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RESUMO

Objetivo: Avaliar alteragdes morfologicas causadas por injecdo intravitrea
de bupivacaina, anestésico local de acdo prolongada muito utilizado em
bloqueios regionais oculares, na retina de coelhos albinos. Métodos: A
droganaconcentragdode 0,75% em 0,1 mL foi injetadana cavidade vitrea
préximo a retina num olho, enquanto solugdo salina balanceada em igual
volume foi injetada no olho contralateral (controle). Foram realizadas
oftalmoscopias indiretas antes, durante, imediatamente ap6s e nos perio-
dos de 1h, 24h e 72h, microscopias de luz e eletronica de transmissao em
24 e 72 horas depois daadministragdo do anestésico. Resultados: No exame
oftalmoscdpico imediatamente ap6s a injecao de bupivacaina, encontrou-
se em todos os casos aretina com aspecto esbranquigado préximo ao local
dainjecado, fendmeno atribuido a presenca de depressdo alastrante, também
observada (com menor freqiiéncia e intensidade) nos olhos do grupo
controle. Outras alteragdes encontradas incluiram: edema de retina, 6
(60%); area de condensagdo vitrea, 5 (50%); e pulso arterial de papila, 2
(20%). Conclusées: Injecao intravitrea de bupivacaina em concentracao
de 0,75% (usada para anestesia local retrobulbar, peribulbar ou outra
técnica em cirurgias oculares prolongadas) ndo desencadeou alteragdes
morfolégicas quando estudadas pela microscopia de luz; porém desenca-
deou alteracdes sugestivas de edema discreto nas células horizontais da
retina de coelhos albinos, estudados com microscopia eletronica de

transmissao, nos periodos de 24 e 72 horas.

Descritores: Retina; Bupivacaina/efeitos adversos; Bupivacaina/toxidade; Toxidade de
drogas; Coelhos

INTRODUGAO

A anestesia local ¢ um método seguro e eficiente para uso ambulatorial
ou hospitalar. Embora tenha surgido na época posterior a anestesia geral,
vem sendo cada vez mais divulgada e ganhando um numero crescente de
indicacoes®.

Os agentes anestésicos locais mais utilizados em oftalmologia sdo a
proparacaina, tetracaina, lidocaina e a bupivacaina®. A bupivacaina (Mar-
caina”) é um anestésico local do grupo amida e primeiramente sintetizada
em 1957®. Esta droga ¢ caracterizada por ter agdo longa, tanto no periodo
de laténcia quanto no tempo de efeito, sendo a intensidade de analgesia
quatro vezes maior que a da lidocaina. E muito utilizada em anestesias
regionais oculares™, principalmente em procedimentos que requerem efeito
anestésico duradouro, como as cirurgias vitreo-retinianas®.

O risco de perfuracdo escleral durante a administracdo de anestesia
retrobulbar (RB) ou peribulbar (PB) com lidocaina ou bupivacaina foi des-
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crito na literatura, sendo baixa sua taxaem ambas as técnicas®”.
A maior incidéncia dessa complicagdo ocorre principalmente
em olhos miopes, associados a fatores predisponentes para
perfuracao do bulbo ocular, tais como aumento do comprimen-
to axial, afinamento escleral, estafiloma posterior e explante
escleral pré-existente pds-cirurgia de descolamento de retina®.

Injecdo intra-ocular acidental de bupivacaina ¢ mais fre-
qliente do que injegdo intra-ocular de agentes anestésicos
como a lidocaina, utilizada geralmente em cirurgias de curta
duragdo'”.

Porém, nenhum caso de toxicidade retiniana por injegdo
acidental de bupivacaina foi relatado, e apenas dois estudos
experimentais em coelhos sobre os efeitos locais dessa droga
na retina foram descritos®.

OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar a morfologia da
retina de coelhos apés injegdo intravitrea de bupivacaina,
utilizando-se oftalmoscopia para controle clinico e microsco-
pias dptica de luz e eletronica de transmissdo para analise
histopatologica.

METODOS

Animais
Dez coelhos albinos, pesando 3,0 a 4,0 Kg cada, prove-
nientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sao

Paulo (UNIFESP) foram usados neste estudo. Os experimen-
tos seguiram as normas da declaragdo de Helsinque®.

Procedimento

Os coelhos foram submetidos a anestesia geral com inje-
¢do intramuscular de cloridrato de ketamina (20 mg/Kg de
peso). As pupilas foram dilatadas previamente com colirio de
tropicamida a 1%. O exame de fundo de olho, seguido da
injecdo intravitrea, foi realizado ap6s midriase completa em
todos os olhos antes, durante e imediatamente apds a admi-
nistragao do anestésico, e repetido apos uma, 24 e 72 horas da
injecdo, observando-se as reagdes clinicas oftalmoscopicas
relativas a injecdo e classificando-as em leve, moderada ou
intensa, quando presentes. Os animais foram divididos em
dois grupos para exame histologico (grupo I e II), sendo um
sacrificado em 24 horas e outro em 72 horas.

Injecdo intravitrea

Apos anestesia geral e topica com colirio de cloridrato de
proximetacaina a 0,5%, realizou-se a inje¢do intravitrea com
agulha calibre 25 montada em seringa de 1,0 ml (de tuberculi-
na). A agulha foi introduzida 2 mm posteriormente ao limbo,
avancando-se na cavidade vitrea em dire¢do ao disco 6ptico,
proximo a retina e abaixo das fibras radiadas, sob monitoriza-
¢do concomitante com oftalmoscopia (Figura 1). Foi injetado
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Figura 1 - Retinografia colorida da retina de coelho mostrando o local

da injecdo (C) de bupivacaina 0,75% e a regido periférica (P), proces-

sados para estudo histopatolégico com microscopias de luz e eletrénica
de transmisséao

lentamente 0,1 ml de Bupivacaina (Marcaina®) (Astra, Canada)
no corpo vitreo (olho experimental). O mesmo volume de so-
lugdo salina balanceada (BSS PLUSP) foi injetado de maneira
similar no olho contralateral (controle).

Exame histologico

Dez olhos (5 coelhos) foram enucleados apés 24 horas
(Grupo 1) e o restante ap6s 72 horas (Grupo II) da injecdo
intravitrea, sendo para cada grupo 6 olhos submetidos a anali-
se histopatologica em microscopia de luz (3 contendo bupiva-
caina intra-ocular e 3 com solugéo salina balanceada) e 4 olhos
submetidos a analise histopatologica em microscopia eletroni-
ca de transmissdo (2 contendo bupivacaina e 2 solugdo salina
balanceada). Retirou-se material do local da injegdo e outro em
area periférica (Figura 1), sendo processado para estudo histo-
patologico com microscopia de luz e eletronica de transmissao.

RESULTADOS

Oftalmoscopia

a) antes da injecdo

A oftalmoscopia binocular indireta realizada antes da inje-
¢do intravitrea ndo apresentou alteracdes em nenhum dos
olhos examinados. Nao houve intercorréncia durante os pro-
cedimentos em nenhum dos animais.

b) imediatamente apos a inje¢do

A oftalmoscopia binocular indireta realizada ap6s o experi-
mento revelou alteragdes em todos os olhos. (Tabela 1)

No exame oftalmoscopico realizado imediatamente apods a
injecdo de bupivacaina (N = 10), encontrou-se em todos os
casos a retina com aspecto esbranquicado de intensidade
variavel: dois (20%) leve, seis (60%) moderado e dois (20%)
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Tabela 1. Observagées oftalmoscoépicas do vitreo e da retina de
olhos de coelhos submetidos a injegdo intravitrea de bupivacaina
e solugdo salina balanceada (SSB) (N = 10)

Bupivacaina SSB
Alteragées fundoscoépicas n° % n° %
Periodo Imediato 10 100% 07 70%
Retina esbranquigada
Leve 02 2% 07 70%
Moderada 06 60% - 0%
Intensa 02 2% - 0%
Area de condensagao vitrea 05 50% 01 10%
Edema de retina 06 60% 02 20%
Pulso de vasos da papila 02 20% - 0%
Periodo de 1h
Retina esbranquicada - 0% - 0%
Area de condensagao vitrea 06 60% 01 10%
Edema de retina 08 80% 02 20%
Descolamento seroso de retina 02 20% - 0%

Periodo de 24 h
Area de condensagao vitrea 03 30% 01 10%
Edema de retina - 0% - 0%
Descolamento seroso de retina 02 20% - 0%
Periodo de 72 h
Area de condensagao vitrea 03 30% 01 10%
Total 10 100% 10 100%

intenso. Outras alteragdes encontradas, incluiram: seis (60%),
edema de retina; cinco (50%), area de condensacgdo vitrea; e
dois (20%) pulso arterial de disco optico.

Nos olhos contralaterais submetidos a injecdo de solugédo
salina balanceada (N = 10), encontrou-se a retina com aspecto
esbranquicado em sete (70%), sendo todos de intensidade
leve e proximo ao local da inje¢do. Outras alteragdes incluiram:
dois (20%), edema de retina; e um caso (10%) de area de
condensagdo vitrea.

c) Apos uma hora

A retina ndo se apresentou esbranquigada em nenhum dos
olhos, uma hora apoés a injegdo intravitrea do anestésico. Nos
olhos submetidos a injec@o intravitrea de bupivacaina, oito olhos
(80%) tinham edema de retina, seis (60%) area de condensagdo
vitrea e dois (20%) apresentavam descolamento seroso de retina.
No grupo controle, poucas alteragdes foram encontradas: edema
deretina, dois (20%) e anel vitreo em um (10%).

Em nenhum dos olhos foi encontrado rotura ou descola-
mento regmatogénico de retina.

d) Apos 24 e 72 horas

Foram observados a oftalmoscopia, nos olhos submetidos
a inje¢do intravitrea de bupivacaina, area de condensagio
vitrea em trés (30%) e descolamento seroso de retina em dois
(20%). No grupo controle, observou-se somente area de con-
densacido vitrea em um (10%).

Microscopia de luz

Em todas as amostras estudadas sob microscopia optica
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de luz foi observada a estrutura retiniana preservada. Camadas
de cones e bastonetes, nuclear externa, plexiforme externa,
nuclear interna, plexiforme interna, de células ganglionares e
camada de fibras nervosas estavam intactas.

Observou-se em todas as amostras a ocorréncia de células
grandes de nucleo redondo, e citoplasma claro e abundante,
podendo ser considerado cromofobico. Essas células sdo en-
contradas na camada nuclear interna, por vezes projetando-se
em direcdo a camada plexiforme externa e, muitas vezes, o
volume de uma unica célula equivale a toda a espessura da
camada nuclear interna. (Figura 2)

Microscopia eletronica de transmissdo

Grupo 1

O vitreo, a interface vitreo-retiniana e a retina ndo apresen-
taram alteragGes significativas quanto a ultra-estrutura.

A diferenga notada ocorreu na camada nuclear interna,
mais precisamente nas células horizontais. Essas células apre-
sentaram aspecto sugestivo de edema, citoplasma com ele-
trondensidade diminuida, mitocondrias dilatadas e com pou-
cas cristas no interior e cisternas do reticulo endoplasmatico
dilatadas. O edema estava presente nos prolongamentos das
células horizontais e terminagdes nervosas incluidas nas sina-
pses invaginadas dos fotorreceptores, com citoplasma rarefei-
to (Figura 3). O aspecto de edema foi observado no fragmento
de retina da area periférica ao local da injecdo intravitrea, ndo
havendo diferengas entre as duas regides.

Grupo 11

As retinas examinadas apds 72 horas ndo mostraram dife-
rengas evidentes em relagdo as do grupo I. As camadas do
epitélio pigmentado e dos fotorreceptores ndo apresentaram
alteracdes entre as regides, central e periférica, onde os frag-
mentos de retina foram obtidos.

O aspecto sugestivo de edema foi observado nesse grupo. A
camada plexiforme externa apresentou rarefagdo do citoplasma
dos prolongamentos das células horizontais, inclusive no interior
das sinapses invaginadas. As células horizontais mostraram o

Figura 2 - Corte histolégico de retina de coelho do grupo experimental
(bupivacaina), 24h. Estrutura normal. (Hematoxilina & Eosina, X 400)
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Flgura 3- Mlcroscopla eletromca deretma do grupo expenmental 24h,
local da injecdo, camadas nuclear e plexiforme externas. Processos
de células horizontais com citoplasma rarefeito. (X 9.760)

citoplasma rarefeito, corpos multivesiculares e mitocondrias
vacuolizadas com remanescentes de cristas (Figuras 4).

Grupo Controle

A retina ndo apresentou alteragdes significativas a ultra-
estrutura. O epitélio pigmentado e as camadas da retina neuro-
sensorial ndo mostraram alteragdes significativas (Figura 5).
Néao foram encontradas alteragdes no vitreo ou células na
regido da interface vitreo-retiniana. A camada nuclear interna,
mais precisamente células horizontais, estavam com a estrutu-
ra preservada.

DISCUSSAO

No presente estudo, foi utilizada a concentragdo de bupi-
vacaina a 0,75% pelo uso freqiiente desta solugdo em procedi-
mentos que requerem analgesia de longa duragdo, como nas
cirurgias vitreo-retinianas®, e pela maior predisposi¢do des-

Figura 4 - Mlcroscopla eletronlca de retina do grupo experlmental 72h,

local da inje¢do, camada plexiforme externa com sinapses invagina-

das apresentando processos das células horizontais com citoplasma
rarefeito em torno das lamelas sinapticas. (X 44.800)
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Figura 5 -Microscopia eletronica de retinado grupo conole; segmetos
externos e internos de fotorreceptores. (X 14.400)

tes casos a perfuragdo acidental por agulha® e injegdo intra-
ocular acidental no segmento posterior do bulbo ocular?.

O achado oftalmoscdpico de retina esbranquigada deve
ser atribuido a presenga do fenomeno de depressao alastran-
te. Esse fenomeno foi inicialmente descrito em 194419 sendo
identificado uma resposta no cortex cerebral a estimulos locais
e caracterizada por depressdo prolongada da atividade elétri-
ca espontinea, que se propaga em todas as diregdes a partir
do ponto de origem. A depressdo alastrante ¢ um fendomeno
reversivel e, apds um periodo de aproximadamente 20 minutos,
o tecido encontra-se recuperado, podendo-se provocar outra
depressdo alastrante. Na retina, este fenomeno foi identifica-
do inicialmente em anfibios!? e depois confirmado por outros
autores em retina de animais vertebrados, inclusive mamiferos?.

Neste estudo, interpretamos como depressdo alastrante a
observagao oftalmoscdpica de retina esbranquigada, detecta-
da com intensidade varidvel, transitoria e reversivel. O estimu-
lo que provocou o fendmeno foi interpretado como mecanico,
por ter afetado ambos os olhos, e também quimico, por ter
maior intensidade ou maior freqiiéncia no olho injetado com
bupivacaina.

Alguns autores"® observaram lesdes morfoldgicas na reti-
na de coelhos, submetidos a injegdo intravitrea de 10 mg (0,1 ml)
de lidocaina, tais como afinamento e perda das camadas estru-
turais no local proximo da inje¢do. Comparando-se com as areas
correspondentes no olho controle que recebeu solugdo salina,
ndo foi observada alteracdo histopatologica em areas distantes
(cerca de 15 mm do local da injegdo). Os efeitos de outra droga
estudada por esses mesmos autores, bupivacaina na dosagem
de 0,5mg (0,1 ml), ndo produziu nenhuma anormalidade
morfoldgica nas retinas de coelhos pigmentados ou albinos.

Neste estudo, ndo foram encontradas alteragdes morfolo-
gicas na retina de coelhos albinos pela microscopia de luz
utilizando injecdo intravitrea de bupivacaina, coincidindo com
este estudo!® que avaliou os efeitos toxicos da lidocaina a 1%
e 2% e bupivacaina 0,5% em coelhos albinos e pigmentados.
Resultados semelhantes foram obtidos em outros estudos®
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com injeg¢des intravitrea de lidocaina a 0,5%, 1,0% e 2% e
bupivacaina a 0,5% ¢ 0,75% em coelhos albinos. Porém,
nenhum desses autores realizou estudo histopatolégico em
microscopia eletronica.

O achado pela microscopia de luz de células grandes de
nucleo redondo e citoplasma claro e abundante, localizados
na camada nuclear interna e plexiforme externa sdo normal-
mente encontradas na retina de coelho, inica espécie de ma-
miferos a possui-las. Estas células poderiam representar célu-
las bipolares ou horizontais gigantes, devido a posicdo em
que se encontram, ou ainda astrocitos gigantes'¥.

O encontro de edema, pela microscopia eletronica, eviden-
te nas células horizontais ndo deve ser atribuido a depressao
alastrante, pois ndo ocorreu nos olhos controle.

Neste estudo, ndo foram encontradas alteragcdes morfolo-
gicas significativas na retina de coelhos albinos pela micros-
copia de luz e eletronica de transmissdo que possam sugerir
qualquer toxicidade retiniana conseqiiente a injecao intravi-
trea de bupivacaina a 0,75%. Porém, a toxicidade no vitreo e
retina ndo estdo relacionadas somente a dosagem da droga.
Os efeitos da injecdo vitrea dependem também de outros fato-
res como local da injecdo, padrdo de difusdo e caracteristicas
fisioloégicas, vasculares e hidrodinamicas, particulares de cada
olho e de cada espécie animal'®, ndo analisado neste estudo.
Os estudos podem ser pesquisados no futuro, através de
marcadores radioativos e testes funcionais da retina por meio
do eletrorretinograma, além de pesquisas com dosagens maio-
res ¢ combinagdes de anestésicos.

CONCLUSAO

Injecdo intravitrea de bupivacaina em concentracdo de
0,75% (anestésico usado para anestesia local retrobulbar, pe-
ribulbar ou outra técnica em cirurgias oculares prolongadas)
ndo desencadeou alteragdes morfologicas quando estudadas
pela microscopia de luz; porém desencadeou alteragdes su-
gestivas de edema discreto nas células horizontais da retina
de coelhos albinos, estudados com microscopia eletronica de
transmissdo apos 24 e 72 horas da injec¢do.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate morphologic alterations caused by intravi-
treous injection of bupivacaine, a long-term local anesthetic
agent much used in ocular regional blockades, in the retina of
albino rabbits. Methods: The drug was injected ata 0.75% in
0.1ml concentration into the vitreous, close to the retina in one
eye, while an equal volume of balanced saline solution was
injected into the other eye (control), with indirect ophthalmos-
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copy performed before, during and immediately after the pro-
cedure and at lhour, 24 hours and 72 hours; both light and
electron microscopy were performed at 24 and 72 hours after
administration of the anesthetic agent. Results: Immediately
following the injection of bupivacaine, ophthalmoscopy re-
vealed the retina to have in all cases a whitened aspect close to
the injection site, a phenomenon attributed to the presence of
spreading depression, which was also found (at less frequency
and intensity), in the control eyes. Further found alterations
included: retina edema, 6 (60%); area of vitreous conden-
sation, 5 (50%); and papilla pulse, 2 (20%). Conclusions: In-
travitreous injection of bupivacaine at 0.75% concentration
(used for retrobulbar, peribulbar local anesthesia or a different
technique in extended eye surgeries) triggered no mor-
phological alterations when studied by light microscopy; the
injection however did trigger mild edema-suggesting altera-
tions in the horizontal cells of the retina of albino rabbits,
studied by electron microscopy within the 24 and 72-hour
periods.

Keywords: Retina; Bupivacaine/adverse effects; Bupivacai-
ne/toxicity; Drug toxicity; Rabbits
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