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Resumo

Rojas AC. Efeitos da administragdo subaracnéidea de cetamina S(+) sem conservante
sobre a medula espinhal e as meninges. Estudo experimental no cdo. Botucatu, 2008.
55p. Dissertacdio (Mestrado em Anestesiologia) - Faculdade de Medicina de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “)dlio de Mesquita Filho”.

Introducao e Objetivo - A cetamina, um antagonista do receptor N -metil-D
aspartato, e seu enantibmero ativo, a cetamina S(+), tem sido administrada nos
espagos peridural e subaracnéideo para o tratamento da dor aguda no periodo pés-
operatério e alivio das dores nas sindromes neuropéaticas. Em coelhos, a administragéo
subaracnéidea de diversas doses de cetamina S(+) sem preservativo resultou em
toxicidade do tecido nervoso medular. O objetivo deste experimento foi estudar os
efeitos que dose Gnica de cetamina S(+), sem conservante, em doses habitualmente
utilizadas na clinica, determinaria sobre a medula espinhal e as meninges de cdes.
Metodologia - Dezesseis animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
(G): G 1 grupo controle - solugéo salina 0,9%; G2 - cetamina S(+) - Img.kg™. A pungdo
subaracnéidea foi realizada no espago intervertebral L6-7. O volume injetado foi de |
ml em 10 segundos. Apés 21 dias de observacdo clinica os animais foram sacrificados e
a medula espinhal, as raizes da cauda eqtiina e as meninges foram removidas para
exame histolégico por microscopia éptica.

Resultados - Nenhum animal de Gi e G2 apresentou alteragdes clinicas ou
histologicas no tecido nervoso medular e nas meninges.

Conclusio - A cetamina S(+), sem conservante, na dose Img.kg™ , injetada no espaco
subaracnéideo em pungdo Gnica, ndo determinou alteragdes histolégicas neste

modelo experimental.

Palavras chave: cetamina S(+), anestesia subaracnéidea, neurotoxicidade, toxicidade

meningeaq, alteragdes histolégicas, caes.



Abstract

Rojas AC. Effects of spinal administration of preservative-free S(+) ketamine on spinal
cord and meninges. Experimental study in dogs. Botucatu, 2008. 55p. Medical School,

Sao Paulo State University “Julio de Mesquita Filho”,.

Background and Objective = Ketamine, a noncompetitive N-methyl-D-aspartate
receptor antagonist, and its active enantiomer S(+)-Ketamine have been
administered epidurally and intratheccally for the treatment of acute perioperative
pain and to provide adequate pain relief in neurophatic pain syndromes. In rabbits,
the repeated intrathecal administration of preservative-free S(+)-ketamine resulted
in toxicity on the central nervous system. The current experiment investigated
whether preservative free S( + )-ketamine in a single dose, using common clinical
concentration, would determine neurologic and toxicology effects on the spinal cord
and meninges in dogs.

Methods - Sixteen animals were randomly assigned in 2 groups: G 1 - control group
0,9% saline solution; G2 - S(+)-ketamine group - 1 mg.kg-1 S(+)-ketamine. Spinal
puncture was performed in L6-7 interspace. The volume of infusion was 1 ml and was
injected in 10 seco After a 21 days period of clinical observation, the animals were
Rilled and the spinal cord, cauda equina roots and meninges were removed for
histologic examination by light microscopy.

Results = None of the animals of G 1 and G2 showed no clinical nor histologic changes
in the spinal cord and meninges.

Conclusion = S(+)-ketamine (1 mg.kg-\ single dose, injected in spinal space did not

histologic changes in this experimental model.

Key words = S(+) Ketamine, intrathrecal, neurotoxicity, meningeal toxicity,

histological changes, dogs
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1 (ntroduglbio

A Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, apés sucessivas tentativas
para conceituar dor, definiu-a como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagraddvel, associada a lesdes teciduais reais ou potenciais ou descritas em termos
de tais lesdes” (Menezes et al., 2004).

A dor é de cardter subjetivo podendo ser classificada quanto as
caracteristicas temporais em aguda ou crénica, e, também, quanto a fisiopatologia
em nociceptiva ou neuropdtica (Menezes et al., 2004).

A seqiiéncia inicial dos eventos que originam o fendmeno doloroso é a
transformagdo dos estimulos agressivos em potenciais de agdo pelos nociceptores que,
das fibras nervosas periféricas, sGo transferidos para o sistema nervoso central (Besson
et al.,, 1969).

Os receptores especificos para dor, ou seja, nociceptores, estdo localizados nas
terminagées de fibras nervosas A delta e C sendo a segunda responsGvel por 70% a
80% da aferéncia sensitiva (Loewenstein et al., 1971; Levine et al, 1994). Os
nociceptores estdo presentes em estruturas superficiais da pele, na parede de visceras,
nos vasos sanguineos e no sistema musculoesquelético, possuindo a capacidade de
transmitir os estimulos dolorosos em diferentes velocidades. Além disso, as terminagdes
nervosas das fibras nociceptivas A delta e C séo capazes de responder a mediadores

inflamatérios, estimulos mecénicos, térmicos e quimicos, traduzindo tais agressées em
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estimulo elétrico que sera transmitido até o sistema nervoso central e interpretado, no
cortex cerebral, como dor (Bedbrook et al., 1976; Piotrowski et al., 1986).

A sensibilizagéio dos nociceptores ocorre por diminuicdo do limiar de
excitabilidade (O'Banion, 1999), decorrente da liberagdo de substéncias quimicas,
denominadas algiogénicas, presentes no ambiente tissular (Webster et al., 1977), como
bradicinina, acetilcolina, prostaglandinas, histamina, serotonina, leucotrienos e
substdncia P, fator de ativagdo plaquetdrio, radicais dacidos, ions potdssio,
tromboxanas, interleucinas, fator de necrose tumoral (Bedbrook et al., 1976;
Piotrowski et al., 1986), dentre outros , e por influéncias noradrenérgicas, provenientes
de eferéncias simpéticas e, ainda, pela liberacdo retrégrada de neurotransmissores
pelas fibras nervosas (Menezes et al., 2004).

A liberagdio desses neurotransmissores, na medula espinhal, gera potenciais
pés-sindpticos excitatérios que podem ser lentos (conduzidos pelas fibras C) ou
rapidos (conduzidos pelas fibras A delta), ativando receptores especificos, dentre eles
os envolvidos no mecanismo de agéio dos aminodcidos, como os receptores N-metil D-
aspartato (NMDA) e nGdo-NMDA, o qual é ativado pelo glutamato e modulado pela
substdncia P, promovendo o aumento de cdicio intracelular e a remogdo do ion
magnésio do interior do receptor, do que resulta a amplificagéo e o prolongamento
da resposta ao impulso doloroso (Woolf., 1995; Dickenson., 1991).

O aumento do cdicio intracelular ativa a enzima éxido nitrico sintetase, que
age como segundo mensageiro via guanosina monofosfato ciclico (GMPc), ativando
proteinocinases, responsdveis pela fosforilagdo e ativagdo dos canais iénicos, além de
difundir-se de modo retrogrado para o terminal pré-sindptico e estimular a liberagéo

de glutamato (Menezes et al., 2004). Além disso, ocorre a estimulagdo da transcrigéio
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de protoncogenes, localizados no sistema nervoso central, que estdo envolvidos na
formagdo de encefalinas e dinorfinas (Coderre et al., 1990; Malmberg et al., 1992).

Nos neurdnios espinhais, 0 aumento na concentragdio do cdlcio promove a
ativacdo da fosfolipase C e fosfolipase A,. A primeira catalisa a hidrélise do
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato, gerando a formagéo de trifosfato de inositol e diglicerol,
ambos atuando como segundos mensageiros. O segundo catalisa a conversdo da
fosfatidilcolina em dcido araquidénico produzindo prostaglandinas (Menezes et al,
2004).

Portanto, a ativagdo dos receptores NMDA é, em dltima andlise, o
mecanismo principal da sensibilizagdio do corno posterior da medula espinhal,
caracterizado por atividade espontaneaq, redugdo do limiar ou aumento da resposta
a impulsos aferentes, descargas prolongadas apés estimulos repetidos e expanséo dos
campos receptivos de neurdnios da medula espinhal (Menezes et al., 2004).

A cetaminag, agente anestésico conhecido hd aproximadamente trinta anos,
é derivada da fenciclidina e produz amnésia, analgesia e anestesia dissociativa, sendo
empregada em anestesia desde a década de 1970 (Kohrs et al., 1998; Dahl et al,
2000).

A cetamina foi inicialmente sintetizada como mistura racémica, contendo
partes iguais de cetamina levégira (S) e destrégira (R), o que ocasionou muitas
reagdes indesejaveis, tais como delirios e alucinagées (Kohrs et al., 1998; Dahl et al.,
2000).

Mais recentemente, foi sintetizada a cetamina S (+) que apresenta quatro
vezes mais estereosseletividade pelo receptor NMDA, possui maior poténcia
analgésica e anestésica e apresentam menos efeitos colaterais, o que possibilita seu

emprego como adjuvante em anestesia (Kohrs et al., 1998; Dahl et al., 2000).
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Os mecanismos de agdio da cetamina compreendem o bloqueio de forma
competitiva dos receptores NMDA, o bloqueio ndo-competitivo dos receptores NMDA
préprios ao glutamato e a interagéio com receptores opidides tanto espinhais como
supra-segmentares (Kohrs et al., 1998; Dahl et al., 2000).

Também pode ser citada a a¢do do fGrmaco em receptores colinérgicos,
muscarinicos e nicotinicos e em receptores monoaminérgicos, ativando as vias
descendentes monoaminérgicas e serotoninérgicas inibitérias do processo nociceptivo,
e no bloqueio dos canais de sédio voltagem-dependentes da fibra neural (Kohrs et
al., 1998; Dahl et al., 2000).

Clinicamente, a cetamina tem seu emprego indicado em situagdes de
instabilidade hemodindmica, para sedagdo em paciente néo-cooperativo, em
doenga asmdtica ativa e em pacientes queimados. Atualmente, a cetamina S (+)
pode ser utilizada como agente Gnico ou associada a outros anestésicos (Kohrs et al.,
1998; Dahl et al., 2000).

Suas vias de administragdo séio a intradérmica, subcutanea, intramuscular,
intravenosa, retal, intranasal, oral, peridural e subaracnéidea (Kohrs et al., 1998; Dahl
et al., 2000).

Quando administrada pela via intravenosa, em baixas doses, produz
analgesia satisfatéria, evidenciando a inibigcéio do sistema nociceptivo, com bloqueio
da hipersensibilidade central. A via peridural também tem sido utilizada para o
controle da dor pés-operatéria, sendo que em ambas os efeitos analgésicos foram
considerados satisfatérios (Kohrs et al., 1998; Dahl et al., 2000).

Uma série de estudos clinicos mostrou que a cetamina racémica produziu
analgesia intensa apds a administragéio nos espagos subaracnéideo e peridural (Reich

et al., 1989).
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O farmaco quando introduzido no espaco peridural foi eficaz no alivio da
dor e ndo ocasionou efeitos adversos, como depressdo respiratéria, retengdo urindria e
prurido que sdo comumente observados apés a injegéio de opidides (Ravat et al.,
1987).

Pela via subaracnéidea a cetamina tem sido utilizada para o tratamento do
cancer e da dor neuropdtica (Walker et al., 2002; Hocking e Cousins., 2003; Benrath
et al., 2005).

Os resultados de diversos estudos clinicos mostraram-se conflitantes quanto
aos efeitos da cetamina administrada no espago subaracnéideo, como adjuvante da
anestesia.

Alguns autores observaram que a cetamina S(+) foi eficaz no tratamento de
dor de origem inflamatéria (Klimscha et al., 1998), outros mostraram que, associada
ao anestésico local, havia diminuigdo na laténcia e na duragdo de ag¢do do bloqueio
(Togal et al., 2004). Yanli e Eren, 1996, ndo observaram diminuigdo na laténcia,
quando utilizaram a cetamina racémica e Weir e Fee, 1998, ndo encontraram
beneficio quanto & qualidade da analgesia enquanto que Unlugene et al., 2006,
obtiveram diminui¢do de laténcia e prolongada analgesia sem o aumento na
duragdio de agdo.

Apesar da considerdvel experiéncia clinica, ainda héa controvérsia sobre a
seguranc¢a da cetamina administrada pela via subaracnéidea (Krishna et al., 2007),
pelo potencial de toxicidade do agente, que se deve a presenga dos conservantes
contidos nas solugdes (cloreto de benzeténio e clorobutanol).

Em modelo experimental com coelhos, Borgberg et al., 1994, ndo observaram
efeitos toxicos sobre os tecidos nervosos quando administraram cetamina racémica,

desprovida de conservante, por quatorze dias consecutivos. Resultados similares
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também foram observados em coelhos, em inje¢do Gnica (Malinovsky e Lepage, 1993)
e em macacos (Brock-Utne et al., 1982). Contudo, Vranken et al, 2006, apds a
injecdio subaracndidea de cetamina S(+) sem conservantes, em injegdes seqlienciais
durante sete dias, observaram lesées histolégicas no tecido nervoso compativel com
neurotoxicidade.

Todas as vezes que um novo agente é apresentado para utilizagdo clinica,
mesmo que seja considerado seguro para uso intravenoso ou peridural, ele ndo é
obrigatoriamente seguro quando administrado pela via subaracnéidea (Rawal et al,,
1991; Gage et al., 1997). Para assegurar a auséncia de toxicidade, este novo agente
deve ser testado em grande nimero de animais, de diferentes espécies, antes que seja
administrado no ser humano (Yaksh et al., 1989). E como ndo hé consenso quanto a
auséncia de toxicidade da cetamina S(+), sem conservantes, quando administrada
pela via subaracnéidea, pareceu oportuno estudar seus efeitos sobre a medula

espinhal e as meninges de cdes.



18

2 Obj etivo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos histolégicos que a cetamina S(+)
sem conservantes, administrada pela via subaracnéidea, na dose dnica de 1 mg.kg™,

determinaria sobre a medula espinhal e as meninges de cdes.
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3 Metodologia

3.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados 16 cées adultos, de ambos os sexos, sem raca definida, com
pesos entre 6 e 15 kg e comprimento de coluna vertebral entre 55 e 65 centimetros,
provenientes do biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista
“Jdlio de Mesquita Filho”.

Na selectio dos animais foram excluidos aqueles que néo apresentaram
aspecto sadio. Os 16 cdes foram randomizados em diferentes grupos experimentais e o

estudo foi encoberto.
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais, com oito
animais em cada grupo, submetidos, inicialmente, a anestesia venosa com etomidato
e fentanil e, em seguida, ao blogqueio subaracnéideo. Os grupos diferenciaram-se pela
solugdio administrada por via subaracnéidea, sendo o volume de um mililitro
mantido constante, ou seja:

Grupo controle - solugdio salina fisiolégica a 0,9%

Grupo cetamina - dose de 1mg.kg™" de cetamina S(+)
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SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Em todos os animais foi realizada a seguinte seqliéncia experimental:

3.3.1 Jejum alimentar de, aproximadamente, 12 horas com livre acesso a
agua.

3.3.2 Pesagem.

3.3.3 Anestesia com etomidato e fentanil.

3.3.4 Posicionamento do animal em decdbito ventral em goteira.

3.3.5 Medida do comprimento da coluna vertebral.

3.3.6 Anti-sepsia com dgua e sabdo.

3.3.7 Tricotomia.

3.3.8 Lavagem local com solugéo fisiolégica estéril.

3.3.9 Anti-sepsia com gluconato de clorexidina a 2%.

3.3.10 Colocagédio de campo estéril.

3.3.11 Palpagdo e identificagéio dos espagos intervertebrais.

3.3.12 Pungéio subaracnéidea com obtengdo de liquor.

3.3.13 Injegdio da solugdio sorteada.

3.3.14 Retirada do animal da goteira

3.3.15 Observagcdo clinica até a recuperag¢do da anestesia venosa.

3.3.16 Manutengdo em cativeiro por 21 (vinte e um) dias.

3.3.17 Sacrificio do animal.

3.3.18 Remogédio da medula espinhal em suas porgdes lombar e sacral.

3.3.19 Fixagdo da pega anatémica.

3.3.20Redlizagéio da microscopia dptica.
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TECNICAS UTILIZADAS

3.4.1 Preparo do animal

3.4.1.1

3.4.1.2

3.4.13

3414

34.2

3.4.21

Apbs jejum de 12 horas com livre acesso & Ggua, os animais foram
pesados e anestesiados com inje¢dio venosa de etomidato, na dose
de 2mg.kg™, e fentanil, na dose de 0,005mg.kg™.

Os animais foram posicionados em decdbito ventral sobre a goteira
de Claude Bernard. Para obten¢éio do comprimento da coluna
vertebral foi medida a distdncia entre a protuberancia occipital e o
inicio da cauda.

A pele e pélos da regidio da coluna vertebral foram limpos com
dgua e sabdo, seguindo-se tricotomia em drea de
aproximadamente 10 centimetros ao redor do local onde foi
realizada a pungdo, ou seja, correspondente ao espago L6-L7. Esta
regido foi lavada com solugdo salina com posterior anti-sepsia com
solugdio de gluconato de clorexidina a 2% e colocagdio de campos
estéreis.

As solugbes previamente sorteadas foram administradas em seringas

de 1 ml, descartaveis, em volume de 1 ml.

Anestesia subaracnéidea

Técnica de pungdio

Para identificagdo dos espagos intervertebrais e determinagéo do local da

pungdo subaracnéidea, palparam-se as duas tuberosidades do osso iliaco e o processo

espinhoso da dltima vértebra lombar. Imediatamente abaixo, localiza-se o espago
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lombo-sacral. Deslizando-se o indicador em diregdio cefdlica, os préximos espagos
intervertebrais encontrados séio L6-L7 e L5-L6.

Para a realizagdo da pungdo subaracnéidea, foi introduzida, através do
acesso mediano, com dngulo de 45° a agulha de Quincke calibre 22G 2 1/2,
descartdvel. Ao se aprofundar a agulha, observou-se aumento na resisténcia a
introdugdo, correspondente ao ligamento amarelo, e nova pequena resisténcia foi
encontrada, quando se ultrapassavam a dura-mater e aracnéide. Retirou-se, entdo,
o mandril da agulha, obtendo-se o escoamento do liquido cefalorraquidiano.

Foram registradas as dificuldades técnicas na realizagéio da pungéo e a
coloracdo do liquido cefalorraquidiano que escoou pela agulha. Liquido
cefalorraquidiano obtido com aspecto hemorrdgico, e/ou realizagéio de mais de uma
pungdo subaracnéidea constituiram critérios de exclusdo do animal deste

experimento.

3.4.3 Observagéo clinica

Apéds a injegdio da solugdo, os animais foram imediatamente retirados da
goteira de Claude Bernard e, com a recuperagiio da anestesia venosa, foram
avaliados o grau do relaxamento do esfincter anal e a sensibilidade dolorosa nos
diferentes dermétomos, como membrana interdigital traseira e dionteira, cauda e
diferentes dermatomos das regides cervical, toracica, lombar e sacral, com auxilio de
pinga com dente de rato.

Os animais permaneceram em cativeiro por trés semanas sob observagéo
clinica. Foram wverificados os seguintes parémetros: relaxamento do esfincter anal,
perda da forca muscular nas patas posteriores (paralisia), capacidade de

movimentar e manter levantada a cauda e alteragéo na sensibilidade dolorosa. A
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sensibilidade foi pesquisada pela mostra da sensagéo de dor (retracdo da pata,
mudanca de postura, face com expressdo de angustia) apds pressGo exercida pelo
fechamento dos dentes da pinga sobre as membranas interdigitais das patas
posteriores e anteriores e sobre a pele da regido correspondente aos dermdtomos

sacrais, lombares e torécicos.

3.5 SACRIFiCIO

O sacrificio foi realizado por eletrocusséo, apds anestesia prévia com
pentobarbital sédico. As por¢ées lombares e sacrais da medula espinhal foram
retiradas em tempo inferior a 3 minutos e fixadas em solugdo de formalina a 10%

para posterior exame histolégico.

3.6 EXAMES HISTOLOGICOS

As pecas anatomicas permaneceram durante sete dias em solugéio de
formalina. Os cortes transversais do tecido nervoso e das meninges iniciaram-se
aproximadamente dez centimetros acima do local onde foi realizada a pungéo
raquidiona, estendendo-se até o final da cauda eqiiina, em intervalos de meio
centimetro. Os cortes de tecido medular foram colocados em blocos de parafina e
corados pelo método de hematoxilina-eosina.

O exame histolégico das ldminas foi efetuado pela microscopia éptica. Os
resultados obtidos pela andlise dos cortes do tecido nervoso e das meninges foram
classificados em normais, quando ndo apresentaram alteragdes, ou lesados,

determinando-se a porcentagem do campo histolégico ocupado pela lesdo.
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3.7 ComITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

O presente projeto de pesquisa foi submetido & aprovagdo da Comissdo de

Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu.

3.8 MODELO DE ESTUDO

Este estudo é controlado, randomizado e encoberto.

3.9 METODOS ESTATISTICOS

Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com relagéo ao
peso e ao comprimento da coluna vertebral, foi realizado, como método estatistico, a

andlise de t de Student, sendo considerados significativos os valores de p < 0,05.
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4 Resultados

Na&o houve diferenca significativa entre os grupos com relagdo ao peso e ao

comprimento de coluna vertebral (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultados referentes ao peso (Rg) e ao comprimento de coluna vertebral
(cm) dos animais pertencentes aos dois grupos experimentais. Resultados expressos em

média e desvio padrdo

Grupo Grupo .
. Estatistica
Controle Cetamina
Peso (kg) 92 113 F=2,9; p=0,08
Comprimento de coluna vertebral
60 £5 58 £ 4 F=1,56; p=0,28

(cm)

Todos os animais apresentaram aspecto sadio e ndo foi encontrada
dificuldade na realizagdo da pungéo subaracnéidea em nenhum deles, sendo claro o
liquor obtido.

Apbés a recuperacdio da anestesia venosa e durante os 21 dias que
permaneceram no cativeiro, nenhum animal apresentou alteragéio da sensibilidade
dolorosa, alteragdo da motricidade ou do “ténus” do esfincter anal.

A microscopia éptica, a histologia do tecido medular e das raizes nervosas,

assim como as meninges, mostraram-se normais em todos os animais em ambos os

grupos (Tabela 2 e 3 e Figuras 1 e 2).
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Tabela 2 — Resultados referentes as observagoes clinicas nos 21 dias de cativeiro e
resultados histolégicos do tecido nervoso e meninges a microscopia dptica dos animais

pertencentes ao grupo controle

Animal Observacao Resultado
clinica histologico

1 Normal Normal

2 Normal Normal

3 Normal Normal

4 Normal Normal

5 Normal Normal

6 Normal Normal

7 Normal Normal

8 Normal Normal

Tabela 3 — Resultados referentes as observagoes clinicas nos 21 dias de cativeiro e
resultados histoldgicos do tecido nervoso e meninges & microscopia éptica dos animais

pertencentes ao grupo cetamina.

Animal Observacao Resultados
clinica histologicos

1 Normal Normal

2 Normal Normal

3 Normal Normal

4 Normal Normal

5 Normal Normal

6 Normal Normal

7 Normal Normal

8 Normal Normal
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Figura 1 — Tecido nervoso, vasos sangtiineos e meninges normais, de cdo

pertencente ao grupo controle. HE 50X.

Figura 2 — Tecido nervoso, vasos sangliineos e meninges normais, de céo

pertencente ao grupo cetamina. HE 100X.
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5 Dlsecussio

5.1 DiscussA0 DA METODOLOGIA

5.1.1 Animal

O cdo foi selecionado para este experimento, como modelo animal, por ser de
facil manuseio. Diversos trabalhos de pesquisa relacionados & toxicidade dos
anestésicos locais (Vianna et al., 1985; Ganem et al., 1996; Ganem et al., 1998, Ganem
et al, 2003) e a agdo de antiinflamatérios sobre o tecido medular (Ganem et al.,
2000; Barros et al., 2007) foram desenvolvidos em caes, no laboratério de pesquisa
experimental de Anestesiologia da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Outros autores, anteriormente, ja utilizaram o cdo como modelo experimental
para avaliagdo da agdio dos anestésicos locais sobre a medula espinhal (Lundy et al,,
1933; Ravindran et al., 1982).

A anatomia dos cdies é propicia para a realizagéio da pungdio subaracnéidea,
pela facilidade da execugdo da técnica e pelos riscos reduzidos de se introduzir o
farmaco de estudo diretamente no tecido nervoso.

Sua coluna vertebral é constituida por sete vértebras cervicais (C), treze
toracicas (T), sete lombares (L), trés sacrais fundidas (S) e cinco caudais ou coccigeas
(Cd). Os segmentos da medula espinhal, suas raizes e seus nervos espinhais séio
designados numericamente de acordo com a regidio por eles inervada. Existem duas
regides nas quais o diGmetro relativo da medula espinhal aumenta e elas se

localizam onde surgem os nervos das patas. A primeira constitui a intumescéncia
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cervical (envolvendo parte de C6 e Tl e os segmentos C7 e C8) e a segunda, a
intumescéncia sacral (compreendendo parte de L5 e S1 e os segmentos L6 e L7).

Em posicdo caudal & intumescéncia sacral, a medula dfila-se e prolonga-se
em forma de cone, o conus medullaris, onde se encontram os demais segmentos
sacrais e coccigeos. Aproximadamente um centimetro distal ao quinto segmento
caudal, a medula espinhal termina como filum terminale, um filamento de células
dliais e ependimais.

O saco dural e, como conseqtiéncia, o espago subaracnéideo estendem-se dois
centimetros além do final da medula espinhal. As raizes sacrais e coccigeas sdo
coletivamente chamadas de cauda eqtiina. No céo, grande porg¢do da cauda eqtiina
pode situar-se abaixo do saco dural (Fletcher, 1979).

A pungdo subaracnéidea foi realizada na porgéo distal da regido na qual se
encontra o cone medular ou na regido do filo terminal. Respeitando-se as diferencas
anatdmicas inerentes a cada espécie, o cdo apresenta-se como bom modelo animal a
ser utilizado no estudo das agbes de fGrmacos sobre a meninge e medula, quando

administrados no espago subaracndideo.

5.1.2 Cetamina

A cetamina foi sintetizada em 1962 e aprovada para ser utilizada em seres
humanos e em animais em 1970 (Pasero et al., 2005).

Estd disponivel como mistura racémica associada aos conservantes cloretos de
benzetonio e clorbutanol, ou como cetamina S(+) (Duval et al., 2004). Possui meia-
vida de distribuicdio e de eliminagdo curtas; a fase de eliminagdo alfa é de cinco a dez
minutos e a meia-vida de eliminagdo beta de duas a trés horas (Hemelrijck et al.,

1997). Ela é metabolizada no figado pelo citocromo P450 e seu principal metabélito,
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a norcetamina (Raeder et al, 2000), apresenta de um ter¢co a um quinto da
poténcia da droga original, podendo relacionar-se com efeitos analgésicos
prolongados (Hemelrijck et al., 1997). Sua excre¢déio é pela via renal (Kohrs et al.,
1998). Apresenta alta solubilidade lipidica, atravessando rapidamente a barreira
hemoencefdlica, quando administrada pela via intravenosa (Pasero et al., 2005).

A cetamina produz um estado dissociativo, caracterizado por amnésia e
analgesia, mas ndo necessariamente por perda da consciéncia (Duval et al., 2004).
Os mecanismos sugeridos para esse tipo de catalepsia incluem a inibigdio
eletrofisiolégica das vias talamicas e a estimulagdo do sistema limbico (Reves et al.,
2000).

O farmaco possui efeito broncodilatador (Haas et al, 1992), causando
depressdio respiratéria minima (Werner et al., 1997), com manuten¢do dos reflexos
protetores das vias aéreas (Zielmann et al., 1997).

No sistema cardiopulmonar, promove aumento da pressdo arterial, da
freqtiéncia cardiaca (Pfenninger et al., 2002) e da pressdo da artéria pulmonar,
devendo ser utilizado com cautela nos pacientes com doenga cardiaca prévia (Reves
et al, 2000), com doen¢a coronariana ou com insuficiéncia cardiaca direita
(Johnstone et al., 1976).

A cetamina interage com miuiltiplas areas de ligagdo, incluindo os receptores
para glutamato NMDA e ndao-NMDA, receptores nicotinicos, muscarinicos,
colinérgicos, monoaminérgicos e opidides (Duval et al., 2004).

Os receptores NMDA sGo receptores ionotrépicos que séo ativados pelo
glutamato, o mais abundante neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central. O canal é permedvel ao cdlcio e, em menor grau, ao sédio e ao potdssio, e

para a ativagdio deste receptor é necessaria a ligagéio do glutamato com a glicina. O
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ion magnésio, de maneira voltagem dependente, bloqueia o canal em repouso e a
abertura ocorre somente mediante despolarizagéio e ligagdo simultanea dos agonistas
(Petrenko et al., 2003).

A cetamina liga-se ao receptor da fenciclidina (Evers et al., 2001), no canal
NMDA, e inibe a ativa¢do do canal pelo glutamato de maneira ndo-competitiva. O
enatidmero cetamina S (+) possui trés a quatro vezes mais afinidade pelo receptor do
que a forma enantiomérica cetamina R (-), refletindo as diferengas observadas na
sua poténcia analgésica e anestésica (White et al., 1985). Existem evidéncias que
sugerem a importancia do receptor NMDA na indugéio e manuten¢do da
sensibilizagdo central durante estados de dor (Petrenko et al.,, 2003; Fu et al., 1997;
Kwok et al., 2004).

Os receptores glutamato ndo-NMDA séo ativados seletivamente por agonistas
quisqualato, AMPA ou cainato. Esses receptores sdo inibidos pela cetaming,
provavelmente por meio do sistema glutamato/NO/GMP.( Marin et al., 1993 ).

A cetamina também age em receptores opidides, acoplados a proteina G,
apresentando efeitos analgésicos leves. Os efeitos psicomiméticos da cetamina podem
ser explicados pela interagdio com o receptor kappa, uma vez que agonistas kappa
produzem efeitos similares. A cetamina S(+) liga-se duas a quatro vezes mais
fortemente ao receptor kappa do que a cetamina R(-). A afinidade da cetamina
para este receptor é dez a vinte vezes menor do que a apresentada para receptores
NMDA, o que sugere que a interagéio ndo apresenta maior importéncia. Isso é
confirmado pelo fato de a naloxona ndo reverter os efeitos analgésicos da cetamina
(Raeder et al., 2000; Hustveit et al., 1995).

Em concentragbes clinicas, a cetamina inibe a liberagdo de acetilcolina

mediada pelo receptor NMDA. A inibigdo pés-sindptica do receptor nicotinico ndo
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apresenta importéncia clinica. Os receptores muscarinicos sdo também inibidos, sendo
que a cetamina S(+) apresenta afinidade duas vezes maior pelo receptor muscarinico
do que a cetamina R (-). (Hustveit et al., 1995). A afinidade da cetamina por este
receptor é de dez a vinte vezes menor do que a apresentada para receptores NMDA
(Aronstam et al., 1982). A cetamina R (-) inibe a captag¢do neuronal de noradrenalina
e a cetamina S(+), adicionalmente, inibe a captagdo extraneuronal, produzindo
resposta sinGptica prolongada e aumento da transferéncia de noradrenalina para
dentro da circulagdio (Kress et al., 1994). A captagdio de dopamina e da serotonina é
inibida, o que poderia levar a aumento da atividade dopaminérgica central (Khors
et al. 1998).

A cetamina tem sido utilizada pelas vias intravenosa, intramuscular,
subcutanea, oral, retal, transdérmica, peridural e subaracnéidea (Azevedo et al,
2000).

A administragéio do farmaco pela via peridural tem sido utilizada para o
tratomento da dor em seres humanos sem apresentar efeitos adversos, como
depressGo respiratéria, retencdo urindria ou prurido. O mecanismo exato da
analgesia espinhal é desconhecido, porém os efeitos sedativos apds altas doses de
cetamina pela via peridural sGo semelhantes aos efeitos sistémicos apds
administragdo intravenosa (Naguib et al., 1986; Ravat et al., 1987).

A injegéio de 50 mg de cetamina subaracnéidea em seres humanos produziu
anestesia cirdrgica, associada ao bloqueio sensitivo, com duragdo de uma hora, e ao
blogueio motor, quando a mesma dose foi associada & epinefrina (Bion et al., 1984).

Estd bem estabelecido, em seres humanos, o envolvimento dos receptores
NMDA glutamato excitatérios na transmisséo nociceptiva. Eles participom do

desenvolvimento e da manutengéo do que é chamado "dor patolégica” que ocorre
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apods lesdio tecidual, ou seja, o aumento da percepgdo dolorosa como resultado da
sensibilizagéio dolorosa, desencadeada em parte pela plasticidade sinéptica

(Petrenko et al., 2003; Willert et al., 2004).

5.2 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.2.1 Resultados Clinicos

Nado foram observadas, em qualquer dos cdes incluidos no estudo, quaisquer
alteragées de sensibilidade dolorosa, de forga muscular ou de ténus do esfincter anal

durante o periodo de 21 dias de cativeiro.

5.2.2 Resultados histolégicos

Nos animais pertencentes ao grupo controle, aos quais foi administrada
solugdio fisiolégica pela via subaracnéidea, ndo foram observadas alteragoes
histolégicas na medula espinhal e nas meninges, & microscopia éptica. A finalidade
deste grupo foi avaliar as possiveis alteracdes que a pungdo subaracnéidea e a
introdugdo das solugdes desencadeariam sobre o tecido nervoso e as meninges.

Em modelos experimentais, cujo objetivo é estudar alteragdes que solugbes
introduzidas no espago subaracndideo determinam sobre o tecido nervoso e as
meninges, é importante que seja excluida a possibilidade de a pungdo raquidiana ser
fator determinante de lesdes como, por exemplo, aquelas conseqiientes ao trauma
desencadeado pela agulha utilizada para realizagdo da pungdo e adquelas

determinadas pela administracdio de solugdes no interior da raiz nervosa.
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A técnica utilizada para realizagdo da pungdo subaracnéidea neste estudo foi
anteriormente empregada para se pesquisarem os efeitos que diversas solugdes
determinariam sobre o tecido nervoso medular e as meninges em cdes. Nestes
experimentos anteriores, injetou-se, no espago subaracndideo, um mililitro de solugdo
de glicose na concentragéio de 10% (Ganem et al.,, 1996), um mililitro de dagua
destilada (Ganem et al., 2000), um mililitro de solugéo fisiolégica (Vane et al., 1997;
Barros et al., 2007) e um miililitro de solugdo de glicose a 7,5% (Pires et al, 2006) e
ndo foram observadas alteragbes no tecido nervoso e nas meninges.

E descrito que a injecdo de 0,05 miililitros de solugéio fisiolégica no interior dos
fasciculos nervosos foi suficiente para degenerar os axoénios de nervos cidticos de
coelhos (Selander et al., 1979). O trauma desencadeado pela injegéo intraneural da
solugéio foi o responsével pela alteragdo observada.

Estes resultados vém demonstrar que a técnica selecionada para a realizagéo
da pung¢do ndo seria o fator que determinaria alteracdes no tecido nervoso da
medula e nas meninges.

Os resultados histolégicos referentes aos cortes do tecido nervoso e das
meninges dos animais do grupo cetamina, que receberam cetamina S(+) sem
conservante na dose de Img. kg-', também néo mostraram alteragdes.

Diferentemente das pesquisas encontradas na literatura, nas quais a cetamina
foi administrada no espaco subaracnéideo por meio de cateter implantado
cronicamente (Ahuja et AL., 1983; Borgberg et al., 1994; Vranken et al., 2006), ou por
pungdo intracisternal (Malinovsky et al., 1991; Malinovsky et al., 1993), os animais
foram submetidos & pungdo (Gnica, com agulha adequada para abordagem do

espago subaracndideo, o que reproduz a técnica utilizada rotineiramente na clinica
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anestesioloégica. Com isso, evitaram-se as possiveis lesdes observadas apds a
cateterizagdo crénica do espago subaracndideo.

E descrito que a inser¢éo do cateter no espaco subaracnéideo pode causar
laceragdes ou abrasées da medula (Malinovsky et al., 1991) e que a cateterizagéo
crénica do espaco subaracnéideo de animais ocasiona infiltragéo linfocitica e fibrose
ao redor do cateter, o que dificulta a distingdo das modificagdes induzidas pelo
farmaco daquelas determinadas pela presenca do cateter (Coombs et al., 1987).
Foram observadas células inflamatérias no tecido nervoso em contato com o cateter,
na substdncia cinzenta e nas leptomeninges de coelhos que receberam solugéo
fisiolégica 0,9% por via subaracnéidea (Borgberg et al., 1994).

Por outro lado, outros autores ndo observaram sinais indicativos de lesées
histolégicas em coelhos que receberam solugdo fisiolégica por meio de cateter
(Vranken et al., 2006).

A injegdio Gnica e em bolus no espago subaracnéideo teve por objetivo simular
administragdio acidental de cetamina S(+) que deveria ser inicialmente administrada
no espaco peridural e, por pun¢do inadvertida da aracnéide, foi introduzida no
espago subaracnéideo.

As doses de cetamina introduzidas nos espago peridural para alivio da dor
operatéria variom de 0,25 mg.kg” (Himmelseher et al., 2001; Himmelseher et al.,
2005) a 1 mg.kg™" em seres humanos e a dose de 1 mg.kg™” foi escolhido por ser a
maior (Subramanian, 2001), sendo que, em animais, esta dose é muito utilizada
quando se deseja estudar os efeitos analgésicos e neurotéxicos da cetamina (Ahuja et
al., 1983; Malinovsky et al., 1991; Errando et al., 1999).

O tempo de observagdo clinica prolongada (21 dias) teve por objetivo avaliar

os efeitos cronicos que a cetamina S(+) poderia desencadear também sobre as
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meninges, visto que resultados de pesquisas anteriores com a mesma metodologia
deste estudo demonstraram que, quando o fdrmaco agride primariamente o tecido
nervoso, as alteragdes clinicas e histolégicas séio detectadas imediatamente apés a
administragdo do agente (Ganem et al., 1996; Ganem et al., 2003; Pires et al., 2006).

Entretanto, quando a meninge é agredida hd necessidade de intervalo de
tempo maior para que a reagdo inflamatéria se estabeleca e o aparecimento da
lesdo do tecido nervoso é mais tardio (Lima et al., 2006; Barros et al., 2007).

Errando et al., 1999, estudaram os efeitos determinados pela cetamina em
animais mantidos em cativeiro por tempo prolongado. Em suinos, estes autores
observaram discreta perda neural apés administragéio subaracnéidea didria de 1
ma.kg™" de cetamina racémica com conservante, durante 7 dias. Os animais foram
sacrificados apés 35 dias e néo foi estudada a histologia das meninges.

Na presente pesquisa, néo foi observada nenhuma alteragdo clinica ou na
histologia da medula, das raizes da cauda eqliina e das meninges dos cdes. Tais
resultados diferem daqueles observados em coelhos, nos quais a cetamina S(+) sem
conservante, em doses de 0,7 mg.kg”, em injecdes repetidas, causou alteracdes
histolégicas extensas na substéincia cinzenta (cromatélise do nervo motor), em torno
do canal central (perda ependimal e subependimal) e na regido subpial (perda de
mielina, edema de axénio, necrose e leucodiapedese reativa) (Vranken et al., 2006.).

A metodologia desses dois estudos & muito diferente, o que pode explicar os
resultados conflitantes. E descrito que doses repetidas de cetamina S(+) podem
determinar antagonismo excessivo no receptor do NMDA. Este antagonismo pode
produzir neurotoxicidade devido & inativagdo do mecanismo inibitério (envolvendo
bloqueio do receptor do NMDA no interneurénio, mediado pelo acido y-

aminobutirico que é respons@vel pela inibigéio ténica das vias excitatérias), resultando
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em lesdo excitotdéxica com necrose celular e apoptose (Farber et al., 2002). Além
disso, o prolongado antagonismo do receptor NMDA impede os mecanismos
enddgenos de sobrevivéncia e regeneracgdo dos neurdnios (Hoyte et al., 2004).

A cetamina racémica, por sua vez, quando introduzida no espago
subaracnéideo sem o conservante (cloreto de benzoténio ou clorobutamol), também
ndo desencadeou toxicidade do tecido medular de porcos (Errando et al., 1999) e
coelhos (Malinowusky et al., 1993). )4, em ratos, foram descritos vactiolos nas células do
dganglio da raiz dorsal (Ahuja et al., 1983). A cetamina com conservante, por sua vez,
desencadeou pequena (5%) perda neuronal no corno posterior da medula espinhal
de porcos (Errando et al., 1999) e o conservante da cetamina (cloreto de benzoténio)
desencadeou lesoes histologicas mais intensas que se distribuiram nas regides dorsais e
ventrais da medula (Errando et al., 1999).

As alteragbes histolégicas acometem, mais freqlientemente, a regiGo
posterior da medula, porque, em local préximo & raiz posterior, imediatamente antes
de sua entrada na substancia branca medular, encontra-se uma zona ndo
mielinizada que contém neurdnios desnudos. Estes neurdénios sdo mais sensiveis aos
efeitos téxicos de agentes injetados no liquor (Takenami et al., 2000). Entretanto, é
importante ressaltar que toda a superficie medular entra em contato com os
farmacos introduzidos no liquor.

Em pesquisas anteriores sobre anestésicos locais, realizadas com a mesma
metodologia deste estudo, também foi observado que lesdes histolégicas na regido
posterior da medula sGo mais comuns, porém quando séio mais intensas elas se
estendem superficialmente até a regido lateral e anterior (Ganem et al., 2003; Silva

et al,, 2004; Pires et al., 2006).



DiscussAo 38

Ao se associar a localizagdio das lesdes histolégicas com a intensidade da
agressdo do tecido nervoso, pode-se observar que os resultados foram similares com
ambos os modelos experimentais diferentes, ou seja, um que utilizou a cateterizagéo
do espago subaracnéideo e administragdo crénica em porcos (Errando et al 1999) e
outro no qual se realizou pung¢do subaracnéidea e administragéio de dose Gnica em
cdes (Ganem et al., 2003; Silva et al., 2004; Pires et al., 2006), o que vem confirmar a
confiabilidade deste modelo experimental para o estudo de agentes téxicos ao tecido

nervoso e ds meninges.
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& Conclusho

A cetamina S(+), sem conservante, administrada no espago subaracnéideo em
dose tnica de 1 mg.kg”, ndo desencadeou alteragdes histolégicas sobre o tecido

nervoso e as meninges, neste modelo experimental em caes.
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Q Apéwdice

Tabela 4 — Peso (kRg) e comprimento da coluna vertebral (cm) dos animais do grupo

controle

Animal Peso Comprimento
(kg) da coluna
(cm)
1 8 56
2 7 55
3 7 54
4 10 62
5 10 61
6 12 66
7 12 65
8 9 59
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Tabela 5 — Peso (kRg) e comprimento da coluna vertebral (cm) dos animais do grupo

cetamina

Animal Peso Comprimento
(kg) da coluna
(cm)
1 9 56
2 12 57
3 15 57
4 15 63
5 6 55
6 58
7 9 56
8 12 65
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Figura 3 — Regidio terminal da medula espinhal do céio (Fletcher e Kitchell, 1966a).
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Figura 4 — Dermdtomos lombares, sacrais e coccigeos do céo (Fletcher e Kitchell,
19664).
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