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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Anestésicos locais; Objetivo: Os anestésicos locais podem causar neurotoxicidade. Nosso objetivo foi comparar
Lidocaina; o potencial neurotdxico de diferentes anestésicos locais, os danos induzidos aos nervos e as
Bupivacaina; alteracdes patologicas de um nervo periférico.

Levobupivacaina; Métodos: Foram estudados 60 ratos Whistler com 200-350g. Os ratos foram divididos em trés
Neurotoxicidade grupos, uma agulha de calibre 26 foi inserida no nervo ciatico esquerdo, com o uso de ampliacéo,

e 0,2 mL de bupivacaina a 0,5%, levobupivacaina a 5% e lidocaina a 2% foram injetados por via
intraneural. Um colaborador, cego para os contedos das injecoes, monitorou a funcéo neuro-
logica no primeiro dia de pos-operatorio e depois diariamente. O exame neurolégico incluiu a
avaliacdo da presenca e da gravidade da nocicepcao e dos reflexos de agarrar. No sétimo dia,
uma amostra do nervo ciatico foi colhida para avaliar as alteracdes histopatologicas.
Resultados: Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em relagcdo ao reflexo de agarrar e a
avaliacdo histopatologica. Dois casos no grupo bupivacaina, um no grupo levobupivacaina e dois
no grupo lidocaina apresentaram um leve reflexo de agarrar; também no grupo lidocaina, um
caso nao apresentou reflexo de agarrar no sétimo dia. Degeneracao axonal grave foi observada
em todos os grupos: quatro casos no grupo bupivacaina (20%), trés no grupo levobupivacaina 3
(15%) e seis no grupo lidocaina (30%).

Conclusd@o: Em todos os grupos, a frequéncia de dano histopatoldgico e de gravidade foi maior
do que a deficiéncia motora.

© 2015 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Todos os
direitos reservados.
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Evaluation of sciatic nerve damage following intraneural injection of bupivacaine,
levobupivacaine and lidocaine in rats

Abstract

Objective: The local anesthetics may cause neurotoxicity. We aimed to compare the neurotoxic
potential of different local anesthetics, local anesthetic induced nerve damage and pathological
changes of a peripheral nerve.

Methods: Sixty Wistar rats weighing 200-350 g were studied. Rats were assigned into 3 groups
and 26-gauge needle was inserted under magnification into the left sciatic nerve and 0.2mL
of 0.5% bupivacaine, 5% levobupivacaine, and 2% lidocaine were injected intraneurally. An
individual who was blind to the specifics of the injection monitored the neurologic function on
postoperative 1st day, and daily thereafter. Neurologic examination included assessment for
the presence and severity of nociception and grasping reflexes. At the 7th day sciatic nerve
specimen was taken for evaluation of histopathologic changes.

Results: There was no statistical difference detected among groups regarding grasping reflex
and histopathologic evaluation. Two cases in bupivacaine group, 1 case in levobupivacaine group
and 2 cases in lidocaine group had slight grasping, while 1 case in lidocaine group had no grasping
reflex on the seventh day. Severe axonal degeneration was observed in all groups, respectively
in bupivacaine group 4 (20%), levobupivacaine group 3 (15%), and lidocaine group 6 (30%).
Conclusion: In all groups, histopathological damage frequency and severity were more than the
motor deficiency.

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

reserved.

Introducao

Os efeitos da injecdo de anestésicos locais por via intra-
neural e as lesdes de nervos periféricos sao complicacoes
raras da anestesia regional. Muitas dessas complicacées sao
mononeuropatias subclinicas temporarias.” A lesdo axonal
reversivel e a lesdo que progrede para degeneracao de
mielina podem ser determinadas histopatologicamente apos
injecoes intraneurais. Em estudos com animais, observou-se
que as funcées motoras foram mantidas apesar do dano.?

O objetivo deste estudo foi investigar a disfuncao motora
e as alteracdes histopatoldgicas em ratos apos a injecao
intraneural de uma Unica dose de bupivacaina, levobupiva-
caina e lidocaina.

Métodos

Obtivemos a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de nossa instituicao para este estudo. Sessenta ratos
Wistar, entre 200-350¢g, foram mantidos em laboratorio sob
condicoes de temperatura entre 20-24 °c, umidade entre 65-
70% e ciclos de luz/escuridao (12h/12h), sem restricao de
alimentos e liquidos. Experimentalmente, apds a retirada
de alimentos por quatro horas, os ratos foram anestesiados
com injecao intraperitoneal de 100 mg.kg™" de cloridrato de
cetamina (Ketalar®, Eczacibasi Warner Lambert, Istambul,
Turquia). Subsequentemente, assepsia da area do musculo
glUteo foi feita com solucao antisséptica iodopovidona e o
nervo ciatico foi exposto através de uma incisdo transversal
limitada. Injecoes intraneurais foram feitas com o uso de
uma bomba de infusdo automatica através de canula n° 26
inserida em angulos de 45-60°.

Os ratos foram subdivididos em trés grupos: Grupo B
(Bupivacaina) recebeu 0,2 mL de bupivacaina a 0,5%; Grupo
C (Chirocaina®, Levobupivacaina) recebeu 0,2 mL de levo-
bupivacaina a 0,5% e Grupo L (Lidocaina) recebeu 0,2 mL
de lidocaina a 2% durante infusées de um minuto. Os ratos
foram acordados depois de se fecharem as incisoes.

As funcdes neuroldgicas dos ratos foram avaliadas por
trés individuos, cegados para os anestésicos locais aplicados,
todos os dias durante sete dias apos as injecdes intraneurais.
Na avaliacao neuroldgica, a nocicepcéo e o reflexo de pre-
ensao foram avaliados. A nocicepcao foi desencadeada por
dor na primeira e quinta falanges e classificada com esco-
res 4: reflexo de retirada normal; 3: retirada um pouco mais
lenta; 2: retirada lenta ou auséncia de movimento; 1: reti-
rada muito lenta; 0: sem retirada. O reflexo de preensao foi
classificado como 2: reflexo de preensao normal; 1: reflexo
de preensao lento; 0: sem reflexo de preensao.

Os ratos receberam cloridrato de cetamina, foram sacrifi-
cados por decapitacao e o nervo ciatico foi excisado. Como
procedimento de rotina, as amostras foram colocadas em
formol tamponado a 10%, embebidas em parafina, coradas
com hematoxilina e eosina e examinadas sob microscopia
de luz para a integridade da estrutura neurologica, danos
mecanicos, degeneracdo da mielina e infiltracao celular.

A degeneracao da mielina foi estimada com o uso do
Sistema de Classificacao de Lesao do Nervo (Nerve Injury
Scoring System - NISS), no qual 1=normal/degeneracao ou
desmielinizacdo leve; 2=nivel moderado de degeneracao
(lesdo tecidual < 50%) e 3=degeneracao difusa e
desmielinizacao (lesao tecidual > 50%).

A avaliacdo estatistica dos resultados neuroldgicos foi
feita com os testes de Kruskal-Wallis e U de Mann-Whitney.
Os escores das lesoes foram estimados para cada um dos
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Figura 1  Reflexos de agarrar.

anestésicos usados com o teste Anova de variancia simples
e o valor-p < 0,05 foi aceito como estatisticamente significa-
tivo.

Resultados

Nao houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo aos pesos dos trés grupos de ratos. Também nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os gru-
pos em relacao aos escores do reflexo de agarrar.

Nas comparacdes intragrupos, no entanto, houve um
aumento estatisticamente significativo do reflexo de pre-
ensao nos grupos B (p=0,003) e C (p=0,0081) no terceiro
dia e no Grupo L (p=0,004) no quarto dia apds as injecoes,
em comparacao com o primeiro dia (fig. 1). Os resultados
da avaliagado da nocicepcao em resposta a dor na primeira e
quinta falanges estavam intactos em todos os grupos a partir
do primeiro dia em diante.

A classificacao histopatologica do NISS como lesao leve,
moderada e grave no Grupo B (35%, 45% e 20%, respectiva-
mente), Grupo C (45%, 40% e 15%, respectivamente) e Grupo
L (20%, 50% e 30%) nao apresentou diferencas estatistica-
mente significativas entre os grupos (fig. 2).

Discussao

Durante a anestesia regional, a lesdo de nervo periférico é
uma complicacdo raramente observada cuja incidéncia varia
entre 0,5% e 1% em estudos retrospectivamente revisados.
Em sua maioria, as lesbes sao reversiveis e se desenvolvem
como mononeuropatias leves ou subclinicas. O mecanismo
do desenvolvimento de lesdes apos injecoes intraneurais nao
esta totalmente esclarecido.? Os anestésicos locais conven-
cionais também sao neurotdxicos.“"® O dano provavelmente
resulta de trauma mecanico, de efeitos quimicos e toxicos
do anestésico local, de isquemia ou de uma combinacao
desses fatores.

® Degeneracéo axonal e
edema > 50%

® Edema e degeneracao
< 50%

® Edema minimo e tecido
nervoso normal
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Figura 2 Classificacdo histopatoldgica do NISS.

Em nosso estudo, a resposta a percepcao de dor desde
0 primeiro até o sétimo dia apods as injecoes foi com-
pleta e igual em todos os grupos experimentais; portanto,
diferencas nao foram observadas.

Quanto ao reflexo de preensao, apesar da falta de
diferencas estatisticamente significativas intergrupos, os
resultados do sétimo dia apos a injecao mostraram a perma-
néncia do reflexo lento de agarrar em dois ratos do Grupo
B e em um rato do Grupo C, enquanto no Grupo L o reflexo
estava ausente em um rato e lento em dois. As avaliacoes
histopatoldgicas revelaram que quatro ratos do Grupo B, trés
do Grupo C e seis do Grupo L desenvolveram degeneracao
axonal grave.

Yamashita et al.* investigaram os efeitos neuroldgicos e
histopatoldgicos e a concentracao de glutamato no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de cinco grupos de ratos, uma
semana apods a injecao de 0,3mL de NaCl, tetracaina a
2%, lidocaina a 10%, bupivacaina a 2% e ropivacaina a 2%.
Enquanto a concentracdao de glutamato no LCR aumen-
tou significativamente em todos os grupos, nao houve
diferenca significativa em relacdo as funcdes neurologicas
e motoras entre os grupos, exceto no grupo lidocaina, que
apresentou disfuncao significativa. As alteracoes histopato-
légicas foram caracterizadas pela largura da vacuolizacdo
no funiculo dorsal e, em ordem respectiva, nos grupos
lidocaina = tetracaina > bupivacaina > ropivacaina. De forma
semelhante, em nosso estudo, embora diferencas esta-
tisticamente significativas nao tenham sido observadas, a
toxicidade acentuada de lidocaina foi evidente em um rato
com perda total da funcdo motora e em dois com perda leve.

A investigacao histopatoldgica conduzida por Yamashita
et al.* também revelou que, embora o dano neuronal tenha
sido igualmente avancado em ratos que receberam lidocaina
e tetracaina, o déficit das funcdes neuroldgica e motora foi
mais grave no grupo lidocaina. Isso sugere que a margem de
seguranca com lidocaina é muito estreita.

Outra observacao conflitante em nosso estudo é que a
gravidade da lesao histopatologica e a perda da funcao
motora ndo progrediram em paralelo. lohom et al.,” em
estudo com 52 ratos divididos em quatro grupos, injetaram
solucdo salina normal, formalina a 15%, ropivacaina a 0,2%
e ropivacaina a 0,75% no nervo ciatico esquerdo e avaliaram
a funcdo motora através da analise em pista de marcha nos
dias um, quatro, sete, 11, 15, 18, 21 e 67 pos-tratamento.



Injecdo intraneural de bupivacaina, levobupivacaina e lidocaina 275

Enquanto a perda da funcao motora nao foi observada nos
grupos salina e ropivacaina, observou-se o desenvolvimento
de uma perda total até o dia 21 nos ratos do grupo formalina,
mas que voltou a completa normalidade no dia 67, a despeito
da presenca de degeneracao axonal difusa, como revelado
por estudos histologicos. De forma semelhante, Lupu et al.®
nao observaram perda da funcao motora, a despeito da
observacao histolégica de lesdo neuronal em 60% dos por-
cos submetidos a injecdes intraneurais. Da mesma forma,
em nosso estudo, embora tenhamos observado degeneracao
axonal macica em quatro, trés e seis ratos dos grupos B,
C e L, respectivamente, apenas uma leve perda da funcao
motora foi observada em dois, um e dois ratos dos grupos B,
C e L, respectivamente, com perda total da funcdo em um
rato do Grupo L.

Raducan et al.’ objetivaram caracterizar os aspectos
morfoldgicos e funcionais da regeneracdo do nervo cia-
tico apds lesao por esmagamento mecanico em roedores.
As amostras dos nervos foram coletadas dos ratos antes
da lesao e 24horas, quatro dias, duas semanas e qua-
tro semanas apos a lesdo. Oa autores descobriram que as
alteragoes morfoldgicas mais evidentes foram causadas pela
degeneracdo axonal quatro dias apds a lesdo. Apo6s quatro
semanas, o numero e a densidade dos ax6nios mielinizados
regenerados foram maiores em comparacao com 0 grupo
controle. Quanto a funcdo motora, os autores descobriram
uma reducado acentuada da funcao na primeira semana,
seguida por uma recuperacao gradual da marcha normal
durante as semanas seguintes, de modo que até o fim da
quarta semana o animal recuperou a marcha normal. O
estudo de Raducan et al. difere do nosso no que diz res-
peito a geracdo de uma lesdo por esmagamento. Em seu
estudo, a degeneracao axonal macica com disfuncao motora
e suas normalizacdes coincide. Porém, em nosso estudo e em
outros, o efeito neurotdxico dos agentes anestésicos locais
também esta presente. Por outro lado, avaliamos o teste de
funcao motora durante sete dias e coletamos as amostras
histopatoldgicas no sétimo dia. No estudo feito por lohom
et al., entretanto, a avaliacao foi feita no dia 67, em que a
disfuncado motora havia melhorado totalmente, enquanto a
lesao histopatoldgica macica permanecia.

De acordo com o nosso estudo, a injecao intraneural
de anestésicos locais pode causar tanto alteracdes histo-
patoldgicas quanto deficiéncia motora, com frequéncia e
gravidade variadas em ratos. Uma frequéncia e uma gra-
vidade do dano histopatoldgico maiores do que a frequéncia
e a gravidade da deficiéncia motora sao razoaveis, mas o
dano histopatologico e a perda da funcao motora nao podem
progredir em paralelo.

Conflitos de interesse
Os autores declaram nao haver conflitos de interesse.
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