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ANESTESIA, Justificativas y objetivos: Este estudio investigo los efectos analgésicos y nociceptivos de la adicion
Regional, de dexmedetomidina a la bupivacaina en anestesia del neuro eje, usando los test de retirada
raquianestesia; de la cola (tail-flick [TF]) y de la placa caliente (hot-plate [HP]) y microscopia de luz para las
ANESTESICOS, alteraciones histopatologicas de nervios espinales y raices nerviosas.

Local, bupivacaina; Métodos: Cuarenta ratones anestesiados, Sprague-Dawley machos, fueron cateterizados
ANALGESICOS, intratecalmente. Los valores basales de los testes TF y HP fueron medidos antes y después del
Dexmedetomidina; cateterismo. Treinta y seis ratones cateterizados con éxito fueron distribuidos en cuatro grupos.
DOLOR; ANIMAL, El Grupo B recibio 10 pg de bupivacaina, el Grupo BD3 recibio 10 pg de bupivacaina + 3 pg de
Ratones. dexmedetomidina, el Grupo BD10 recibi6 10 pg de bupivacaina + 10 ug de dexmedetomidina y el

Grupo Control recibi6 10 pL de liquido cefalorraquideo artificial. Los test TF y HP se hicieron entre
cinco y 300 minutos a partir de la administracion de los farmacos. Veinte y cuatro horas después
de la administracion, los ratones fueron sacrificados y se les retiraron las médulas espinales y
las raices nerviosas para investigacion patologica.

Resultados: Los valores basales de los test TF y HP no fueron estadisticamente diferentes entre los
grupos (6,8 + 0,15 s). Las latencias de TF y HP en el Grupo Control no tenian ninguna alteracion
significativa durante el estudio. Los resultados de los test TF y HP mostraron que la adicion
de 3y 10 pg de dexmedetomidina caus6 un aumento dosis dependiente en la duracion y en la
amplitud del efecto analgésico y nociceptivo de bupivacaina (TF: 37,52 + 1,08%, 57,86 + 1,16%,
respectivamente; HP: 44,24 + 1,15%, 68,43 + 1,24%, respectivamente).

Conclusiones: No hubo alteraciones histopatologicas aparentes en por lo menos 24 horas después de
la administracion intratecal de la dosis Unica de dexmedetomidina (3 pg y 10 pg). Dexmedetomidina
anadido a la bupivacaina para raquianestesia mejora y prolonga la duracion del bloqueo.
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Introduccion

La raquianestesia es el bloqueo de la transmision nervi-
osa por medio de la inyeccion de un anestésico local en el
liquido cefalorraquideo'. La corta duracion de la accion y
las preocupaciones con la toxicidad resultaron en la adicion
de varios farmacos adjuntos?3. Benzodiazepinas*, opioides °,
neostigmina ¢, cetamina’ y agonistas de receptores-a2 ®°
fueron usados para suplir esas carencias. Muchos de esos
adjuntos tienen efectos colaterales, tales como prurito, re-
tencion urinaria, depresion respiratoria, nistagmo, depresion
cardiaca, nauseas y vomitos. Por no tener muchos de los
efectos secundarios mencionados anteriormente y por poseer
un perfil cerebral y respiratorio mas seguro, los agonistas
de los receptores-a2 prolongan la duracion de los bloqueos
motor y sensorial, lo que los hace mucho mas populares en
la anestesia neuroaxial.

En este estudio, investigamos el efecto de la dexmedeto-
midina adicionada a la bupivacaina en anestesia neuroaxial
en las vias de conduccién del dolor espinal y supraespinal
usando los test de retirada de la cola (TF) y placa caliente
(HP) y su efecto neurotoxico en los nervios espinales y en las
raices nerviosas usando la microscopia de luz.

Métodos

Cuarenta ratones machos de la raza Sprague-Dawley
(peso 350-400 g, con edad 15-16 semanas) llegaron de los
Laboratorios de Ciencia de la Facultad de Veterinaria Pendik
(Estambul, Turquia). Los ratones se alojaron en jaulas sepa-
radas sin limitacion de agua y comida, y se mantuvieron en
salas climatizadas (temperatura 20-24°C, humedad relativa
de 50-60%) en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad
(inicio del ciclo de oscuridad 19h). Todos los test se hicieron
en el periodo de la manana. Los animales fueron tratados
de acuerdo con el Guia para cuidado y uso de animales de
laboratorio elaborado por el Instituto de Investigaciones en
Animales de Laboratorio, Consejo Nacional de Investigacion.
La aprobacion ética para este estudio (Comité de Etica n® 13)
la suministré el Comité de Etica de la Facultad de Veterinaria
Pendik, Estambul, Turquia (Presidente, Dr. Muhammet AKSIN,
PhD) el 19 de enero de 2009.

Los ratones pudieron ambientarse con el laboratorio
durante tres dias y sus pesos corporales se midieron diari-
amente a lo largo del estudio. Al cuarto dia, todos los ratones
recibieron un catéter por via intratecal usando el método
modificado de Yaksh 10. La anestesia intraperitoneal fue
aplicada con 60 mg.kg-1 de sodio pentobarbital y suplementos
periodicos de 10 mg.kg-1 de pentobarbital. La respuesta a
la estimulacion del pie fue monitorizada para garantizar la
adecuacion de la anestesia. Con los ratones en pronacion, la
region cervical fue raspada y esterilizada con iodopovidona.
Una incision longitudinal de 2 cm se hizo y la musculatura del
pescuezo fue suavemente retraida para exponer la membrana
atlanto-occipital. Después de perforar la membrana con una
aguja calibre 18, estéril y desechable se verifico un flujo
abundante de fluido cerebrospinal claro. Un cable guia de
acero inoxidable de la aguja espinal, ajustado al interior del
catéter de poliuretano de calibre 32 (PE32), fue usado para
facilitar la insercion y evitar que se doblase el catéter y por
ende lesionar la medula espinal. El catéter fue cuidadosa-
mente insertado hasta el cuerpo vertebral T11 (7,4-7,7 cm)
dentro del espacio vertebral a partir de la incision, mientras

una ligera tension se aplico a la cola para posicionar la punta
al nivel T11-12 vertebral, que se estimo estar al nivel L3-4
de la médula espinal. Después de la insercion, el canal fue
aspirado y lavado con fluido cerebrospinal artificial (FCEA),
preparado con agua estéril y adicion de soluciones de elec-
trolitos comerciales (Merck) para alcanzar una concentracion
final de (mEq.L-1) Na: 150, K: 3, Ca: 1,4, Mg: 0,8, P: 1y Cl:
155 con un pH de 7,4 11. Un filtro bacteriano se fijo y sello en
la extremidad exterior del catéter. La incision fue suturaday
el ratén fue colocado en una jaula separada durante tres dias
para recuperacion. Los ratones fueron examinados para veri-
ficar la existencia de déficits motores y sensoriales después
de la recuperacion y evaluados diariamente por medio de
una escala de cuatro puntos. Los animales con algln signo
de déficit neurologico, infeccion, desplazamiento o tupicion
del catéter fueron descartados. Cuatro animales quedaron
fuera del estudio (dos por deceso durante la cateterizacion
y dos por infeccion).

Treinta y seis ratones fueron aleatoriamente divididos
en cuatro grupos. El procedimiento de randomizacion se
hizo por medio de la ecualizacién computadorizada del
promedio de los pesos corporales de cada grupo de ratones.
Los farmacos para aplicacion intratecal fueron disueltos en
un volumen de 10 pL de FCEA. Todos los farmacos fueron
administrados durante el periodo de un minuto. El Grupo
B recibio 10 pg de bupivacaina, el Grupo BD3 recibié 10 pg
de bupivacaina + 3 pg de dexmedetomidina, el Grupo BD10
recibié 10 pg de bupivacaina + 10 pg de dexmedetomidina y
el Grupo Control recibi6 10 pL de FCEA al cuarto dia posterior
al cateterismo.

El test TF fue estructurado con una fuente de calor (lam-
para de 100 Watts) centrada sobre la superficie dorsal de la
cola, aproximadamente a 4 cm de la punta. La latencia para
la retirada de la fuente de calor se midi6. La no retirada en
14 segundos trajo como consecuencia la interrupcion del
estimulo para evitar dafos a la cola.

El test HP fue estructurado con un medidor de analgesia
de la placa caliente de la Columbus Instruments (Columbus,
Ohio). La superficie de la placa caliente fue calentada a una
temperatura constante de 550 C. La latencia para mover las
patas posteriores o saltar fue medida. El tiempo de corte fue
de 50 segundos para evitar danos a los tejidos. Los valores
basales de los test TF y HP fueron medidos al primer, cuarto
y séptimo dia. Los valores posteriores a la inyeccion de los
test se registraron a los 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos
y a cada 30 minutos hasta 300 minutos. Los resultados se
expresaron como porcentaje del efecto maximo posible
(%EMP) de acuerdo con la siguiente formula: %EMP = (latencia
posterior a la inyeccion - latencia antes de la inyeccion) x
100/ (tiempo de corte - latencia antes de la inyeccion). El
estudio fue encubierto en las fases de cateterismo, inyeccion
de los farmacos y mensuracion.

Después del término de los test, los animales fueron
colocados en jaulas separadas y sacrificados al dia siguiente
(aproximadamente 24 horas después de la inyeccion) con
una dosis intracardiaca de 1 mL de tiopental sodico al 26%
y la médula espinal fue removida en un bloque por medio
de una técnica modificada, descrita en otro estudio 2. En
resumen, y después de la reseccion de la piel circundante
y del tejido muscular, la columna vertebral fue removida y
toda la seccion lumbar separada. La columna vertebral fue
cuidadosamente cortada. Los cordones dorsales y ventrales
se respetaron y se cortaron por fuera del foramen verte-
bral. Durante la retirada de los tejidos, el posicionamiento
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del catéter fue verificado. Después de la fijacion del tejido
en formalina neutra con tapén al 10% (Fisher, Pittsburgh,
Pennsylvania) por 48 horas, los cortes fueron mojados con
parafina, cortados en un espesor de 5-10 pm y colorados
conhematoxilina-eosina, azul rapido de Luxol ¥y vaina de
mielina de Weil . Secciones longitudinales y paralelas se
obtuvieron en la punta del catéter, 1 mm en cada lado de la
punta, y en intervalos de 2 mm en cada lado hasta alcanzar
una distancia de 10 mm. Las secciones fueron evaluadas por
un neuropatologo que no conocia las inyecciones.

Analisis estadistico

Los datos fueron evaluados por el SPSS para Windows 17.
Los pesos iniciales y los aumentos de peso de los ratones a
lo largo del estudio fueron analizados por medio del test t
de Student. Las distribuciones de los resultados de los test
TF y HP fueron calculadas con el test de Shapiro-Wilk. Los
resultados se estudiaron por medio del analisis de variancia
con medidas repetidas y expresados como promedio + DE.
La comparacion post-hoc fue hecha con el procedimiento de
Tukey. Los resultados de la funcion motora, sensorial e histo-
patologicos se calcularon con el teste exacto de Fisher. Las
diferencias fueron consideradas significativas en p < 0,05.

Resultados

En total, 40 animales se prepararon y cuatro animales fu-
eron excluidos del estudio. Por tanto, los resultados de 36
animales fueron analizados. El analisis estadistico revel6 una
distribucion normal de los pesos iniciales de los ratones; no
hubo diferencias en la tendencia de aumento de peso y en
el consumo de agua y comida a lo largo del estudio.

Las evaluaciones usando una escala de cuatro puntos
no arrojaron signos de déficit neurologico, infeccion,
desplazamiento o tupicion del catéter. Los valores basales
de la %EMP en los test TF y HP no fueron estadisticamente
diferentes entre los grupos (test t de Student) antes de la

administracion del farmaco (4 + 1 s para todos los grupos). Las
latencias de TF y HP en el Grupo Control no tenian alteracion
significativa durante el estudio. Los valores medidos del pH
fueron 6,36 + 0,05 para la bupivacaina, 6,02 + 0,04 para la
dexmedetomidina y 6,08 + 0,04 para la combinacion de la
dexmedetomidina y la bupivacaina.

Durante el test TF, 10 pg de bupivacaina causaron anti-
nocicepcion moderada, alcanzando el pico a los 20 minutos
(promedio: 48,3%, DE: 0,9%) y manteniéndose hasta los 240
minutos. La adicion de 3 pg de dexmedetomidina a 10 pg
de bupivacaina caus6 un nivel elevado de antinocicepcion
alcanzando el pico a los 30 minutos (promedio: 74,4%, DE:
1,6%) y manteniéndose hasta los 300 minutos. La adicion de
10 pg de dexmedetomidina a 10 pg de bupivacaina causé un
elevado nivel de antinocicepcion, alcanzando el pico a los
30 minutos (promedio: 97,9%, DE: 1,1%) y rebasando los 300
minutos (Figura 1).

El analisis de variancia de medidas repetidas (ANOVA) con
la correccion de Greenhouse-Geisser determiné que los nive-
les promedios de EMP fueron estadisticamente significativos
entre los tiempos [F (8,631, 45) = 12460,737, p < 0,0005]. Los
test post-hoc con el procedimiento de Tukey mostraron que
10 pg de bupivacaina causaron un aumento en los niveles de
%EMP (22,07 + 0,98% versus 0,1 + 0,1%, respectivamente), lo
que fue estadisticamente significativo (p < 0,001); la adicion
de 3 pg de dexmedetomidina a la bupivacaina causé un au-
mento adicional en los niveles de %EMP (37,52 + 1,08%), lo
que fue estadisticamente significativo (p < 0,001); la adicion
de 10 pg de dexmedetomidina a la bupivacaina caus6 un
aumento adicional de los niveles de %EMP (57,86 = 1,16%),
lo que fue estadisticamente significativo (p < 0,001).

Durante el test HP, 10 pg de bupivacaina causaron anti-
nocicepcion moderada, alcanzando el pico a los 30 minutos
(promedio: 54%, DE: 1%) y manteniéndose hasta los 300
minutos. La adicion de 3 pg de dexmedetomidina a 10 pg
de bupivacaina causo6 un nivel elevado de antinocicepcion,
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Figura 1 Evolucion temporal del efecto antinociceptivo (%EMP) de los farmacos administrados por via intratecal, medida
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Figura 2 Evolucion temporal del efecto antinociceptivo (%EMP) de los farmacos administrados por via intratecal, medida

por el test HP.

alcanzando el pico a los 30 minutos (promedio: 76,9%, DE:
1,7%) y manteniéndose hasta los 300 minutos. La adicion de
10 pg de dexmedetomidina a 10 pg de bupivacaina causé un
nivel elevado de antinocicepcion, alcanzando el pico a los
15 minutos (promedio: 98,7%, DE: 0,5%) y rebasando los 300
minutos (Figura 2).

El analisis de variancia de medidas repetidas (ANOVA) con
la correccion de Greenhouse-Geisser determiné que los nive-
les promedios de EMP fueron estadisticamente significativos
entre los tiempos [F (7,655, 45) = 12612,953, p < 0,0005]. Los
test post-hoc con el procedimiento de Tukey revelaron que
10 pg de bupivacaina causaron un aumento en los niveles de
%EMP (28,37 + 0,99% versus 0,1 + 0,1%, respectivamente) lo
que fue estadisticamente significativo (p < 0,001); la adicion
de 3 pg de dexmedetomidina a la bupivacaina caus6 un
aumento adicional en los niveles de ¥EMP (44,24 + 1,15) lo
que fue estadisticamente significativo (p < 0,001); a adicion
de 10 pyg de dexmedetomidina a la bupivacaina caus6 un
aumento adicional de los niveles de %EMP (68,43 + 1,24%) lo
que fue estadisticamente significativo (p < 0,001).

En 24 horas después de la inyeccion, la estructura celular
estaba preservada en todas las filminas. Ninguna alteracion
patologica fue observada en las masas blanca y gris y en las
membranas pial, dural y aracnoide. Las raices nerviosas de
la columna vertebral y las células ganglionares mantuvieron
sus morfologias. No hubo neurotoxicidad aparente en por lo
menos 24 horas después de la administracion de las dosis
Unicas de dexmedetomidina (3 pgy 10 pg [p > 0,05]).

Discusion

Este estudio mostré que la adicion de dexmedetomidina a
la bupivacaina en raquianestesia mejora la amplitud y la
duracion de la nocicepcion a un estimulo térmico. La dexme-
detomidina actia en varios locales para mostrar su accion
antinociceptiva; se vincula con las fibras-C pre-sinapticas

que transmiten estimulos nocivos de los receptores peri-
féricos a la columna vertebral. Se conecta también a los
adrenorreceptores a,Ay a,C de las neuronas post-sinapticas
presentes en las capas superficiales del cuerno dorsal de la
columna vertebral *. Sus efectos antinociceptivos resultan
tanto en la inhibicion de las fibras-C pre-sinapticas como en la
hiperpolarizacion de las neuronas post-sinapticas del cuerno
dorsal . Ishii y col. relataron que la dexmedetomidina indujo
a la activacion de los canales de K+ a través de los adrenor-
receptores a,A y a,C, resultando en la hiperpolarizacion
de la sustancia gelatinosa de las neuronas . Igualmente,
Brummett y col. relataron que la acciéon antinociceptiva
de dexmedetomidina depende de la inhibicion de la acu-
mulacion de excitacion a través de la corriente de cationes
activados por la hiperpolarizacion (1,) y es revertida por la
I, agonista forscolina *.

Entre los métodos de cateterismo de la columna verte-
bral, el abordaje sacral es el mas adecuado para la adminis-
tracion de farmaco via epidural y el abordaje lumbar posee
el riesgo de causar la lesion 6sea y la inflamacién a causa
de los fijadores; por tanto, el abordaje atlanto-occipital ha
venido siendo el preferido, porque ha sido muy bien descrito
por Yaksh y col. '°. Los catéteres PE32 fueron usados para
minimizar los dafnos a la médula espinal y a las raices nervi-
osas?. La via espinal para la aplicacion de los farmacos fue
elegida para eliminar las preocupaciones con su difusion
insuficiente a través de la membrana de la dura madre y
también para observar el efecto de los farmacos, el pH y los
catéteres en la médula espinal. Varios estudios evaluaron la
colocacion precisa del catéter perineural usando lidocaina u
otro anestésico local para producir bloqueo motor. En nuestro
estudio, ningln otro farmaco ademas de los farmacos en
estudio se inyecto a través de los catéteres para minimizar
los efectos del farmaco; por tanto, la colocacion del catéter
se verifico por el examen post-mortem.
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Nuestro estudio mostroé que la dosis de dexmedetomidina
prolongd de forma dependiente la duracion del bloqueo es-
pinal y aumento la calidad analgésica. Nuestros resultados
estan de acuerdo con los de Calasans y col., que relatan
que el blogueo espinal inducido por la levobupivacaina fue
prolongado por la dexmedetomidina via intratecal en dosis de
hasta 0,4 mg y dosis intraperitoneales de hasta 40 pg.kg'y
revertido por un antagonista a-adrenérgico, ioimbina 8. Esos
resultados sugieren que la dexmedetomidina ejerce sus efec-
tos por medio de los agonistas de los adrenorreceptores a-2.
Brummett y col. investigaron la adicién de dexmedetomidina
al bloqueo del nervio periférico inducido por ropivacaina .
Los autores administraron la dexmedetomidina en dosis de
hasta 20 pg.kg’, y el valor del pH de la combinacion de
ropivacaina y dexmedetomidina alcanzo 5,69 + 0,05, lo que
es mucho mas acido que los valores del pH medidos en este
estudio para la combinacion de los farmacos usados. Eso dicho
junto a hecho de que el examen histopatoldgico de los tejidos
nerviosos se hizo después de 24 horas de la administracion
del farmaco, pueden explicar por qué nuestro estudio no
mostro signos de danos o inflamacion del nervio.

La respuesta del TF es organizada al nivel de la columna
vertebral, la respuesta del HP se mide por los niveles espinal
y supraespinal . El aumento de los tiempos de latencia de
retirada en nuestro estudio fue similar en los resultados de
los dos test (TF y HP). Eso puede sugerir que la dexmedeto-
midina administrada por via intratecal no alcanzo los centros
supraespinales o que los efectos en los centros supraespinales
fueron menos prominentes que en las neuronas del cuerno
dorsal.

En dos estudios diferentes que investigaron los efectos de
la dexmedetomidina en los bloqueos de nervios, el tiempo
de inicio de los blogqueos fue relatado como siendo mas corto
por Gupta y col. al calcular la raquianestesia en la cirugia
abdominal inferior y por Esmaoglu y col. en los bloqueos de
nervios axilares '®%'. En nuestro estudio, las primeras medi-
ciones en los dos test se hicieron a los cinco minutos, lo que
impidio al estudio de mostrar una posible diferencia entre los
tiempos de inicio del efecto antinociceptivo. Como el tiempo
de inicio de la anestesia es extremadamente importante en la
anestesia regional, las mensuraciones rapidas y mas comunes
son necesarias para clarificar cualquier posible diferencia.

Conclusiones

La Dexmedetomidina adicionada a la bupivacaina para la
raquianestesia mejora la analgesia y prolonga la duracion
del bloqueo.
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