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Unitermos: Resumo

ANESTESIA, Regional, Justificativa e objetivos: Este estudo investigou os efeitos analgésicos e nociceptivos da adicao
raquianestesia; de dexmedetomidina a bupivacaina em anestesia do neuroeixo usando os testes de retirada da
ANESTESICOS, cauda (tail-flick [TF]) e da placa quente (hot-plate [HP]) e microscopia de luz para as alteracoes
Local, bupivacaina; histopatologicas de nervos espinhais e raizes nervosas.

ANALGESICOS, Métodos: Quarenta ratos Sprague-Dawley anestesiados, machos, foram cateterizados
Dexmedetomidina; intratecalmente. Os valores basais dos testes TF e HP foram medidos antes e depois do
DOR; ANIMAL, Rato. cateterismo. Trinta e seis ratos cateterizados com sucesso foram distribuidos em quatro grupos.

O Grupo B recebeu 10 pg de bupivacaina, o Grupo BD3 recebeu 10 pg de bupivacaina + 3 pg de
dexmedetomidina, o Grupo BD10 recebeu 10 pg de bupivacaina + 10 pug de dexmedetomidina e
o Grupo Controle recebeu 10 pL de liquido cefalorraquidiano artificial. Os testes TF e HP foram
feitos entre cinco e 300 minutos a partir da administracdo das drogas. Vinte e quatro horas apos
a administracao, os ratos foram sacrificados e retiradas as medulas espinhais e raizes nervosas
para investigacao patoldgica.

Resultados: Os valores basais dos testes TF e HP nao foram estatisticamente diferentes entre
os grupos (6,8 + 0,15 s). As laténcias de TF e HP no Grupo Controle nao apresentaram alteracao
significativa durante o estudo. Os resultados dos testes TF e HP mostraram que a adicao de 3 e
10 pg de dexmedetomidina causou um aumento dose-dependente na duracao e amplitude do efeito
analgésico e nociceptivo de bupivacaina (TF: 37,52 = 1,08%, 57,86 + 1,16%, respectivamente;
HP: 44,24 + 1,15%, 68,43 + 1,24%, respectivamente).

Conclusoes: Nao houve alteracoes histopatoldgicas aparentes em pelo menos 24 horas apds a
administracao intratecal da dose Unica de dexmedetomidina (3 pg e 10 pg). Dexmedetomidina
adicionado a bupivacaina para raquianestesia melhora a analgesia e prolonga a duracdo do
bloqueio.
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Introducéao

Raquianestesia € o bloqueio da transmissdo nervosa por meio
da injecao de um anestésico local no liquido cefalorraquidi-
ano'. A curta duracao da acao e as preocupacoes com a toxi-
cidade resultaram na adicao de varios farmacos adjuntos 3.
Benzodiazepinicos 4, opioides °, neostigmina ¢, cetamina’ e
agonistas de receptores-a2 ®? foram usados para suprir essas
caréncias. Muitos desses adjuntos tém efeitos colaterais,
tais como prurido, retencao urinaria, depressao respiratoria,
nistagmo, depressao cardiaca, nauseas e vomitos. Por ndo ter
muitos dos efeitos secundarios acima mencionados e possuir
um perfil cerebral e respiratério mais seguro, os agonistas
dos receptores-a2 prolongam a duracgao dos bloqueios motor
e sensorial, o que os torna muito populares em anestesia
neuroaxial.

Neste estudo, investigamos o efeito de dexmedetomidina
adicionada a bupivacaina em anestesia neuroaxial nas vias de
conducao da dor espinhal e supraespinhal usando os testes
de retirada da cauda (TF) e placa quente (HP) e seu efeito
neurotoxico nos nervos espinhais e nas raizes nervosas usando
microscopia de luz.

Materiais e métodos

Quarenta ratos machos da linhagem Sprague-Dawley
(peso 350-400 g, idade 15-16 semanas) foram obtidos dos
Laboratérios de Ciéncia da Faculdade de Veterinaria Pendik
(Istambul, Turquia). Os ratos foram alojados em gaiolas
separadas, sem limitacdo de agua e comida, e mantidos em
salas climatizadas (temperatura 20-24°C, umidade relativa
de 50-60%) em ciclos de 12 horas de luz e 12 horas de es-
curidao (inicio do ciclo de escuridao 19h). Todos os testes
foram feitos no periodo da manha. Os animais foram trata-
dos de acordo com o Guia para cuidado e uso de animais de
laboratdrio elaborado pelo Instituto de Pesquisas em Animais
de Laboratorio, Conselho Nacional de Pesquisa. A aprovacao
ética para este estudo (Comité de Etica n° 13) foi fornecida
pelo Comité de Etica da Faculdade de Veterinaria Pendik,
Istambul, Turquia (Presidente, Dr. Muhammet AKSIN, PhD)
em 19 de janeiro de 2009.

Os ratos puderam se ambientar ao laboratorio durante
trés dias e seus pesos corporais foram medidos diariamente
ao longo do estudo. No quarto dia, todos os ratos receberam
um cateter por via intratecal usando o método modificado de
Yaksh '°. Anestesia intraperitoneal foi aplicada com 60 mg.kg"
de sodio pentobarbital e suplementos periddicos de 10 mg.kg"!
de pentobarbital. Aresposta a estimulacao do pé foi monito-
rada para garantir a adequacao da anestesia. Com os ratos
em pronacao, a regiao cervical foi raspada e esterilizada com
iodopovidona. Uma incisao longitudinal de 2 cm foi feita e a
musculatura do pescoco foi suavemente retraida para expor a
membrana atlanto-occipital. Depois de perfurar a membrana
com uma agulha calibre 18, estéril e descartavel, verificou-
se um fluxo abundante de fluido cerebrospinal claro. Um
fio guia de aco inoxidavel da agulha espinhal, ajustado no
interior do cateter de poliuretano de calibre 32 (PE32), foi
usado para facilitar a insercao e evitar a dobra do cateter
e lesao da medula espinhal. O cateter foi cuidadosamente
inserido até o corpo vertebral T11 (7,4-7,7 cm) dentro do
espaco vertebral a partir da incisao, enquanto uma ligeira
tensdo era aplicada a cauda para posicionar a ponta no nivel

T11-12 vertebral, o qual foi estimado estar no nivel L3-4 da
medula espinhal. Apos a insercao, o canal foi aspirado e lava-
do com fluido cerebrospinal artificial (FCEA), preparado com
agua estéril e adicao de solucoes de eletrolitos comerciais
(Merck) para alcancar uma concentracao final de (mEq.L")
Na: 150, K: 3, Ca: 1,4, Mg: 0,8, P: 1 e Cl: 155 com um pH de
7,4". Um filtro bacteriano foi fixado e vedado na extremidade
exterior do cateter. A incisao foi suturada e o rato colocado
em uma gaiola separada durante trés dias para recuperacao.
Os ratos foram examinados para verificar a existéncia de
déficits motores e sensoriais apos a recuperacao e avaliados
diariamente por meio de uma escala de quatro pontos. Os
animais com qualquer sinal de déficit neuroldgico, infeccao,
deslocamento ou entupimento do cateter foram descartados.
Quatro animais foram excluidos do estudo (dois por morte
durante a cateterizacao e dois por infeccao).

Trinta e seis ratos foram randomicamente divididos em
quatro grupos. O procedimento de randomizacao foi feito por
meio de equalizacdo computadorizada da média dos pesos
corporais de cada grupo de ratos. Os farmacos para aplicacao
intratecal foram dissolvidos em um volume de 10 pL de FCEA.
Todos os farmacos foram administrados durante o periodo
de um minuto. O Grupo B recebeu 10 pg de bupivacaina, o
Grupo BD3 recebeu 10 pg de bupivacaina + 3 pg de dexme-
detomidina, o Grupo BD10 recebeu 10 pg de bupivacaina +
10 pg de dexmedetomidina e o Grupo Controle recebeu 10 pL
de FCEA no quarto dia apds o cateterismo.

O teste TF foi estruturado com uma fonte de calor
(lampada de 100 Watts) focada sobre a superficie dorsal da
cauda, aproximadamente a 4 cm da ponta. A laténcia para
retirada da fonte de calor foi medida. A nao retirada em 14
segundos resultou em interrupcao do estimulo para evitar
danos a cauda.

O teste HP foi estruturado com um medidor de analge-
sia da placa quente da Columbus Instruments (Columbus,
Ohio). A superficie da placa quente foi aquecida a uma tem-
peratura constante de 55°C. A laténcia para mover as patas
posteriores ou saltar foi medida. O tempo de corte foi de 50
segundos para evitar danos aos tecidos. Os valores basais dos
testes TF e HP foram medidos no primeiro, quarto e sétimo
dia. Os valores poés-injecao dos testes foram registrados aos
5,10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos e a cada 30 minutos até 300
minutos. Os resultados foram expressos como percentagem
do efeito maximo possivel (¥EMP) de acordo com a seguinte
formula: %EMP = (laténcia pos-injecao - laténcia pré-injecao)
x 100/ (tempo de corte - laténcia pré-injecao). O estudo foi
duplo-cego nas fases de cateterismo, injecao dos farmacos
€ mensuracao.

Apds o término dos testes, os animais foram coloca-
dos em gaiolas separadas e sacrificados no dia seguinte
(aproximadamente 24 horas apds a injecdo) com uma dose
intracardiaca de 1 mL de tiopental sodico a 26% e a medula
espinhal removida em bloco por meio de uma técnica modi-
ficada, descrita em outro estudo 2. Resumidamente, apos a
excisao da pele circundante e do tecido muscular, a coluna
vertebral foi removida e toda a seccao lombar separada. A
coluna vertebral foi cuidadosamente cortada. Os cordoes
dorsais e ventrais foram poupados e cortados por fora do
forame vertebral. Durante a remocao dos tecidos, o posi-
cionamento do cateter foi verificado. Apos a fixacao do tecido
em formalina neutra tamponada a 10% (Fisher, Pittsburgh,
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Pennsylvania) por 48 horas, os cortes foram embebidos em
parafina, fatiados em uma espessura de 5-10 pm e corados
com hematoxilina-eosina, azul rapido de Luxol ** e bainha
de mielina de Weil . Seccbes longitudinais e paralelas
foram obtidas na ponta do cateter, 1 mm em cada lado da
ponta, e em intervalos de 2 mm em cada lado até atingir
uma distancia de 10 mm. As seccoes foram avaliadas por um
neuropatologista que desconhecia as injecoes.

Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo SPSS 17 para Windows. Os
pesos iniciais e os ganhos de peso dos ratos ao longo do
estudo foram analisados por meio do teste t de Student. As
distribuicoes dos resultados dos testes TF e HP foram avaliadas
com o teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram estudados
por meio da analise de variancia com medidas repetidas
e expressos como média + DP. A comparacao post-hoc foi
feita com o procedimento de Tukey. Os resultados da funcao
motora, sensorial e histopatoldgicos foram avaliados com
o teste exato de Fisher. As diferencas foram consideradas
significativas em p < 0,05.

Resultados

No total, 40 animais foram preparados e quatro animais
foram excluidos do estudo. Portanto, os resultados de 36
animais foram analisados. A analise estatistica revelou uma
distribuicao normal dos pesos iniciais dos ratos; nao houve
diferenca na tendéncia de ganho de peso e no consumo de
agua e comida ao longo do estudo.

Avaliacdes usando uma escala de quatro pontos nao mos-
traram sinais de déficit neuroldgico, infeccao, deslocamento
ou entupimento do cateter. Os valores basais da %EMP nos
testes TF e HP nao foram estatisticamente diferentes entre
os grupos (teste t de Student) antes da administracéo do far-
maco (4 + 1 s para todos os grupos). As laténcias de TF e HP
no Grupo Controle nao apresentaram alteracao significativa

durante o estudo. Os valores medidos do pH foram 6,36 +
0,05 para bupivacaina, 6,02 + 0,04 para dexmedetomidina
e 6,08 + 0,04 para a combinacao de dexmedetomidina e
bupivacaina.

Durante o teste TF, 10 pg de bupivacaina causaram
antinocicepcao moderada, atingindo o pico aos 20 minutos
(média: 48,3%, DP: 0,9%) e mantendo-se até 240 minutos. A
adicdo de 3 pg de dexmedetomidina a 10 pg de bupivacaina
causou um nivel elevado de antinocicepcao, atingindo o pico
aos 30 minutos (média: 74,4%, DP: 1,6%) e mantendo-se até
300 minutos. A adicao de 10 pg de dexmedetomidina a 10 pg
de bupivacaina causou um elevado nivel de antinocicepcao,
atingindo o pico aos 30 minutos (média: 97,9%, DP: 1,1%) e
ultrapassando 300 minutos (Figura 1).

Aanalise de variancia de medidas repetidas (ANOVA) com
a correcao de Greenhouse-Geisser determinou que os niveis
médios de %EMP foram estatisticamente significativos entre
os tempos [F (8,631, 45) = 12460,737, p < 0,0005] para o
estudo TF. Os testes post-hoc com o procedimento de Tukey
revelaram que 10 pg de bupivacaina causaram um aumento
nos niveis de %EMP (22,07 + 0,98% versus 0,1 + 0,1%, respecti-
vamente), o que foi estatisticamente significativo (p < 0,001);
a adicao de 3 pg de dexmedetomidina a bupivacaina causou
um aumento adicional nos niveis de %EMP (37,52 + 1,08%),
o que foi estatisticamente significativo (p < 0,001); a adicao
de 10 pg de dexmedetomidina a bupivacaina causou um au-
mento adicional dos niveis de %EMP (57,86 + 1,16%), o que
foi estatisticamente significativo (p < 0,001).

Durante o teste HP, 10 pg de bupivacaina causaram
antinocicepcao moderada, atingindo o pico aos 30 minutos
(média: 54%, DP: 1%) e mantendo-se até 300 minutos. A
adicdo de 3 pg de dexmedetomidina a 10 pg de bupivacaina
causou um nivel elevado de antinocicepcao, atingindo o pico
aos 30 minutos (média: 76,9%, DP: 1,7%) e mantendo-se até
300 minutos. A adicao de 10 pg de dexmedetomidina a 10 pg
de bupivacaina causou um nivel elevado de antinocicepcao,
atingindo o pico aos 15 minutos (média: 98,7%, DP: 0,5%) e
ultrapassando 300 minutos (Figura 2).
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Figura 1 Evolucao temporal do efeito antinociceptivo (¥EMP) dos farmacos administrados por via intratecal, medida pelo

teste TF.
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Figura 2 Evolucao temporal do efeito antinociceptivo (¥EMP) dos farmacos administrados por via intratecal, medida pelo

teste HP.

Aanalise de variancia de medidas repetidas (ANOVA) com
a correcao de Greenhouse-Geisser determinou que os niveis
médios de %EMP foram estatisticamente significativos entre
os tempos [F (7,655, 45) = 12612,953, p < 0,0005] para o
estudo HP. Os testes post-hoc com o procedimento de Tukey
revelaram que 10 pg de bupivacaina causaram um aumento
nos niveis de %EMP (28,37 + 0,99% versus 0,1 + 0,1%, respecti-
vamente), o que foi estatisticamente significativo (p < 0,001);
a adicado de 3 pg de dexmedetomidina a bupivacaina causou
um aumento adicional nos niveis de %EMP (44,24 + 1,15), o
que foi estatisticamente significativo (p < 0,001); a adicao
de 10 pg de dexmedetomidina a bupivacaina causou aumento
adicional dos niveis de %EMP (68,43 + 1,24%), o que foi esta-
tisticamente significativo (p < 0,001).

Em 24 horas ap6s a injecao, a estrutura celular estava
preservada em todos os slides. Nenhuma alteracao patologica
foi observada nas massas branca e cinzenta e nas membranas
pial, dural e aracnoide. As raizes nervosas da coluna vertebral
e as células ganglionares mantiveram suas morfologias. Nao
houve neurotoxicidade aparente em pelo menos 24 horas
apos a administracao das doses Unicas de dexmedetomidina

(3 Hg e 10 pg [p > 0,05]).
Discussao

Este estudo mostrou que a adicao de dexmedetomidina a bupi-
vacaina em raquianestesia melhora a amplitude e duracao
da nocicepcao a um estimulo térmico. Dexmedetomidina
atua em varios locais para mostrar sua acao antinociceptiva;
liga-se as fibras-C pré-sinapticas que transmitem estimulos
nocivos dos receptores periféricos a coluna vertebral. Liga-
se também aos adrenorreceptores a,A e a,C dos neurdnios
pos-sinapticos presentes nas camadas superficiais do corno
dorsal da coluna vertebral 5. Seus efeitos antinociceptivos
resultam tanto da inibicao das fibras-C pré-sinapticas quanto
da hiperpolarizacdo dos neurdnios pos-sinapticos do corno

dorsal *. Ishii e col. relataram que dexmedetomidina induziu
a ativacao dos canais de K+ através dos adrenorreceptores
a,A e a,C, resultando em hiperpolarizacao dos neuronios da
substancia gelatinosa '>. Da mesma forma, Brummett e col.
relataram que a acao antinociceptiva de dexmedetomidina
depende da inibicao do acimulo de excitacao através da
corrente de cations ativados por hiperpolarizacao (I,) e é
revertida pela |, agonista forscolina ".

Entre os métodos de cateterismo da coluna vertebral, a
abordagem sacral € mais adequada para administracao de
farmaco via epidural e a abordagem lombar possui o risco de
causar lesao o6ssea e inflamacao por causa dos fixadores; por-
tanto, a abordagem atlanto-occipital vem sendo preferida,
pois foi bem descrita por Yaksh e col. °. Cateteres PE32
foram usados para minimizar os danos a medula espinhal
e as raizes nervosas ?. A via espinhal para aplicacao dos
farmacos foi escolhida para eliminar as preocupacdes com
a difusao insuficiente deles através da membrana da dura-
mater e também para observar o efeito das drogas, o pH e
os cateteres na medula espinhal. Varios estudos avaliaram a
colocacao precisa do cateter perineural usando lidocaina ou
outro anestésico local para produzir bloqueio motor. Em nosso
estudo, nenhuma outra droga além das drogas em estudo foi
injetada através dos cateteres para minimizar os efeitos da
droga; portanto, a colocacao do cateter foi verificada por
exame post-mortem.

Nosso estudo mostrou que a dose de dexmedetomidina pro-
longou de forma dependente a duracao do bloqueio espinhal
e aumentou a qualidade analgésica. Nossos resultados estao
de acordo com os de Calasans e col., os quais relataram que o
bloqueio espinhal induzido por levobupivacaina foi prolongado
por dexmedetomidina via intratecal em doses de até 0,4 mg
e doses intraperitoneais de até 40 pg.kg' e revertido por
um antagonista a-adrenérgico, ioimbina '8, Esses resultados
sugerem que dexmedetomidina exerce seus efeitos por meio
dos agonistas dos adrenorreceptores a-2. Brummett e col.
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investigaram a adicao de dexmedetomidina ao bloqueio do
nervo periférico induzido por ropivacaina . Os autores ad-
ministraram dexmedetomidina em doses de até 20 pg.kg', e
o valor do pH da combinacao de ropivacaina e dexmedeto-
midina foi de 5,69 + 0,05, o que é bem mais acido do que os
valores do pH medidos neste estudo para a combinacao das
drogas usadas. Isso e o fato de que o exame histopatoldgico
dos tecidos nervosos foi feito apos 24 horas de administracao
da droga podem explicar por que o nosso estudo nao mostrou
sinais de danos ou inflamacao do nervo.

A resposta do TF é organizada no nivel da coluna ver-
tebral, a resposta do HP é mediada pelos niveis espinhal
e supraespinhal . O aumento dos tempos de laténcia de
retirada em nosso estudo foi semelhante nos resultados de
ambos os testes (TF e HP). Isso pode sugerir que dexmedeto-
midina administrada por via intratecal nao atingiu os centros
supraespinhais ou que os efeitos nos centros supraespinhais
foram menos proeminentes do que nos neurdnios do corno
dorsal.

Em dois estudos diferentes que investigaram os efeitos
de dexmedetomidina em bloqueios de nervos, o tempo de
inicio dos bloqueios foi relatado como sendo mais curto
por Gupta e col. ao avaliarem a raquianestesia em cirurgia
abdominal inferior e por Esmaoglu e col. em bloqueios de
nervos axilares '®?'. Em nosso estudo, as primeiras medicoes
em ambos os testes foram feitas aos cinco minutos, o que
impediu o estudo de mostrar uma possivel diferenca entre os
tempos de inicio do efeito antinociceptivo. Como o tempo de
inicio da anestesia é extremamente importante em anestesia
regional, mensuracoes precoces e frequentes sdo necessarias
para esclarecer qualquer possivel diferenca.

Conclusao

Dexmedetomidina adicionado a bupivacaina para raqui-
anestesia melhora a analgesia e prolonga a duracao do
bloqueio.
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