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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Apoptose; Justificativa: Uma injecdo em dose Unica ou infusdo continua de anestésicos locais no espaco
Bupivacaina; articular é considerada uma técnica de analgesia bem definida. O objetivo deste estudo foi
Condrotoxicidade; investigar os efeitos condrotoxicos e apoptoticos da injecao intra-articular com dose Unica de
Levobupivacaina; levobupivacaina e bupivacaina em tecidos articulares do joelho de coelho.

Anestésico local Material e métodos: Os animais foram alocados em dois grupos, cada um contendo 20 coelhos.

Levobupivacaina a 0,5% (Grupo L) e bupivacaina a 0,5% (Grupo B) foram aplicadas intra-
-articularmente nas articulacdes posteriores esquerdas de coelhos. Ao mesmo tempo, solucao
salina normal foi aplicada nas articulacdes do joelho da perna posterior direita de coelhos em
ambos os grupos e usada como controle (Grupo S). Ao fim do 7° e 28° dias ap0s as injecdes intra-
-articulares, 10 coelhos escolhidos aleatoriamente em cada grupo foram mortos por aplicacao
de tiopental intraperitoneal. Secées de amostras de tecido cartilaginoso foram coradas para
exames de microscopia de luz, e o método TUNEL foi usado para investigar células apoptdticas.
Resultados: Como resultado do exame microscopico de imunofluorescéncia nos dias 7 e 28, o
numero de células apoptoticas no Grupo B foi significativamente maior que nos grupos L e S
(p<0,05). Além disso, o nimero de células apoptoticas nos dias 7 e 28 foi significativamente
maior no Grupo L do que no Grupo S (p<0,05).

* Este estudo foi apoiado pela Unidade de Coordenacéo de Projetos de Pesquisa Cientifica da Universidade de Erciyes. ERU/BAP, Projeto
N°. TSU-10-2956.
* Autor para correspondéncia.
E-mail: oozgergin@erciyes.edu.tr (0.0. Gergin).
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Introducao

Conclusbes: Demonstramos que a bupivacaina € mais condrotoéxica do que o outro agente
anestésico e aumenta o nimero de células apoptoticas. Esses resultados indicaram que a bupi-
vacaina causou intensa lesdo condrotoxica e levou a uma ativacao apoptotica maior do que a
levobupivacaina.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este € um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

The chondrotoxic and apoptotic effects of levobupivacaine and bupivacaine on the
rabbit knee joint

Abstract

Background: A single dose injection or continuous infusion of local anesthetics into the joint
space is considered to be a well-defined analgesia technique. The aim of this study was to
investigate the chondrotoxic and apoptotic effects of single-dose intra-articular injection of
levobupivacaine and bupivacaine on rabbit knee joint tissues.

Materials and methods: The animals were allocated into two groups each containing 20 rabbits.
0.5% levobupivacaine (Group L) and 0.5% bupivacaine (Group B) were applied intra-articularly
to the left posterior joints of rabbits. At the same time, normal saline was applied to the right
posterior leg knee joints of rabbits in both groups and used as a control (Group S). At the end of
the 7 th and 28th days after the intraarticular injections, ten randomly chosen rabbits in each
group were killed by applying intraperitoneal thiopental. Sections of cartilage tissue samples
were stained for light microscopic examinations and the TUNEL method was used to investigate
apoptotic cells.

Results: As a result of immunofluorescence microscopic examination, the number of apoptotic
cells in Group B at day 7 and day 28 were both significantly higher than Group L and S (p < 0.05).
Also, the number of apoptotic cells in Group L at day 7 and day 28 were both significantly higher
than Group S (p<0.05).

Conclusions: We found that bupivacaine is more chondrotoxic than other anesthetic agent and
increases the number of apoptotic cells. These results indicated that bupivacaine caused high
chondrotoxic damage and it led to more apoptotic activation than levobupivacaine.

© 2018 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

também que bupivacaina é um anestésico local que apre-
senta alto potencial para efeitos cardiotoxicos, miotoxicos

A dor pos-operatoria € um desconforto de extrema impor-
tancia para os pacientes. Um dos métodos seguros e eficazes
para controlar a dor pos-operatéria é o tratamento regional
com agentes anestésicos locais. Nos Ultimos anos, junta-
mente com o desenvolvimento de métodos de anestesia
regional, o uso de anestésicos locais para analgesia pos-
-operatoria tem sido cada vez mais difundido. Atualmente,
a administracdo de injecdo com dose Unica ou infusao
continua de anestésico local no espaco articular é conside-
rada uma técnica de analgesia bem definida para analgesia
perioperatoria, especialmente em artroscopias de ombro e
joelho."

Contudo, também temos observado nos Ultimos anos
um numero crescente de pesquisas e relatos de casos
sobre a exposicao prolongada a anestésicos locais, isola-
dos ou combinados com outras drogas como causa de danos
aos condrocitos. Esse problema causou o surgimento de
preocupagdes com essas técnicas.?

Devido ao efeito de alta poténcia e a acao prolongada,
a bupivacaina é o agente preferido no uso clinico. Sabe-se

e neurotdxicos.>™> A levobupivacaina é um enantiémero da
bupivacaina pura S (-). Os efeitos cardiotoxicos da bupi-
vacaina racémica mostraram estar mais relacionados ao
enantiomero R (+); como resultado, a levobupivacaina foi
desenvolvida no intento de se obter um agente menos
cardiotéxico.®

Embora existam na literatura alguns estudos sobre os
efeitos condrotoxicos de bupivacaina e levobupivacaina,’™’
nao ha numero suficiente de estudos que comparem as
potenciais atividades apoptoticas de levobupivacaina e
bupivacaina nos condrocitos. Em nosso estudo, o objetivo
foi investigar e comparar os potenciais efeitos apoptoticos
de bupivacaina e levobupivacaina sobre os condrécitos como
um indicador de condrotoxicidade.

Material e métodos

Este estudo foi feito no Centro de Pesquisa Clinica e
Experimental (Dekam) e nos Laboratérios de Patologia da
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Universidade Erciyes, Turquia. Todas as aplicacoes foram fei-
tas sob controle veterinario e de acordo com a Declaracao
Universal dos Direitos Internacionais dos Animais, apds a
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais Expe-
rimentais da Universidade Erciyes (08-02-2012, n° 12/30).

Desenho do experimento

Quarenta fémeas de coelhos da raca Nova Zelandia
(2,0 £+ 0,2 kg) foram randomicamente divididas em dois gru-
pos, cada grupo com 20 coelhos. Apos seis horas (h) de
jejum, uma injecao do agente anestésico cloridrato de ceta-
mina (10mg.kg™") foi aplicada por via intramuscular e a
injecdo intra-articular com o uso de uma seringa de insulina
de 38G. O primeiro grupo (Grupo L) (Chirocaine® 0,5%; Nyco-
med Pharma AS, Elverum, Noruega) recebeu uma injecao
de levobupivacaina a 0,5% (volume: 0,25 mL) na articulacao
do joelho posterior esquerdo. O segundo grupo (Grupo B)
(Marcaine Spinal Heavy 0,5%; AstraZeneca, Istambul, Tur-
quia) recebeu uma injecdo com a mesma concentracao e
volume de bupivacaina na articulacdo do joelho posterior
esquerdo. Do mesmo modo, solucao salina normal a 0,9%
(0,25mL) foi injetada na articulacdo do joelho posterior
direito no grupo usado como controle (Grupo S). Apos as
injecoes, os coelhos de cada grupo foram colocados em gai-
olas e alojados na mesma sala com as mesmas condicoes
experimentais de ciclo claro/escuro (12h/12h), tempera-
tura e dieta para proporcionar as melhores condicoes de
vida. No sétimo e 28° dias apos as injecdes intra-articulares,
10 coelhos escolhidos aleatoriamente em cada grupo foram
mortos com aplicacdo de tiopental (150mg.kg™") por via
intraperitoneal. As articulacdes dos joelhos foram extraidas
em condicbes assépticas sem danificar a capsula articular.
Em seguida, amostras de tecido de 1cm de comprimento
foram extraidas da cartilagem articular com um bisturi. Para
0s exames microscopicos de luz e imunofluorescéncia, amos-
tras de tecido da cartilagem foram fixadas em solucao de
formalina neutra a 10% por 48 h. Apds a fixacado, os tecidos
foram mantidos em parafina fundida a 60 °c durante a noite.
Secdes de 5 um de espessura foram retiradas dos tecidos car-
tilaginosos imersos em parafina. Para exame ao microscopico
de luz, as secoes foram coradas com hematoxilina e eosina
(H&E). Além disso, as secoes também foram coradas com um
kit de deteccao de apoptose (Millipore Tunel) para determi-
nar a ativacao apoptoética e examinadas em microscopio de
fluorescéncia.

Exames em microscopio de luz

Apos fixacdo em formol neutro a 10% por 48 h, as amostras
de tecido foram lavadas em agua corrente e desidratadas
em série alcoolica crescente (70%, 80%, 90%, 96% e 100%,
respectivamente). Em seguida, os tecidos foram mantidos
em xileno por 1h em trés recipientes separados na mesma
concentracao. Parafina liquida a 60°C foi adicionada a um
molde de amostras de tecido para solidificar em tempera-
tura ambiente durante a noite. As secoes de tecido (5pum
de espessura) imersas em parafina foram obtidas com um
micrétomo e mantidas duas vezes em xileno por 20 minu-
tos (min) cada e depois hidratadas com concentracées de
alcool a 90%, 80% e 70% durante 10 min, respectivamente.

Em seguida, as secoes foram mantidas em agua destilada por
5min e coradas com hematoxilina por 8 min. Em seguida,
as secoes foram lavadas em solucbes de acido-alcool e
coradas com eosina por 4min. As secoes foram desidra-
tadas em alcool a concentracdes de 70%, 80% e 90% e
mantidas em xileno por 10min, respectivamente. Depois
de pingar uma gota de Entellan sobre os tecidos, as secoes
foram entao cobertas com uma lamela e examinadas em um
microscopio de luz (Olympus BX51, Japao).

Estudos de imunofluorescéncia com exame microscopico
Secdes de cinco micra de espessura foram colocadas em
laminas de Polisina (Thermo Scientific), mantidas em incu-
badora a 60°C por 1h e depois submersas em xileno duas
vezes por 10 min. Apos a imersao em etanol a 99%, 96%, 70% e
50% por 5 min, respectivamente, as secoes foram lavadas em
PBS por 5min. Proteinase-K foi gotejada sobre os tecidos e,
apods 15 min, as secoes teciduais foram lavadas em agua des-
tilada duas vezes por 2 min. Subsequentemente, as secoes
foram colocadas em H;0, a 3% e depois lavadas em agua
destilada duas vezes por 5min para remover a peroxidase
endogena. As secoes foram tratadas com tampao de equili-
brio, TdT Enzyme Stop/Wash Buffer e antidigoxigenina em
conjugado, respectivamente. Apos a coloracao de contraste,
as secoes foram cobertas com um meio de cobertura.

Condensacao nuclear e fragmentacao foram considera-
das como caracteristicas de apoptose nas secoes coradas por
H&E sob exame em microscépio de luz. Os nucleos apoptoti-
cos, que foram marcados como positivos pelo método Tunel
com ampliacdo de 40 x no microscopio de fluorescéncia,
foram contados em 10 areas diferentes selecionadas alea-
toriamente por um patologista, cego para o experimento. O
nimero de células apoptoticas foi determinado nos campos
exibidos. '

Analise estatistica

Os valores dos dados expressos em média, desvio-padrao,
mediana Q1-Q3, frequéncia e intervalo foram usados como
estatistica descritiva. A distribuicao das variaveis foi contro-
lada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de Kruskal-Wallis foi
usado para a analise de dados quantitativos e o teste U de
Mann-Whitney foi usado para subanalise. Para medidas repe-
tidas, o teste de Wilcoxon foi usado. Todas as analises foram
feitas com o SPSS 22.0 e o valor de p<0,05 foi considerado
como estatisticamente significativo.

Resultados

Achados na microscopia de luz

Nenhuma infiltracdo de células inflamatorias foi observada
nos condrocitos e sua matriz interterritorial (fig. 1A-F).

Achados microscépicos na imunofluorescéncia

Como resultado do teste de imunofluorescéncia, condroci-
tos apoptoticos com média e desvio padrdao por unidade
de 1,9 £ 1,6 e 2,0 + 1,7, respectivamente, foram obser-
vados nas secdes de tecido cartilaginoso do Grupo S apos
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Figura 1  Vistas em microscopio de luz das amostras de tecido cartilaginoso colhidas nos dias 7 (A) e 28 (B) ap6s injecao de salina
normal a 0,9%. Vistas microscopicas das amostras de tecido cartilaginoso colhidas nos dias 7 (C) e 28 (D) apds injecao de bupivacaina
a 0,5%. Vistas microscopicas das amostras de tecido cartilaginoso colhidas nos dias 7 (E) e 28 (F) apos injecao de levobupivacaina a
0,5% (H&E, 200 x ). Seta fina: condrocitos; Seta espessa: matriz interterritorial.

Tabela 1 Taxa de alteragdes no niumero de células apoptoticas de acordo com os grupos ao microscopio de fluorescéncia

Comparacao dos resultados ao microscopio de fluorescéncia

Grupo B Grupo L Grupo S p

Dia 7 Média 4 DP 5,0+ 3,1 2,7+1,92 1,9+1,62 0,000°
Mediana (Q1-Q3) 5 (3-7) 3 (1-4) 2 (1-3)

Dia 28 Média 4+ DP 5,2+3,5 3,3+2,3? 2,0+£1,72 0,000°
Mediana (Q1-Q3) 5(3-7) 3 (1-5) 2 (1-3)

Diferenca Média 4+ DP 0,2+4,7 0,6+2,9 0,1+2,5 0,499°
Mediana (Q1-Q3) 0(—3a4) 2 (1-3) 0(—1a3)

P 0,769°¢ 0,051°¢ 0,476°

2 Diferenca com o Grupo B/Diferenca com o Grupo L.
b Kruskal-Wallis (teste U de Mann-Whitney).
¢ Teste de Wilcoxon.

a injecao de solucao salina normal a 9% nos dias 7 e 28
(tabela 1) (fig. 2A e B). Condrocitos apoptoticos com média
e desvio-padrao por unidade de 5,0 &+ 3,1 e 5,2 + 3,5,
respectivamente, foram observados nas secdes de tecido
cartilaginoso do Grupo B apo6s a injecdo de bupivacaina nos

dias 7 e 28 (tabela 1) (fig. 2C e D). Condrdcitos apoptoti-
cos com média e desvio-padrao por unidade de 2,7 = 1,9 e
3,3 £+ 2,3, respectivamente, foram encontrados nas secoes
de tecido cartilaginoso do grupo Grupo L apos a injecao de
levobupivacaina nos dias 7 e 28 (tabela 1) (fig. 2E e F).
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Figura 2  Vistas microscopicas de imunofluorescéncia das amostras de tecido cartilaginoso colhidas nos dias 7 (A) e 28 (B) apds
injecdo de salina normal a 0,9%. Vistas da imunofluorescéncia das amostras de tecido cartilaginoso colhidas nos dias 7 (C) e 28 (D)
apos injecao de bupivacaina a 0,5%. Vistas da imunofluorescéncia das amostras de tecido cartilaginoso colhidas nos dias 7 (E) e 28
(F) apds injecao de levobupivacaina a 0,5% (Tunel x 40, bar = 100 um). Seta fina, condrdcitos; Seta espessa, matriz interterritorial;
Estrela, células apoptoticas.
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. Quantidade de células apoptéticas observadas ao microscépio de fluorescéncia no dia 7

- Quantidade de células apoptéticas observadas ao microscépio de fluorescéncia no dia 28

Figura 3  Grafico das alteragdes nos nimeros de células apoptoticas de acordo com o exame de microscopia de fluorescéncia.

O nimero de células apoptdticas nos dias 7 e 28 foi sig- apoptoticas nos grupos B, L e S nos dias 7 e 28 (p >0,05)
nificativamente maior no Grupo B do que nos grupos L e (tabela 1).
S (p< 0,05) (tabela 1) (fig. 3), mas no Grupo L o nimero
de células apoptoticas nos dias 7 e 28 foi significativa-  Discussao
mente maior do que no Grupo S (p< 0,05) (tabela 1) (fig. 3).  yma injecso de dose Gnica ou infusdo continua de anesté-
Nao houve diferenca estatistica no nimero de células  gjcq (ocal no espaco articular é considerada uma técnica de
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analgesia bem definida, especialmente em artrosco-
pia de ombro e joelho, para proporcionar analgesia
perioperatdria.” Embora seja o agente preferido no uso
clinico devido a sua alta poténcia e acdo prolongada, a bupi-
vacaina é um anestésico local conhecido por ter o maior
potencial de efeito cardiotdxico, neurotdxico e miotdxico.*>

Estudos recentes relatam que o efeito condrotdxico
de bupivacaina esta relacionado a dose e a duracao
da aplicacdo e que é mais eficaz quando usada com
epinefrina.”’""* A levobupivacaina, um enantiémero S(-)
puro da bupivacaina, € um novo anestésico local. Apds a
demonstracao de que o efeito cardiotdxico da bupivacaina
racémica estava mais relacionado aos isomeros R (+), a
levobupivacaina foi desenvolvida no intuito de se obter um
agente menos cardiotoxico.*®

Em nosso estudo, comparamos os efeitos condrotoxicos
e apoptoticos de levobupivacaina e bupivacaina por serem
amplamente usadas em cirurgias artroscopicas e conhecidas
como agentes condrotdxicos. Os efeitos cardiacos adversos
de bupivacaina dependem da interacdo entre os canais de
Ca**, o fluxo de Ca** intracelular e a sintese de ATP na
mitocondria. Devido ao efeito moderado no equilibrio de
Ca*™ intracelular, a levobupivacaina foi defendida como um
agente menos cardiotdxico e miotdxico.* '

Ao mesmo tempo, sabe-se que o comprometimento do
equilibrio de Ca** intracelular tem um papel na ativacao
de mecanismos apoptoticos.* Com base nesses resultados,
a disfuncao mitocondrial e a ativacao da apoptose sao res-
ponsaveis pela condrotoxicidade, resultam em condrolise
e necrose.” Diferentemente da necrose, a apoptose, que
é iniciada e regulada pela propria célula, é a forma mais
comum de morte celular fisioldgica. O processo apoptoético
¢ iniciado via estresse, calor, hipdxia, radiacdo ionizada e
substancias quimicas extracelulares e causa a morte celular
pela ativacdo de uma cascata de sinais intracelulares.’

0 papel do equilibrio intracelular de Ca** tornou-se pro-
eminente na identificacdo das propriedades cardiotoxicas
e miotoxicas da levobupivacaina. Ao mesmo tempo, sabe-
-se que esse fator desempenha um papel no mecanismo de
ativacao apoptotica. Assim, aprovamos avaliar a ativacao
apoptotica e o nimero de células apoptéticas causadas por
esses dois agentes anestésicos locais.>'® Muitos estudos que
avaliaram os efeitos dos anestésicos locais na atividade
apoptotica podem ser encontrados na literatura.' "’

Estudos demostraram que os anestésicos locais causam
apoptose em tecidos neurais e musculoesqueléticos, bem
como em células renais, condrocitos e células endoteliais
da cornea.”® "’

A bupivacaina é considerada a maior responsavel pela
apoptose induzida por anestésicos locais. A bupivacaina
desencadeia a apoptose, aumenta os niveis de Ca*™ intra-
celular e dizima a etapa de fosforilacao oxidativa nas
mitocondrias sob condicdes in vivo. Muitos pesquisadores
acham que a bupivacaina causa ativacao apoptotica devido
a sua natureza lipofilica.>7 1>

Park et al.® relataram que bupivacaina induz apoptose
ao aumentar a producao de espécies reativas de oxigénio
(Reactive Oxygen Species - ROS) e a ativacao da caspase-
3 e ao reduzir a Poly-ADP-Ribose Polimerase (PARP) em
células de Schwann. A Unica pesquisa na literatura que
investigou a ativacao apoptdtica causada pela levobupiva-
caina foi feita por Borazan et al.” Eles aplicaram lidocaina,

ropivacaina e levobupivacaina em coelhos por injecao intra-
cameral e examinaram o numero de células apoptdticas
Tunel-positivas nos dias 1 e 7. Esses pesquisadores relata-
ram que todos os trés agentes desencadearam o processo
apoptotico na cdmara anterior e causaram alteracoes morfo-
logicas nas células endoteliais da cdrnea, mas consideraram
que esse efeito foi temporario e totalmente eliminado apds
sete dias. Nauette-Gaulain et al.™ relataram que a levobu-
pivacaina, que tem as mesmas propriedades lipofilicas da
bupivacaina, ativou o RyR e a bomba de Ca-ATPase no reti-
culo sarcoplasmatico para aumentar a quantidade de Ca*™
intracelular. Esses pesquisadores relataram que, embora
bupivacaina tenha o mesmo carater lipofilico de levobupi-
vacaina, ela ndao mostrou o mesmo efeito. Eles explicaram
que isso se deve as propriedades estereoespecificas desses
dois agentes. Além disso, nao esta claro que os fatores que
determinam o efeito dos anestésicos locais sobre Ca** intra-
celular estejam ligados as suas propriedades lipofilicas ou
estereosseletivas.

As articulacdes de joelhos de coelhos sao descritas como
bons modelos em estudos cientificos relacionados a estrutu-
ras articulares. Portanto, usamos as articulacoes posteriores
(direita e esquerda) de coelhos em nosso estudo, como usado
em outros estudos semelhantes. O volume e a concentracao
dos anestésicos locais e da solucao salina foram adapta-
dos das doses de bupivacaina intra-articular usadas em
humanos (0,25mL, 0,5%).'® As amostras de superficies arti-
culares injetadas com monoiodoacetato foram observadas
como estaveis por 12 semanas em exames macroscopicos.
A lise dos condrocitos superficiais foi determinada em uma
semana e a lise dos condrocitos em todas as camadas foi
identificada em quatro semanas em exame de fluorescén-
cia e microscopia de luz. O tempo ideal de deteccao da
apoptose dos condrdcitos apds a lesdo foi de 7-10 dias.'®?°
Dogan et al."® relataram que as alteracées histologicas nos
condrécitos foram minimas nas primeiras 24h, mas depois
essas mudancas aumentaram significativamente em 48 h e no
décimo dia ap6s a injecao. De acordo com essa informacéao,
decidimos usar tecidos de cartilagem na primeira e
quarta semanas apds a injecao para detectar o nimero
de células apoptoticas positivas com o uso do método
Tunel.

Para determinar a apoptose em condrdcitos, podemos
sugerir a microscopia de luz convencional por ser a melhor
maneira de definir as alteracdes histologicas tipicas da
apoptose, enquanto a microscopia de fluorescéncia € um
método altamente especifico e sensivel para identificacdo
de apoptose e a coloracdo com o método Tunel aumenta
a sensibilidade da microscopia de fluorescéncia e torna as
células pré-apoptéticas visiveis.?"?> Embora a microscopia
eletrénica de transmissao (MET) seja sensivel para detectar
as alteracoes celulares na apoptose, € um processo dispen-
dioso que apresenta limitacdes.? Alteracbes apoptoticas no
tecido cartilaginoso foram avaliadas com a coloracao com
H&E em microscopia de luz; por outro lado, o método de
coloracao Tunel, que nos permitiu fazer a avaliacdo de célu-
las pré-apoptoticas, foi usado para o exame de microscopia
de fluorescéncia. Os efeitos inflamatdrios desses agentes
no tecido cartilaginoso nio foram avaliados. Webb et al.?*
revisaram estudos relacionados aos efeitos condrotoxicos
intra-articulares da bupivacaina e relataram que a analgesia
continua com bupivacaina no pos-operatorio foi aplicada em
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25 dos 27 casos de condrolise glenoumeral apos tratamento
artroscopico.

Chu et al." estudaram os efeitos in vitro de bupivacaina
no tecido cartilaginoso tanto em cultura celular quanto em
explantes osteocondrais. Gomoll et al.'" investigaram os
efeitos de bupivacaina no tecido cartilaginoso ao aplicar
uma infusdo de bupivacaina por 48 h através de um cate-
ter inserido nas articulacées glenoumerais de um modelo
de ombro de coelho. Esses pesquisadores demonstraram a
presenca de condrotoxicidade, que foi caracterizada pela
morte de condrocitos e diminuicdo no metabolismo dos con-
drécitos nos trés estudos. Dragoo et al.’” examinaram os
efeitos da bupivacaina e lidocaina combinadas com epi-
nefrina sobre a viabilidade dos condrocitos, aplicadas via
bomba de infusao a amostras de cartilagem articular humana
em cirurgias de artroplastia total de joelho. Esses pes-
quisadores determinaram uma diminuicdo significativa da
viabilidade de condrdcitos em culturas que foram expostas a
anestésicos locais combinados com epinefrina. Além disso, o
mesmo estudo mostrou que bupivacaina teve efeito minimo
sobre a viabilidade de condrécitos nas primeiras 48 h e cau-
sou morte celular significativa em 72h quando combinada
com epinefrina.

Em outro estudo in vivo, a supressao temporaria da
sintese de proteoglicanas em cartilagem articular porcina
foi relatada apds a aplicacdo de bupivacaina a 0,5% por
trés dias.” Nenhuma alteracdo permanente foi relatada na
funcao da cartilagem em outro estudo in vivo que investi-
gou resultados em longo prazo de condrotoxicidade por trés
meses apods a fusao de bupivacaina em modelo de ombro de
coelho. No entanto, um ‘‘aumento da atividade anabdlica’’
que foi caracterizado pelo aumento da captacao de sulfato
e alto conteldo de proteoglicanos na cartilagem exposta a
bupivacaina, foi determinado no mesmo estudo. Esses resul-
tados contraditérios sugeriram que a funcao da cartilagem
foi interrompida temporariamente apos a exposicao a bupi-
vacaina em modelos experimentais. Uma semana apods a
exposicdo a bupivacaina, o metabolismo da cartilagem foi
reduzido, mas trés meses apds a exposicao a bupivacaina o
metabolismo da cartilagem foi melhorado e a atividade ana-
bélica foi aumentada. Esse aumento na atividade anabélica
e na sintese de proteoglicanos no periodo tardio pode ser
avaliado como uma resposta reparadora do tecido cartilagi-
noso contra estimulos nocivos.?® Dogan et al.'® investigaram
os efeitos de bupivacaina e neostigmina em tecido da
cartilagem articular e tecido sinovial da articulacao de joe-
lhos de coelhos em seu estudo. Bupivacaina e neostigmina
mostraram causar inflamacao no tecido cartilaginoso e na
membrana sinovial e também levaram a alteracdes estrutu-
rais nos condrocitos em estudos com modelos animais que
usaram a articulacao do joelho posterior de coelhos. Nesse
estudo, observou-se que a bupivacaina causou inflamacao
minima em 24 e 48 h, mas causou inflamacao moderada no
tecido da cartilagem articular no décimo dia. Gomoll et al."
relataram que a concentracao intra-articular de bupiva-
caina diminuiu apds uma injecao de dose Unica, devido a
sua rapida absorcédo e contribuicao para a circulagao sisté-
mica. Entdo, a hipotese dos pesquisadores foi que a infusao

continua de bupivacaina pode causar a morte de mais con-
drocitos.

Em um estudo que avaliou os efeitos de bupivacaina,
levobupivacaina e tramadol sobre a textura da cartilagem
articular em joelhos de ratos, Beyzadeoglu et al.’ relataram
que a condrotoxicidade de bupivacaina foi menos preju-
dicial do que a de levobupivacaina e tramadol e também
sugerirem que os trés anestésicos afetam negativamente
a cartilagem articular e os condrdcitos. Em estudo feito
por Gomoll et al.,"" a infusdo continua de bupivacaina foi
relatada como mais condrotdxica do que a dose Unica de
bupivacaina, embora Beyzadeoglu et al.’® tenham sugerido
em seus estudos que levobupivacaina é mais condrotdxica
do que bupivacaina.

Diferentemente desses pesquisadores, como no estudo
feito por Dogan et al.'® para investigar os efeitos de doses
Unicas de bupivacaina e neostigmina sobre as alteracdes
inflamatorias na cartilagem de joelhos de coelhos, nos apli-
camos o método do ensaio Tunel’”?> por ser a escolha mais
frequente para mostrar apoptose celular e usamos uma téc-
nica de injecdo de dose Unica intra-articular.

Além disso, usamos uma técnica de injecao intra-
-articular de dose Unica em nosso estudo e observamos mais
ativacao apoptotica do que no grupo salina nos dias 7 e 28.
Por outro lado, também observamos que levobupivacaina
apresentou menor ativacao apoptoética do que bupivacaina.
A baixa ativacdo apoptdtica de levobupivacaina mostrou que
levobupivacaina foi menos condrotoxica do que bupivacaina.
O numero de células apoptoéticas com ambos os agentes
anestésicos locais nos dias 7 e 28 foi significativamente maior
do que com a solucao salina ao exame microscopico de flu-
orescéncia.

Além disso, observamos que a ativacao apoptodtica de
bupivacaina no tecido cartilaginoso no sétimo dia foi a
mesma que no 28° dia. Por outro lado, observamos que
a ativacao apoptdtica causada por levobupivacaina apre-
sentou o nivel minimo no sétimo dia e que aumentou no
28°oitavo, embora tenha sido menor do que a ativacao
apoptotica causada por bupivacaina no 28° dia. Esses resul-
tados mostraram que os efeitos da ativacdao apoptotica
causada por levobupivacaina foram menores do que os efei-
tos da ativacao apoptodtica causada por bupivacaina e que
comecaram mais lentamente.

Nao observamos diferencas quando comparamos o
nimero de células apoptoticas entre o grupo levobupiva-
caina e o grupo solucado salina nos dias 7 e 28 ao exame
de microscopia de fluorescéncia. Os nucleos fragmentados
foram marcados com o método de coloracao Tunel para
serem visiveis especificamente sob microscopia de fluores-
céncia. Portanto, acreditamos que as diferencas entre os
resultados microscopicos de luz e fluorescéncia sejam devi-
das as diferencas metodolégicas nas duas investigacoes.

Em conclusao, neste estudo, determinamos que levo-
bupivacaina causa menos ativacao apoptotica e de forma
mais lenta do que bupivacaina. Embora nosso estudo deva
ser apoiado com mais pesquisas, sugerimos que a levobu-
pivacaina, que tem um efeito menos condrotdxico, poderia
ser o agente preferido para a injecdo de anestésico local
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intra-articular para analgesia pos-operatoria em pacientes
submetidos a artroscopia.

Financiamento

Todas as aplicacoes foram feitas sob o controle do vete-
rinario de acordo com a Declaracdo Universal dos Direitos
Internacionais dos Animais, apds a aprovacao do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Erciyes
(Data 10.02.2010 n° 10/22).
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