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RESUMO

Vasconcelos Filho PO, Posso IP, Capelozzi M, Capelozzi VL — Com-
paracdo das Alteragdes Histolégicas da Medula Espinal e Neurolégi-
cas de Cobaias apds Anestesia Subaracnéidea com Grandes Volumes
de Bupivacaina Racémica, de Mistura com Excesso Enantiomérico de
50% de Bupivacaina (S75-R25) e de Levobupivacaina.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A levobupivacaina apresenta menos
efeitos colaterais sobre o sistema nervoso central do que os induzidos pela
bupivacaina racémica; entretanto, o efeito anestésico é menos intenso.
Foi realizado estudo experimental para comparar efeitos adversos de
grandes volumes de bupivacaina, de bupivacaina S75-R25 e de levobu-
pivacaina quando injetados no espago subaracndideo de cobaias.

METODO: Quarenta cobaias foram divididas em quatro grupos.
Anestesiadas com O, a 100% e isoflurano a 2%, com posterior pun-
¢do no espago intervertebral L,-S,. Nos animais do Grupo | foram ad-
ministrados 2 mL de solugéo fisiolégica a 0,9%; no Grupo Il, 2 mL de
bupivacaina 0,5%, no Grupo Ill, 2 mL de bupivacaina S75-R25 0,5%
e no Grupo 1V, 2 mL de levobupivacaina 0,5%. Apds o despertar, nos
momentos 0, 60, 120 e 180 minutos, foi realizado exame neurolégi-
co, diariamente, por uma semana. Os animais foram sacrificados e sub-
metidos a perfusdo com paraformaldeido a 4%. Apds a fixagdo, a
medula espinal foi isolada por disseccdo e analisada histologicamente
para avaliagdo do grau de lesdo medular.

RESULTADOS: As cobaias do grupo-controle ndo apresentaram blo-
queio nervoso. As do Grupo Il apresentaram bloqueio sensitivo e motor
por mais de 180 minutos. Nos Grupos Il (S75-R25) e IV (levobupiva-
caina) houve bloqueios motor e sensitivo no momento 0 minuto; con-
tudo, no momento 60 minutos o bloqueio motor era minimo. Ao exame
histolégico, o Grupo | ndo apresentou alteragcbées. No Grupo Il foram
encontradas alteragcbes medulares intensas. Nos Grupos Il e IV as al-
teragcbes medulares foram pouco intensas.
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CONCLUSOES: A levobupivacaina em grandes volumes causou pou-
co dano ao sistema nervoso, comparada com a bupivacaina. Entre
levobupivacaina e bupivacaina S75-R25, ndo houve diferenca esta-
tistica significativa.

Unitermos: ANESTESICOS, Local: bupivacaina, bupivacaina S75-R25,
levobupivacaina; ANIMAL: cobaia; COMPLICAQOES: lesdo neurolo-
gica, neurotoxicidade; TECNICAS ANESTESICAS: Regional: subarac-
néidea.

SUMMARY

Vasconcelos Filho PO, Posso IP, Capelozzi M, Capelozzi VL — Com-
parison of Histologic Spinal Cord and Neurologic Changes in Guinea
Pigs after Subarachnoid Block with Large Volumes of Racemic Bu-
pivacaine, 50% Enantiomeric Excess Bupivacaine (S75-R25), and
Levobupivacaine.

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Levobupivacaine has less central
nervous system side effects than racemic bupivacaine, but its anes-
thetic effect is not as intense. The objective of this experimental study
was to compare the adverse effects of large volumes of bupivacaine,
S75-R25 bupivacaine, and levobupivacaine injected in the subarach-
noid space of guinea pigs.

METHODS: Forty guinea pigs were divided in four groups. They were
anesthetized with 100% O, and 2% isoflurane, followed by puncture
of the L-S, intervertebral space. In Group I, 2 mL of normal saline were
injected; in Group Il, 2 mL of 0.5% bupivacaine; in Group Ill, 2 mL of
0.5% S75-R25 bupivacaine, and in Group 1V, 2 mL of 0.5% levobupi-
vacaine. After the animal awakened, neurological exam was done at
0, 60, 120, and 180 minutes, and daily for one week. Animals were
killed and underwent perfusion with 4% paraformaldehyde. After fi-
xation, the spinal cord was isolated by dissection and analyzed
histologically to evaluate the degree of spinal cord lesions.

RESULTS: Guinea pigs in the control group did not present nervous
block. Those in Group Il presented sensitive and motor block for more
than 180 minutes. Animals in Groups Il (S75-R25) and 1V (levobupi-
vacaine) developed sensitive and motor blockade at moment 0, but at
60 minutes the motor blockade was minimal. Histologic exam in Group
| showed no changes. In Group I, severe spinal cord changes were
observed. In Groups Il and 1V, spinal cord changes were mild.

CONCLUSIONS: Large volumes of levobupivacaine caused little
damage in the central nervous system when compared with
bupivacaine. Statistically significant changes were not observed
between levobupivacaine and S75-R25 bupivacaine.

Key Words: ANESTHETICS, Local: bupivacaine, S75-R25 bupivacaine,
levobupivacaine; ANESTHETIC TECHNIQUE, Regional: subarachnoid;
ANIMAL: guinea pigs; COMPLICATIONS: neurologic lesion, neuro-
toxicity.
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COMPARAGAO DAS ALTERAGCOES HISTOLOGICAS DA MEDULA ESPINAL E NEUROLOGICAS DE COBAIAS APOS ANESTESIA
SUBARACNOIDEA COM GRANDES VOLUMES DE BUPIVACAINA RACEMICA, DE MISTURA COM EXCESSO ENANTIOMERICO DE 50%
DE BUPIVACAINA (S75-R25) E DE LEVOBUPIVACAINA

INTRODUCAO

O cloridrato de bupivacaina é um anestésico local existen-
te ha mais 30 anos, muito utilizado em anestesias regio-
nais. A forma disponivel para uso clinico é a bupivacaina
racémica, uma mistura de formas isoméricas (SR50). A du-
racdo de acéo € longa (4 a 12 horas), com inicio de agdo
lento (10 a 30 minutos) e o pH da solugéo esta entre 4,6 e
6,0. Ambas as formas de bupivacaina, tanto a forma R(+)
quanto a S(-), possuem acfes anestésicas, mas com di-
ferente poder de penetracdo nas camadas lipofilicas, e re-
ceptores especificos de canais de sddio. Assim, ha uma
diferenciacdo nos efeitos da forma R(+), mais toxica, em re-
lacdo a forma S(-). Na farmacodindmica da bupivacaina
racémica, destaca-se a sua cardiotoxicidade, quando da
injecdo vascular acidental 5. A levobupivacaina é o S-enan-
tibmero da bupivacaina. Protocolos pré-clinicos sugerem
gue a levobupivacaina tem uma poténcia similar a da bupi-
vacaina enquanto exibe, significativamente, menor cardio-
toxicidade e neurotoxicidade 5.

A mistura com excesso enantiomérico de 50% de bupivacaina
(S75-R25) é o resultado da pesquisa por um anestésico local
gue apresentasse caracteristicas de bloqueio neural de longa
duragdo, mas com menor toxicidade sistémica. Em modelo
experimental em nervo isquiatico de rato, foi comprovado que
a S75-R25 mantém as propriedades anestésicas locais da
SR50. Posteriormente, também foi demonstrado em ratos
gue a S75-R25 em bolus, por via venosa, possui menor cardio-
toxicidade que a SR50, atribuindo-se este efeito a diminui-
¢do do isdbmero R(+) na composi¢do do novo farmaco 13,
Na década de 1990, foram descritos casos de paresias,
parestesias e sindrome de cauda eqina, que foram asso-
ciados a maior quantidade de anestésicos locais adminis-
trados no espago subaracndideo #15, Os anestésicos eram
administrados através de microcateter inserido por agulha
com ponta de lapis de pequeno calibre %17, Os pacientes
que apresentaram sequelas receberam injecfes repetidas,
em decorréncia de bloqueios inadequados, ou inje¢do de
grandes volumes, que deveriam inicialmente ser adminis-
trados no espaco peridural e acidentalmente foram introdu-
zidos no espaco subaracnoéideo. A sindrome da cauda
equina consiste nas disfungdes urindria e intestinal, perda
de sensibilidade na regido do perineo e graus variaveis de
fraqueza muscular nos membros inferiores 41718,

O objetivo desse estudo experimental foi comparar os efei-
tos de grandes volumes de bupivacaina e levobupivacaina
injetados no espag¢o subaracndideo de cobaias. Compara-
¢do com base em alteragdes da medula espinal, associada
ao exame neurolégico, permitiu a confirmacdo do bloqueio
anestésico apos a realizacdo da puncéo.

METODO

Ap6s a aprovacao da Comissdo de Andlise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da FMUSP,
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foram utilizadas 40 cobaias fémeas, pesando entre 400 e
600 g para o estudo. Foram divididas de modo aleatério em
guatro grupos, conforme a solugcdo. O modelo de pungéo
Unica em cobaias foi estabelecido na instituicdo apds publi-
cacao em 1998 .

Com um jejum prévio de duas horas, a cobaia era posicio-
nada em decubito ventral e anestesiada com O, a 100% e
isoflurano a 2%. Foi instalado oximetro de pulso para me-
dida da saturacdo periférica de oxigénio, cujo sensor foi co-
locado na pata anterior direita. Foi realizada a palpacéo das
duas tuberosidades do osso iliaco e do processo espinhoso
da ultima vértebra lombar. Logo abaixo, localizava-se o es-
paco lombossacral. Foram realizadas tricotomia, anti-sepsia
e anestesia local com lidocaina a 2%. Logo apds, o animal
era posicionado para puncdo subaracndidea com escalpe
23-gauge no espago intervertebral L-S,. Aleatoriamente, os
animais recebiam as solugdes e eram divididos nos se-
guintes grupos: nos animais do Grupo |, foram administra-
dos 2 mL de solugéo fisioldgica a 0,9% (grupo-controle);
nos animais do Grupo Il, 2 mL de bupivacaina 0,5%; no Gru-
po lll, 2 mL de bupivacaina (S75-R25) 0,5%, e no Grupo IV,
2 mL de levobupivacaina 0,5%.

O exame neurolégico utilizado teve como base o realizado
por Ready e col. em ratos, em 1985 2°. Apds o despertar do
animal, nos momentos 0, 60, 120 e 180 minutos, foi feito um
exame neurolégico, que foi repetido nos dias posteriores até
completar uma semana, quando entdo o animal foi sacrifica-
do. O exame foi restrito a trés fungGes neuroldgicas: habili-
dade de andar, flexdo da pata posterior e sensacdo cuténea,
e estes foram pontuados conforme o seguinte critério: 0 —
normal; 1 — diminuido e 2 — ausente. A habilidade de andar
foi avaliada com a colocagdo do animal no chéo e a obser-
vacao das suas tentativas de andar. A flexdo da pata poste-
rior € uma caracteristica do animal logo que é levantado de
uma superficie. A sensacéo cutanea foi avaliada por meio da
pesquisa de resposta aversiva a uma estimulacado de um
estimulador de 100 milivolts em dois pontos da pele. A veri-
ficacdo da quantidade de lesdes clinicas proporcionada pe-
las solucbes foi determinada com a soma dos pontos dos
trés exames. Cada animal teve supridas suas necessida-
des de alimento e agua durante o estudo.

Apo6s os sete dias de exame neuroldgico, os animais foram
sacrificados com pentobarbital sédico (200 mg.kg?, por via
intraperitoneal). Depois, foram submetidos a perfusdo com
200 mL de paraformaldeido a 4%, para exsanguinagdo, por
meio de lesdo em &trio ou camara cardiaca direita e puncéo
de ventriculo esquerdo, por onde foram injetados os 200 mL
de paraformaldeido com bomba de infusdo. Imediatamen-
te, a coluna vertebral dos animais era dissecada da regido
cervical até a regido sacral, e, depois, retirada e fixada em
formalina neutra tamponada a 10% por 48 horas e posterior
descalcificac@o por 48 horas. Posteriormente, foi realizado
estudo macroscépico da coluna vertebral e medula espinal
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da cobaia. Finalmente, cortes de 5 mm de espessura foram
efetuados ao longo de toda a coluna vertebral e processa-
dos para exame histolégico.

Os cortes histopatolégicos foram examinados a microsco-
pia Optica em varios aumentos. Os componentes histol6-
gicos dos vasos e das estruturas neurais medulares em
varios niveis foram medidos morfometricamente e compa-
rados entre 0s quatro grupos.

Para comparar as alteragdes morfolégicas detectadas em
cada grupo, foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA)
como método estatistico, sendo considerados significativos
os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

N&o houve perda de sensibilidade cutdnea nem comprome-
timento de fungdo motora, em qualquer momento no grupo-
controle, no qual foi administrada solugao fisiolégica a 0,9%,
indicando que ndo houve trauma mecénico pela agulha, ou
pelo volume, durante a inje¢cdo. Todos os animais que rece-
beram solugdo de anestésico local tiveram blogqueio nervo-
so, caracterizado pelas auséncias de: sensibilidade cutédnea
em areas lombares e sacrais; flexdo de patas posteriores
e locomocao (habilidade de andar), quando acordaram da

anestesia geral. O Grupo Il (bupivacaina racémica) apresen-
tou bloqueio sensitivo e motor por mais de 180 minutos e
bloqueio residual, caracterizado por falta de sensibilidade a
estimulacgao elétrica, que persistiu por 24 horas. Nos Grupos
11l e IV, houve bloqueio sensitivo e motor logo ap6s a pun-
¢80, mas aos 60 minutos, o blogueio motor estava parcial-
mente presente e 0 bloqueio sensitivo permaneceu por trés
horas (Figura 1).

A andlise de alteracdes histologicas nas partes cervicais e
sacrais da medula espinal ndo demonstrou diferencas sig-
nificativas entre os grupos. As figuras 2 e 3 ilustram as di-
ferencas do volume celular neuronal entre os grupos. Tanto
na regido toracica (p = 0,002) quanto na regiao lombar (p =
0,008) da medula espinal das cobaias, houve diminuicdo
significativa do volume celular neuronal no Grupo Il (bupiva-
caina) em relagdo aos outros grupos.

Nas figuras 4 e 5 é possivel comparar o tamanho do volu-
me do edema entre os grupos. Também houve aumento no
volume do edema, na medula toracica (p = 0,015) e na me-
dula lombar (p = 0,003). Apesar das altera¢gdes morfologicas
no Grupo lll (S75-R25) serem maiores que no Grupo IV
(levobupivacaina), ndo houve diferenca estatistica significa-
tiva em relagdo ao grupo-controle. A figura 6 apresenta a
imagem histolégica nos diferentes grupos.

- E
60
Solucéo Fisioldgica a 0,9%
Bupivacaina Racémica
Bupivacaina S75-R25
40 P
Grau de I Levobupivacaina
Bloqueio
20
i . - - 7 =
=l e
60 min 120 min 180 min  1°dia 2° dia

Tempo ap6s Pungédo

Figura 1 — Extensdo do Bloqueio Neuroldgico apés a Injecdo Subaracnéidea dos Anestésicos. O resultado obtido com a soma dos trés
componentes do exame neuroldgico realizado (habilidade de andar, flexdo de perna e sensibilidade cutanea).
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Figura 2 — Diferencgas entre os Volumes de Células Neuronais, na
Medula Espinal Toracica de Cobaias, ap6s Pun¢do Subarac-
néidea com Altos Volumes de Bupivacaina, Bupivacaina
S75-R25 e Levobupivacaina.

Figura 3 — Diferencas entre os Volumes de Células Neuronais na
Medula Espinal Lombar de Cobaias apés Pungdo Subaracnéidea
com Altos Volumes de Bupivacaina, Bupivacaina S75-R25 e
Levobu-pivacaina.
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Figura 4 — Diferencas entre os Volumes de Edema da Medula Espinal
Torécica de Cobaias apds Pungdo Subaracnoidea com Altos
Volumes de Bupivacaina, Bupivacaina S75-R25 e Levobupiva-
caina.
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Figura 5 — Diferengas entre os Volumes de Edema da Medula Espinal
Lombar de Cobaias, apés Puncédo Subaracnéidea com Altos
Volumes de Bupivacaina, Bupivacaina S75-R25 e Levobu-
pivacaina.
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Figura 6 — Visdo Microscépica da Medula Espinal de Cobaias (Nivel Lombar) apds a Administragdo das Respectivas Substancias.

DISCUSSAO

Nesse estudo, foram encontradas poucas alteracdes his-
tolégicas na medula espinal de cobaias, em contato com
grandes volumes de levobupivacaina e a bupivacaina S75-
R25, sem diferenca estatistica significativa em relagéo ao
grupo-controle. Na administragdo de grandes volumes de
bupivacaina houve dano ao sistema nervoso, com diferen-
¢a estatistica significativa, na comparacgao entre 0s grupos.
Os resultados do estudo demonstraram que a levobupi-
vacaina e a bupivacaina S75-R25, em grandes volumes,
produzem bloqueios sensitivo e motor reversiveis, mesmo
guando acidentalmente administradas. O comportamento
da levobupivacaina foi bem similar a administracao de so-
lugéo fisiolégica a 0,9%. A utilizagdo de grandes volumes
de bupivacaina SR50 determinou o surgimento de altera-
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¢Bes medulares intensas, quando comparada com 0s ou-
tros grupos.

Kanai e col., em estudo comparativo entre a bupivacaina, a
ropivacaina e a levobupivacaina em administragcao peridu-
ral e subaracnéidea em ratos, mostraram que a levobu-
pivacaina apresentava um efeito antinociceptivo maior do
que o efeito da ropivacaina e comparavel com o da bupi-
vacaina nas concentragdes de 0,25 a 0,75%. Quando a
ropivacaina e a levobupivacaina foram administradas no
espaco subaracnoéideo, em concentragfes eqlipotentes,
causaram bloqueio motor de duracéo similar. Quando foram
comparados com a bupivacaina racémica, em baixas con-
centracdes, os dois anestésicos apresentaram uma menor
duracdo do bloqueio. Entretanto, em altas concentragées,
a duracdo do bloqueio dos trés anestésicos locais foi se-
melhante.
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Uma questdo de interesse é saber até que ponto os mo-
delos experimentais podem ser Uteis na identificagdo de
neurotoxicidade dos anestésicos locais. Ha alguns mode-
los experimentais de estudo de anestesia regional em pe-
guenos animais 22, Em 1998, um modelo de anestesia
regional em cobaias foi descrito, com uma puncao Unica
paramediana com agulha 23-gauge no espago intervertebral
L,-S,. Os autores demonstraram que com a administragéo
de azul-de-metileno, a puncéo alcangava o espago subarac-
noideo, sem lesdo a medula espinal nem leséo de raizes
nervosas que pudessem ser produzidas pela colocacédo da
agulha *°, Parte desse modelo foi utilizada, sem a adminis-
tracdo do azul-de-metileno, mas com a comprovagéo da
anestesia efetiva pela realizagdo do exame clinico-neurol6-
gico. A cobaia foi o animal escolhido, pois é décil e de facil
avaliagdo, sendo conveniente para o estudo. Para menor
sofrimento do animal, optou-se pela utilizacdo de anestesia
geral inalatéria, o que também permitiu imobilizagdo total do
animal, para o procedimento. Como a medula espinal da
cobaia progride até a area lombar, foi escolhido o espago
intervertebral apos a coluna lombar (L,-S,) '**.

Pouco se conhece sobre os mecanismos pelos quais os
anestésicos locais produzem lesGes nos nervos. Sabe-se
apenas que as alteragdes clinicas, ao se manifestarem,
produzem lesdes suficientemente graves para ocasionar a
perda da conducéo de algumas populac¢des de fibras nervo-
sas %17, Sabe-se que, apds a administracdo subaracndidea
de anestésico local, o metabolismo da medula espinal pode
diminuir em decorréncia do intenso bloqueio sensitivo e
motor que é estabelecido. E possivel que o anestésico lo-
cal, em elevadas concentrag@es, determine bloqueio irrever-
sivel no transporte intracelular, e esse fato possa contribuir
para o desenvolvimento de paresias e paralisias que se
observam apés a realizacdo de bloqueios regionais. A mor-
te celular ndo é necessariamente obrigatéria para que exis-
tam alteragdes funcionais, porque reacdes toxicas em
qualquer populagéo de células ou de receptores podem in-
fluenciar na funcéo neurolégica 162025,

Quando grandes volumes de anestésico local séo inadver-
tidamente injetados no espago subaracndéideo, os efeitos de
tamponamento e diluicdo do mesmo, que normalmente
ocorrem com pequenos volumes, deixam de existir. Aumen-
ta a possibilidade de maior exposi¢éo da porcdo lombar e
sacral da medula e das raizes nervosas sacrais ao anes-
tésico local. Em geral, os vasos sangiiineos medulares se
dilatam, podendo sofrer processo de vasoconstricdo, com
a possivel ocorréncia de sofrimento medular 2%,

O volume de anestésico utilizado, nesse estudo, foi cerca
de quatro vezes maior que a dose preconizada para anes-
tesia do animal. Estudos piloto anteriores demonstraram
gue volumes menores ndo permitiam identificar um ndme-
ro de lesGes neurolédgicas que diferissem muito do grupo-
controle. Para que ocorram alteracfes celulares, como
apoptose e morte celular, as concentracdes de anestésico
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local devem ser superiores aquelas que bloqueiam os ca-
nais de sédio de maneira reversivel. A utilizagdo de altas
concentragdes pode produzir alteracdes neuroldgicas per-
manentes 192,

Estudos sobre toxicidade de anestésicos locais possuem
métodos de intensa manipulagdo dos animais estudados,
com colocacéo de cateteres e possibilidade de traumatismo
medular. Os novos estudos buscam encontrar dose minima
efetiva de anestésico local (MLAC), e sao poucos sobre gran-
des volumes. A busca por método menos traumatico permite
maior confianca nos resultados.

Injecdo acidental de grandes volumes de anestésico local
no espago subaracnodideo € uma possivel complicacéo da
anestesia peridural 5, Nos Gltimos anos, com a possibi-
lidade da administragéo peridural de anestésicos locais
com menores efeitos colaterais, ha maior seguranga no em-
prego da técnica anestésica °3.

A levobupivacaina em grandes volumes causou pouco dano
ao sistema nervoso, comparada com a bupivacaina. Entre
levobupivacaina e bupivacaina S75-R25, nao houve diferen-
¢a estatistica significativa.

Comparison of Histologic Spinal Cord
and Neurologic Changes in Guinea Pigs
after Subarachnoid Block with Large
Volumes of Racemic Bupivacaine, 50%
Enantiomeric Excess Bupivacaine (S75-
R25), and Levobupivacaine

Paulo de Oliveira Vasconcelos Filho, TSA, M.D.; Irimar de
Paula Posso, TSA, M.D.; Mariza Capelozzi, M.D.; Vera Luiza
Capelozzi, M.D.

INTRODUCTION

Bupivacaine hydrochloride is a local anesthetic, which has
been available for more than 30 years, commonly used in
regional blocks. Racemic bupivacaine, a mixture of isomeric
forms (SR50), is the presentation available for clinical use.
It has a long duration of action (4 to 12 hours), slow onset
of action (10 to 30 minutes), and it has a pH between 4.6 and
6.0. Both forms of bupivacaine, R(+) and S(-), have anes-
thetic activity, but with different penetration on lipophilic layers
and specific sodium channel receptors. Thus, there is a
difference between the effects of the R(+) isomer, more toxic,
and the S(-) isomer. The pharmacodynamics of racemic
bupivacaine is marked by its cardiotoxicity when injected
accidentally in the intravenous space *°.

Levobupivacaine is the S-enatiomer of bupivacaine. Pre-
clinical protocols suggest that the potency of levobupivacaine
is similar to bupivacaine, while exhibiting less cardio- and
neurotoxicity ¢,
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The 50% enantiomeric excess mixture bupivacaine (S75-
R25) resulted from the search for a local anesthetic with
characteristics of long lasting neural blockade but with less
systemic toxicity. It was demonstrated, in the experimental
model of rat sciatic nerve, that S75-R25 maintains the local
anesthetic properties of SR50. Afterwards, it was also shown
in rats that the intravenous administration of a bolus dose
of S75-R25 is less cardiotoxic than SR50, and this charac-
teristic was attributed to the reduction of the R(+) isomer in
the new drug %13,

In the decade of 1990, cases of paresis, paresthesias, and
cauda equina syndrome, which were associated with the
administration of a larger volume of local anesthetics in the
subarachnoid space *'5, were reported. Anesthetics were
administered through microcatheters inserted through a
small caliber, pencil-point needle %17, Patients who pre-
sented sequelae had received repeated injections due to
inadequate block or injection of large volumes that should
have been administered in the epidural space but were
accidentally injected in the subarachnoid space. The cauda
equina syndrome consists of urinary and bowel dysfunction,
loss of sensitivity in the perineal area, and variable degrees
of muscle weakness in the lower limbs 41718,

The objective of this experimental study was to compare the
effects of large volumes of bupivacaine and levobupivacaine
administered in the subarachnoid space of guinea pigs.
Spinal cord changes associated with changes in neurolo-
gical exams, which allowed the confirmation of anesthetic
block after the puncture, were compared.

METHODS

After approval by the Research Project Analysis Commission
(CAPPesq) of the Hospital das Clinicas of FMUSP, 40 female
guinea pigs, weighing between 400 and 600 g, were used
in this study. The animals were randomly divided in four
groups, according to the solution that was administered.
The model of a single puncture in guinea pigs was establi-
shed in the institution after being published in 1998 .

After fasting for 2 hours, the guinea pig was placed in ven-
tral decubitus and anesthetized with 100% O, and 2%
isoflurane. A pulse oximeter was placed on the right anterior
paw to determine the peripheral oxygen saturation. The two
iliac tuberosities and the spinous process of the last lumbar
vertebra were palpated. The lumbosacral space was
immediately below the spinous process of the last lumbar
vertebra. The area was shaved and cleaned, and anesthe-
tized with 2% lidocaine. The animal was, then, positioned for
subarachnoid puncture with a 23-gauge scalpel in the L-S,
space. Animals received the different solutions randomly,
being divided in four groups: in Group |, 2 mL of normal sa-
line was administered (control group); in Group Il, 2 mL of
0.5% bupivacaine; in Group Ill, 2 mL of 0.5% bupivacaine
(S75-R25); and in Group 1V, 2 mL of 0.5% levobupivacaine.
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The neurological exam was based on the neurological exam
conducted by Ready et al. in rats in 1985 . It was performed
after awakening on moments 0, 60, 120, and 180 minutes,
and repeated on the following days, for a total of seven days;
the animal was, then, killed. The exam was restricted to
three neurological functions: ability to walk, flexion of the hind
paw, and cutaneous sensitivity, which received the following
scores: 0 — normal; 1 — reduced; and 2 — absent. Ability to
walk was evaluated by placing the animal on the ground and
observing its attempts to walk. Flexion of the posterior paw
is done, characteristically, when the animal is lifted from a
surface. Cutaneous sensitivity was evaluated by the aversive
response to the stimulus of a 100-millivolts stimulator in two
skin areas. Evaluation of the amount of clinical lesions
caused by the different solutions was determined by the sum
of the scores of the three areas. Water and food were pro-
vided for the animals during the study.

After seven days of neurological exams, animals were killed
with sodium pentobarbital (200 mg.kg™? intraperitoneal).
Afterwards, they underwent perfusion with 200 mL of 4%
paraformaldehyde for exsanguination through a lesion in the
atrium or right cardiac chamber and puncture of the left ven-
tricle for the administration of the paraformaldehyde with an
infusion pump. The spinal cord was dissected immediately,
from the cervical to the sacral region, removed and fixed in
buffered neutral formalin at 10% for 48 hours, followed by
decalcification for another 48 hours. Macroscopic exam of the
vertebral column and spinal cord was performed. Finally, the
entire length of the vertebral column was cut in 5-mm thick
slices, which were processed for the histological exam.
The histopathological specimens were examined under light
microscopy with different magnifications. Analysis of the his-
tological components of the blood vessels and neuronal
structures of the spinal cord in different levels were done, as
well as morphometric measurements, and compared among
the four groups.

To compare the morphologic changes detected in each
group, Analysis of Variance (ANOVA) was used, and values
of p < 0.05 were considered significant.

RESULTS

Animals in the control group, which received normal saline,
had no signs of loss of cutaneous sensitivity or compromise
of motor function in any moment, indicating the absence of
mechanical trauma due to the needle or volume injected. All
animals that received local anesthetic developed nervous
block, characterized by the absence of: cutaneous sensitivity
in the lumbar and sacral regions; flexion of hind paws; and
locomotion (ability to walk), when the animals awoke from
general anesthesia. Group Il (racemic bupivacaine) develo-
ped sensitive and motor blockade, which lasted more than
180 minutes, and residual block characterized by lack of
sensitivity to electrical stimulation that persisted for 24 hours.
Animals in Groups Il and IV developed sensitive and motor
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blockade shortly after the puncture but, at 60 minutes, mo-
tor blockade was partially present, while the sensitive blo-
ckade lasted three hours (Figure 1).

Analysis of histological changes in the cervical and sacral
spinal cord did not show significant differences among the
four groups. Figures 2 and 3 illustrate the differences in
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Figure 1 — Extension of Neuromuscular Blockade after Subarachnoid Injection of Anesthetics. Results obtained from the sum of the three
components of the neurological exam (ability to walk, leg flexion and cutaneous sensitivity).
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Figure 2 — Differences in the Volume of Neurons in the Thoracic
Spinal Cord after Subarachnoid Administration of Large
Volumes of Bupivacaine, S75-R25 Bupivacaine, and Levobupi-
vacaine.
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Figure 3 — Differences in the Volume of Neurons in the Lumbar
Spinal Cord After Subarachnoid Administration of Large
Volumes of Bupivacaine, S75-R25 Bupivacaine, and Levobupi-
vacaine.
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Figure 4 — Differences in the Volume of Thoracic Spinal Cord Edema
After Subarachnoid Administration of Large Volumes of Bupi-
vacaine, S75-R25 Bupivacaine, and Levobupivacaine.

cellular neuronal volume among the different groups. Both
the thoracic (p = 0.002) and lumbar (p = 0.008) regions of the
spinal cord of guinea pigs in Group Il (bupivacaine) showed
an important reduction in cellular neuronal volume when
compared with the other groups.

In Figures 4 and 5 one can compare the volume of the ede-
ma in all groups. Increased edema volume in the thoracic
(p = 0.015) and lumbar (p = 0.003) spinal cord were also ob-
served. Although Group Il (S75-R25) showed more mor-
phological changes than Group IV (levobupivacaine), this
difference was not statistically significant when compared
with the control group. Figure 6 shows the histological view
of the different groups.

DISCUSSION

In this study few histological changes in the spinal cords of
guinea pigs exposed to large volumes of levobupivacaine
and S75-R25 bupivacaine were observed, which were not
statistically different than the control group. Administration of
large volumes of bupivacaine was related with damages in
the nervous system, which was statistically significant when
compared with the other groups.

The results of the present study demonstrated that large vo-
lumes of levobupivacaine and S75-R25 bupivacaine pro-
duced reversible sensitive and motor blockades, even when
administered accidentally. The behavior of levobupivacaine
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Figure 5 — Differences in the Volume of Lumbar Spinal Cord Edema
After Subarachnoid Administration of Large Volumes of Bupi-
vacaine, S75-R25 Bupivacaine, and Levobupivacaine.

was similar to normal saline. Administration of large volumes
of SR50 bupivacaine was responsible for significant changes
in the spinal cord when compared with the other groups.

A comparative study between the epidural and subarachnoid
administration of bupivacaine, ropivacaine, and levobupiva-
caine in rats, by Kanai et al., demonstrated that levobupi-
vacaine had greater anti-nociceptive effects than ropivacaine,
and this was comparable to bupivacaine in concentrations
of 0.25% to 0.75%. When ropivacaine and levobupivacaine
were administered in the subarachnoid space, in equipotent
concentrations, the motor blockade produce had similar
duration. When compared with low concentrations of racemic
bupivacaine, the duration of the blockade produced by both
anesthetics was smaller. However, in high concentrations,
the duration of the blockade was similar for all three drugs.

It would be interesting to know how useful experimental mo-
dels are on identifying the neurotoxicity of local anesthetics.
There are some experimental models used to study regional
anesthesia in small animals 2%, In 1998, a model of regio-
nal anesthesia in guinea pigs, with only a single paramedian
puncture with a 23-gauge needle in the L-S, space, was
described. The authors demonstrated, with the administra-
tion of methylene blue, that the puncture reached the suba-
rachnoid space without damaging the spinal cord or nerve
roots *°. Part of this model, without the methylene blue, was
used in the present study; the presence of anesthesia was
demonstrated by the clinical-neurological exam. The guinea
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Figure 6 — Microscopic View of the Spinal Cord of Guinea Pigs (Lumbar) After Administration of the Respective Drugs.

pig was chosen because it is a docile animal and easy to
evaluate, which was convenient for the present study. To
decrease animal suffering, we decided to use general inha-
lational anesthesia, which also allowed total immobilization
of the animal. Since the spinal cord of the guinea pig runs
down to the lumbar region, the intervertebral space below
the lumbar spine (L,-S,) was chosen 824,

Very little is known about the mechanisms by which local
anesthetics produce nerve lesions. It is only known that,
when clinical manifestations develop, the lesions are severe
enough to produce loss of conduction in some populations
of nerve fibers 517, It is known that, after the subarachnoid
administration of local anesthetics, the metabolism of the
spinal cord can decrease due to the intense sensitive and
motor blockade. It is possible that the local anesthetic, in
high concentrations, determines the irreversible blockade of
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intracellular transport, and this could contribute for the deve-
lopment of paresis and paralysis observed after regional
blocks. Cell death is not necessary for the development of
functional changes because toxic reactions in any population
of cells or receptors can influence neurological function 162025,
When large volumes of local anesthetics are inadvertently
injected in the subarachnoid space, the tamponade and
dilution that are normally seen with small volumes cease to
exist. The possibility of greater exposure of the lumbar and
sacral regions of the spinal cord and of the sacral nerve roots
to the local anesthetic increases. The blood vessels of the
spinal cord, that usually dilate, could undergo vasoconstric-
tion, leading to spinal cord suffering 2025,

The volume of anesthetic used in the present study was
approximately four times greater than the standardized dose
for anesthesia in animals. Prior pilot studies demonstrated
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that smaller volumes did not allow the identification of a
number of neurologic lesions that differed significantly from
the control group. For the development of cellular changes,
such as of apoptosis and cell death, the concentration of the
local anesthetic has to be higher than doses that produce
irreversible blockade of sodium channels. Use of high con-
centrations can produce permanent neurologic changes °26,
The methodology of studies on the toxicity of local anes-
thetics includes intense manipulation of the study animals,
including the insertion of catheters and the possibility of
spinal cord damage. New studies try to find the minimal
effective dose of local anesthetics (MLAC) and very few
studies focus on the effects of large volumes of local anes-
thetics. The search for less traumatic methods leads to more
confidence on the results.

Accidental injection of large volumes of local anesthetics in
the subarachnoid space is a possible complication of epi-
dural anesthesia 415, Over the last few years, the safety of this
anesthetic technique has increased due to the possibility of
administering local anesthetics with fewer side effects °3,
Large volumes of levobupivacaine caused little damage of
the nervous system when compared with bupivacaine. Statis-
tically significant differences were not observed between
levobupivacaine and S75-R25.
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RESUMEN

Vasconcelos Filho PO, Posso IP, Capelozzi M, Capelozzi VL —
Comparacion de las Alteraciones Histol6gicas de la Medula Espinal
y Neuroldgicas de Hamsteres después de la Anestesia Subarac-
noidea con Grandes Volimenes de Bupivacaina Racémica, de Mez-
cla con Exceso Enantiomérico de 50% de Bupivacaina (S75-R25)
y de Levobupivacaina.

JUSTIFICATIVA Y OBJETIVOS: La levobupivacaina presenta me-
nores efectos colaterales sobre el sistema nervioso central, si los
comparamos con los inducidos por la bupivacaina racémica, sin
embargo el efecto anestésico es menos intenso. Fue realizado un
estudio experimental para comparar efectos adversos de grandes
volimenes de bupivacaina, de bupivacaina S75-R25 y de levo-
bupivacaina cuando se inyectaron en el espacio subaracnoideo de
los hamsteres.
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METODO: Cuarenta hdmsteres se dividieron en cuatro grupos.
Anestesiados con O, a 100% e isoflurano a 2%, con posterior
puncion en el espacio intervertebral L -S,. En los animales del Gru-
po | se administraron 2 mL de solucion fisiolégica a 0,9%,; en el
Grupo I, 2 mL de bupivacaina 0,5%; en el Grupo Ill, 2 mL de
bupivacaina S75-R25 0,5% y en el Grupo IV, 2 mL de levobupi-
vacaina 0,5%. Después del despertar, en los momentos 0, 60, 120
y 180 minutos, fue realizado examen neurol6gico diariamente por
una semana. Los animales fueron sacrificados y sometidos a la
perfusion con paraformaldeido a 4%. Después de la fijacion, la
médula espinal fue aislada por diseccion y analizada histologi-
camente para evaluar el grado de lesién medular.
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RESULTADOS: Los hamsteres del grupo control no presentaron
bloqueo nervioso. Los del Grupo Il presentaron bloqueo sensitivo
y motor por mas de 180 minutos. En los Grupos lll (S75-R25) y IV
(levobupivacaina) hubo un bloqueo motor y sensitivo al momento
0 minuto, sin embargo al momento 60 minutos el bloqueo motor era
minimo. En el examen histoldgico, el Grupo | no presento alte-
raciones. En el Grupo Il fueron encontradas alteraciones medula-
res intensas. En el Grupo Ill y IV las alteraciones medulares fueron
poco intensas.

CONCLUSIONES: La levobupivacaina en grandes volumenes
causo poco dafio al sistema nervioso comparada a la bupivacaina.
Entre la levobupivacaina y la bupivacaina S75-R25, no hubo dife-
rencia estadistica significativa.
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