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INTRODUCAO

Consideracoes gerais sobre a estrutura do nervo

Para o melhor entendimento da estrutura dos nervos, prolongamentos neuronais
no sistema nervoso periférico, em andlises histologicas ou até mesmo histopatoldgicas,
sdo necessarias algumas colocagdes de ordem geral, principalmente no que se refere a

estrutura das membranas conjuntivas envolventes.

Um nervo em corte histologico transversal pode ser facilmente avaliado, se
formos capazes de identificar ¢ separar morfologicamente a porgdo neural da porgio
conjuntiva. Assim, as membranas conjuntivas envolventes do nervo sdo chamadas de

perineuro, epmeuro ¢ endoneuro, na dependéncia de sua localizagio no fasciculo neural

(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999)

O epineuro consiste de um tecido moderadamente denso que interliga os
fasciculos neurais entfre si, sendo a mais periférica das membranas conjuntivas. Neste
tecido existe esparsamente distribuida uma quantidade apreciavel de tecido adiposo
unilocular. Além disto, podem ser encontrados quase que exclusivamente fibroblastos e
raros componentes celulares responsaveis pela defesa (ROSS et al., 1993). Na regido
do epineuro, podem ser identificados grandes vasos, como artérias e veias de médio
calibre, principalmente em nervos de grande porte como ¢ cidtico (ORTIZ-HIDALGO

& WELER, 1992).



O perineuro, origmalmente descrito por Henle no século XIX, teve uma variada
nomenclatura antes da denominagéo atual. Os termos pelo qual este componente foi
conhecido sdo: mesotélio, perilema, neurotélio, perineurotélio ¢ o mais aceito €
difundido na area, perinewro (SHANTAVEERAPPA & BOURNE, 1966).
Histologicamente, o perineuro consiste de lamelas concéntricas de células achatadas, os
fibroblastos, separadas por camadas de colageno. O nimero de camadas varia segundo
o nervo em questdo. O mimero de camadas também pode ser alterado na dependéncia
de algumas patologias (ASBURY & JOHNSON, 1978). Das membranas conjuntivas
envolventes do nervo, parece que o perineuro é a unica que esta relacionada com a
barreira hemato-neural do sistema nervoso periférico (ORTIZ-HIDALGO & WELER,

1992).

O endoneuro ¢ a regido que contém os axbnios circundados pela célula de
Schwann. E constituido por fibras delgadas de colageno e fibras reticulares, fibroblastos
esparsos, capilares ¢ raras células do sistema imunolégico. Em corte transversal da
regido endoneural, 90% da 4rea € ocupada pelo nucleo da célula de Schwann, 5% por
fibroblastos € 5% pelos outros componentes. O colageno € altamente organizado na
regiio endoneural, como nas outras membranas mais externas dos nervos. As finas
fibras de colageno organizam-se adjacentes as membranas da bainha de mielina,

separadas somente por uma fina membrana basal (STERNBERG, 1992).

Estes tecidos conjuntivos, além de desempenharem um papel de defesa contra
injiirias € choques mecanicos, também desempenham papel importante na regeneragéo,
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suprimento nutricional e proliferagiio celular para manutengio da populagdo
fibroblastica. Vale lembrar também que para estas membranas conjuntivas dirigem-se e
alojam-se as células migratérias de defesa do sistema imune, como leucocitos,

macrofagos, mastécitos e plasmécitos (BILBAO, 1995).

O tecido conjuntivo que envolve os fasciculos neurais e contribui para a estrutura
do nervo ¢ um tecido conjuntivo propriamente dito constituido por células que de
acordo com a caracterizagio estrutural e funcional podem ser classificadas como células
residentes ou autéctones, que compreendem os fibroblastos, os adipocitos os
macrofagos fixos (histideitos) e os mastocitos. Outros tipos celulares presentes no
tecido conjuntivo séo chamados de células migratorias e compreendem principalmente
as células do sistema imune, os leucocitos, os plasmadcitos e os macrofagos ndo fixos.
Todas estas células desempenham papel importante na resposta as injurias teciduais e

conseqiiente processos de regeneragdo tecidual (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

Consideracdes gerais sobre anestésicos ¢ seus mecanismos de acdo

Os anestésicos locais sdo substincias que bloqueiam a condugdo nervosa de
forma reversivel, sendo sua aplicagdo seguida de recuperagiio completa da fungdo do
nervo. O sitio de agdo dos anestésicos locais é a membrana plasmatica, onde blogueiam

o processo de excitagdo-condugio do estimulo nervoso (CARVALHO, 1994).

Os anestésicos locais interrompem a condugdo do estimulo nervoso por bloquear
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a condutincia dos canais de sodio € consequentemente impedir a deflagragio do
potencial de agdo. A ligagio dos anestésicos locais da familia aminoamidas aos canais
de sodio depende da conformacgio destes canais, sendo portanto um fenémeno
dependente da voltagem. A afinidade pela configuragio fechada do canal é baixa,
enquanto que a conformacdo ativada do canal é extremamente favordvel & interacio

com o anestésico (COURTNEY, 1987).

Outro mecanismo pelo qual os anestésicos locais podem interromper a
conduténcia ao sédio mdepende de sua ligagdo com a estrutura protéica e hidrossolavel
do canal. Desta maneira poderia haver infiltracdo do anestésico na parte lipidica da
membrana, desorganizando e expandindo a bicamada lipidica, obstmindq 0s canais por
contigiiidade. A maioria dos anestésicos locais age tanto por interagdo com os canais

protéicos como por expansﬁo da membrana plasmatica (CARVALHO, 1994).

Os anestésicos locais variam em seus efeitos clinicos e essas diferengas
dependem de sua estrutura quimica. Apresentam trés partes fundamentais em sua
formula quimica geral de acordo com COVINO & VASSALO (1985): Radical
aromdtico - o qual € a porgdo lipossolitvel da droga, responsavel por sua penetragio
no nervo; sendo que no anestésico estudado neste trabalho o radical aromatico é a
xilidina. Cadeia Intermedidria - ¢ o esqueleto da molécula do anestésico. Variaces
nesta cadeia intermediania levam a varia¢Oes tanto na poténcia como na toxicidade dos
anestésicos locais. Grupo amina — ¢ a porgio ionizavel da molécula, a qual softe
influéncia do pH do meio e determina a velocidade de agfio do anestésico local (Figura
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1). De acordo com: a natureza quimica da ligacdo entre o anel aromatico e o grupamento
amina, os anestésicos locats sdo divididos em dois grandes grupos: ésteres e amidas.
Os ésteres sdo biotransformados rapidamente no plasma, pela colinesterase plasmatica,
enquanto que os amidas dependem de transformagdo pelo reticulo endoplasmético liso

hepético (CAR VALHO, 1994).

A ropivacaina ¢ um anestésico local que apresenta cadeia intermediaria do grupo
amida, e depende de biotransformagdo hepética. Trata-se de base fraca, portanto
msoluvel em dgua. Para que se tornem hidrossoliveis sdo preparados, para uso

comercial, a base de 4cido cloridrico, isto é, na forma de cloroidrato .

Este novo anestésico local amino-amida pertence ao grupo dos pipecolilxilidida
¢ € um enantidmero puro {S-enantiémero) onde; a molécula pipecolilxilidida contém um

atomo de carbono assimétrico que confere uma caracteristica quiral a este tipo de droga.

A existéncia de um composto com propriedades anestésicas locais, do grupo
amino-amida, de longa duragdo e relacionado a bupivacaina, foi divulgado por Covino
em 1986. (COVINO BG — One hundred years plus two of Regional Anesthesia. Labat
lecture,1986, 11™ Annual Scientific Meeting of American Society of Regional

Anesthesia. San Antonio, Texas-USA.)



Figura 1. Formulas quimicas dos anestésicos do grupo dos
pipecoloxilidideos. a: mepivacaina b: ropivacaina e c¢: bubivacaina. A
posigio do carbono assimétrico estd mostrada na molécula da ropivacaina
(retirado de EKENSTRAM et al., 1957).



O mais interessante € que este composto permaneceu guardado e incognito por
quase 40 anos, ou seja, em 1957, Ekenstram e colaboradores sintetizaram uma série
homoéloga de compostos com substituigdes N-alquilicas (metil, propil e butil) na
estrutura pipecolilxilidida. Quando a substitui¢do ocorreu com a introdugfo do radical
metil, foi obtido o N-metil pipecolilxilidida (mepivacaina), com o radical butil, o
composto resultante foi o N-butil pipecolilxilidina (bupivacaina);, finalmente com o
radical propil, obteve-se o N-propil pipecolil xilidida que viria a ser a ropivacaina, a
que, por razdes desconhecidas ndo fol investigada na ocasido (EKENSTRAM ef af,,

1957).

Este anestésico local do tipo amida apresenta alto pKa e baixa hipossolubilidade;
ou seja pKa de 8,07 e um coeficiente de particio em n-heptano/agua (lipossolubilidade)
de 6,1 (+ 0,6); sua meia vida ¢ menor que a bupivacaina, mas a ligagio as proteinas
plasmaticas é semelhante a ela, ligando-se a 95% as proteinas plasmaticas. Seu peso

molecular ¢ 274 kDa na forma basica e 310 kDa na forma de sal (SIMONETTI, 1995).

Esta droga ¢ metabolizada predominantemente pela enzima citocromo P450
microssomal, nos hepatocitos. Em estudos in vitro a ropivacaina ¢ metabolizada na
forma de varios metabolitos: 2 6-pipecolilxilidida; 3-hidroxiropivacaina e 4-
hidroxiropivacaina.

A partir de estudos in vifro em nervos de animais, constatou-se que a ropivacaina

apresentou-se mais seletiva para fibras nervosa responsaveis pela transmissio da dor (



Fibras A$ e C ) do que para fibras motoras (Fibras AB). A ropivacaina apresenta efeito
vascular bifasico, causando efeito vasoconstritor em baixas concentragdes e efeito

vasodilatador em altas concentragdes. (MARKHAM & FAULDS, 1996).

Quanto a sua toxicidade sistémica, a escolha do enantibmetro S(-) do composto
propil pipecolilxilidida foi precedida de estudos realizados comparativamente entre seus
1s6meros opticos, em termos de estereoespecificidade para os canais de sodio do nervo
e do coragdo. O enantibmero S(-) ou ropivacaina se mostrou eficaz como um agente
anestésico local ¢ expressivamente menos cardiotoxico, necessitando-se de uma

investigagdo mais acurada sobre a toxicidade sistémica (McCLURE, 1996).

Implicacdes clinicas dos acidentes com anestésicos

Por muitos anos tm havido controvérsias sobre a utilidade e seguranga da
anestesia regional, tanto da anestesia espinhal como da anestesia peridural. Entretanto,
o uso destas técnicas para varias situagOes cirtirgicas tem aumentado muito nas nitimas
décadas . As cirurgias ambulatoniais t€m aberto um novo campo para anestesia espinhal
¢ os bloqueios centrals proporcionam novas possibilidades no pos-operatério e no-
tratamento da dor cronica. Sobre certas condigdes ¢ bloqueio central oferece vantagens
através da redugdo da perda sangiiinea, reduzindo o risco de complicactes

tromboembolicas (CHRISOPHERSON et af, 1993).

O crescente conhecimento sobre os efeitos fisioldgicos dos bloqueios e sobre a



farmacologia dos anestésicos locais, bem como o melhor ftreinamento dos
anestesiologistas, € 0 desenvolvimento de técnicas anestésicas cada vez mais apuradas,
tem contribuido para uma maior aceitag&io da anestesia regional pelos cirurgides e pelos

pacientes (KATZ et al.,1980).

Tanto a anestesia espinhal como a anestesia peridural, proporcionam condi¢des
cirrgicas ideais, promovendo boa analgesia mtraoperatéria e pds-operatoria, tanto
quanto um excelente relaxamento muscular intraoperatério . Além disso, existem outros
beneficios 6bvios. Estas técnicas podemn resultar em uma diminui¢do do sangramento
cirirgico intraoperatorio, levando com isto a uma diminui¢io nas transfusSes
sangiiineas durante as cirurgias, além de alteragbes cardiorespiratorias minimas,
inerentes da técnica, provavelmente existem diminuindo a mortalidade e a morbidade

(KATZ et al., 1980).

As complicagbes neurologicas conseqiientes da anestesia peridural ou
subaracnodidea sdo pouco freqiientes, porém sua gravidade e o carater muitas vezes
definitivo do quadro clinico justificam medidas profilaticas rigorosas na utilizacdo das
técnicas. Cwidados especiais devem ser tomados para se evitar traumas nervosos e
vasculares, contaminacdo com agentes infecciosos e injegdo de substincias inadequadas

(NOBREGA et al, 1990).

O mecansmo pelo qual as complicagdes neurolégias ocorrem apés anestesia

regional ndo ¢ completamente entendido. Existem pelo menos dois tipos de fatores que



parecem estar relacionados com o bloqueio anestésico, (1) aqueles relacionados com o
trauma mecinico e (2) aqueles resultantes de efeitos toxicos do proprio anestésico local
e isquemia transitoria. Em muitos casos poderia haver uma combina¢do de um ou mais
fatores. No trauma mecinico iclui-se o trauma da agulha, trauma da injegdo,

compressdo e extensdo causada por fatores externos (SELANDER, 1993).

Efeitos toxicos podem se dar pela mjegio direta do agente infiltrado no tecido
nervoso ou efeito indireto causado pela isquemia transitdria ou uma reagdo proliferativa

ao redor do tecido, o qual poderia levar a alteragdes degenerativas.

A isquemia pode ser causada por fatores extraneurais ou intraneurais. A
Isquemia extraneural pode ser causada por agentes de a¢do vasoconstritora adicionados
ao anestésico local os quais podem diminuir a pressdo de perfusfio intraneural enquanto
que a isquemna intraneural pode ser causada por alteragdo na barreira hemato-neural,
ocorrendo edema, ou seja um aumento na pressio endoneural e insuficiéncia na

perfusio capilar.

Na maioria dos casos a razdo € provavelmente multifatorial, ou seja, uma lesdo
mecanica poderia alterar a barreira hemato-neural com edema e isquemia. Uma injegio
intrafascicular do anestésico local pode causar efeito tdxico, reagdo inflamatéria ou
reacio degenerativa secundaria. Além disso, algumas doencas  sistémicas e
neurologicas poderiam  tornar o paciente mais susceptivel as reagGes adversas

neuronais (SELANDER, 1993).
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O aumento no numero de complicagGes neuroldgicas se deve semn davida, ao
aumento das técnicas regionais, tanto epidural quanto espinhal. Na analgesia pds
operatéria continua, na exposi¢do ao anestésico local por um tempo maior € no uso de
opidides no espago peridural e subaracnoideo. Tém sido relatados casos de sindrome da
cauda eqiiina (caracterizada por incontinéncia urinaria e fecal, perda da sensibilidade na
area perineal e diminui¢do da forca em membros inferiores) provavelmente causada

pela exposicdo direta da cauda eqitina a altas concentragbes de anestésicos locais

(KENNETH er al., 1994).

ComplicagOes ap0s anestesia peridural parecem ser mais freqiientes do que apos
bloqueio espinhal. De acordo com as complica¢Ges neurclogicas e queixas reportadas
pelo Conselho de Responsabilidade Médica da Suécia, as complicagbes epidurais sdo
duas vezes mais freqiientes que as espinhais (DAHLGREN & TORNEBRANDT,
1995). Independente do tipo de anestesia, a hipotensio arterial, hipoxemia e altera¢des
metabolicas podeniam causar danos as estruturas neuronais, além do dano de nervos
periféricos causados por compresso ou estiramento dependendo da posi¢do do

paciente durante o ato cirirgico.

Felizmente as complicagbes neurologicas severas apos bloqueio central ou
bloqueio periférico sdo raras, porém sua gravidade e o cardter definitivo do quadro
clinico podem ter um impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes que

sofreram tais sequielas.
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JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Durante o bloqueio de nervos periféricos o anestésico local penetra no nervo
produzindo perda funcional. Embora se saiba muito sobre a farmacocinética e a
relagdo constante do anestésico local com a inibicdo da atividade do impulso
nervoso in vitro, em nervo isolado muito pouco € sabido sobre a relagdo entre a
perda funcional € o uso de anestésico local intrafascicular iz vivo bem como em
relacdo as alteragOes morfologicas que ocorrem com a injecdo intrafascicular do

anestésico local.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ identificar as alteragBes microscopicas com énfase as
membranas conjuntivas do nervo periférico apos a injecdio intrafascicular do
anestésico local ropivacaina (Naropin), em comparagdo com um grupo controle, €

outro grupo experimental que recebeu solugio fisioldgica.
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MATERIAL E METODOS

Animais
No presente estudo foram utilizados 20 coelhos adultos, pesando de 3 a 5 Kg. Os
coelhos foram achmatizados no laboratério do Biotério Central da Universidade de

Passo Fundo por 10 dias antes do experimento, com livre acesso para agua ¢

alimento.Os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos:

Grupo I: Anmais controes (2 animais). Os nervos ciaticos direito

¢ esquerdo foram removidos logo apds o sacrificio.

Grupo 1l Animais com coletas dos nervos ciaticos feitas depois

de 48 horas da mjecdo intrafascicular (9 animais).

Grupo III: Animais com coletas dos nervos ciaticos feitas depois

de 7 dias da injecdo intrafascicular (9 animais).

Imediatamente apos a coleta os nervos obtidos dos trés grupos foram processados

pelas técnicas histologicas.
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Injecdes de ropivacaina e de soluciio fisiolégica

Os coelhos foram anestesiados com inje¢dio intramuscular de uma solugio
composta por Ketamina (50mg/Kg), Xilazina (5Smg/Kg), e em seguida submetidos 3
cirurgia na qual foram localizados os nervos cidticos de ambos os membros posteriores

na regido posterior da coxa.

Apos a exposigdo do nervo foi feita entdo, a injegdo intrafascicular de solugio de
cloroidrato de Ropivacaina — Naropin  0,75% (0,2mL) no nervo ciatico do membro
posterior direito € de solugdo fisiolégica (0,2mL) no nervo ciatico do membro posterior
esquerdo. No local da pungfo pela agulha, os nervos foram marcados com fio

mononylon 4,0 para determinagio do local da puncio.

Entfo, a mcisdo foi fechada e os animais foram individualmente devolvidos as
suas gaiolas e mantidos com livie acesso a alimentagdo e dgua. No pos-operatorio
imediato foram muinistrados aos animais inje¢do intramuscular de anti-inflamatério e

antibidtico.

Coleta e processamento das amostras

Apos 48 horas e 7 dias (Grupo I e Grupo III respectivamente) os animais foram
anestesiados com Ketamina 50mg/Kg — intramuscular. Entio, sob efeito do anestésico

procedeu-se a pungdo endovenosa mjetando-se Thionembutal (Smg/Kg), que leva os
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animais a um processo de profunda anestesia. A seguir os animais foram sacrificados
através de uma puncgio intracardiaca com "abocath" 14 diretamente no ventriculo direito
com injecio de solugdo de Kamowsky (GLAUERT, 1975). Seguiu-se uma perfusdo
usando uma bomba de infusio continua (Nutnimat II -~ B. Braun ) onde perfundiu-se o
fixador de Karnowsky (solugio de paraformaldeido a 5% e de glutaraldeido a 2,5% em
tampao fosfato Sorensen pH 7.2 - 0,1M), durante 25 minutos num volume de 400mL.

Ap6s a perfusdo, 0 nervo ciatico foi exposto, retirado, banhado in locu com o fixador e

mantido sob imers&o no mesmo fixador por 48 horas a 4°C.

De cada nervo foram removidos trés fragmentos levando-se em conta o fio de

mononylon marcador da puncdo. Os trés fragmentos foram assim classificados:

proximal, mediano ¢ distal.

Qs fragmentos foram, entio lavados em agua corrente, desidratados em etanol,
embebidos com historesina Leica “overnight™ e, depois da inclusdo e polimeriza¢do da
resina, foram feitos cortes histologicos de 1 - 2 um de espessura em micrétomo rotativo

manual Reichert Jung.

Coloracoes histologicas
Coloracio pela hematoxilina-eosina (HE)

O cortes foram corados pela hematoxilina de Hamis por cinco minutos,

diferenciados em alcool 4cido (nove partes de dlcool 70% e uma parte de acido
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cloridrico 1N) e lavados em 4agua corrente, por 10 minutos. Posteriormente, passaram
por um rapido banho em &lcool 80% e foram contracorados em solugfio de eosina-

floxina (10:1-V/V) por 2 minutos, secados ao ar ¢ montados em balsamo do Canada

(BEHMER et al., 1976).

Coloracio pelo Azul de Toluidina

A secgdes de 2um do nervo citico incluido em historresina foram coradas pelo
azul de toluidina 0,025% em tamp&o Mcllvaine pH 4,0 por 15 minutos, lavadas em

agua, secadas ao ar ¢ montadas em balsamo do Canadi (MELLO & VIDAL, 1980).

Coloracio pelo método do Picrossirius-hematoxilina

Os cortes foram corados pela solugiio de picrossirius (sirius red F3B200 a 0,1%
em solugdo saturada de 4cido picrico), por 60 minutos em estufa 60° C, lavados
rapidamente em agua destilada, corados pela hematoxilina de Harris por 8 minutos e
lavados em agua corrente por 10 minutos (JUNQUEIRA et ol, 1979). Em seguida

secados ao ar e montados em balsamo do Canada.

Anilise e documentacie fotogrifica

A andbise e documentagdo fotogrifica do material em estudo se deu em
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RESULTADOS

A organizaco histoldgica do nervo ciatico integro de coelhos normais ndo difere
muito daquela descrita para outros mamiferos. Apresenta um agrupamento de fasciculos
neurais variando entre 7-10 na quantidade e variando também na espessura dos
fasciculos, dependendo do tamanho e da idade do annnal Nos animais em estudo, os
cortes histologicos transversais revelaram sempre uma quantidade de fasciculos neurais

variando entre 5-7umdades.

A andlise do material controle revelou que a estrutura de um nervo integro é
caracterizada por membranas conjuntivas ricas em coliageno fibroso, entremeadas a
fibroblastos bastante alongados. O colageno pode ser detectado histoquimicamente nas

trés membranas: epineuro, perineuro € endoneuro (Figuras 2 e 8).

As analises dos nervos dos dois grupos experimentais, considerando as trés
regides analisadas: proximal, mediana e distal 4 injecfio intrafascicular, revelou que em
48 horas apOs a imjecdo, processos degenerativos nos axdnios sdo instalados,
acarretando uma reacdo inflamatoria aguda, que se instala nas membranas conjuntivas

envolventes dos fasciculos neurais, incluindo uma dilatacio capilar e edema endoneural.

Dos fenémenos proliferativos encontrados nesta fase de reagdo inflamatéria
aguda pdde ser detectado grande aumento de leucdcitos polimorfonucleares,

principalmente eosintfilos, além de macréfagos e grande aumento de pericitos (Figuras
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degenerativos de axOnios em nervos apoOs 48 horas da injecio (Figura 9).
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DISCUSSAO

No presente estudo procurou-se estabelecer as principais alteragdes
histologicas decorrentes da inje¢fo intrafascicular de anestésico local em nervos
ciaticos de coelhos albinos. Este procedimento experimental simula eficientemente
um acidente cirurgico durante o procedimento de uma anestesia ou analgesia local e
mntrafascicular. Assim € interessante hipotetizar que tais respostas podem ocorrer

quando da ocorréncia destes acidentes em pacientes cirurgicos.

As 48 horas imiciais apoés a injecdo do anestésico: Processos inflamatorios

agudos

Evidenciou-se, histologicamente, que o grupo com injecdo de anestésico local
A8 horas apds a injegdo apresentou reacdo inflamatéria com migracdo de macrofagos,
eosinofilos, aumento da celularidade epineural e importante vacuolizagdo do endoneuro
com aumento da celularidade. Na regido proximal 3 inje¢do a reacdo foi mais intensa,
com pontos hemorragicos € até mesmo destruigdo das camadas envoltorias dos nervos,
mostrando que houve lesdo mecanica local provavelmente devido a injegdo; ja no grupo
com solugdo fisiologica, mesmo na regido proximal, houve apenas uma leve reagdo
inflamatoria. Portanto local da injecdio € fator de injiria tecidual a ser levado em conta

como desencadeadora do processo inflamatério focal.
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A andlise dos dados, nas regides mediana ¢ distal, que ndo possuem influéncia
direta da pung@o da agulha, nos permite estabelecer uma cinética dos eventos que
podem estar acontecendo no nervo acome;tido pela mjecdo intrafascicular. Assim,
primeiramente a rea¢do mflamatoria estabelecida na regiio perineural se difunde para a
regiio endoneural, com aumento da permeabilidade vascular e conseqiiente exsudagdo
de elementos do plasma, causando um edema endoneural. Este processo leva a uma
degeneragdo axonal (VOGEL & BOULDIN, 1994) e a uma conseqiiente migragdo de
monocitos, os quais sdo precursores de macroéfagos (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
1999). Nossos resultados mostram que os macrofagos estio abarrotados de vesiculas de
lipidios, que podem ser originadas de bainha de mielina. Isto sugere que estas células

fazem a digestdo da bainha de mielina excedente, oriunda da degeneracdo axonal.

Outro fator mmportante que pode ser levado em consideracdo € o aumento de
leucocitos polimorfonucleares, principalmente os eosinofilos. Estas células que também
tem papel de fagocitose, mas dos complexos antigeno-anticorpos (FANTONI &
WARD, 1994), sdo atraidas para o local da reacdo inflamatéria devido a um aumento
da temperatura pelo conseqgiiente aumento do nfluxo sangiiineo ¢ edema intraneural

(BIGNOLD, 1995).

No final deste processo de inflamacio aguda puderam ser detectados grandes
vasos com pericitos, células mesenquimatosas indiferenciadas, que deverdo ser ativadas
na fase de regeneragfo neuronal, pois sdo tipos celulares responsaveis pelo suprimento
fibroblastico e lipoblastico neste tecido (MARTINEZ-HERNANDEZ, 1994).
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Os 7 dias apdés a injecio do anestésico: Proliferacio celular, fibrose e

regeneracio axonal

Os dados obtidos da analise do material apos 7 dias da injecdo intrafascicular de
anestésico local, revela uma fibrose que € evidente tanto no perineuro guanto no
epineuro. Os vasos encontram-se congestos € em quantidade maior no epineuro e
perineuro, sugerindo neovascularizagdo. No endoneuro ainda existiam vacuolizagGes,
mas os axonios € as fibras nervosas encontravam-se mais organizadas ¢ em diferentes
tamanhos mostrando células em mitose e grande quantidade de macréfagos, indicando,
desta forma, que com 7 dias a fibrose esta estabelecida mas que, em nivel endoneural,

as células estdo regenerando.

O processo fibrético sempre ocorre apos uma reacdo inflamatoria, entretanto, se
ndo houver a regeneracdo das por¢des funcionais dos tecidos lesados forma-se a
conhecida cicatriz (HAM & CORMACK, 1991). Nestes processos de fibrose e
cicafriza¢io a neovasculanzagio ¢ fator desencadeante da deposigfo de elementos do
tecido conjuntivo, principalmente de matriz extracelular (MARTINEZ-HERNANDEZ,

1994),

Nossos resultados indicam que no nervo ciatico de coetho ndo se estabelece um
processo cicatricial, pois existe uma evidente regeneracdo dos axonios, que, aos 7 dias

ap6s a injegdo intrafascicular podem ser observados em processo de mielinizagdo.
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Nesta fase do processo de regeneragio neural muitas células de Schwann estdo
em franca proliferacdo celular. Sabe-se que este tipo celular do tecido nervoso
periférico tem um papel fundamental na reabilitagdo funcional de neurbnios
degenerados por imjurias teciduais (VOGEL & BOULDIN, 1994). O primeiro passo
neste processo € a proliferagdo mitdtica € recobrimento da superficie lesada do ax6nio,
para posterior mielimizagdo. Este processo de recobrimento, deve ocorrer entre o
terceiro e 0 sétimo dias, pois ndo pudemos detectar esta fase no nosso material em

estudo.

Outros eventos associados i recuperacio neuronal: Envelvimento de células do

tecido conjuntivo

Um aparente aumento na quantidade de células adiposas e suas precursoras, os
lipoblastos, na regifio perineural foi detectado no material analisado com 7 dias apés a
mjecdo do anestésico, entretanto nio se pode precisar o momento exato da proliferagio
lipoblastica e/ou diferenciagdo a partir dos pericitos. Entretanto pode-se aqui aventar
uma hipotese para explicar o aumento destes tipos celulares no processo regenerativo

do tecido neural.

A mielina metabolizada pelos macréfagos origina compostos lipogénicos, que
podem estar sendo acumulados nos lipoblastos ¢ consequentemente aumentando a

demanda das células adiposas no tecido perineural. Estes compostos se acumulam na
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periferia dos fasciculos nervosos pois podem ser novamente recrutados no processo de
regeneragdo neural. Este processo ocorreria com menos gasto energético, do que se

houvesse necessidade de recrutamento de lipidios sistémicos ou hepaticos.

Esta hipotese vai de encontro com os achados descritos por OOCHI ef al.(1986),
que detectou um aumento de componentes lipoblasticos ¢ adiposos em nervo dptico
atrofico, presente na Sindrome de Laurence-Moon-Biedl. Mesmo nio aventando
nenhuma hipdtese, estes autores descrevem ser curioso o aumento de células adiposas

nas proximidades de nervo degenerado.

Consideracdes finais

O que reforca a proposta da neurotoxicidade dos anestésicos locais é que,
utilizando-se de outros anestésicos locais que ndo a ropivacaina, PIZZOLATO &
RENEGAR (1959), BARSA et al., (1982) e MYERS et al,, (1986), também
detectaram fendémenos de infiltracdo celular, com aumento de fibroblastos no
epineuro, migracdo de eosindfilos e macrofagos, além de fibrose perineural e
epineural estabelecida tardiamente, com aumento da vascularizagdo nos dois

compartimentos.

Os autores acima demonstram que as solugdes de anestésicos locais aplicadas
de maneira topica, externamente aos feixes de fibras nervosas, alteram a

permeabilidade do permmeuro levando ao edema endoneural.
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A maionia destes resultados foram obtidos 48 horas apds a injecdo-teste para serem
observadas as alteracGes  patologicas precoces, caracteristicas da injaria
neurotdxica, ndo observando-se as respostas de regeneragio axonal e fibrotica que

porventura pudessem ocorrer em fases mais adiantadas do processo.

Mudangas na permeabilidade da barreira hemato-neural foram relacionadas com o
dano patologico da fibra nervosa periférica, incluindo injiria das células de

Schwann e distrofia axonal. (MYERS et al.,1986 ).

Os dados apresentados € as hipoteses levantadas no presente estudo demonstram a
transitoriedade do efeito neurotoxico do amestésico ropivacina quando utilizado

experimentalmente, a semelhanca do que deve ocorrer nos acidentes cirurgicos.
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CONCLUSOES GERAIS

Os aspectos morfologicos aqui apresentados sdo de importincia fundamental para

comprovacio da neurotoxicidade do anestésico local ropivacaina.

Os resultados da andlise histologica, comparados a outros estudos de natureza
clinica, vém reforgar que a ropivacaina, como os oufros anestésicos amino-amida ja
analisados em estudos anteriores, altera a estrutura do mervo quando injetada
mntrafascicularmente, ocorrendo inicialmente reacdo inflamatoria e degeneracdo
axonal e posterior fibrose neural. Entretanto, observou-se uma recuperagéo
fascicular inicial e regeneracdo axonal 7 dias apds a injecdo intrafascicular do

anestésico.

Quanto as alteragdes morfologicas que ocorrem com a exposigdo do nervo ao
anestésico, investigagdes mais acuradas sobre a ultra-estrutura precisam ser feitas
para evidenciar a possibilidade efetiva de toxicidade neural, que aqui neste trabalho
parece ser transitéria devido ao processo regenerativo estabelecido por volta do

sétimo dia apds a mjecdo intrafascicular da ropivacaina.
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RESUMO

Estudos experimentais indicam que os anestésicos locais sio potencialmente
neurotéxicos € a neurotoxicidade esta diretamente relacionada com o poder
anestésico da medicagdo. Entretanto poucas informagGes t€ém sido relatadas na
literatura quanto aos aspectos histolégicos dos nervos lesados. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi mvestigar o efeito da injegdo intrafascicular do anestésico local
ropivacaina sobre os nervos ciaticos de coelhos albinos, enfocando principalmente o
envolvimento das membranas conjuntivas envoltorias no processo em estudo. Foram
constderados 3 grupos experimentais de coelhos albinos adultos: Grupe I: nervos
ciaticos controles (dois animais — 4 mnervos); Grupo II: nervos ciiticos apos a
mjecido imrafascicular de 0,2 mL. de solucéo fisiologica no nervo esquerdo e apds a
injecdo intrafascicular de 0,2 mL ropivacaina (Naropin — Astra) no nervo direito
(nove animais — 18 nervos) com coleta dos espécimes apds 48 horas da injecéo;
Grupo HI: nervos ciaticos apos a injegdo intrafascicular de 0,2 mL de solucio
fisiologica no nervo esquerdo e apds a injegdo mtrafascicular de 0,2 mlL ropivacaina
(Naropin — Astra) no nervo direito (nove anmimais — 18 nervos) com coleta dos
espécimes ap0s 7 dias da injegdio. Os nervos depois de removidos foram
processados para inclusdo em historesina Leica e os cortes histoldgicos foram

corados pela Hematoxilina-eosina, Azul de Toluidina ou Picrossirius-hematoxilina.

44



Os resultados indicam que a ropivacaina promove um efeito téxico transitério no
nervo, sendo .que apos 48 horas da injecio intrafascicular foram detectados focos de
degeneracdo axonal e grandes infiltrados inflamatorios no endoneuro, perineuro e
epineuro, com grandes quantidades de eosinofilos, polimorfonucleares e
macrofagos. Apos 7 dias da injecdo intrafascicular do anestésico uma notavel
fibrose nas membranas epineurais e perineurais foi observada. Além disto um
aumento significativo de lipoblastos e adipocitos na regido perineural. A
transitoriedade do processo neurotdxico pode ser demonstrada pelo fato de haver
uma grande quantidade de nervos em regeneragdo aos 7 dias apds a injegdio

intrafascicular.

45



ABSTRACT

Persistent neurologic sequelae after central or peripheral nerve blockade with local
anesthetics are rare, but in some cases a significant impact on the quality of life of
the patients who suffer from such sequelae may occur. Experimental studies indicate
that all local anesthetics are potentially neurotoxic and the neurotoxicity parallels
their anesthetic potency. This study was undertaken to investigate the effects of
ropivacaine (Naropin) after intrafascicular injection into the sciatic nerves of albino
rabbits. Twenty adult albine rabbits were used, following sedation with
intramuscular ketamine (50mg/Kg) for nerve exposure 'by lateral incision. We
considered three experimental groups: Group I: sciatic nerve control (two animals —
four sciatic nerves); Group II: intrafascicular injection with 0.2 mL of physiologic
saline solution in the left nerves and intrafascicular injection with 0.2 mL of local
anesthetic Naropin — Astra (Ropivacaine) into the rigth nerves. The specimens were
colected at 48 h after durgs administration (nine animals — 18 sciatic nerves); Group
IIT: intrafascicular mjection with 0.2 mL of physiologic saline solution in the left
nerves and intrafascicular injection with 0.2 mL of local anesthetic Naropin — Astra
(Ropivacaine) in the rigth nerves. The specimens were colected at 7 days after drugs
administration. (nine animals — 18 sciatic nerves) The sciatic nerves were removed

from these animals and fixed in Karnowisky solution for 24 hours. After partial
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dehydration up to 95% ethanol, they were embedded in historesin (Leica). The
tissue was then sectioned at 1-2um. Sections were stained with haematoxylin-cosin
(HE); toluidine blue (TB) or picrosirius-haematoxylin (PSH). Comparing with
control group the histological evidence of inflamatory reaction (migration of
macrophagic cells and eosinophils — appeared soon after injection, with intense
proliferation of perineunal cells. The results show that after 7 days of intrafascicular
mmjection there was a severe fibrosis and an increase on perineurial vascularization.
In group 2 the mflamatory reaction was noted near the local of the injection.
Furthermore in this experiment we observed an increase on the number of epineurial
lipoblasts and adipocytes. This study demonstrated that the toxic effects of
ropivacaine are transient. In many cases there was an initial fascicular recover and

axonal regeneration after 7 days of the injection.
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