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Resumo
Justificativa:  Uma  injeção  em  dose  única  ou  infusão  contínua  de  anestésicos  locais  no  espaço
articular é  considerada  uma  técnica  de  analgesia  bem  definida.  O  objetivo  deste  estudo  foi
investigar os  efeitos  condrotóxicos  e  apoptóticos  da  injeção  intra-articular  com  dose  única  de
levobupivacaína  e  bupivacaína  em  tecidos  articulares  do  joelho  de  coelho.
Material  e  métodos:  Os  animais  foram  alocados  em  dois  grupos,  cada  um  contendo  20  coelhos.
Levobupivacaína  a  0,5%  (Grupo  L)  e  bupivacaína  a  0,5%  (Grupo  B)  foram  aplicadas  intra-
-articularmente  nas  articulações  posteriores  esquerdas  de  coelhos.  Ao  mesmo  tempo,  solução
salina normal  foi  aplicada  nas  articulações  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  após  as  injeções  intra-
-articulares,  10  coelhos  escolhidos  aleatoriamente  em  cada  grupo  foram  mortos  por  aplicação
de tiopental  intraperitoneal.  Seções  de  amostras  de  tecido  cartilaginoso  foram  coradas  para
exames de  microscopia  de  luz,  e  o  método  TUNEL  foi  usado  para  investigar  células  apoptóticas.

Resultados:  Como  resultado  do  exame  microscópico  de  imunofluorescência  nos  dias  7  e  28,  o

número de  células  apoptóticas  no  Grupo  B  foi  significativamente  maior  que  nos  grupos  L  e  S
(p <  0,05).  Além  disso,  o  número  de  células  apoptóticas  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 Coordenação de Projetos de Pesquisa Científica da Universidade de Erciyes. ERÜ/BAP, Projeto
N◦. TSU-10-2956.
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Conclusões:  Demonstramos  que  a  bupivacaína  é  mais  condrotóxica  do  que  o  outro  agente
anestésico  e  aumenta  o  número  de  células  apoptóticas.  Esses  resultados  indicaram  que  a  bupi-
vacaína causou  intensa  lesão  condrotóxica  e  levou  a  uma  ativação  apoptótica  maior  do  que  a
levobupivacaína.
© 2018  Sociedade  Brasileira  de  Anestesiologia.  Publicado  por  Elsevier  Editora  Ltda.  Este é  um
artigo Open  Access  sob  uma  licença  CC  BY-NC-ND  (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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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/).
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 dor  pós-operatória  é  um  desconforto  de  extrema  impor-
ância  para  os  pacientes.  Um  dos  métodos  seguros  e  eficazes
ara  controlar  a  dor  pós-operatória  é  o  tratamento  regional
om  agentes  anestésicos  locais.  Nos  últimos  anos,  junta-
ente  com  o  desenvolvimento  de  métodos  de  anestesia

egional,  o  uso  de  anestésicos  locais  para  analgesia  pós-
operatória  tem  sido  cada  vez  mais  difundido.  Atualmente,

 administração de  injeção com  dose  única  ou  infusão
ontínua  de  anestésico  local  no  espaço articular  é  conside-
ada  uma  técnica  de  analgesia  bem  definida  para  analgesia
erioperatória,  especialmente  em  artroscopias  de  ombro  e
oelho.1

Contudo,  também  temos  observado  nos  últimos  anos
m  número  crescente  de  pesquisas  e  relatos  de  casos
obre  a  exposição  prolongada  a  anestésicos  locais,  isola-
os  ou  combinados  com  outras  drogas  como  causa  de  danos

os  condrócitos.  Esse  problema  causou  o  surgimento  de
reocupações  com  essas  técnicas.2

Devido  ao  efeito  de  alta  potência  e  à  ação  prolongada,
 bupivacaína  é  o  agente  preferido  no  uso  clínico.  Sabe-se

M

E
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ambém  que  bupivacaína  é  um  anestésico  local  que  apre-
enta  alto  potencial  para  efeitos  cardiotóxicos,  miotóxicos

 neurotóxicos.3---5 A  levobupivacaína  é  um  enantiômero  da
upivacaína  pura  S  (---).  Os  efeitos  cardiotóxicos  da  bupi-
acaína  racêmica  mostraram  estar  mais  relacionados  ao
nantiômero  R  (+);  como  resultado,  a  levobupivacaína  foi
esenvolvida  no  intento  de  se  obter  um  agente  menos
ardiotóxico.6

Embora  existam  na  literatura  alguns  estudos  sobre  os
feitos  condrotóxicos  de  bupivacaína  e  levobupivacaína,7---9

ão  há  número  suficiente  de  estudos  que  comparem  as
otenciais  atividades  apoptóticas  de  levobupivacaína  e
upivacaína  nos  condrócitos.  Em  nosso  estudo,  o  objetivo
oi  investigar  e  comparar  os  potenciais  efeitos  apoptóticos
e  bupivacaína  e  levobupivacaína  sobre  os  condrócitos  como
m  indicador  de  condrotoxicidade.
aterial e métodos

ste  estudo  foi  feito  no  Centro  de  Pesquisa  Clínica  e
xperimental  (Dekam)  e  nos  Laboratórios  de  Patologia  da
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Efeitos  condrotóxicos  e  apoptóticos  de  anestésicos  locais  

Universidade  Erciyes,  Turquia.  Todas  as  aplicações  foram  fei-
tas  sob  controle  veterinário  e  de  acordo  com  a  Declaração
Universal  dos  Direitos  Internacionais  dos  Animais,  após  a
aprovação  da  Comissão  de  Ética  no  Uso  de  Animais  Expe-
rimentais  da  Universidade  Erciyes  (08-02-2012,  n◦ 12/30).

Desenho  do  experimento

Quarenta  fêmeas  de  coelhos  da  raça  Nova  Zelândia
(2,0  ±  0,2  kg)  foram  randomicamente  divididas  em  dois  gru-
pos,  cada  grupo  com  20  coelhos.  Após  seis  horas  (h)  de
jejum,  uma  injeção do  agente  anestésico  cloridrato  de  ceta-
mina  (10  mg.kg---1)  foi  aplicada  por  via  intramuscular  e  a
injeção  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  injeção
de  levobupivacaína  a  0,5%  (volume:  0,25  mL)  na  articulação
do  joelho  posterior  esquerdo.  O  segundo  grupo  (Grupo  B)
(Marcaine  Spinal  Heavy  0,5%;  AstraZeneca,  Istambul,  Tur-
quia)  recebeu  uma  injeção com  a  mesma  concentração  e
volume  de  bupivacaína  na  articulação  do  joelho  posterior
esquerdo.  Do  mesmo  modo,  solução salina  normal  a  0,9%
(0,25  mL)  foi  injetada  na  articulação  do  joelho  posterior
direito  no  grupo  usado  como  controle  (Grupo  S).  Após  as
injeções,  os  coelhos  de  cada  grupo  foram  colocados  em  gai-
olas  e  alojados  na  mesma  sala  com  as  mesmas  condições
experimentais  de  ciclo  claro/escuro  (12  h/12  h),  tempera-
tura  e  dieta  para  proporcionar  as  melhores  condições  de
vida.  No  sétimo  e  28◦ dias  após  as  injeções intra-articulares,
10  coelhos  escolhidos  aleatoriamente  em  cada  grupo  foram
mortos  com  aplicação  de  tiopental  (150  mg.kg---1) por  via
intraperitoneal.  As  articulações  dos  joelhos  foram  extraídas
em  condições  assépticas  sem  danificar  a  cápsula  articular.
Em  seguida,  amostras  de  tecido  de  1  cm  de  comprimento
foram  extraídas  da  cartilagem  articular  com  um  bisturi.  Para
os  exames  microscópicos  de  luz  e  imunofluorescência,  amos-
tras  de  tecido  da  cartilagem  foram  fixadas  em  solução de
formalina  neutra  a  10%  por  48  h.  Após  a  fixação,  os  tecidos
foram  mantidos  em  parafina  fundida  a  60 ◦C  durante  a  noite.
Seções  de  5  �m  de  espessura  foram  retiradas  dos  tecidos  car-
tilaginosos  imersos  em  parafina.  Para  exame  ao  microscópico
de  luz,  as  seções  foram  coradas  com  hematoxilina  e  eosina
(H&E).  Além  disso,  as  seções  também  foram  coradas  com  um
kit  de  detecção de  apoptose  (Millipore  Tunel)  para  determi-
nar  a  ativação apoptótica  e  examinadas  em  microscópio  de
fluorescência.

Exames  em  microscópio  de  luz

Após  fixação  em  formol  neutro  a  10%  por  48  h,  as  amostras
de  tecido  foram  lavadas  em  água  corrente  e  desidratadas
em  série  alcoólica  crescente  (70%,  80%,  90%,  96%  e  100%,
respectivamente).  Em  seguida,  os  tecidos  foram  mantidos
em  xileno  por  1  h  em  três  recipientes  separados  na  mesma
concentração.  Parafina  líquida  a  60 ◦C  foi  adicionada  a um
molde  de  amostras  de  tecido  para  solidificar  em  tempera-
tura  ambiente  durante  a  noite.  As  seções  de  tecido  (5  �m

de  espessura)  imersas  em  parafina  foram  obtidas  com  um
micrótomo  e  mantidas  duas  vezes  em  xileno  por  20  minu-
tos  (min)  cada  e  depois  hidratadas  com  concentrações  de
álcool  a  90%,  80%  e  70%  durante  10  min,  respectivamente.
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m  seguida,  as  seções  foram  mantidas  em  água  destilada  por
 min  e  coradas  com  hematoxilina  por  8  min.  Em  seguida,
s  seções  foram  lavadas  em  soluções de  ácido-álcool  e
oradas  com  eosina  por  4  min.  As  seções  foram  desidra-
adas  em  álcool  a  concentrações de  70%,  80%  e  90%  e
antidas  em  xileno  por  10  min,  respectivamente.  Depois
e  pingar  uma  gota  de  Entellan  sobre  os  tecidos,  as  seções
oram  então  cobertas  com  uma  lamela  e  examinadas  em  um
icroscópio  de  luz  (Olympus  BX51,  Japão).

studos  de  imunofluorescência  com  exame  microscópico
eções  de  cinco  micra  de  espessura  foram  colocadas  em
âminas  de  Polisina  (Thermo  Scientific),  mantidas  em  incu-
adora  a 60 ◦C  por  1  h  e  depois  submersas  em  xileno  duas
ezes  por  10  min.  Após  a imersão  em  etanol  a  99%,  96%,  70%  e
0%  por  5  min,  respectivamente,  as  seções  foram  lavadas  em
BS  por  5  min.  Proteinase-K  foi  gotejada  sobre  os  tecidos  e,
pós  15  min,  as  seções  teciduais  foram  lavadas  em  água  des-
ilada  duas  vezes  por  2  min.  Subsequentemente,  as  seções
oram  colocadas  em  H2O2 a  3%  e depois  lavadas  em  água
estilada  duas  vezes  por  5  min  para  remover  a  peroxidase
ndógena.  As  seções  foram  tratadas  com  tampão  de  equilí-
rio,  TdT  Enzyme  Stop/Wash  Buffer  e  antidigoxigenina  em
onjugado,  respectivamente.  Após  a  coloração  de  contraste,
s  seções  foram  cobertas  com  um  meio  de  cobertura.

Condensação  nuclear  e  fragmentação foram  considera-
as  como  características  de  apoptose  nas  seções  coradas  por
&E  sob  exame  em  microscópio  de  luz.  Os  núcleos  apoptóti-
os,  que  foram  marcados  como  positivos  pelo  método  Tunel
om  ampliação  de  40  ×  no  microscópio  de  fluorescência,
oram  contados  em  10  áreas  diferentes  selecionadas  alea-
oriamente  por  um  patologista,  cego  para  o  experimento.  O
úmero  de  células  apoptóticas  foi  determinado  nos  campos
xibidos.10

nálise  estatística

s  valores  dos  dados  expressos  em  média,  desvio-padrão,
ediana  Q1---Q3,  frequência  e  intervalo  foram  usados  como

statística  descritiva.  A  distribuição  das  variáveis  foi  contro-
ada  pelo  teste  de  Shapiro-Wilk.  O  teste  de  Kruskal-Wallis  foi
sado  para  a  análise  de  dados  quantitativos  e  o  teste  U  de
ann-Whitney  foi  usado  para  subanálise.  Para  medidas  repe-

idas,  o teste  de  Wilcoxon  foi  usado.  Todas  as  análises  foram
eitas  com  o  SPSS  22.0  e  o  valor  de  p<  0,05  foi  considerado
omo  estatisticamente  significativo.

esultados

chados  na  microscopia  de  luz

enhuma  infiltração  de  células  inflamatórias  foi  observada
os  condrócitos  e  sua  matriz  interterritorial  (fig.  1A-F).

chados  microscópicos  na  imunofluorescência
omo  resultado  do  teste  de  imunofluorescência,  condróci-
os  apoptóticos  com  média  e  desvio  padrão  por  unidade
e  1,9  ±  1,6  e  2,0  ±  1,7,  respectivamente,  foram  obser-
ados  nas  seções  de  tecido  cartilaginoso  do  Grupo  S  após
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Figura  1  Vistas  em  microscópio  de  luz  das  amostras  de  tecido  cartilaginoso  colhidas  nos  dias  7  (A)  e  28  (B)  após  injeção  de  salina
normal a  0,9%.  Vistas  microscópicas  das  amostras  de  tecido  cartilaginoso  colhidas  nos  dias  7  (C)  e  28  (D)  após  injeção  de  bupivacaína
a 0,5%.  Vistas  microscópicas  das  amostras  de  tecido  cartilaginoso  colhidas  nos  dias  7  (E)  e  28  (F)  após  injeção  de  levobupivacaína  a
0,5% (H&E,  200  ×  ).  Seta  fina:  condrócitos;  Seta  espessa:  matriz  interterritorial.

Tabela  1  Taxa  de  alterações  no  número  de  células  apoptóticas  de  acordo  com  os  grupos  ao  microscópio  de  fluorescência

Comparação  dos  resultados  ao  microscópio  de  fluorescência

Grupo  B  Grupo  L  Grupo  S  p

Dia  7 Média  ±  DP  5,0  ±  3,1  2,7  ±  1,9a 1,9  ±  1,6a 0,000b

Mediana  (Q1---Q3)  5  (3---7)  3  (1---4)  2  (1---3)
Dia 28 Média  ±  DP  5,2  ±  3,5  3,3  ±  2,3a 2,0  ±  1,7a 0,000b

Mediana  (Q1---Q3)  5  (3---7)  3  (1---5)  2  (1---3)
Diferença Média  ±  DP  0,2  ±  4,7  0,6  ±  2,9  0,1  ±  2,5 0,499b

Mediana  (Q1---Q3)  0  (−3  a  4)  2  (1---3)  0  (−1  a  3)
P 0,769c 0,051c 0,476c

a Diferença com o Grupo B/Diferença com o Grupo L.
b

a
(
e
r
c

d
c

Kruskal-Wallis (teste U de Mann-Whitney).
c Teste de Wilcoxon.

 injeção de  solução salina  normal  a  9%  nos  dias  7  e  28
tabela  1)  (fig.  2A  e  B).  Condrócitos  apoptóticos  com  média
 desvio-padrão  por  unidade  de  5,0  ±  3,1  e  5,2  ±  3,5,
espectivamente,  foram  observados  nas  seções  de  tecido
artilaginoso  do  Grupo  B  após  a  injeção de  bupivacaína  nos

3
d
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ias  7  e  28  (tabela  1) (fig.  2C  e  D).  Condrócitos  apoptóti-
os  com  média  e  desvio-padrão  por  unidade  de  2,7  ±  1,9  e

,3  ±  2,3,  respectivamente,  foram  encontrados  nas  seções
e  tecido  cartilaginoso  do  grupo  Grupo  L  após  a  injeção de
evobupivacaína  nos  dias  7  e  28  (tabela  1)  (fig.  2E  e  F).
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Figura  2  Vistas  microscópicas  de  imunofluorescência  das  amostras  de  tecido  cartilaginoso  colhidas  nos  dias  7  (A)  e  28  (B)  após
injeção de  salina  normal  a  0,9%.  Vistas  da  imunofluorescência  das  amostras  de  tecido  cartilaginoso  colhidas  nos  dias  7  (C)  e  28  (D)
após injeção  de  bupivacaína  a  0,5%.  Vistas  da  imunofluorescência  das  amostras  de  tecido  cartilaginoso  colhidas  nos  dias  7  (E)  e  28
(F) após  injeção  de  levobupivacaína  a  0,5%  (Tunel  ×  40,  bar  =  100  �m).  Seta  fina,  condrócitos;  Seta  espessa,  matriz  interterritorial;
Estrela, células  apoptóticas.
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Figura  3  Gráfico  das  alterações  nos  números  de  células  apo

O  número  de  células  apoptóticas  nos  dias  7  e  28  foi  sig-
nificativamente  maior  no  Grupo  B  do  que  nos  grupos  L  e

S  (p  <  0,05)  (tabela  1)  (fig.  3),  mas  no  Grupo  L  o  número
de  células  apoptóticas  nos  dias  7  e  28  foi  significativa-
mente  maior  do  que  no  Grupo  S  (p  <  0,05)  (tabela  1)  (fig.  3).
Não  houve  diferença  estatística  no  número  de  células
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cas  de  acordo  com  o  exame  de  microscopia  de  fluorescência.

poptóticas  nos  grupos  B,  L  e  S  nos  dias  7  e  28  (p  >  0,05)
tabela  1).
iscussão
ma  injeção de  dose  única  ou  infusão  contínua  de  anesté-
ico  local  no  espaço articular  é  considerada  uma  técnica  de



6

a
p
p
c
v
p

d
d
e
p
d
r
l
a

e
a
c
d
C
m
C
a

e
d
a
p
e
é
c
é
s
p

e
e
-
a
a
e
a
a

a
c
d

a
d
c
m
a
a

a
(
3
c
i
c

r
c
T
r
a
l
q
s
p
b
c
i
b
v
q
d
d
c
e

b
r
(
e
d
d
h
c
c
A
s
i
c
a
D
c
e
d
d
q
d
T

s
m
a
m
d
a
c
e
a
d
t
H
c
l
d

10  

nalgesia  bem  definida,  especialmente  em  artrosco-
ia  de  ombro  e  joelho,  para  proporcionar  analgesia
erioperatória.1 Embora  seja  o  agente  preferido  no  uso
línico  devido  à  sua  alta  potência  e  ação  prolongada,  a  bupi-
acaína  é  um  anestésico  local  conhecido  por  ter  o  maior
otencial  de  efeito  cardiotóxico,  neurotóxico  e  miotóxico.4,5

Estudos  recentes  relatam  que  o  efeito  condrotóxico
e  bupivacaína  está  relacionado  à  dose  e  à  duração
a  aplicação  e  que  é  mais  eficaz  quando  usada  com
pinefrina.11---13 A  levobupivacaína,  um  enantiômero  S(---)
uro  da  bupivacaína,  é  um  novo  anestésico  local.  Após  a
emonstração  de  que  o  efeito  cardiotóxico  da  bupivacaína
acêmica  estava  mais  relacionado  aos  isômeros  R  (+),  a
evobupivacaína  foi  desenvolvida  no  intuito  de  se  obter  um
gente  menos  cardiotóxico.4,6

Em  nosso  estudo,  comparamos  os  efeitos  condrotóxicos
 apoptóticos  de  levobupivacaína  e  bupivacaína  por  serem
mplamente  usadas  em  cirurgias  artroscópicas  e  conhecidas
omo  agentes  condrotóxicos.  Os  efeitos  cardíacos  adversos
e  bupivacaína  dependem  da  interação  entre  os  canais  de
a++,  o  fluxo  de  Ca++ intracelular  e  a  síntese  de  ATP  na
itocôndria.  Devido  ao  efeito  moderado  no  equilíbrio  de
a++ intracelular,  a  levobupivacaína  foi  defendida  como  um
gente  menos  cardiotóxico  e  miotóxico.4,14

Ao  mesmo  tempo,  sabe-se  que  o  comprometimento  do
quilíbrio  de  Ca++ intracelular  tem  um  papel  na  ativação
e  mecanismos  apoptóticos.4 Com  base  nesses  resultados,

 disfunção  mitocondrial  e  a  ativação da  apoptose  são  res-
onsáveis  pela  condrotoxicidade,  resultam  em  condrólise

 necrose.15 Diferentemente  da  necrose,  a  apoptose,  que
 iniciada  e  regulada  pela  própria  célula,  é  a  forma  mais
omum  de  morte  celular  fisiológica.  O  processo  apoptótico

 iniciado  via  estresse,  calor,  hipóxia,  radiação ionizada  e
ubstâncias  químicas  extracelulares  e  causa  a  morte  celular
ela  ativação de  uma  cascata  de  sinais  intracelulares.7

O  papel  do  equilíbrio  intracelular  de  Ca++ tornou-se  pro-
minente  na  identificação  das  propriedades  cardiotóxicas

 miotóxicas  da  levobupivacaína.  Ao  mesmo  tempo,  sabe-
se  que  esse  fator  desempenha  um  papel  no  mecanismo  de
tivação  apoptótica.  Assim,  aprovamos  avaliar  a  ativação
poptótica  e  o  número  de  células  apoptóticas  causadas  por
sses  dois  agentes  anestésicos  locais.5,16 Muitos  estudos  que
valiaram  os  efeitos  dos  anestésicos  locais  na  atividade
poptótica  podem  ser  encontrados  na  literatura.15,17

Estudos  demostraram  que  os  anestésicos  locais  causam
poptose  em  tecidos  neurais  e  musculoesqueléticos,  bem
omo  em  células  renais,  condrócitos  e  células  endoteliais
a  córnea.7,8,17

A  bupivacaína  é  considerada  a  maior  responsável  pela
poptose  induzida  por  anestésicos  locais.  A  bupivacaína
esencadeia  a  apoptose,  aumenta  os  níveis  de  Ca++ intra-
elular  e  dizima  a  etapa  de  fosforilação  oxidativa  nas
itocôndrias  sob  condições  in  vivo. Muitos  pesquisadores

cham  que  a  bupivacaína  causa  ativação apoptótica  devido
 sua  natureza  lipofílica.5,7,15,16

Park  et  al.6 relataram  que  bupivacaína  induz  apoptose
o  aumentar  a  produção  de  espécies  reativas  de  oxigênio
Reactive  Oxygen  Species  ---  ROS)  e  a  ativação da  caspase-
 e  ao  reduzir  a  Poly-ADP-Ribose  Polimerase  (PARP)  em
élulas  de  Schwann.  A  única  pesquisa  na  literatura  que
nvestigou  a  ativação  apoptótica  causada  pela  levobupiva-
aína  foi  feita  por  Borazan  et  al.7 Eles  aplicaram  lidocaína,
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opivacaína  e  levobupivacaína  em  coelhos  por  injeção intra-
ameral  e  examinaram  o  número  de  células  apoptóticas
unel-positivas  nos  dias  1  e  7.  Esses  pesquisadores  relata-
am  que  todos  os  três  agentes  desencadearam  o  processo
poptótico  na  câmara  anterior  e  causaram  alterações  morfo-
ógicas  nas  células  endoteliais  da  córnea,  mas  consideraram
ue  esse  efeito  foi  temporário  e  totalmente  eliminado  após
ete  dias.  Nauette-Gaulain  et  al.14 relataram  que  a  levobu-
ivacaína,  que  tem  as  mesmas  propriedades  lipofílicas  da
upivacaína,  ativou  o  RyR  e  a  bomba  de  Ca-ATPase  no  retí-
ulo  sarcoplasmático  para  aumentar  a  quantidade  de  Ca++

ntracelular.  Esses  pesquisadores  relataram  que,  embora
upivacaína  tenha  o  mesmo  caráter  lipofílico  de  levobupi-
acaína,  ela  não  mostrou  o  mesmo  efeito.  Eles  explicaram
ue  isso  se  deve  às  propriedades  estereoespecíficas  desses
ois  agentes.  Além  disso,  não  está  claro  que  os  fatores  que
eterminam  o  efeito  dos  anestésicos  locais  sobre  Ca++ intra-
elular  estejam  ligados  às  suas  propriedades  lipofílicas  ou
stereosseletivas.

As  articulações  de  joelhos  de  coelhos  são  descritas  como
ons  modelos  em  estudos  científicos  relacionados  a  estrutu-
as  articulares.  Portanto,  usamos  as  articulações  posteriores
direita  e  esquerda)  de  coelhos  em  nosso  estudo,  como  usado
m  outros  estudos  semelhantes.  O  volume  e  a  concentração
os  anestésicos  locais  e  da  solução salina  foram  adapta-
os  das  doses  de  bupivacaína  intra-articular  usadas  em
umanos  (0,25  mL,  0,5%).18 As  amostras  de  superfícies  arti-
ulares  injetadas  com  monoiodoacetato  foram  observadas
omo  estáveis  por  12  semanas  em  exames  macroscópicos.

 lise  dos  condrócitos  superficiais  foi  determinada  em  uma
emana  e a  lise  dos  condrócitos  em  todas  as  camadas  foi
dentificada  em  quatro  semanas  em  exame  de  fluorescên-
ia  e  microscopia  de  luz.  O tempo  ideal  de  detecção  da
poptose  dos  condrócitos  após  a  lesão  foi  de  7---10  dias.19,20

ogan  et  al.18 relataram  que  as  alterações  histológicas  nos
ondrócitos  foram  mínimas  nas  primeiras  24  h,  mas  depois
ssas  mudanças  aumentaram  significativamente  em  48  h  e  no
écimo  dia  após  a  injeção. De  acordo  com  essa  informação,
ecidimos  usar  tecidos  de  cartilagem  na  primeira  e
uarta  semanas  após  a  injeção para  detectar  o  número
e  células  apoptóticas  positivas  com  o  uso  do  método
unel.

Para  determinar  a  apoptose  em  condrócitos,  podemos
ugerir  a  microscopia  de  luz  convencional  por  ser  a  melhor
aneira  de  definir  as  alterações  histológicas  típicas  da

poptose,  enquanto  a  microscopia  de  fluorescência  é  um
étodo  altamente  específico  e  sensível  para  identificação
e  apoptose  e  a  coloração  com  o  método  Tunel  aumenta

 sensibilidade  da  microscopia  de  fluorescência  e  torna  as
élulas  pré-apoptóticas  visíveis.21,22 Embora  a  microscopia
letrônica  de  transmissão  (MET)  seja  sensível  para  detectar
s  alterações  celulares  na  apoptose,  é  um  processo  dispen-
ioso  que  apresenta  limitações.23 Alterações  apoptóticas  no
ecido  cartilaginoso  foram  avaliadas  com  a  coloração  com
&E  em  microscopia  de  luz;  por  outro  lado,  o  método  de
oloração  Tunel,  que  nos  permitiu  fazer  a  avaliação  de  célu-
as  pré-apoptóticas,  foi  usado  para  o  exame  de  microscopia
e  fluorescência.  Os  efeitos  inflamatórios  desses  agentes
o  tecido  cartilaginoso  não  foram  avaliados.  Webb  et  al.24
evisaram  estudos  relacionados  aos  efeitos  condrotóxicos
ntra-articulares  da  bupivacaína  e  relataram  que  a  analgesia
ontínua  com  bupivacaína  no  pós-operatório  foi  aplicada  em
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25  dos  27  casos  de  condrólise  glenoumeral  após  tratamento
artroscópico.

Chu  et  al.13 estudaram  os  efeitos  in  vitro  de  bupivacaína
no  tecido  cartilaginoso  tanto  em  cultura  celular  quanto  em
explantes  osteocondrais.  Gomoll  et  al.11 investigaram  os
efeitos  de  bupivacaína  no  tecido  cartilaginoso  ao  aplicar
uma  infusão  de  bupivacaína  por  48  h  através  de  um  cate-
ter  inserido  nas  articulações  glenoumerais  de  um  modelo
de  ombro  de  coelho.  Esses  pesquisadores  demonstraram  a
presença  de  condrotoxicidade,  que  foi  caracterizada  pela
morte  de  condrócitos  e  diminuição  no  metabolismo  dos  con-
drócitos  nos  três  estudos.  Dragoo  et  al.12 examinaram  os
efeitos  da  bupivacaína  e  lidocaína  combinadas  com  epi-
nefrina  sobre  a  viabilidade  dos  condrócitos,  aplicadas  via
bomba  de  infusão  a  amostras  de  cartilagem  articular  humana
em  cirurgias  de  artroplastia  total  de  joelho.  Esses  pes-
quisadores  determinaram  uma  diminuição  significativa  da
viabilidade  de  condrócitos  em  culturas  que  foram  expostas  a
anestésicos  locais  combinados  com  epinefrina.  Além  disso,  o
mesmo  estudo  mostrou  que  bupivacaína  teve  efeito  mínimo
sobre  a  viabilidade  de  condrócitos  nas  primeiras  48  h  e  cau-
sou  morte  celular  significativa  em  72  h  quando  combinada
com  epinefrina.

Em  outro  estudo  in  vivo, a  supressão  temporária  da
síntese  de  proteoglicanas  em  cartilagem  articular  porcina
foi  relatada  após  a  aplicação  de  bupivacaína  a  0,5%  por
três  dias.25 Nenhuma  alteração  permanente  foi  relatada  na
função  da  cartilagem  em  outro  estudo  in  vivo  que  investi-
gou  resultados  em  longo  prazo  de  condrotoxicidade  por  três
meses  após  a  fusão  de  bupivacaína  em  modelo  de  ombro  de
coelho.  No  entanto,  um  ‘‘aumento  da  atividade  anabólica’’
que  foi  caracterizado  pelo  aumento  da  captação  de  sulfato
e  alto  conteúdo  de  proteoglicanos  na  cartilagem  exposta  à
bupivacaína,  foi  determinado  no  mesmo  estudo.  Esses  resul-
tados  contraditórios  sugeriram  que  a  função  da  cartilagem
foi  interrompida  temporariamente  após  a  exposição  à  bupi-
vacaína  em  modelos  experimentais.  Uma  semana  após  a
exposição  à  bupivacaína,  o  metabolismo  da  cartilagem  foi
reduzido,  mas  três  meses  após  a  exposição  à  bupivacaína  o
metabolismo  da  cartilagem  foi  melhorado  e  a  atividade  ana-
bólica  foi  aumentada.  Esse  aumento  na  atividade  anabólica
e  na  síntese  de  proteoglicanos  no  período  tardio  pode  ser
avaliado  como  uma  resposta  reparadora  do  tecido  cartilagi-
noso  contra  estímulos  nocivos.26 Dogan  et  al.18 investigaram
os  efeitos  de  bupivacaína  e  neostigmina  em  tecido  da
cartilagem  articular  e  tecido  sinovial  da  articulação  de  joe-
lhos  de  coelhos  em  seu  estudo.  Bupivacaína  e  neostigmina
mostraram  causar  inflamação  no  tecido  cartilaginoso  e  na
membrana  sinovial  e  também  levaram  a  alterações  estrutu-
rais  nos  condrócitos  em  estudos  com  modelos  animais  que
usaram  a  articulação  do  joelho  posterior  de  coelhos.  Nesse
estudo,  observou-se  que  a  bupivacaína  causou  inflamação
mínima  em  24  e  48  h,  mas  causou  inflamação  moderada  no
tecido  da  cartilagem  articular  no  décimo  dia.  Gomoll  et  al.11
relataram  que  a  concentração  intra-articular  de  bupiva-
caína  diminuiu  após  uma  injeção de  dose  única,  devido  à
sua  rápida  absorção e  contribuição  para  a  circulação  sistê-
mica.  Então,  a  hipótese  dos  pesquisadores  foi  que  a  infusão
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ontínua  de  bupivacaína  pode  causar  a  morte  de  mais  con-
rócitos.

Em  um  estudo  que  avaliou  os  efeitos  de  bupivacaína,
evobupivacaína  e  tramadol  sobre  a  textura  da  cartilagem
rticular  em  joelhos  de  ratos,  Beyzadeoğlu  et  al.9 relataram
ue  a  condrotoxicidade  de  bupivacaína  foi  menos  preju-
icial  do  que  a  de  levobupivacaína  e  tramadol  e  também
ugerirem  que  os  três  anestésicos  afetam  negativamente

 cartilagem  articular  e  os  condrócitos.  Em  estudo  feito
or  Gomoll  et  al.,11 a  infusão  contínua  de  bupivacaína  foi
elatada  como  mais  condrotóxica  do  que  a  dose  única  de
upivacaína,  embora  Beyzadeoğlu  et  al.9 tenham  sugerido
m  seus  estudos  que  levobupivacaína  é  mais  condrotóxica
o  que  bupivacaína.

Diferentemente  desses  pesquisadores,  como  no  estudo
eito  por  Doğan  et  al.18 para  investigar  os  efeitos  de  doses
nicas  de  bupivacaína  e  neostigmina  sobre  as  alterações
nflamatórias  na  cartilagem  de  joelhos  de  coelhos,  nós  apli-
amos  o  método  do  ensaio  Tunel7,22 por  ser  a  escolha  mais
requente  para  mostrar  apoptose  celular  e  usamos  uma  téc-
ica  de  injeção de  dose  única  intra-articular.

Além  disso,  usamos  uma  técnica  de  injeção intra-
articular  de  dose  única  em  nosso  estudo  e  observamos  mais
tivação  apoptótica  do  que  no  grupo  salina  nos  dias  7 e  28.
or  outro  lado,  também  observamos  que  levobupivacaína
presentou  menor  ativação apoptótica  do  que  bupivacaína.

 baixa  ativação apoptótica  de  levobupivacaína  mostrou  que
evobupivacaína  foi  menos  condrotóxica  do  que  bupivacaína.

 número  de  células  apoptóticas  com  ambos  os  agentes
nestésicos  locais  nos  dias  7  e  28  foi  significativamente  maior
o  que  com  a  solução salina  ao  exame  microscópico  de  flu-
rescência.

Além  disso,  observamos  que  a  ativação apoptótica  de
upivacaína  no  tecido  cartilaginoso  no  sétimo  dia  foi  a
esma  que  no  28◦ dia.  Por  outro  lado,  observamos  que

 ativação apoptótica  causada  por  levobupivacaína  apre-
entou  o  nível  mínimo  no  sétimo  dia  e  que  aumentou  no
8◦oitavo,  embora  tenha  sido  menor  do  que  a  ativação
poptótica  causada  por  bupivacaína  no  28◦ dia.  Esses  resul-
ados  mostraram  que  os  efeitos  da  ativação apoptótica
ausada  por  levobupivacaína  foram  menores  do  que  os  efei-
os  da  ativação  apoptótica  causada  por  bupivacaína  e  que
omeçaram  mais  lentamente.

Não  observamos  diferenças  quando  comparamos  o
úmero  de  células  apoptóticas  entre  o  grupo  levobupiva-
aína  e  o  grupo  solução salina  nos  dias  7  e  28  ao  exame
e  microscopia  de  fluorescência.  Os  núcleos  fragmentados
oram  marcados  com  o  método  de  coloração  Tunel  para
erem  visíveis  especificamente  sob  microscopia  de  fluores-
ência.  Portanto,  acreditamos  que  as  diferenças  entre  os
esultados  microscópicos  de  luz  e  fluorescência  sejam  devi-
as  às  diferenças  metodológicas  nas  duas  investigações.

Em  conclusão,  neste  estudo,  determinamos  que  levo-
upivacaína  causa  menos  ativação apoptótica  e  de  forma

ais  lenta  do  que  bupivacaína.  Embora  nosso  estudo  deva

er  apoiado  com  mais  pesquisas,  sugerimos  que  a  levobu-
ivacaína,  que  tem  um  efeito  menos  condrotóxico,  poderia
er  o  agente  preferido  para  a  injeção de  anestésico  local
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12  

ntra-articular  para  analgesia  pós-operatória  em  pacientes
ubmetidos  à  artroscopia.

inanciamento

odas  as  aplicações  foram  feitas  sob  o  controle  do  vete-
inário  de  acordo  com  a  Declaração  Universal  dos  Direitos
nternacionais  dos  Animais,  após  a  aprovação  do  Comitê  de
tica  em  Experimentação  Animal  da  Universidade  Erciyes
Data  10.02.2010  n◦ 10/22).
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