaina e lidocaina apre-
sentam um efeito negativo de forma dependente da dose e
da duracao sobre a viabilidade dos condrocitos.

Estudos in vitro mostraram que lidocaina e bupivacaina
podem ter efeitos citotoxicos sobre os neuronios e midci-
tos. A morte celular ocorre tanto por necrose quanto por
apoptose.'>'® Em condrdcitos, a exposicao a esses anesté-
sicos também leva a morte celular por apoptose e necrose
de uma forma dependente da dose e da duracdo."'” Fedder
et al.”® relataram que a exposicao a ropivacaina, lidocaina e
bupivacaina reduziu a viabilidade dos fibroblastos, o que
esta ligado a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Apoptose é um processo altamente regulado, diferente de
necrose, que ocorre em resposta a trauma, toxinas, citocinas
e agentes patogénicos.'®?° Portanto, a inibicdo da apoptose
de condrdcitos foi descrita como um meio potencial para
reduzir a perda de condrécitos.?%?

As vitaminas sao consideradas vitais. A vitamina C, uma
substancia exdgena sollvel em agua,’? é um cofator na
construcdo de vasos sanguineos e assume o papel de um
antioxidante,?® atua como um doador de elétrons e agente
redutor e, assim, impede a oxidacdo de lipidos, proteinas
e DNA.?* Ha um reconhecimento crescente da importancia
de fatores nutricionais para a manutencao da saide 6ssea e
articular.” A matriz éssea contém mais de 90% das protei-
nas, como colageno,?® e a vitamina C é um cofator essencial
para a formacédo de colageno e sintese de hidroxiprolina e
hidroxilisina.?’” Portanto, a vitamina C pode ajudar no for-
talecimento dos ossos e prevenir fraturas. Deficiéncia de
vitamina C induzida experimentalmente em animais leva
ao dano de massa dssea, cartilagem e tecido conjuntivo.?®
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Um estudo com acompanhamento por 17 anos conduzido por
Sahni et al.?’ demonstrou que a suplementacdo de vitamina
C diminui o risco de fratura de quadril e osteoporose. Por
conseguinte, considerando os efeitos da vitamina C, o pre-
sente estudo investigou se a vitamina C inibe a perda de
condrocitos e protege a cartilagem contra os efeitos adver-
sos de anestésicos locais.

Métodos
Produtos quimicos e células

Condrocitos humanos normais foram adquiridos da Pro-
mocell, Alemanha, e colocados em meio de cultura, sob
condicoes laboratoriais padrao (atmosfera umidificada de
95% de ar e 5% de CO; a 37°C). A cultura de condrdcitos
em monocamada ha muito é usada como um método para
a avaliacao in vitro de respostas celulares ao tratamento.
As células na passagem 5 foram semeadas a uma densidade
de 10° células/cm? em placas de 96 pocos e cultivadas até
75-80% de confluéncia. Ao atingir a confluéncia desejada,
as células foram expostas aos anestésicos locais. Todos os
produtos quimicos usados no estudo foram obtidos de Sigma-
-Aldrich, MO, EUA; caso contrario, eles sdo mencionados.

Exposicdo anestésica

Os condrocitos foram expostos durante umahora a 1 mL das
solugcdes dos anestésicos locais bupivacaina a 0,5% ou ropi-
vacaina a 0,75% ou lidocaina a 1,0%.2"3° Todas as amostras
foram tratadas com o uso do mesmo protocolo. Especi-
ficamente, o meio de cultura foi aspirado; 1 mL de soro
fisiologico normal a 0,9% ou de anestésico foi adicionado
a cada pogo; as amostras foram incubadas em CO; a 5% e a
37°C por 60 minutos; e a solucao de tratamento foi aspirada
e o meio de cultura fresco foi adicionado. As amostras foram
devolvidas ao incubador e a viabilidade dos condrocitos foi
medida 24 horas mais tarde. Em experiéncias separadas,
logo apds a exposicdo a anestesia, as células foram incu-
badas em meio fresco suplementado com vitamina C (125
ou 250 ou 500 uM) por 24horas e, em seguida, as células
foram avaliadas para a viabilidade.

Analise de apoptose

Os condrocitos expostos aos anestésicos e/ou vitamina C
foram lavados com PBS e usados para a analise de viabilidade
celular. Para medir a apoptose, o ensaio para a viabilidade
celular Vivo/Morto (kit de viabilidade celular Live/Dead,
Invitrogen) foi feito. O ensaio detecta a atividade da este-
rase intracelular e a integridade da membrana plasmatica
para avaliar a viabilidade das células. Os condrocitos, célu-
las tratadas ou nao tratadas com anestesia e/ou vitamina
C, foram corados com 5 umol/L de homodimero de etidio e
5 wmol/L de calceina-AM e incubados a 37 °C por 30 minutos.
As células foram entao analisadas sob um microscépio de flu-
orescéncia, Nikon Labophot-2. Os condrocitos vivos retém a
calceina-AM, um corante polianidnico nao fluorescente, e
produzem uma fluorescéncia verde por meio da conversao
(esterase) enzimatica. Subsequentemente, o homodimero

de etidio entra nas membranas danificadas das células
mortas, liga-se aos acidos nucleicos e da origem a uma flu-
orescéncia vermelha.

A apoptose também foi detectada por mensuracdo da
perda de assimetria da membrana ao se avaliarem as pro-
priedades de ligacao da anexina v. A propriedade de ligacao
da anexina v foi avaliada com o uso do kit de coloracao
de anexina v (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
EUA). Os anticorpos antianexina v foram conjugados com
um corante de fluoresceina isotiocianato (FITC). Resumi-
damente, 1 x 10 células foram expostas a bupivacaina ou
ropivacaina ou lidocaina por umahora apo6s o tratamento
com vitamina C, ou apenas aqueles expostos aos anestési-
cos foram submetidos a coloragcao com anexina v. As células
foram lavadas em PBS, suspensas novamente em tampao de
ligacao de 100 pL, com anticorpo antianexina v conjugado
com FITC, e depois analisadas com citometria de fluxo (FACS
Calibur, BD Biosciences).

Western blot

Para saber se a ativacdo da caspase estava envolvida na
iniciacdo da apoptose apds a exposicao aos anestésicos
locais, uma analise adicional com o método Western blot foi
feita para determinar a expressao das caspases 3 € 9, com
o uso dos respectivos anticorpos (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA). Para o isolamento das proteinas celula-
res totais, as células foram lisadas em tampao de lise celular
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) e processa-
das de acordo com as instrucdes do fabricante. As proteinas
foram entdo fracionadas por SDS-PAGE, eletrotransferidas
para membranas de nitrocelulose, marcadas com seus res-
pectivos anticorpos e detectadas por quimioluminescéncia
avancada (GE Healthcare). Os sinais da faixa de outras pro-
teinas foram normalizados para os de p-actina com o uso de
anti-B-actina em diluicao de 1:2000 (Cell Signaling Techno-
logy, Danvers, MA, EUA).

Determinacao de espécies reativas de oxigénio
(ERO)

A geracao de ERO intracelular foi medida por citometria de
fluxo, com o uso de coloracao com 2’,7’-diclorofluoresceina
diacetato (DCFH-DA). DCFH-DA é um composto nao fluores-
cente que pode ser enzimaticamente convertido em DCF,
um composto altamente fluorescente na presenca de ERO.
Apos a exposicao ao anestésico e/ou vitamina C, as células
foram adicionalmente incubadas com DCFH-DA (10 wM) por
30minutos a 37°C no escuro. Subsequentemente, as célu-
las foram lavadas duas vezes com PBS e a intensidade da
fluorescéncia foi medida por citometria de fluxo.*'

Analise estatistica

Os resultados sdo representados como média 4 DP. Os valo-
res de p<0,05 foram considerados significativos, conforme
determinado por uma analise de variancia (Anova). As ana-
lises foram feitas com a versao 17.0 do programa estatistico
SPPSS.
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Influéncia de vitamina C sobre a viabilidade celular de condrdcitos. Os valores sao expressos como média+DP; n=6.

*Representa p < 0,05, comparado com controles, conforme determinado pela analise de variancia simples, Anova.

Resultados

A vitamina C melhora a viabilidade dos condrocitos
apos a exposicao a anestésicos

A viabilidade dos condrécitos em resposta a exposicao a
anestésico foi analisada com o uso do ensaio Vivo/Morto.
Apds a exposicao das culturas de condrocitos aos anestési-
cos locais por 24 horas, a condrotoxicidade observada com
lidocaina a 1% foi quase duas vezes maior do que a de
ropivacaina a 0,75% (fig. 1). Houve uma diminuicdo acen-
tuada na percentagem de viabilidade das células apos a
exposicao a lidocaina, ropivacaina ou bupivacaina. Compa-
rando as concentracdes equipotentes de ropivacaina (0,75%)
e bupivacaina (0,5%), as taxas de viabilidade celular foram
significativamente mais elevadas 24 horas apds o tratamento
com ropivacaina a 0,75% do que com bupivacaina a 0,5%.
A condrotoxicidade foi mais pronunciada na exposicao a
lidocaina seguida por bupivacaina. A exposicao a vitamina
C apos a anestesia resultou em uma melhoria significativa
(p<0,05) na percentagem de viabilidade celular. As con-
tagens viaveis de condrdcitos subiram com o aumento das
concentracoes de vitamina C. A concentracao de 500 pM
causou um aumento acentuado da viabilidade dos con-
drocitos, em comparacao com doses mais baixas (125 e
250 uM).

A apoptose dos condrécitos apds a exposicao a aneste-
sia também foi detectada por meio da mensuracao da perda
de assimetria da membrana por coloracdo com anexina v.
A contagem de células em apoptose foi acentuadamente
maior (p<0,05) apds a exposicao a anestesia. Ropivacaina
a 0,75% causou apoptose consideravelmente mais baixa,
em comparacdo com lidocaina a 1% e bupivacaina a 0,5%.
Aincubacao com vitamina C resultou em aumento da percen-
tagem de viabilidade, com contagens diminuidas de células
em apoptose. Vitamina C em concentracao de 500 pM foi
mais potente para reduzir a apoptose apds a exposicao aos
anestésicos locais do que em doses mais baixas (fig. 2).

A vitamina C suprime a apoptose por subregulacao
da expressao das caspases 3 e 9

Para avaliar o possivel envolvimento da ativacao de caspases
em condrotoxicidade induzida por anestesia, a expressao da
caspases 3 e 9 foi determinada 24 horas apds a exposicao
a anestesia. Uma hora de exposicao aos anestésicos cau-
sou sobrerregulacao da caspase-3 e da caspase-9 da seguinte
forma: lidocaina > bupivacaina > ropivacaina (fig. 3). Embora
ropivacaina a 0,75% tenha causado o aumento da expressao
das caspases, verificou-se que esse aumento nao foi signifi-
cativo em relacdo aos condrocitos controles nao expostos
aos anestésicos. No entanto, lidocaina a 1% resultou em
melhoria acentuada do nivel de expressao, o que indica a
ativacao da cascata de caspases na apoptose. A incubacao
com vitamina C para 24 horas reduziu acentuadamente a
expressao das caspases de forma dependente da dose, o que
estd de acordo com os resultados do ensaio Vivo/Morto e
da coloracao com anexina v. A vitamina C a 250 e 500 pM
foi mais eficaz em subregular as expressdes das caspases
3e9.

Influéncia da vitamina C na geracao de ERO

Determinamos os niveis de ERO por citometria de fluxo com
o uso de coloracao com 2’,7’-diclorofluoresceina diacetate
(DCFH-DA). Lidocaina, bupivacaina e ropivacaina causaram
um aumento acentuado na producdo de ERO. Lidocaina
causou uma producao em dobro de ERO, em comparacao
com ropivacaina, e quase 10% a mais do que bupivacaina.
Esse aumento, entretanto, foi suprimido em condrocitos
incubados com vitamina C, em comparacao com células
sem vitamina C. O tratamento com vitamina C reduziu sig-
nificativamente a producao de ERO, na seguinte ordem:
125<250<500 uM (fig. 4). A capacidade antioxidante da
vitamina C pode ter sido responsavel pela supressdo acen-
tuada de ERO.
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Figura 2 Condrotoxicidade induzida por exposicdo a anestésicos: (a) bupivacaina a 0,5%; (e) lidocaina a 1%; (i) ropivacaina a
0,75%. Vitamina C sobre os efeitos dos anestésicos: (b) bupivacaina a 0,5% + 125 uM de vitamina C; (c) bupivacaina a 0,5% + 250 uM
de vitamina C; (d) bupivacaina a 0,5% + 500 uM de vitamina C; (f) lidocaina a 1% + 125 uM de vitamina C; (g) lidocaina a 1% + 250 uM de
vitamina C; (h) lidocaina a 1% + 500 uM de vitamina C; (j) ropivacaina a 0,75% + 125 uM de vitamina C; (k) ropivacaina a 0,75% + 250 uM
de vitamina C; (l) ropivacaina a 0,75%+500 uM de vitamina C. Contagens de células em apoptose. Valores apresentados como
média + DP; n=6. *Representa p < 0,05, comparado com controles, conforme determinado pela analise de variancia simples, Anova.

Discussao

Injecdes intra-articulares de anestésicos locais sao admi-
nistradas com frequéncia em ambientes perioperatorios e

ambulatoriais.? As injecdes intra-articulares de anestésicos
locais melhoram a analgesia no periodo pés-operatério.’?33
Lidocaina, bupivacaina e ropivacaina sao anestésicos locais
do tipo amida. Publicacdes recentes sugeriram potenciais
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Efeito da vitamina C nas expressdes da caspase-3 (a e b) e caspase-9 (c e d) em condrdcitos apds exposicao a anestésicos.

L1, controle; L2, anestésico isolado; L3, anestesia+125uM de vitamina C; L4, anestesia+250 uM de vitamina C; L5, aneste-
sia+500 uM de vitamina C. (b e d) Valores apresentados como média+DP; n=6 (b e d). *Representa p<0,05, comparado com
controles, conforme determinado pela analise de variancia simples, Anova.

efeitos adversos desses trés anestésicos locais sobre con-
drécitos articulares in vitro.""

Varios estudos descreveram efeitos prejudiciais de anes-
tésicos locais sobre a viabilidade dos condrécitos. Chu
et al.>* demonstraram grave toxicidade de bupivacaina.
O estudo evidenciou a exposicao a bupivacaina a 0,5% e

> 99% dos condrocitos bovinos foram encontrados mortos
em todas as culturas expostas. Gomoll et al.*® relataram
acentuadas alteracoes histopatoldgicas e metabodlicas em
articulacées de coelhos com infus&o continua de bupivacaina
a 0,25%, com e sem epinefrina. Relatou-se que doses de lido-
caina a 1% e 2% apresentaram toxicidade em condrécitos.'"

200
%
2 I ,
: I :
< 150 I
2 %
S I
[0}
°
» 100 I
o
=2
=
©
e
3 50
3}
‘@
%
7}
L
0
Bupivacaina Ropivacaina Lidocaina
mControle = Bupivacaina a 0,5% m Bupivacaina + 125 uM vitamina C
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= Ropivacaina + 500 uM vitamina C
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Figura 4

= Ropivacaina + 125 pM vitamina C

Lidocaina + 250 uM vitamina C

m Ropivacaina + 250 uM vitamina C
Lidocaina a 1,0%
Lidocaina + 500 uM vitamina C

Influéncia da vitamina C na geragdo de ERO por citometria de fluxo. Os valores sdo apresentados como média 4+ DP; n=6.

*Representa p < 0,05, comparado com controles, conforme determinado pela analise de variancia simples, Anova.
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Além disso, toxicidade em condrdcitos foi relatada por
Piper e Kim' apos a exposicao de explantes de cartilagem
humana e condrdcitos aos anestésicos locais bupivacaina
e ropivacaina. Corroborando relatos anteriores, em nosso
estudo, bupivacaina a 0,5%, ropivacaina a 0,75% e lido-
caina a 1% induziram apoptose e reduziram a viabilidade
dos condrocitos. Observamos que lidocaina foi potenci-
almente mais toxica do que bupivacaina e ropivacaina.
Semelhantemente a estudos anteriores, descobriu-se que
ropivacaina foi menos condrotéxica do que bupivacaina em
condrécitos humanos.’* A vitamina C melhorou de forma
significativa a viabilidade celular dos condrocitos. Estudos
demonstraram o efeito positivo da vitamina C na saude dos
0s50s.%

A apoptose pode ser induzida por meio de vias intrinse-
cas e extrinsecas, ambas envolvem a ativacao de caspases
celulares. Caspases sao enzimas importantes envolvidas na
regulacado da clivagem proteolitica altamente especifica de
proteinas celulares que levam a morte celular. Evidéncias
sugerem que a caspase-3 também pode estar envolvida na
fragmentacao do DNA.2" No nosso estudo, observamos que os
anestésicos locais — lidocaina, bupivacaina e ropivacaina —
induziram niveis de expressao de caspase que sao indicativos
de inducao de apoptose em condrocitos por meio da ativacao
de caspases. Perez-Castro et al.'® demonstraram ativacao
das caspases 3 e 7 em células do neuroblastoma humano
apods incubacao com lidocaina, ropivacaina e bupivacaina.
No entanto, a vitamina C suprimiu a expressao das caspa-
ses 3 e 9, o que sugere de forma marcante a sua eficacia
antiapoptotica.

Os mecanismos que levam a condrotoxicidade dos anes-
tésicos locais nao siao totalmente compreendidos. Para
analisar o envolvimento da apoptose mediada por ERO, a
geracdo de ERO nos condrocitos foi avaliada. O aumento
acentuado na geracao de ERO apos a exposicao aos anesté-
sicos foi reduzido para niveis quase normais nas incubacées
de condrécitos com varias concentracoes de vitamina C.
Isso pode ser devido a potente propriedade antioxidante
da vitamina C. A vitamina C teria efetivamente impedido a
geracao de ERO e ou neutralizado as ERO. No entanto, obser-
vamos uma correlacao surpreendente entre a viabilidade
celular, a expressao de caspases e os niveis da producao de
ERO. Park et al.*” mostraram um aumento da concentracdo
de ERO em correlacdo com a morte celular das células de
Schwann apds incubacao com bupivacaina. Em nosso estudo,
as concentracoes de ERO aumentaram apods a exposicao a
lidocaina e bupivacaina, mas niveis nao significativos foram
observados apds a exposicdo a ropivacaina. Aumento seme-
lhante na geracdo de ERO apds a exposicdo a anestésicos
locais foi relatado por Grishko et al.*®

Para resumir, mostramos que ropivacaina a 0,75%,
embora toxica para as células de condrocitos humanos, apos
60 minutos de exposicao, esta na faixa consideravelmente
menor de toxicidade em comparacdo com bupivacaina a
0,5% e lidocaina a 1%. Entre os anestésicos estudados,
lidocaina em concentracao de 1% apresentou a maior con-
drotoxicidade. O aumento da producao de ERO evidenciado
em nosso estudo sugere que a condrotoxicidade pode ser
devida a apoptose mediada por ERO. Contudo, a incubacao
com vitamina C ofereceu uma protecao significativa aos
condrdcitos, que poderia ser atribuida a sua capacidade
antioxidante.

Conclusao

A vitamina C forneceu protecado acentuada aos condrocitos
contra os efeitos toxicos dos anestésicos locais: ropivacaina,
bupivacaina e lidocaina.
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