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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Lidocaina; Justificativa: Os anestésicos locais (ALs) sdo geralmente considerados como seguros, mas cito-
Ropivacaina; toxicidade foi relatada em varios anestésicos locais usados em seres humanos, a qual ndo é bem
Citotoxicidade; investigada. No presente estudo, a citotoxicidade de lidocaina e ropivacaina e da combinacéo
Anestésicos locais do de lidocaina e ropivacaina foi avaliada em linhagens celulares de melanoma humano. Melfalano,
grupo amino-amida; um agente alquilante de mostarda nitrogenada, foi usado como um agente de controle para a
Linhagens celulares comparagdo da atividade citotdxica.

de melanoma; Métodos: Linhagens celulares de melanoma, A375 e Hs294T foram expostas por uma hora
Citometria de fluxo a concentracdes diferentes dos agentes mencionados acima. A viabilidade celular apés a

exposicao foi determinada por citometria de fluxo.

Resultados: Os ALs investigados mostraram citotoxicidade prejudicial nas linhagens celula-
res de melanoma estudadas dependente do tempo (p<0,001), da concentracao (p<0,001)
e do agente. Em ambas as linhagens de células A375 e Hs294T, niveis minimos de
viabilidade celular foram encontrados apds 72 horas de exposicao a esses agentes. Lido-
caina a 2% provocou uma reducdo das células vitais para 10%+2% e 14%+2% em
A375 e Hs294T, respectivamente, apds 72 horas de exposicdo. Ropivacaina a 0,75% apos
72 horas reduziu as células viaveis para 15%+3% e 25%+ 3%, em A375 e Hs294T, respecti-
vamente. A viabilidade celular minima ap6s exposicdo de 72 horas para a combinacao foi de
10% 2% e 18% +£2% em A375 e Hs294T, respectivamente. A viabilidade celular minima apos
exposicao de 72 horas ao melfalano foi de 8% + 1% e 12 £ 2, em A375 e Hs294T, respectivamente.
Conclusao: Os ALs tém atividade citotdxica em linhagens de celulares de melanoma humano de
modo dependente do tempo, da concentracao e do agente. A apoptose nas linhagens celulares
foi mediada por meio da atividade das caspases-3 e caspases-8.
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Cytotoxic effects of local anesthesia through lidocaine/ropivacaine on human
melanoma cell lines

Abstract

Background: Local anesthetics (LAs) are generally considered as safe, but cytotoxicity has been
reported for several local anesthetics used in humans, which is not well investigated. In the
present study, the cytotoxicity of lidocaine, ropivacaine and the combination of lidocaine and
ropivacaine were evaluated on human melanoma cell lines. Melphalan, a nitrogen mustard
alkylating agent, was used as a control agent for comparison of cytotoxic activity.

Methods: Melanoma cell lines, A375 and Hs294T, were exposed to 1 h to different concentrations
of above agents. Cell-viability after exposure was determined by flow cytometry.

Results: Investigated LAs showed detrimental cytotoxicity on studied melanoma cell lines in
time- (p<0.001), concentration- (p<0.001), and agent dependant. In both A375 and Hs294T
cell lines, minimum cell viability rates were found after 72h of exposure to these agents.
Lidocaine 2% caused a reduction of vital cells to 10% +2% and 14% 4 2% in A375 and Hs294T,
respectively after 72 h of exposure. Ropivacaine 0.75% after 72 h reduced viable cells to 15% =+ 3%
and 25% + 3% in A375 and Hs294T, respectively. Minimum cell viability after 72 h exposure to the
combination was 10% 4 2% and 18% =+ 2% in A375 and Hs294T, respectively. Minimum cell viability
after 72 h exposure to melphalan was 8% + 1% and 12% 4 2%, in A375 and Hs294T, respectively.
Conclusion: LAs have cytotoxic activity on human melanoma cell lines in a time-, concentration-
and agent-dependant manner. Apoptosis in the cell lines was mediated through activity of
caspases-3 and caspases-8.

© 2016 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introducao

Pouco se sabe sobre a quimioterapia e os anestésicos em
geral. Em cenarios perioperatorios e ambulatorios, anes-
tésicos locais sao aplicados por via intra-articular." Os
anestésicos locais do tipo aminoamida exibem sua atividade
principalmente ao bloquear a condugédo do impulso de axo-
nios do nervo de modo reversivel. Lidocaina e ropivacaina
sao anestésicos locais que pertencem a classe das aminoa-
minas. O primeiro exibe atividade antiarritmica (classe-1b).
Em geral, os anestésicos locais (ALs) previnem ou aliviam
a dor por meio de ligacdo a receptores em sitios espe-
cificos dos canais de sodio (Na*) nos nervos e bloqueiam
a movimentacao de ions através desses poros. As proprie-
dades clinicas de um AL sdo determinadas tanto quimica
quanto farmacologicamente.? Demonstrou-se que os ALs,
incluindo lidocaina, aplicados topicamente forneceram um
bom controle da dor em pacientes com cancer oral ou retal.
Lidocaina e ropivacaina sao administradas em concentragoes
de 1,5% ou 2% e 0,5% ou 0,75%, respectivamente, para anes-
tesia cirdrgica, com cardiotoxicidade e toxicidade no SNC
reduzidas.’>“ Esses ALs sao amplamente usados no controle
da dor em pacientes com cancer de cabeca e pescoco para
inibir metastase e recidiva de tumores e reduzir o estresse
cirdrgico induzido pela atividade das células NK (natural kil-
ler). Contudo, estudos in vitro e em in vivo demonstraram
citotoxicidade em varias células cultivadas.>® Publicacoes
anteriores relataram que a injecdo de uma dose Unica
de lidocaina a 1% pode ter atividade condrotoxica signi-
ficativa. A citotoxicidade de lidocaina em células-tronco
mesenquimais, em células orais e de tumores humanos e
células endoteliais da cornea e fibroblastos do tendao do

manguito rotador foi relatada anteriormente.””'* Ropiva-
caina, um anestésico local aminoamida de acdo prolongada,
inibe o influxo de ions de sodio reversivelmente e, dessa
forma, bloqueia a conducao do impulso nas fibras ner-
vosas. Relatou-se que ropivacaina demonstrou potencial
reduzido de toxicidade cardiaca e no CNS e que é usada
com mais frequéncia em anestesia local e no manejo das
dores do parto e dor no pos-operatorio. Além da atividade
anestésica local, relatou-se também que ropivacaina inibiu
a agregacao plaquetaria e a atividade antibacteriana em
estudos in vitro. Também ha relato da citotoxicidade de
ropivacaina em linhagens de células mesenquimais a uma
concentracao de 0,5%. A neurotoxicidade dos anestésicos
locais foi associada a apoptose.’'®'“"'® Embora os anesté-
sicos locais do tipo aminoamida sejam usados ha muito
tempo para varias complicacdes, nao ha informacao ade-
quada sobre a atividade citotdxica desses agentes, o que
requer estudo detalhado. A atividade citotoxica dos ALs
comumente usados em casos de melanoma ainda nao foi
amplamente estudada. A nossa hipdtese foi que esses ALs
aminoamidas regularmente usados tém efeitos citotoxicos
em melanoma humano, a forma mais letal de cancer de pele,
de forma especifica para o agente, o tempo e a dose. Neste
estudo, além de avaliar diferentes concentracdes dos ALs
mencionados acima, investigamos a combinacao de ambos
os compostos para avaliar o potencial citotoxico. O objetivo
primario do estudo foi investigar se esses LAs comumente
usados tém efeitos citotoxicos em linhagens de células
de melanoma. Neste estudo, o efeito do pH dos ALs na
morte celular de linhagens de células de melanoma tam-
bém foi avaliado. O teste de atividade das caspases foi feito
para confirmar se a morte celular foi causada por apoptose.
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Melfalano, um agente mostarda alquilante nitrogenado, é
um quimioterapico que atua por alquilacdao de guanina dos
nucleotideos de DNA. Relatou-se que melfalano é citotdxico
em varias linhagens celulares, incluindo de melanoma, e,
portanto, é usado como um agente padrdo para avaliar o
potencial citotoxico e como comparador.'®2°

Material e métodos
Material

Lidocaina, ropivacaina e melfalano (137-58-6; 98717-15-8
e 148-82-3, respectivamente) foram adquiridos da Sigma-
-Aldrich, Alemanha. Todos esses medicamentos e reagentes
nao tinham conservantes e foram dissolvidos em solucao
salina tamponada (pH 7,0). Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) foi adquirido da Sigma
(Sigma Chem. Ind., St. Louis, MO, EUA).

Cultura celular

Células de melanoma maligno humano, linhagem A375,
foram adquiridas do Instituto de Biologia Celular, Ins-
tituto Xangai de Ciéncias Biologicas, Academia Chinesa
de Ciéncias, China. A linhagem celular foi cultivada em
meio de cultura Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). A linhagem celular
foi suplementada com 4mM de glutamina, o dipeptideo
L-alanil-L-glutamina que impede a degradacao e acu-
mulo de aménia em culturas tanto aderentes quanto de
suspensao, e soro fetal bovino a 5% (Life Technologies).
Células de melanoma humano, linhagem Hs294T, (Instituto
de Biologia Celular, China) foram cultivadas em meio de
cultura DMEM (Lonza, Basel, Suica) suplementado com
2mM glutamina (Life Technologies) e soro fetal bovino a
5% (Life Technologies). A linhagem celular de fibroblastos
dérmicos humanos normais (NHDF; Lonza) foi cultivada em
meio de cultura MEMa (Lonza), suplementado com 2 mM de
glutamina (Life Technologies) e soro fetal bovino a 10% (Life
Technologies). As células foram cultivadas até a confluéncia
e transferidas para placas de cultivo de 48 pocos, 48 horas
antes do tratamento experimental.

Todos os meios continham estreptomicina (0,1 mg.mL™"),
penicilina (100U.mL"") e anfotericina B (0,25g.mL™")
(Lonza). As células foram cultivadas a 37°c em atmosfera
humida saturada com 5% de CO, e 95% de humidade relativa.

Analise de apoptose celular por citometria de fluxo

Lidocaina e ropivacaina formam o grupo de ALs aminoa-
midas, mas diferem quanto a poténcia analgésica, inicio
de acdo e duracao da anestesia. Durante uma hora, as
células de melanoma foram expostas a 1mL de solucoes
dos anestésicos locais com as seguintes concentragoes:
0,03125%, 0,0625%, 0,125%, 0,25%, 0,5%, 1% e 2% de lido-
caina; 0,03125%, 0,0625%, 0,125%, 0,25%, 0,5%, e 0,75% de
ropivacaina; melfalano (0,2%) e 0,03125%, 0,0625%, 0,125%,
0,25%, 0,5% e 0,75% de uma combinacdo de lidocaina-
-ropivacaina. A concentracao dos compostos testados variou
de 0,03125% a 2%. As células controles foram tratadas com

soro fisioldgico normal durante uma hora. As solucdes tra-
tadas que continham células de melanoma nao aderentes
foram removidas e centrifugadas. Os sedimentos celula-
res formados foram lavados em solucao salina tamponada
e devolvidos aos respectivos pocos com meio de cultura.
Apos 24 e 72 horas, a viabilidade celular foi determinada
por citometria de fluxo. Para determinar a influéncia do
pH sobre as linhagens de células de melanoma humano, as
taxas de viabilidade foram analisadas 24 e 72 horas apods
uma hora de exposicdo a solucao salina com pH de 7,4;
7; 6; 5 e 4. O seguinte procedimento geral foi usado para
analisar a viabilidade das células de melanoma: as células
A375 (1 x 10°mL™") foram semeadas em placas de cultura,
deixadas a aderir e colhidas apds tratamento com ropiva-
caina e lidocaina e combinacéo de lidocaina-ropivacaina por
24 horas. As células controles incluiram células coradas e
células nao tratadas (isto é, nao tratadas com veiculo).
Todo o processo foi feito em gelo. Em momentos indivi-
duais, o meio de cultura foi colhido, combinado com as
células em suspensao e centrifugado durante 5minutos a
1.200 rpm para assegurar a coleta de todo o material celu-
lar. Os sedimentos celulares foram suspensos em tampao de
ligacao (500 pL 1x) a uma densidade de aproximadamente
1 x 10° mL™". As amostras foram incubadas com coloracéo de
Anexina v-FITC (1 L) e PI (5 pL) por exatamente 5min em
temperatura ambiente no escuro e foram entdo transferidas
para tubos FACS de 5 mL e em seguida a mensuracao foi feita
com um citometro FACSCalibur (Becton Dickinson, EUA). A
fluorescéncia de Pl e v-FITC foi detectada nos canais FL-1
(verde) e FL-2 (vermelho), respectivamente, apos correcao
para a sobreposicao espectral entre os dois canais. O pro-
grama CellQuest (Becton Dickinson, EUA) foi usado para a
analise dos dados.'

Ensaio das atividades das caspases-3/8

As atividades das caspases-3/8 foram analisadas em 12, 24 e
72 horas apo6s a exposicao aos anestésicos locais, com o uso
de kits de ensaio colorimétrico (Keygen Co., China). As célu-
las (1 x 10° poco™') foram semeadas em placas de seis pocos
e tratadas com diferentes concentragdes de lidocaina, ropi-
vacaina ou mistura de lidocaina e ropivacaina e melfalano
por 12, 24 e 72 horas. A caspase-3 e a caspase-8 hidro-
lisam o substrato peptidico (Ac-DEVD-PNA e Ac-IETD-PNA,
respectivamente), o que leva a liberacdo de p-nitroanilida
(pNA). A concentracao de pNA é calculada de acordo com a
absorbancia medida a um comprimento de onda de 405nm e
curva de calibracao com base nas solucées-padrao de pNA.
Todos os valores obtidos foram expressos em pNA.mg™' de
proteina total. Além disso, todos os valores obtidos foram
normalizados para a viabilidade das células controles.'’

Analise estatistica

Cada experimento foi feito em triplicado e os dados repre-
sentativos foram registrados. Anova simples foi usada para
medir os valores médios das comparacbes estatisticas.
A correlacdo das varidveis foi avaliada com analise de
correlacao bivariada. As diferencas com p < 0,05 foram con-
sideradas estatisticamente significativas e todos os valores-p
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Figura 1  Efeito de ropivacaina sobre a viabilidade das células A375 de melanoma. A curva dose-resposta da citotoxicidade de
ropivacaina foi mensurada (A) 24 horas e (B) 72 horas ap6s uma hora de exposicdo a citometria de fluxo. (A e B) Concentracdes
de ropivacaina a 0,50% e 0,75% causaram uma reducao significativa da viabilidade celular em comparagcdo com o controle (solucao
salina) e foram comparaveis com a do agente padrao (melfalano a 0,5%) apos 24 e 72 horas. As barras representam os valores médios
dos experimentos, com o erro padrao como barras de erro (‘p <0,05; #p<0,01).

foram determinados com testes bicaudais. A analise estatis- dependente da concentracao, do tempo e do agente em
tica foi feita com o programa SPSS 12.0. células de melanoma humano (A375, Hs294T) e os resul-
tados obtidos foram comparaveis aos do melfalano, um
agente alquilante de mostarda nitrogenada, usado como

Resultados agente-padrao para a comparacao (figs. 1-6).

A exposicao a concentragoes elevadas de lidocaina e
Analise da viabilidade celular com o uso ropivacaina resultou em reducdo do nimero de células
de citometria de fluxo viaveis observaveis. O tratamento com uma combinacdo

de lidocaina-ropivacaina a uma concentracao de 0,25% e
Neste estudo, lidocaina, ropivacaina e a combinacdo superior causou um declinio significativo de células viaveis
de lidocaina-ropivacaina apresentaram citotoxicidade em ambas as linhagens celulares A375 e Hs294T. A fracao

A Lidocaina B Lidocaina
120 120
100 100 —
T 1
2 80 I 2 g4 __L
< o
N ~
| | I
:\O\ 60 ;\? 60 —
@ L @
o T # B
e ©
> * >
E: 40 F 40 —
3 # 3 #
O O *
20 20
# * #
0 |j 0
Controle 0,0325 0,0625 0,125 0,250 0,500 0,750 1,00 2,00 Padrao Controle 0,0325 0,0625 0,125 0,250 0,500 0,750 1,00 2,00 Padrao
Concentragao de lidocaina (%) Concentracéo de lidocaina (%)

Figura 2 Efeito de lidocaina sobre a viabilidade das células A375 de melanoma. Concentracgdes de lidocaina a 0,75% e superiores
causaram reducdes significativas da viabilidade celular em comparacao com o controle (solucao salina) e a citotoxicidade foi com-
paravel com a do agente padrao (melfalano a 0,5%) ap6s 24 e 72 horas. As barras representam os valores médios dos experimentos,
com o erro padrao como barras de erro ('p <0,05; #p<0,01; controle, solucdo salina; padrao, melfalano a 0,5%).
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Figura3 Efeito da combinacao de lidocaina-ropivacaina sobre a viabilidade das células A375 de melanoma. As taxas de viabilidade

foram significativamente menores na combinacdo de concentragdes de lidocaina e ropivacaina superiores a 0,25% e acima de 24 e
72 horas apos o tratamento. As barras representam os valores médios dos experimentos, com o erro padrao como barras de erro
(‘p<0,05; #p<0,01; controle, solucdo salina; padrao, melfalano a 0,5%).

de células apoptoticas e necroticas aumentou. Viabilidade
minima das células foi observada a uma concentracao
de 0,75% e as taxas de viabilidade a essa concentracao
foram de 15% 4 2% (p<0,005) apo6s 24 horas e de 10% 2%
(p<0,005) apos 72 horas, respectivamente (figs. 3A e 3B).
Na linhagem de células A375, as concentragdes de ropi-
vacaina a 0,50% e superiores causaram diminuicdes
significativas da viabilidade e aumentaram a apoptose e a
necrose, em comparacao com a solucao salina (controle) em
todos os momentos de avaliacdo do estudo (figs. 1A e 1B).
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Figura 4

A citotoxicidade de ropivacaina aumentou de modo depen-
dente da concentragdo. Ropivacaina a 0,75% causou uma
reducao da viabilidade celular para 22%+ 3% (p<0,005)
apos 24 horas e para 15%43% (p <0,005) ap6s 72 horas,
respectivamente.

0 tratamento com diferentes concentragdes de lidocaina
também causou declinio da viabilidade celular da linhagem
A375 de forma dependente da dose (fig. 2A e 2B). Lido-
caina a 0,75% e superior causou reducéo de células vitais da
linhagem A375 e as viabilidades minimas das células foram
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Efeitos de ropivacaina sobre a viabilidade das células Hs294T de melanoma. A curva de dose-resposta da citotoxicidade

de ropivacaina foi mensurada 24 horas (A) e 72 horas (B) apos exposicdo de uma hora, com citometria de fluxo. As concentracées
de ropivacaina a 0,50% e 0,75% causaram redugdes significativas da viabilidade celular em comparacdao com o controle (solucao
salina) e foram comparaveis com as do padrao (melfalano a 0,5%) apo6s 24 e 96 horas. As analises da viabilidade nao apresentaram
diferencas relevantes para as concentracdes mais baixas. As barras representam os valores médios dos experimentos, com o erro
padrdo como barras de erro (‘p<0,05; “p<0,01).
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Efeitos da lidocaina sobre a viabilidade de células Hs294T de melanoma. O tratamento com concentragdes de lidocaina

a 0,75% e superiores reduziu de modo significativo a viabilidade apds 24 e 72 horas. As barras representam os valores médios dos
experimentos, com o erro padrdo como barras de erro (‘p<0,05; “p<0,01; controle, solucio salina; padrao, melfalano a 0,5%).

de 25% +2% (p<0,001) e de 10% 4 2% (p < 0,005) apos 24 e
72 horas, respectivamente. Melfalano foi usado como agente
padrao e causou uma reducao de células vitais para 10% % 2%
(p<0,001) e 8%+ 1% (p<0,001) apos 24 e 72 horas, respec-
tivamente.

Resultados semelhantes foram obtidos em linhagens
celulares de melanoma Hs294T e confirmaram adicional-
mente o efeito citotoxico desses agentes em linhagens
celulares de melanoma (figs. 4-6). Neste estudo, a linha-
gem celular A375 foi mais sensivel aos anestésicos locais
em comparacao com a linhagem celular Hs294T. Na linhagem
celular Hs294T, a exposicao com a combinacao de lidocaina-
-ropivacaina a 0,25% ou superior causou citotoxicidade e as
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Figura 6

taxas de viabilidade minima foram de 20% & 2% (p < 0,005)
e de 18%+2% (p<0,005) apo6s 72 horas, respectivamente
(figs. 6 Ae 6B). O tratamento com concentracdes crescentes
de lidocaina também demonstrou declinio da viabilidade de
linhagens celulares Hs294T, de forma dependente da dose.
Lidocaina a 0,75% e superior causou uma reducao de células
vitais da linhagem A375 e as taxas de viabilidade minima
foram de 23% 4 5% (p < 0,005) e de 14% +2% (p <0,001) apds
24 e 72 horas, respectivamente (figs. 5A e 5B).

A exposicdo ao aumento da concentragao de ropivacaina
também causou queda da viabilidade celular da linhagem
Hs294T. O tratamento com uma concentracdo a 0,5% ou
superior causou reducao de células vitais da linhagem e as

B Lidocaina+Ropivacaina
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Efeitos da combinacao de lidocaina+ropivacaina sobre a viabilidade de células Hs294T de melanoma. As taxas de via-

bilidade foram reduzidas de modo significativo na combinacdo de concentracdes de lidocaina e ropivacaina superiores a 0,25% e
superiores 24 e 72 horas ap0s o tratamento. As barras representam os valores médios dos experimentos, com o erro padrdao como
barras de erro ('p<0,05; p<0,01; controle, soluco salina; padrao, melfalano a 0,5%).
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Efeito do pH sobre a viabilidade
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Efeitos do pH sobre a viabilidade celular de melanoma. As linhagens de células (A375 e Hs294T) nao foram afetadas de

forma significativa apds uma de exposicao a solucdes salinas com pH de 7,4; 7; 6; 5 e 4 ap6s 1, 4 e 7 dias, com citometria de fluxo.
As proporcoes de células viaveis sao expressas em porcentagem do nimero total de células nos diferentes grupos de tratamento.

As barras representam o erro padrao como barras de erro.

taxas de viabilidade minima foram de 32% =+ 3% (p <0,001)
e de 25%+3% (p<0,005) apos 24 e 72 horas, respectiva-
mente (fig. 4 A e 4B). Melfalano, agente citotoxico padrao, a
uma concentracao de 0,2% provocou uma reducao de células
vitais para 15% +2% (p<0,001) e para 12% +2% (p<0,001)
apos 24 e 72 horas, respectivamente.

Efeito do pH sobre a citotoxicidade

A acidez dos anestésicos locais pode ser uma das causas do
efeito citotdxico. Para essa avaliacdo, as mesmas linhagens
celulares foram tratadas com solucao salina com pH que
variou entre 4 e 7,4. A viabilidade das linhagens celulares
de melanoma (A375 e Hs294T) nao foi afetada de forma
significativa apds uma hora de exposicao a solucdes salinas
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com pH de 4; 5; 6; 7 e 7,4 ap6s um, quatro e sete dias com
o uso de citometria de fluxo. As proporcoes de viabilidade
das células sdao mostradas como percentagem do nimero
total de células em diferentes grupos de tratamento
(figs. 7A e 7B).

Analise da atividade das caspases-3/8

A apoptose é mediada por uma cascata de caspases ou
proteases especificas de aspartato de cisteina. Lidocaina,
ropivacaina e a combinacdo de lidocaina-ropivacaina
aumentaram de forma significativa a expressao das cas-
pases 3 e 8 ativadas de modo dependente do tempo na
linhagem celular A375 (figs. 8 A e 8B). Niveis de pico foram
obtidos em todos os anestésicos locais imediatamente apds

Atividade da caspase-8

0,8

0,6

Atividade da caspase-8 (valor A)

0,4 -

0,2

0,0 -
0 12 24 72

Tempo em horas

I Ropivacaina [ ]Lidocaina [l Lidocaina+Ropivacaina

Figura 8
caspase-3 e caspase-8.

Efeitos de ropivacaina a 0,75%, lidocaina a 1% e da combinacao de ropivacaina+lidocaina a 0,75% sobre as atividades da
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12 horas. Em seus picos, todos os agentes apresentaram
niveis significativos maiores de geracdo de caspase em
comparacao com o grupo controle (p <0,004).

Discussao

Os resultados do estudo sustentam a hipotese de que os
anestésicos locais aminoamida avaliados tém efeito citoto-
xico sobre as linhagens celulares de melanoma humano. Os
anestésicos locais tém sido usados em anestesia dérmica,
raquianestesia, anestesia topica e para aliviar a dor em
pacientes com cancer. Lidocaina e ropivacaina sdo usadas
clinicamente em concentracao de 1,5% ou 2% e 0,5%
ou 0,75%, respectivamente, para anestesia cirirgica."?3
Relatou-se também que ropivacaina é menos cardiotoxica
e menos toxica ao nervoso central do que lidocaina e
outros anestésicos locais comumente usados. De acordo
com um estudo farmacodindmico de anestésicos locais,
ropivacaina tem um tempo de acdo mais prolongado e
poténcia mais elevada, em comparacdo com lidocaina.
Além disso, ropivacaina tem uma taxa maior de recuperacao
de parada cardiaca que do lidocaina.?' Contudo, relatou-se
que lidocaina e ropivacaina tém atividade citotoxica.?
Estudos também relataram efeitos citotoxicos desses
anestésicos locais de forma dependente da dose e do tempo
sobre diferentes tipos de cancer.?*>-2> Porém, sdao poucos
os estudos que avaliaram o efeito de lidocaina e ropiva-
caina, anestésicos locais comumente usados, em linhagens
celulares de melanoma humano e isso nos impulsionou a
conduzir o presente estudo. Além disso, a avaliacao da
combinacao de dois anestésicos locais também foi feita para
investigar a acdo citotoxica sinergética sobre as linhagens
celulares de melanoma humano. A combinacao da mesma
classe de anestésicos locais, isto €, aminoamida, foi des-
provida de quaisquer problemas compativeis e verificou-se
ter atividade sinérgica e o efeito citotoxico da combinacao
foi comparavel ao de melfalano. No entanto, no pre-
sente estudo, ropivacaina demonstrou atividade citotdxica
quando comparada com soro fisiologico normal em qualquer
concentracao, mas foi menos citotoxica quando comparada
com lidocaina, a combinacao e melfalano.

Varios estudos mostraram efeitos citotdxicos de diferen-
tes concentracdes de anestésicos locais apds tempos de
exposicao e de avaliacdo diferentes.””"> Em comparagéo
com um cenario experimental idéntico em linhagens celula-
res de cancer, as linhagens celulares de melanoma humano
foram mais sensiveis aos anestésicos locais e causaram mais
morte celular apos tratamento com concentracdes iguais
de anestésicos locais para os mesmos tempos de exposicao
e de avaliacdo. Apos a exposicdo aos anestésicos locais, a
morte celular imediata pode ter sido causada por necrose,
enquanto a viabilidade das células diminuiu de forma depen-
dente do tempo ao longo de varias horas. Estudos publicados
mostraram que a permeabilidade e citotoxicidade da mem-
brana foram maximas quando a lipofilicidade, determinada
pelo coeficiente de particdo octanol-agua (logp), ficou
préximo de 3.2%” Esse achado foi adicionalmente susten-
tado por nosso trabalho no qual ropivacaina (logp=2,91)
e lidocaina (logp=2,56) mostraram efeitos citotdxicos em
linhagens celulares de melanoma (A375 e Hs294T). Esse
resultado sugere que a citotoxicidade dos anestésicos locais

esta muito relacionada com a permeabilidade de suas mem-
branas.

A acidez dos anestésicos locais pode ser uma das causas
dos efeitos citotdxicos e para avalia-la as mesmas linhagens
celulares foram tratadas com solucées salinas com pH que
variou entre 4 e 7,4. A avaliacao da viabilidade nao apre-
sentou diferenca em toda a variacao de pH estudada e a
atividade citotoxica devido a acidez dos anestésicos locais
pode ser excluida neste estudo (figs. 7A e 7B).

A atividade das caspases foi avaliada para diferenciar
se apoptose ou necrose foi responsavel pela atividade
citotoxica.” As caspases desempenham um papel impor-
tante na apoptose (morte celular programada), necrose
e inflamacao. Sao amplamente classificadas pelo papel
que desempenham na apoptose (caspases 3, 6, 7, 8 e 9
em mamiferos) e na inflamacao (caspases 1, 4, 5 e 12
em seres humanos). Além disso, as caspases envolvidas
na apoptose sao classificadas com base no mecanismo de
acao: caspases iniciadoras (caspases 8 e 9) e caspases
executoras (caspases 3, 6 e 7). Em célula apoptética, a
caspase-3 é ativada por vias extrinseca (ligando de morte)
e intrinseca (mitocondrial).?®?° Neste estudo, a atividade
tanto da caspase-3 quanto da caspase-8 foi aumentada,
0 que sugere o papel dessas caspases na regulacdao da
apoptose (figs. 8 A e 8B).

Neste estudo, o método foi desenhado para diminuir
e medir aproximadamente possiveis danos celulares iatro-
génicos com um cenario experimental em culturas de
monocamada. A exposicao a anestésicos locais pode pre-
judicar a aderéncia celular aos discos de cultura. Portanto,
as células nao aderentes do estudo foram lavadas e devol-
vidas. O instrumento mais comumente usado para medir
a viabilidade celular é a citometria de fluxo e, portanto,
esse foi o instrumento usado para estimar a viabilidade com
precisdo.*?>30

Os anestésicos locais aminoamida que usamos neste
estudo sao amplamente usados para tratar irritacao, dor
e prurido e sao injetados como um anestésico odon-
tologico ou usados como anestésicos locais em cirurgia
de pequeno porte.’"32 Os anestésicos locais avaliados,
incluindo a combinacdo de lidocaina-ropivacaina, foram
mais citotoxicos em concentracées mais elevadas do que
em concentracoes menos elevadas. O estudo investiga-
tivo sugere que lidocaina, ropivacaina e combinacdo de
lidocaina-ropivacaina podem ser adicionalmente investi-
gadas para suas propriedades anticancerigenas para o
tratamento de pacientes com melanoma, visto que os agen-
tes quimioterapicos atualmente disponiveis tém efeitos
secundarios devastadores. Descobrimos que a combinacao
de lidocaina-ropivacaina, em particular, é tao citotdxica
como a de melfalano, um agente alquilante de mostarda
nitrogenada (10% vs. 8%, respectivamente; p<0,01). Os
anestésicos locais estudados podem ser adicionalmente
investigados em combinacao com outros agentes antican-
cerigenos ou outros tipos de anestésicos locais de atividade
sinérgica sobre o melanoma e outros canceres. Por outro
lado, com base nos resultados deste estudo, recomendamos
0 uso em baixas concentracdes dos anestésicos locais menos
citotoxicos comercialmente disponiveis, como bupivacaina,
para o tratamento de doencas da pele e relacionadas ou o
uso de concentracdes desses anestésicos locais descobertas
como menos citotoxicas.
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Conclusao

A atividade citotdxica dos anestésicos locais aminoamida
investigados em linhagens celulares (A375 e Hs294T) de
melanoma depende da concentracdo, do agente e do tempo
de exposicdo. Dos anestésicos locais estudados, ropiva-
caina foi menos citotdxica em comparacao com lidocaina e
combinacao de lidocaina-ropivacaina. A apoptose nas linha-
gens celulares foi mediada através da atividade da caspase-3
e caspase-8. Aviabilidade celular nao foi afetada pela acidez
dos anestésicos locais estudados. Este estudo teve algumas
limitacGes. Apenas duas linhagens celulares foram investi-
gadas e o estudo foi in vitro. Embora o estudo dé uma ideia
da atividade citotoxica desses agentes em cenarios in vitro,
para confirmar essa atividade ensaios clinicos em populagcao
humana sao necessarios.
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