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PALABRAS CLAVE Resumen

Anestesia; Justificacién y objetivos: Estudios previos sobre los efectos de algunos anestésicos locales han
Genotoxicidad; mostrado que esos agentes pueden causar alteraciones genéticas. Sin embargo, esos agentes
Tests de no son testados para la genotoxicidad relacionada con la administracion repetida. El objetivo
mutagenicidad; de este estudio fue evaluar el potencial genotoxico de anestésicos locales después de repetidas
Tests de administraciones.

micronucleos; Métodos: 80 ratones Wistar machos se dividieron en: grupo A: 16 ratones que recibieron inyec-
Prilocaina cion por via intraperitoneal (IP) de clorhidrato de lidocaina al 2%; grupo B: 16 ratones a los

que se les administré inyeccion IP con mepivacaina al 2%; grupo C: 16 ratones que recibieron
inyeccion IP de articaina al 4%; grupo D: 16 ratones a los que se les administrd inyeccion IP
de prilocaina al 3% (6 mg/kg); grupo E: 8 ratones que recibieron inyeccion subcutanea en dosis
Unica de ciclofosfamida; grupo F: 8 ratones que recibieron inyeccion IP con solucion salina.
Ocho ratones de los grupos A a D recibieron una dosis Unica de anestésico el primer dia de la
experiencia; los ratones restantes se dosificaron una vez por dia durante 5 dias.

Resultados: La mediana del niUmero de micronucleos en los grupos con anestésicos locales
expuestos durante uno o 5 dias varido de 0 a 1; en el grupo expuesto a la ciclofosfamida fue
de 10 y en el grupo control negativo en el primero y quinto dia fue de 1y 0 respectivamente
(p<0,0001). Se observé una diferencia significativa en el nUmero de micronlcleos entre el
grupo ciclofosfamida y todos los grupos con anestésicos locales (p=0,0001), pero no entre
el grupo control negativo y los grupos con anestésicos locales (p > 0,05).
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Correos electroénicos: patologia@unoeste.br, gica@muranet.com.br (G.A. Nai).

2255-4963/5$ - see front matter © 2013 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos los derechos reservados.
http://dx.doi.org/10.1016/j.bjanes.2013.07.008


dx.doi.org/10.1016/j.bjanes.2013.07.008
http://www.sba.com.br
mailto:patologia@unoeste.br
mailto:gica@muranet.com.br
dx.doi.org/10.1016/j.bjanes.2013.07.008

22

G.A. Nai et al

KEYWORDS
Anesthesia;
Genotoxicity;
Mutagenicity tests;
Micronucleus tests;

Conclusion: Ningun efecto de genotoxicidad fue observado después de la exposicion repetida
a cualquiera de los anestésicos locales evaluados.

© 2013 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos los
derechos reservados.

Evaluation of genotoxicity induced by repetitive administration of local anesthetics:
an experimental study in rats

Abstract

Background and objective: Previous studies regarding the effects of some local anesthetics
have suggested these agents may 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 anesthetics upon repetitive administration.

Methods: 80 male Wistar rats were allocated into: group A - 16 rats injected intraperitoneally
(IP) with lidocaine hydrochloride 2%; group B - 16 rats IP injected with mepivacaine 2%; group
C - 16 rats IP 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 IP 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 injected once a day for

Results: The median number of micronuclei in the local anesthetics groups exposed for one 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 anesthetic 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
5 days.
the local anesthetic groups (p>0.05).
anesthetics evaluated.
reserved.
Introduccion

El desarrollo de agentes anestésicos locales seguros y efi-
caces fue uno de los mas importantes avances de la ciencia
odontologica a lo largo del siglo pasado. Los agentes odonto-
logicos disponibles hoy por hoy son extremadamente seguros
y respetan la mayoria de los criterios de un anestésico local
ideal. Esos agentes anestésicos locales inducen una minima
irritacion del tejido y presentan un bajo riesgo de originar
reacciones alérgicas'.

Un anestésico local se usa mas a menudo en la odontolo-
gia para controlar el dolor, ademas de ser muy utilizado en
otros campos de la medicina. Entre las varias formulaciones
de anestésicos locales, los tipos mas utilizados son las sales
anestésicas de lidocaina, mepivacaina y prilocaina”.

La combinacion de vasoconstrictor y de anestésico local
fue usada por primera vez en 1901 cuando Braun administré
simultaneamente adrenalina y cocaina®. Debido a las propie-
dades vasodilatadoras de la mayoria de las sales anestésicas,
la duracion de la anestesia no siempre es la adecuada, lo
que muestra la necesidad de administracion concomitante
de un vasoconstrictor. Algunas ventajas de la administra-
cion combinada de vasoconstrictores y anestésicos son la
lenta absorcion de la sal anestésica (lo que reduce la toxi-
cidad y aumenta la duracion de la anestesia), la reduccion
de la cantidad de anestésico necesaria para anestesiar al

paciente y el aumento de la eficacia del anestésico’. Los
vasoconstrictores mas a menudo usados en combinacion con
los anestésicos locales pertenecen al grupo de las aminas
simpaticomiméticas que incluye la adrenalina, la noradre-
nalina, la levonordefrina, fenilefrina y felipresinaZ.

Los agentes genotoxicos afectan negativamente la inte-
gridad del material genético de una célula y son definidos
como cualquier sustancia o producto quimico que perjudi-
que el ADN. Aunque la capacidad de una sustancia para danar
el ADN no la convierta automaticamente en un peligro para
la salud, lo que nos preocupa es saber si la sustancia puede
ser potencialmente mutagénica y/o carcinégena“.

Algunos anestésicos locales no han sido testados para la
carcinogenicidad o genotoxicidad. La prilocaina es un anes-
tésico local que fue analizado por el Programa Nacional de
Toxicologia (NTP, EE. UU.) desde octubre de 2007°.

El test de micronlcleos es muy usado para evaluar la
capacidad de una sustancia para romper los cromosomas
(su clastogenicidad) o para afectar la formacion de la placa
metafasica y/o huso mitotico, ambos capaces de conducir
a la distribucion desigual de cromosomas durante la divi-
sién celular®. El test de microntcleos genera resultados con
un importante apoyo estadistico; por tanto, es ampliamente
usado como una herramienta de seleccién para determinar
la seguridad de muchas sustancias y clasificar a los agen-
tes como cancerigenos o no cancerigenos’. La facilidad de
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la realizacion del test de micronlcleos posibilité su adop-
cion generalizada en todo el mundo como un test estandar
de genotoxicidad para monitorizar la seguridad de agentes
para el uso en la poblacién humana®.

De acuerdo con nuestra investigacion, no existen estu-
dios en la literatura sobre el potencial genotoxico del uso
repetitivo de anestésicos locales. Los anestésicos locales
son ampliamente usados en odontologia y en medicina, y los
estudios que calculan el riesgo de la exposicion repetitiva a
esas sustancias pueden contribuir con una mejor compren-
sion de sus efectos potencialmente toxicos sobre el material
genético y sus potenciales riesgos para los pacientes expues-
tos.

El objetivo de este estudio fue investigar el potencial
genotoxico del uso repetitivo de anestésicos locales, usando
el test de microndcleos.

Métodos

Este estudio fue aprobado por la Comisién de Etica en el Uso
de Animales (Protocolo n.°. 930/11).

Para este estudio, 80 ratones Wistar machos de 12 sema-
nas de edad, con un peso de entre 200 y 250¢g, recibieron
anestésicos locales. Los ratones fueron divididos en grupos
de 6 y colocados en grandes cajas rectangulares (que median
49 x 34 x 16 cm), apropiadas para acomodar hasta 5 ratones
adultos. Los ratones fueron colocados en un criadero con una
temperatura y una humedad controladas, equipado con un
ciclo de luz de 12h para luz/oscuridad. Antes de la admi-
nistracion del anestésico, todos los animales fueron pesados
para calcular la dosificacion adecuada.

Los animales fueron divididos en 6 grupos: grupo A: 16
ratones que recibieron inyecciones por via intraperitoneal
(IP) de clorhidrato de lidocaina y fenilefrina (Novocol® 100,
SS White, Rio de Janeiro, Brasil) en una dosis de 4,4 mg/kg;
grupo B: 16 ratones recibieron inyecciones IP de mepiva-
caina al 2% (mepivacaina, DFL, Jacarepagua, Brasil) en una
dosis de 4,4mg/kg; grupo C: 16 ratones recibieron inyeccio-
nes IP de epinefrina y articaina al 4% (Septanest® 1:100.000,
Septodont, Bruselas, Bélgica) en una dosis del 7mg/kg;
grupo D: 16 ratones recibieron inyeccion IP de prilocaina
al 3% y felipresina (Cytanest®, Astra, Sao Paulo, Brasil) en
una dosis de 6 mg/kg; grupo E: 8 ratones recibieron inyeccio-
nes por via subcutanea en una dosis Unica de ciclofosfamida
(Genuxal®, Baxter Oncology GmbH, Halle/Westfalen, Ale-
mania) (50 mg/kg) en el primer dia del experimento (grupo
control positivo)?; grupo F: 8 ratones recibieron inyecciones
IP de 0,5 mL de suero fisioldgico (grupo de control negativo).
Como en un informe anterior qued6é demostrada la forma-
cion de microndcleos en respuesta a una dosis de 50 mg/kg
de ciclofosfamida, esta dosis fue usada para el grupo control
positivo®.

Ocho ratones de los grupos A a D recibieron una dosis
de anestésico el primer dia del experimento. A los otros
animales de esos grupos se les administrd una dosis diaria de
anestésico durante 5 dias. Los ratones del grupo F recibieron
suero fisiologico de modo similar.

Ocho ratones de los grupos A a D, 4 ratones del grupo Fy
todos los ratones del grupo E fueron sometidos a eutanasia
24 h después de la administracion del anestésico. Los anima-
les restantes de los grupos A, B, C, D y F fueron sacrificados

5 dias mas tarde. La eutanasia fue realizada con pentobar-
bital sodico (Syntec, Cotia, Sao Paulo, Brasil) en una dosis
de 100 mg/kg por via IP.

Las muestras de la médula 6sea fueron recolectadas a
partir del fémur de cada raton en el momento del sacrifi-
cio, y fueron preparadas 2 laminas por animal®. Las laminas
fueron coloreadas con Giemsa (Dolles, Sao Paulo, Brasil).
Dos mil eritrocitos policromaticos (1.000 por lamina) fue-
ron contados para cada animal con una ampliacion de 400x
usando un microscopio optico para determinar el nimero
de micronucleos®. Los micronlcleos fueron definidos como
estructuras con posibles aureolas alrededor de la membrana
nuclear y con un volumen inferior a un tercio del volumen
del diametro del nlcleo asociado; la intensidad de la colo-
racion de los micronUcleos fue similar a la intensidad del
nlcleo asociado y ambas estructuras fueron observadas en
el mismo plano focal®. El andlisis de las laminas fue reali-
zado de forma enmascarada por una sola persona (MCO) y
revisada por una segunda persona (GAN). Ambos resultados
fueron concordantes.

Analisis estadistico

La variacion en la frecuencia de los microntcleos no tuvo
una distribucion normal cuando fue analizada por el test de
Kolmogorov-Smirnov (p=0,0001) y las variancias no fueron
homogéneas (p =0,004) por el analisis del test de Levene. Por
tanto, optamos por usar el test de Kruskal-Wallis, seguido de
comparaciones multiples con el test de Student-Newman-
Keuls para determinar la significacion estadistica. Todos los
test estadisticos fueron realizados adoptandose el nivel de
significacion de un 5%.

Resultados

Las medianas de los nUmeros de micronlcleos observadas
para cada grupo fueron las siguientes: 1y 0,50 para el grupo
lidocaina en el primero y quinto dias de exposicion, respec-
tivamente; 1 para el grupo mepivacaina tanto en el primero
como en el quinto dia de exposicion; 1 y 0 para el grupo
articaina en el primero y quinto dias de exposicion, respec-
tivamente; 0 para el grupo prilocaina tanto en el primero
como en el quinto dia de exposicion. En el grupo expuesto a
la ciclofosfamida (control positivo), la mediana del niUmero
de micronucleos fue 10. Las medianas de los grupos de con-
trol negativo para los dias 1y 5 fueron 1y 0, respectivamente
(p<0,0001) (figs. 1y 2y tabla1).

El nimero de micronucleos en el grupo control posi-
tivo (ciclofosfamida) fue diferente significativamente de
los observados para todos los anestésicos locales estudia-
dos, tanto en el tipo de anestésico administrado como en
el tiempo de exposicion (p=0,0001). Sin embargo, no se
observo ninguna diferencia significativa en el nimero de
micronucleos entre el grupo control negativo y los gru-
pos con anestésicos locales, independientemente del tipo
de anestésico administrado o del tiempo de exposicion
(p>0,05) (tabla 1).

Con excepcion del grupo ciclofosfamida, todos los gru-
pos fueron iguales en los varios analisis estadisticos. Sin
embargo, fueron observadas diferencias significativas en las
frecuencias de microntcleos entre el grupo prilocaina en el
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Tabla 1 Mediana e intervalo intercuartilico de la frecuen-
131 cia de microntcleos para cada grupo (n=80)
" Grupo Mediana Intervalo

104 intercuartilico
81 & Lidocaina - 1 dia 1a 3
26 ol Lidocaina - 5 dias 0,50a,c 2
o 49 Mepivacaina - 1 dia 1a 1
& " Mepivacaina - 5 dias 1a 2
3 & Articaina - 1 dia 1a 2
2] A Articaina - 5 dias Oa,c 1
N H Prilocaina - 1 dia 0a,c 1
T D D Prilocaina - 5 dias Oc 1
] = = Control negativo - 1 dia 1a,c 2
0 I . I ; Ty I . e Control negativo - 5 dias 0Oa,c 4
T MEPLT MEPI 5 AR ARTI5 Prie’ Prilo scomml control 5CICIU Ciclofosfamida® 10d 3

Grupo

Figura 1  Recuentos de micronucleos por grupo de estudio
(mediana e intervalo intercuartilico). ARTI: articaina; Ciclo:
ciclofosfamida (control positivo); Control: control negativo;
Lido: lidocaina; MEPI: mepivacaina; Prilo: prilocaina; 1: exposi-
cion durante un dia; 5: exposicion durante 5 dias. O, outlier;
* El outlier del outlier; la numeracion sobre el outlier corres-
ponde a la numeracion de los animales.

quinto dia de exposicion y los siguientes grupos: lidocaina
en el primer dia de exposicion (p=0,0466), mepivacaina en
el primero (p=0,0437) y quinto (p=0,0460) dias de exposi-
cion, y articaina en el primer dia de exposicion (p=0,0364)
(tabla 1).

Figura 2 Ejemplos de eritrocito policromatico con micrond-
cleos (flecha grande) y eritrocito policromatico normal (flecha
pequefia); el animal estuvo expuesto a la mepivacaina durante
5 dias (coloracion de Giemsa, 1000x).

@ Control positivo. Los resultados con letras diferentes son
diferentes significativamente (p <0,05).

Discusién

Los test de genotoxicidad son importantes para calcular la
toxicidad celular e identificar potenciales agentes cance-
rigenos y mutagénicos. Para testar la actividad genotoxica
de un agente se usan varias técnicas, incluyendo ensa-
yos que determinan el coeficiente de vinculo cruzado del
ADN/proteina, actividad enzimatica mitocondrial, prolifera-
cion celular, reparacion de roturas de ADN, indice mitético,
tipo de dano sufrido, aberraciones cromosomicas, no dis-
yuncion cromosoémica y niveles de apoptosis y necrosis®. El
test de micronucleos ha sido ampliamente utilizado para
testar la genotoxicidad de muchos productos quimicos. Los
micronlcleos son facilmente visualizados en muestras de
eritrocitos y son un importante indicativo de aberraciones
cromosomicas®.

El test de micronlcleos fue relatado por primera vez en
1970 por Boller y Schmid y posteriormente fue usado por
Heddle en 1977'°. El micronicleo es un nlcleo adicional,
separado del nlcleo principal de una célula durante la divi-
sion celular y esta compuesto por cromosomas enteros o por
fragmentos cromosémicos que sobran de otros cromosomas
después de la conclusion de la mitosis. Los micronucleos
son el resultado de los cambios estructurales espontaneos o
experimentalmente inducidos en el cromosoma, o a través
de errores de fusion celular, quedando por tanto excluidos
de los nuevos nlcleos que son reformados en la telofase'.

Las ventajas del ensayo de micronicleos con relacion
a otros test usados para diagnosticar enfermedades y
monitorizar contaminantes ambientales incluyen el analisis
simplista, la alta sensibilidad de deteccion y la exactitud de
las pérdidas cromosomicas y eventos de no disyuncion, capa-
cidad de medir la extension y la progresion de la division
nuclear y la capacidad de detectar eventos de reparacion
y reseccion®. Esas ventajas nos llevaron a elegir el test
de micronlcleos para evaluar los efectos genotdxicos de
la administracion repetitiva de anestésicos locales en este
estudio.

Una desventaja en el uso de vasoconstrictores en
combinacion con los anestésicos locales queda expuesta cla-
ramente con las inyecciones intravasculares, durante las
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cuales las concentraciones elevadas y los grandes volime-
nes pueden conducir a la intoxicacion'?. Por tanto, el uso
de vasoconstrictores no esta indicado en algunos pacientes,
especialmente en personas con diabetes o con enfermedad
cardiaca o mujeres embarazadas. En esos casos, la sal anes-
tésica mas a menudo usada en la falta de un vasoconstrictor
es la mepivacaina'?. En este estudio usamos mepivacaina
sin un vasoconstrictor. No hay relatos en la literatura que
calculen la accion genotodxica de los vasoconstrictores.

La prilocaina fue anteriormente relatada por tener una
actividad genotoxica en las células somaticas y por indu-
cir a una recombinacion homologa. Sin embargo, se informé
que la lidocaina y la articaina (Septanest®) no indujeron
una mutacién cromosoémica o recombinacion’3. No hubo
asociacion entre la genotoxicidad y ninguna de los far-
macos analizados en este estudio. Esos resultados estan
parcialmente de acuerdo con la literatura, siendo diferen-
tes solo respecto al informe anterior de genotoxicidad para
la prilocaina’®.

Quedd demostrado que el porcentaje de células con
poliploidia y endorreduplicacion aumenta después de la
exposicion al clorhidrato de procaina y el clorhidrato de
prilocaina, tanto en presencia como en ausencia de la acti-
vacion metabodlica exdgena'. Esos resultados indican que
tales agentes quimicos son potencialmente genotoéxicos para
las células de mamifero'. Sin embargo, este estudio no mos-
tré ninguna accion genotodxica de prilocaina, tal vez porque
fue usada en la dosis recomendada por kilogramo de peso.

La condensacion y fragmentacion nuclear de la croma-
tina fueron previamente observadas en las células tratadas
con prilocaina’. La fragmentacion del ADN también fue
inducida por tratamiento con prilocaina de forma dosis-
dependiente y tiempo-dependiente, con efectos maximos
observados en concentracion de 5mM después de 12-48h
de exposicion’®. Conjuntamente con ese estudio, esos datos
nos indican que el uso de la prilocaina en la dosis reco-
mendada, por kilogramo de peso corporal, no puede causar
ningun dano genético.

La lidocaina y la prilocaina son metabolizadas prin-
cipalmente en el higado y por ende hidrolizadas por
ésteres de amida, liberando las aminas aromaticas mono-
ciclicas, 2,6-dimetilanilina (DMA) y 2-metilalanina (MA)
respectivamente’®. Otros anestésicos que contienen una
fraccion de DMA incluyen bupivacaina, mepivacaina y
ropivacaina’.

El principal mecanismo carcinogénico de las aminas aro-
maticas, como DMA y MA, se da cuando el citocromo P450
metaboliza esos compuestos en derivados de N-hidroxila’.
DMA y MA pueden ser posteriormente metabolizadas por
su conjugacion con los metabolitos reactivos. La lesion del
ADN fue descrita para DMA, pero no para MA. Se cree que
la formacion de aductos de ADN sea tal vez el mecanismo
por el cual esos compuestos ejercen algunos de sus efectos
carcinogénicos'®.

Sin embargo, la Agencia Internacional para Investigacion
en Cancer (IARC) no ha relatado efectos cancerigenos de
DMA en humanos, aunque no existan pruebas suficientes
de su carcinogenicidad en ratones®. Eso puede explicar el
mayor numero de micronucleos observados en el grupo lido-
caina (independientemente del tiempo de exposicion), en
comparacion con el grupo prilocaina, y la diferencia signifi-
cativa entre los grupos expuestos a la lidocaina durante un

dia y a la prilocaina durante cinco dias (p=0,0466). Aun-
que la frecuencia de microndcleos en el grupo expuesto a
la lidocaina no haya sido significativamente diferente de la
del grupo control negativo, la mayor frecuencia de micro-
nucleos en el grupo expuesto a la lidocaina (en comparacion
con el grupo prilocaina) puede estar asociada con los efectos
de la DMA, un producto metabélico de la lidocaina.

En la literatura no hay informes sobre el potencial geno-
toxico o mutagénico de la mepivacaina. En este estudio, la
mepivacaina no mostroé genotoxicidad, independientemente
del tiempo de exposicion. Sin embargo, el grupo expuesto a
la mepivacaina durante uno y 5 dias fue significativamente
diferente del grupo expuesto a la prilocaina durante 5 dias
(p<0,05). La mepivacaina también contiene una fraccion
de DMA®, lo que puede explicar el mayor nimero de micro-
nlcleos observado en ese grupo, aunque la frecuencia de
micronucleos no haya sido significativamente diferente en
el grupo control negativo.

Los estudios de mutagenicidad in vitro e in vivo no
revelaron ningun potencial genotoxico de la articaina (CAS
23964-58-1), hasta alcanzar la dosis maxima tolerada. De
acuerdo con los datos de este estudio, otra preparacion de
articaina (Septanest® SP; 4% articaina. HCl y epinefrina 1:
100.000)"7 no presentaron efectos genotoxicos en un estudio
in vivo usando la dosis recomendada por kilogramo de peso.
Aunque la articaina pertenezca al grupo amida de anestési-
cos locales (que también incluye la lidocaina, la prilocaina
y la mepivacaina), es metabolizada por la colinesterasa
en el plasma en acido articainico via hidrolisis. El acido
articainico es un metabolito inactivo, parcialmente meta-
bolizado en el rifdn en glucurdnido de acido articainico, en
vez de una amina aromatica potencialmente genotdxica'®.
Ese resultado puede explicar parcialmente la ausencia de
genotoxicidad después de la exposicion a la articaina. Sin
embargo, el grupo expuesto a la articaina durante un dia
fue significativamente diferente del grupo expuesto a la pri-
locaina durante 5 dias (p=0,0364). Eso puede deberse a la
presencia de un outlier en el grupo articaina, que estaba
bastante por encima de la frecuencia promedio global de
microndcleos.

Conclusiones

En el presente estudio no hubo aumento de la frecuencia de
micronucleos después de la exposicion a cualquiera de los
anestésicos locales testados (lidocaina, mepivacaina, arti-
cainay prilocaina) cuando se usaron en la dosis recomendada
por kilogramo de peso corporal, con una Unica exposicion
o con la administracion repetitiva. Sin embargo, se deben
realizar otros ensayos que evalUan la genotoxicidad y la
mutagenicidad para determinar definitivamente que el uso
repetitivo de esos anestésicos no presenta ninguna actividad
mutagénica o genotoxica.
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