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RESUMO

FERREIRA-ERMITA, Dayana Alersa Conceicao, D.Sc., Universidade Federal
de Vigosa, fevereiro de 2019. Raquianestesia com ropivacaina, cetamina e
dexmedetomidina — estudo da neurotoxicidade e avaliagcao de bloqueio
motor e sensorial em coelho. Orientadora: Andréa Pacheco Batista Borges.
Coorientadores: Fabricio Luciani Valente e Emily Correna Carlo Reis.

Com o objetivo de estabelecer um protocolo analgésico eficaz e garantir
seguranga na sua utilizagdo, este estudo propds analisar e comparar os
efeitos analgésicos e neurotdxicos da administragao raquidiana da associagao
entre a ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina em coelhos, por meio da
avaliacdo dos bloqueios motor e sensorial, complementados pela analise
bioquimica, prote6mica e dosagem de interleucina 10 (IL10) no liquido
cefalorraquidiano (LCR), e da investigagcdo histopatolégica da medula
espinhal. Vinte coelhos da raca Nova Zelandia, foram divididos
randomicamente em cinco grupos, com “n” igual a quatro, de acordo com os
farmacos que foram utilizados para a raquianestesia: grupo controle (GC), no
qual administrou-se solugdo salina 0,9%, grupo cetamina (GCe), grupo
dexmedetomidina (GD), grupo ropivacaina (GR) e grupo associagao
(GRCeD). O procedimento experimental foi conduzido as cegas, por trés
avaliadores experientes, que desconheciam qual farmaco foi administrado a
cada animal avaliado. A resposta a um estimulo nociceptivo progressivo foi
utilizada para avaliar o grau e duragao do bloqueio sensorial. Adicionalmente,
realizou-se o teste de bloqueio da nocicepgao térmica por meio da laténcia de
retirada dos membros, e resposta de reflexo cutdneo no dorso (regido
lombossacral), por contato com uma placa metalica de cobre, aquecida a
60°C. O bloqueio motor dos membros pélvicos foi avaliado por meio de escore
qualitativo. O LCR foi coletado imediatamente antes e trés dias apods a
raquianestesia para analise bioquimica, proteémica e dosagem de IL10. Para
identificacao das proteinas do LCR, utilizou-se a aquisi¢cao da espectrometria
de massa por MALDI TOF/TOF apds a digestao triptica das bandas obtidas
nos géis da eletroforese. A dosagem de IL10 foi executada pelo método
ELISA. Apds trés dias, os coelhos foram submetidos a eutanasia e a medula

espinhal foi colhida para analise histopatolégica. Os resultados alcangados a
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partir das avalicbes dos bloqueios sensorial e motor demonstraram que
associar cetamina e dexmedetomidina a ropivacaina, pela via subaracnoidea,
pode potencializar a analgesia fornecida pela ropivacaina, promovendo um
bloqueio mais cranial e com efeito prolongado. Este estudo demostrou que a
raquianestesia com a associagdo de cetamina, dexmedetomidina e
ropivacaina € um protocolo de analgesia multimodal eficaz para a rotina em
anestesia veterinaria, que proporciona potencializagdo da analgesia em
comparagao com a utilizagao isolada da ropivacaina, e pode ser uma escolha
quando nao se indica utilizar opioides. A utilizagado dessa associagao pela via
subaracndidea é segura e nao causa danos ao sistema nervoso central. Com
base nos resultados obtidos nas anadlises do LCR e na avaliacdo
histopatolégica da medula espinhal, este protocolo ndo desencadeia efeitos
neurotdxicos e possivelmente pode contribuir com efeitos neuroprotetores.
Assim, esta associagdo tem sua utilizacdo justificada ndo apenas pelos
beneficios analgésicos que estes farmacos podem proporcionar, mas

também, pela seguranga na sua aplicabilidade.
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ABSTRACT

FERREIRA-ERMITA, Dayana Alersa Conceicdo, D.Sc., Universidade Federal
de Vigosa, February, 2019. Spinal anesthesia with ropivacaine, ketamine
and dexmedetomidine - study of neurotoxicity and evaluation of motor
and sensory block in rabbits. Advisor: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-
advisers: Fabricio Luciani Valente and Emily Correna Carlo Reis.

In order to establish an effective analgesic protocol and to guarantee safety in
its use, this work proposed to analyze and compare the analgesic and
neurotoxic effects of spinal administration of the association between
ropivacaine, ketamine and dexmedetomidine in rabbits, through the evaluation
of motor and sensory blockade, complemented by biochemical assay,
proteomic analysis and interleukin 10 (IL10) quantification in the cerebrospinal
fluid (CSF), and histopathological investigation of the spinal cord. Twenty New
Zealand rabbits, were randomicaly divided into five groups, with "n" equal to
four, according to the drugs that were used for spinal anesthesia: control group
(GC), which was administered saline solution 0.9%, ketamine group (GCe),
dexmedetomidine group (GD), ropivacaine group (GR) and association group
(GRCeD). The experimental procedure was conducted in a blinded manner,
with three experienced evaluators who did not know which drug was
administered to each evaluated animal. The response to a standard noxious
stimulus was used to assess the degree and duration of sensory blockade. In
addiddion, the thermal nociception blockade test was performed through limb
withdrawal latency and cutaneous reflex response on the back (lumbosacral
region) by contact with a copper metal plate heated at 60°C. The motor
blockade of the pelvic limbs was evaluated by qualitative score. The CSF was
collected immediately before and three days after spinal anesthesia for
biochemical and proteomic analysis and measurement of IL10. For CSF
proteins identification, the acquisition of mass spectrometry was obtained by
MALDI TOF / TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight/time-of-flight) after tryptic digestion of the bands obtained in
electrophoresis gels. The IL10 measurement was performed by ELISA method
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). After three days, the rabbits were

submitted to euthanasia and the spinal cord was collected for histopathological

Xiv



analysis. The results obtained from the sensory and motor blockade
assessments, showed that associating ketamine and dexmedetomidine to
ropivacaine by subarachnoid route potentiate the analgesia provided by
ropivacaine, promoting a more cranial blockage and with prolonged effect. This
work showed that spinal anesthesia with ketamine, dexmedetomidine and
ropivacaine combination is an effective multimodal analgesia protocol for a
veterinary routine anesthesia, which provides potentiation of analgesia
compared to the use of ropivacaine alone, and may be a choice when opioids
are not indicated. The use of this combination by the subarachnoid route is
safe and does not cause damage to the central nervous system. Based on the
obtained results in the CSF analyzes, and the histopathological evaluation of
the spinal cord, this protocol does not trigger neurotoxic effects and possibly
may contribute to a neuroprotective effect. Thus, this association has its use
justified not only by the analgesic benefits that these drugs can provide, but

also by the safety in their applicability.
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1. INTRODUGAO GERAL

Para alcancgar a insensibilidade a dor em diversos tipos de intervencdes
cirurgicas, o sistema nervoso central (SNC) vem sendo submetido a uma
variedade de anestésicos, isoladamente ou em combinagdes, onde o principal
objetivo é "desligar" a comunicacédo neuronal a fim de alcangar analgesia e
hipnose (JEVTOVIC-TODOROVIC, 2016). Os resultados e riscos desta
pratica tém sido ativamente investigados (HODGSON et al.,1999; GANEM et
al., 2003; WARD et al., 2011; LIAN et al., 2017).

Embora a utilizagdo de técnicas anestésicas neuroaxiais venha
crescendo nos ultimos anos, € pungente compreender 0s possiveis riscos que
esta pratica pode trazer, uma vez que, a aplicacao direta de terapias distintas
na medula espinhal tem o potencial de interromper vias de dor especificas,
limitando os efeitos colaterais sistémicos, mas também traz o risco inerente
de lesées ao SNC (HODGSON et al 1999; GANEM et al., 2003; VRANKEN et
al., 2006; LIAN et al., 2017).

A raquianestesia é a técnica na qual se executa a aplicagédo de um
agente anestésico no espacgo subaracnoideo, em contato com o liquido
cefalorraquidiano (LCR), sendo também denominada anestesia espinhal,
intratecal ou subaracnéidea (SOLTESZ, 2010). Os dados disponiveis na
literatura veterinaria sobre a utilizacao desta técnica séo escassos (ABIMUSSI
et al.,, 2017). Portanto, sdo necessarias pesquisas que visem melhorar a
qualidade e prolongar a analgesia, e em paralelo fornegam informagdes sobre
a viabilidade e seguranga deste método anestésico na medicina veterinaria.

A dor envolve mecanismos multiplos que requerem tratamento
adequado, utilizando técnicas multimodais de analgesia (WHITE e KEHLET,
2010) onde cada agente contribui com determinado efeito farmacoldgico
(OTERO et al., 2016). Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado
seguranga e eficacia na utilizagdo da ropivacaina quando aplicada a
estruturas nervosas por via subaracnoidea (CANTURK et al., 2012). Este
anestésico local é comumente utilizado para analgesia na medicina humana
porque promove menor bloqueio motor (WANGPING e MING, 2017). Associar
a cetamina a ropivacaina pode melhorar a qualidade analgésica, uma vez que

o0 antagonismo aos receptores N-metil-d-aspartato (NMDA), produzido pela



cetamina, pode prevenir estados de hiperexcitabilidade no SNC, reduzindo
ainda mais a conducgéao nociceptiva (JONES et al., 2001). Adicionalmente, a
cetamina interage com os canais de s6dio mimetizando efeitos atribuidos aos
anestésicos locais (WAGNER Il et al., 2001).

Outra forma de potencializar o efeito analgésico dos anestésicos locais
tem sido demostrada nos ultimos anos e consiste na associagdo com a
dexmedetomidina, um potente agonista a-2 adrenérgico, altamente seletivo,
com propriedades simpatoliticas, sedativas, amnésicas (CAROLLO et al.,
2008; GIOVANNITTI Jr et al., 2015; SANKARARAO e BHAIRAVABHATLA,
2017) e analgésicas, tal que permite que ela seja descrita como um poupador
de opioides (PANZER et al., 2009).

Com o objetivo de estabelecer um protocolo analgésico eficaz e
garantir seguranga na sua utilizacéo, este estudo propds analisar e comparar
os efeitos analgésicos e neurotoxicos da administracdo raquidiana da
associacao entre a ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina em coelhos, por
meio da avaliacdo dos bloqueios motor e sensorial, complementados pela
analise bioquimica, protedmica e dosagem de interleucina 10 (IL10) no LCR,

e da avaliagao histopatoldgica da medula espinhal.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A compreensdo da neurofarmacologia tem sido despertada para um
interesse intenso no uso de drogas espinhais na anestesia e no controle da
dor, em fungdo das vantagens que a aplicagao de farmacos que possuem
receptores na medula espinhal pode trazer. Entretanto, o risco de leséo ao
SNC é um fator que deve ser cuidadosamente considerado, sendo assim, a
neurotoxicidade dos medicamentos administrados pela via subaracnoidea é
uma questdo que deve ser investigada e estudada profundamente
(HODGSON et al., 1999; WARD et al., 2011; LIAN et al., 2017).

A toxicidade da medula espinhal pode manifestar-se como disturbios
histologicos, fisioldégicos e/ou comportamentais (dor, déficits e disfungdes
motoras e sensoriais) apos a exposicao espinhal a um medicamento (GANEM
etal., 2003; VRANKEN et al., 2006; LIAN et al., 2017). Estudos com pequenos
roedores tém mostrado que a exposicdo precoce a anestesia, em fase de
desenvolvimento do SNC resulta em deplegao neuronal (NIKIZAD et al., 2007,
RIZZI et al., 2008) e comprometimento de longa duracdo das sinapses em
regides vulneraveis do cérebro (BRINER et al., 2010; LUNARDI et al., 2010).
As alteragbes morfologicas descritas na literatura representam mudangas
substanciais na estrutura neuronal que podem ser detectadas facilmente
usando avaliagdes histolégicas (GANEM et al., 2003; VRANKEN et al., 2006
LIAN et al., 2017). Adicionalmente, é possivel detectar alteragdes que indicam
o envolvimento da cascata inflamatdria na lesdo do SNC por meio da
expressao de moléculas de adesdo especificas, fatores quimiotaticos e
citocinas pro-inflamatdrias (SILVEIRA e PROCIANQY, 2003).

A taxa de producédo do LCR e a sua composicdo podem ser
prejudicados pela presenca de tumores, isquemias, por infec¢des, traumas
e/ou intervengdes traumaticas (WEAVER et al., 2004; ENNIS e KEEP, 2006;
JOHANSON et al., 2008), e a analise laboratorial do LCR aprovisiona
informagdes fundamentais para uma conduta clinica eficiente (JOHANSON et
al., 2008).



2.1 Liquido cefalorraquidiano (LCR)

A analise do LCR tem sido importante para diagnosticar diversos tipos
de alteragdes, sejam elas infecciosas (NIGROVIC et al., 2002; AMINPOUR et
al., 2005; MUKAI et al., 2006), metabolicas (LUTZ et al., 2007; SINCLAIR et
al., 2010), imunes (BECHTER et al., 2010), neoplasicas (GLANTZ et al., 1998)
ou traumaticas (LEVINE et al., 2006), uma vez que citocinas e proteinas de
fase aguda, relacionadas a estas alteragdes no SNC, podem ser encontradas
no LCR.

O LCR efetua a excregao de subprodutos potencialmente téxicos do
metabolismo cerebral, assegurando que os fluidos que banham as células do
SNC tenham uma composigdo quimica bem regulada (TERLIZZI| e PLATT,
2006). Essa excrecao € uma importante funcdo, porque os neurdnios
requerem uma composicao ibnica adequada no espago extracelular, sendo
muito menos tolerantes a alteragées do que outros tipos celulares (GIZA e
HOVDA, 2001; ANNUNZIATO et al. 2003). Além disso, o LCR exerce,
também, um papel protetivo ao SNC ajudando a modular flutuagdes normais
na pressao intracraniana, protegendo mecanicamente, e atuando no
transporte intracerebral de substéncias biologicamente ativas (TERLIZZI e
PLATT, 2006).

2.1.1 COMPOSICAO DO LCR

O epitélio do plexo coroide é responsavel por dois tercos do LCR
produzido (JOHANSON et al., 2011), em uma taxa estimada de 0,052 ml/min
em caes (OPPELT et al., 1964), 0,015 ml/min em gatos (HOCHWALD et al.,
1969), 0,00037 ml/min em ratos, 0,305 ml/min em humanos adultos (HUANG
et al., 2004) e 0,013 ml/min em coelhos (POLLAY e CURL, 1967).

O LCR é produto da ultrafiltragdo do plasma e contém uma grande
variedade de proteinas, em baixa quantidade (TERLIZZI e PLATT, 2006), das
quais 85% provém do sangue, por exemplo, albumina e imunoglobulina G
(IgG), enquanto aproximadamente 15% sao sintetizadas primariamente no
cérebro (REIBER, 2001), como a prostaglandina D sintase, a proteina mais
abundante produzida pelo SNC (KILLER et al., 2006).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Sinclair%2C+Alexandra+J

Em geral, o LCR tem aspecto claro e incolor e é quase acelular,
contendo 99% de agua (JOHANSON et al., 2011). Varios ions, enzimas e
outras substancias também podem ser encontrados no LCR normal
(TERLIZZI e PLATT, 2006). Apresenta maior concentracdo de magnésio e
ions cloridricos e menor concentragao de glicose, acido urico, calcio e fosfato,

quando comparado ao plasma sanguineo (JOHANSON et al., 2011).

2.1.2 COLETA DO LCR

Em humanos, existem trés vias classicas para coleta do LCR: sendo a
lombar a mais utilizada na rotina, seguida pela via suboccipital ou cisternal e,
por ultimo, a via ventricular (COMAR et al., 2009). Li et al. (2012) comparando
em coelhos esses trés métodos usuais, 0s quais denominaram puncao
lombar, pungcdo da membrana atlanto-occipital e perfuragdo do cranio,
sugeriram que a pung¢ao da membrana atlanto-occipital € o melhor método de
coleta para esta espécie, apesar de terem obtido uma taxa de sucesso de
aproximadamente 52%, coletando por esta via 0,5 ml de LCR de cada animal.
Os autores consideraram a simplicidade, facilidade e repetibilidade da técnica.
Segundo Chen et al. (2016), a taxa de sucesso da pungao atlanto-occipital em
coelhos pode ser melhorada quando auxiliada por ultrassonografia.

A técnica de pungado da membrana atlanto-occiptal consiste na insergéao
de uma agulha hipodérmica entre a protuberancia occipital e o atlas, em um
ponto de depressao que pode ser confirmado por meio da palpacéao e entdo a
agulha pode ser inserida de forma lenta e cuidadosa ao longo da borda
superior do atlas, sendo manuseada para que nao fique tdo profunda ao ponto
de lesar a medula oblonga (LI et al., 2012).

A contraindicagdo mais importante para a coleta do LCR é a
hipertensao intracraniana, devido ao risco de herniagéo tonsilar ou do SNC.
Outras contraindicacbes sao infecgdes locais no local da puncao,
anormalidades congénitas e diatese hemorragica nao corrigida
(NIEMANTSVERDRIET et al., 2015).



2.1.3 PROTEINAS NO LCR
2.1.3.1 Albumina

Consta de um peptideo formado por 585 aminoacidos com peso
molecular de aproximadamente 69 kDa e meia vida variando de 14-20 dias. E
a proteina encontrada em maior quantidade no meio extracelular e possui
inumeras fungdes organicas dentre as quais destacam-se: manutengao da
pressdo osmotica do plasma, efeitos antitrombdticos e inibidores da fungéo
plaquetaria, além de servir como molécula carreadora de outras proteinas, de
minerais, medicamentos e outras substancias organicas insoluveis (DON e
KAYSEN, 2004).

Nos quadros inflamatérios agudos sistémicos normalmente seus
valores encontram-se diminuidos, sendo a principal proteina de fase aguda
negativa do plasma. A diminuicdo da concentragdo de albumina se da por
meio das perdas pelo trato gastrointestinal, na urina por alteragao da filtracéo
glomerular e pela diminuigdo da sintese hepatica (KANEKO et al., 2008). Essa
proteina também serve de fonte de aminoacidos para a formagao de outras
proteinas de fase aguda de carater positivo (PALTRINIERI, 2008).

Como ja dito, a concentragdo de proteinas no LCR é muito baixa,
aproximadamente 0,5% da concentragao sérica, e desta, 90% ¢ formada,
principalmente, pela albumina, que diferentemente do que ocorre no sangue,
em casos de inflamagédo aguda, tende a aumentar a concentragao liquérica.
Essa elevagao da albumina no LCR se deve ao aumento da permeabilidade
da barreira hematoencefalica (BHE) nos quadros inflamatérios do sistema
nervoso, pois a albumina é produzida exclusivamente no figado, logo, sua
concentracéo liqudrica reflete o grau de comprometimento da seletividade da
BHE (TERLIZZI e PLATT, 2006).

2.1.3.2 Apolipoproteina E

A apolipoproteina E (apoE) € uma proteina polimérfica proveniente de
trés alelos em um unico loco génico. As trés principais isoformas séo a apoE4,
apoE3 e apoE2 (MAHLEY e RALL Jr., 2000). Identificada em 1974, teve seu
papel associado ao metabolismo lipidico (SHORE e SHORE, 1974). Foi

reconhecida inicialmente como um dos principais determinantes no

6



metabolismo de lipoproteinas e doencas cardiovasculares. Havendo
progresso na compreensao de sua fungdo, emergiu como uma importante
molécula em varios processos bioldgicos, ndo diretamente relacionados a
funcao de transporte lipidico, incluindo doenga de Alzheimer, fungéo cognitiva,
imunorregulagao e possivelmente até doencas infecciosas (MAHLEY e RALL
Jr., 2000). Sua fungédo no SNC s6 foi descrita mais recentemente. A apoE tem
sido relacionada a imunidade inata, ao funcionamento cerebral normal e a
inumeras doengas neurodegenerativas (ORTH e BELLOSTA, 2012).

Nao existe intercambio entre a apoE plasmatica e a apoE do SNC
devido a BHE (MAHLEY e RALL Jr., 2000). A apoE do SNC é sintetizada
localmente pelo cérebro, e ela atua na manutengcdo e reparo neuronal
(MAHLEY et al., 2006). As apolipoproteinas quando sintetizadas podem ser
clivadas por proteases e os fragmentos de apoE séo deletérios para esse
processo de manutencgao e reparo. A apoE4 exerce um papel neurotoxico em
culturas de neurbnios além de causar alteragdes degenerativas (MAHLEY et
al., 2006).

2.1.3.3 Prostaglandina D sintase

A prostaglandina D sintase (PGDS) € a proteina sintetizada no SNC
mais abundante no LCR. Tem a capacidade de catalisar a prostaglandina H2
(PGH2) a prostaglandina D2 (PGD2), uma proteina proé-inflamatéria (HUANG
et al., 2009).

No SNC, a PGD2 esta envolvida na regulacado do sono (HAYAISHI e
URADE, 2002) e na modulagéo das respostas a dor (EGUCHI et al., 1999).
Processos inflamatdrios resultam em sintese aumentada de PGDS
(MARQUES et al., 2007) e biossintese reforcada de PGD2 (GUAY et al., 2004)
no SNC. Embora o mecanismo exato de como a PGDS esta envolvida na
inflamacao ou modulagao da imunidade no SNC ainda n&o seja claro, sabe-
se que a PGDS é capaz de promover o processo inflamatério através da
ativagéo da PGD2 (HUANG et al., 2009).

2.1.3.4 a1-antiproteinase

A a1-antiproteinase é uma glicoproteina de 52 kDa, formada por uma
cadeia de 394 aminoacidos e trés cadeias laterais de carboidratos. O gene
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que expressa estas proteinas encontra-se quase que exclusivamente nos
hepatdcitos, podendo gerar trés isoformas: F, S e E (SAITO e SINOHARA,
1995). E o inibidor de proteases mais abundante do organismo. Em humanos
sua concentragao pode variar de 120-200 mg/dl e a capacidade secretéria do
figado pode aumentar em até cinco vezes no curso de quadros inflamatérios,
neoplasicos e infecciosos (VIDAL et al., 2006).

A fungdo mais estudada da a1-antiproteinase € a inibicao da tripsina,
entretanto é capaz de inibir a maioria da serinoproteinases produzidas pelos
neutréfilos, também tem potencial inibitoério contra os leucotrienos B4 e a
interleucina 8, ambos potentes quimiotaxores (BRANTLY, 2002). Nos casos
de neoplasias no sistema nervoso e de meningite bacteriana a concentragéo
de a1-antiproteinase pode apresentar-se aumentada mp LCR (GALVEZ et al.,
1979; PARADOWSKI et al., 1995).

2.1.3.5 Imunoglobulina G (IgG)

As principais proteinas circulantes sdo a albumina e as globulinas.
Destas ultimas, a Imunoglobulina G (IgG) é a que se encontra em maior
quantidade, compondo em média 75%, das globulinas presentes no sangue
(GUYTON e HALL, 2016). Por isso, a IgG € o principal mediador primario da
resposta imune humoral contra os mais variados antigenos. Todavia, também
pode desencadear respostas autoimunes, agindo como uma molécula
citotdbxica ou como um imunocomplexo, semelhante ao que ocorre na
trombocitopenia imunomediada, na anemia hemolitica autoimune e no lupus
eritematoso sistémico (NIMMERJAHN e RAVETCH, 2007).

Ap0bs o isolamento da IgG em laboratdrio, e sua purificagao, passou a
ser utilizada no tratamento de varias doengas autoimunes como a sindrome
de Guillain-Barré, dadas as suas propriedades neuroprotetores. O mecanismo
exato ainda ndo esta plenamente esclarecido e parece ser uma associagao
de multiplas vias que passam pela modulagdo da IgG. No dano medular,
acredita-se que o efeito neuroprotetor da IgG administrada por via
intravenosa, seja decorrente da indugdo da apoptose leucocitaria e pela
neutralizagdo de alguns componentes do sistema complemento (FEHLINGS
e NGUYEN, 2010).



2.1.3.6 Transtirretina

E uma proteina de 55 kDa constituida de 127 aminoacidos (KANDA et
al., 1974; SOPRANO et al., 1985), sintetizada principalmente no figado, rins e
plexo coroide, com meia vida média de 24h, sendo eliminada via filtragcao
glomerular por meio da urina (MAKOVER et al., 1988; SOUSA et al., 2000a).
O nome transtirretina € derivado das suas duas principais fungdes: o
transporte do horménio tireoidiano tiroxina e o transporte de retinol (vitamina
A), este ultimo pela formagdo do complexo de ligacéo retinol:transtirretina
(RAZ et al., 1970; ANDREA et al., 1980).

Especificamente no sistema nervoso, a transtirretina desempenha
inumeras fungées como uma possivel modulagéo no sistema noradrenérgico,
demonstrado em ratos que apresentaram diminuigdo dos sinais depressivos
e um aumento da atividade de exploragcao (SOUSA et al., 2000b); e age na
sinalizagdo do retinol melhorando a manutengao das atividades cognitivas
durante a senilidade (BROUILLETTE et al.,, 2008). Também tem sido
estudado a participagdo da transtirretina no controle da agregacdo do
peptideo B-amiloide, que parece melhorar a estabilidade do complexo
dificultando a formac¢ao de amiloide (SCHWARZMAN et al., 1994). Borish et
al. (1992) afirma que a transtirretina é capaz de inibir a formacéo de

interleucina 1 em casos de inflamacao sistémica.

2.1.4 CITOCINAS

As citocinas sao proteinas de baixo peso molecular, produzidas e
secretadas pelos mondcitos, macrofagos, células endoteliais e fibroblastos, e
no SNC sao produzidas e secretadas pela microglia ativada e pelos astrocitos
(KRAYCHETE et al., 2006). As citocinas e os fatores neurotrofilicos s&o os
principais mediadores envolvidos em vias de ativagdo neuroimunes e
cascatas em varios modelos de dor crénica pré-clinica. Um grande numero de
citocinas vém sendo estudado, e existem varias subdivisbes baseadas em
diferentes propriedades proé e anti-inflamatérias. As citocinas podem modular
a expressao e a secregao de outras citocinas, atenuando ou agravando
quadros inflamatérios (BJURSTROM; GIRON; GRIFFIS, 2014).



2.1.4.1 Interleucina 10 (IL10)

A IL10 é uma importante citocina imunorreguladora, anti-inflamatoria.
Sua principal fungdo bioldgica envolve a limitagao das respostas inflamatorias.
No entanto, estudos recentes sugerem que a IL-10 também medeia
propriedades imunoestimuladoras que ajudam a eliminar particulas
infecciosas e n&o infecciosas com inflamagéao limitada (ASADULLAH et al.,
2003).

Ha duas décadas o potencial neuroprotetor da IL10 ja ganhava
destaque. Bethea et al. (1999) demonstraram efeitos neuroprotetores desta
interleucina apos lesdo medular (LM) em ratos. A neuroprotegéo foi avaliada
usando desfechos comportamentais e morfologicos. Neste estudo, os autores
determinaram que a LM induziu a expressao do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) na medula espinhal e a administracdo de IL-10 reduziu
significativamente a expressao dessa citocina. Adicionalmente demonstraram
gue uma unica injecéo de IL-10 melhorou significativamente a fungdo motora
dos membros pélvicos e reduziu o volume da lesdo em aproximadamente 49%
dois meses apo6s o trauma. Estes achados reforgcam a ideia de neuroprotecao

induzida pela IL10.
2.2 Raquianestesia

A raquianestesia é usualmente a técnica de escolha em humanos
submetidos a cirurgias ortopédicas em membros pélvicos, na qual injeta-se
um anestésico no espago subaracndéideo, em contato com o LCR (LEE et al.,
2017). E uma técnica cuja seguranca, eficacia e economia justificam sua
utiizacdo (PARMAR et al., 2017). Este método de bloqueio tem sido
aprimorado ha mais de 100 anos (BABCOCK, 1928). Mesmo assim, ainda é
uma técnica pouco utilizada e estudada na medicina veterinaria (ABIMUSSI
et al., 2017).

Em 2015, Sarotti et al. comparando a raquianestesia e o bloqueio
epidural, comumente utilizado na rotina veterinaria, avaliaram a taxa de falha
de procedimento, a necessidade de analgesia de resgate intra-operatéria e o
tempo de resolucdo do bloqueio motor pds-operatorio em caes anestesiados

para cirurgia ortopédica de membro pélvico. Os autores demonstraram que a
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raquianestesia apresentou menores taxas de falha que a técnica epidural,
menor risco de resposta cardiovascular intraoperatoria a estimulagao cirurgica
e resolugao mais precoce do bloqueio motor, com uma incidéncia similar de
efeitos colaterais.

Diversos fatores influenciam no sucesso da raquianestesia, dentre eles,
a variacao individual na quantidade de LCR, e a diferenga entre a densidade
do LCR e do anestésico utilizado para o bloqueio. Este segundo, implicara no
tipo de bloqueio (sensorial ou motor / uni ou bilateral) e consequentemente
nas suas alteracdes sistémicas (ABIMUSSI et al., 2017).

Esta técnica tem como principais efeitos adversos a ocorréncia de
bradicardia e hipotensdo, todavia, essas alteragcdes sao influenciadas pelo
decubito do paciente durante a execugdo do bloqueio e pelo local de
administragcdo, permitindo a dispersdo mais cranial do anestésico, pela
relagdo volume-concentragao-dose e tipo de agente administrado. Por outro
lado, a raquianestesia traz vantagens como a possiblidade de realizagdo de
procedimentos com o paciente acordado ou levemente sedado, e a utilizagao
de doses de anestésico local menor comparada a anestesia epidural
(GOUVEIA, 2001).

2.3 Ropivacaina

A ropivacaina € um anestésico local do tipo aminoamida, produzido
como um enantidmero-S puro, o que Ilhe confere menor toxidade. O periodo
de laténcia é de 10 minutos, semelhante & lidocaina. E um dos primeiros
anestésicos locais de longa duragédo (180 a 480 min) (KLAUMANN et al.,
2013). Sua acao é restrita ao local de aplicacao e reverte-se rapidamente ao
diminuir sua concentragao, que, aliado a sua baixa toxicidade sistémica, fez
da ropivacaina uma opcao interessante para a realizacdo de bloqueios
nervosos, tanto centrais quanto periféricos (OTERO, 2005; KLAUMANN et al.,
2013).

A ropivacaina causa inibicao reversivel do influxo de ion sédio,
bloqueando a conducdo do impulso nas fibras nervosas. Essa acao é
potencializada pela inibicdo dose-dependente dos canais de potassio. Por ser
mais lipofilica que a bupivacaina, tem menor probabilidade de penetrar fibras
motoras mielinizadas grandes; portanto, tem agao seletiva sobre as fibras Ad
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e C transmissores de dor, em vez de fibras AB, que estao envolvidas na funcao
motora (KUTHIALA e CHAUDHARY, 2011).

Este agente tem sido amplamente utilizado em humanos pela via
epidural para o controle da dor, em fungdo do menor bloqueio motor e da
estabilidade hemodinamica (WANGPING e MING, 2017). Os bloqueios motor
e sensorial produzidos pela ropivacaina sao dose-dependentes. Doses e
concentragdes baixas promovem analgesia confiavel pelo bloqueio de fibras
Ad e C, com bloqueio motor minimo e n&o progressivo (KLAUMANN et al.,
2013).

2.4 Cetamina S (+)

A cetamina, um anestésico injetavel rotineiramente utilizado em
diversas espécies, € um antagonista ndo competitivo do receptor NMDA
(JONES et al.,, 2001). Também interage com outros receptores e canais,
incluindo receptores de acetilcolina, nicotinicos e muscarinicos, receptores
opioides, receptores monoaminérgicos (PELTONIEMI et al., 2016) e atua em
canais de sodio de uma maneira semelhante aos anestésicos locais
(WAGNER Il et al., 2001).

Além dos seus efeitos em diferentes tipos de receptores, estudos tém
relatado que ela tem efeitos anti-inflamatérios, e modula a producédo de
diferentes mediadores pro-inflamatorios (DALE et al., 2012; LU et al., 2016).
Todos estes atributos fazem com que a cetamina seja relatada como uma
droga complexa, rica em propriedades que a tornam interessante para o
controle da dor. Ha boas evidéncias de que a cetamina reduz os escores de
dor e a necessidade de opioides (BELL e KALSO, 2018).

A molécula de cetamina possui dois enantidbmeros opticos, S (+)
cetamina e R (-) cetamina, com diferentes poténcias que ja eram relatadas em
1970. Entretanto, somente no inicio dos anos 90 os isébmeros Opticos da
cetamina foram minuciosamente estudados para desenvolver um agente
anestésico mais sofisticado do que a cetamina racémica (PELTONIEMI et al.,
2016).

Com a disponibilidade do enantibmero S (+), o uso de cetamina
aumentou nos Uultimos anos em varios contextos clinicos, com novos

esquemas utilizando dosagens subanestésicas e diferentes modalidades de
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administracdo e o surgimento de cetamina S (+) pode oferecer algumas
vantagens em comparagao com o enantidmero R (-) (ADAMS e WERNER,
1997; MION e VILLEVIEILLE, 2013; FANTA et al., 2015).

O isbmero S (+) da cetamina tem uma afinidade maior para o receptor
NMDA do que o composto racémico e, assim, doses menores sao requeridas
para produzir anestesia e analgesia [4]. A cetamina S (+) é duas e quatro
vezes mais potente como anestésico e analgésico do que a forma racémica e
o isbmero R (-), respectivamente (ARENDT-NIELSEN et al., 1996; MION e
VILLEVIEILLE, 2013).

2.5 Dexmedetomidina

A dexmedetomidina é o agente a2-agonista mais recentemente
desenvolvido e comercializado. Em humanos, tem-se sugerido que a medula
espinhal é provavelmente o principal local de agao analgésica desta classe
farmacolégica (AFONSO e REIS, 2012). Atua nos receptores a2 no corno
dorsal da medula espinhal, podendo melhorar a qualidade de bloqueios
neuroaxiais por inibir os neurdnios nociceptivos, reduzindo a liberagcéo de
substancia P (GIOVANNITTI Jr et al., 2015). Possui a capacidade de diminuir
o fluxo simpatico do SNC de forma dose dependente e tem efeito analgésico
tal que permite que ela seja descrita como um poupador de opioides (PANZER
et al., 2009).

A dexmedetomidina produz efeitos tanto no sistema nervoso central
quanto periférico. O efeito sedativo é alcancado por uma reducéo na atividade
dos neurdnios no locus coeruleus, mas, sua atuagao nesta estrutura cerebral
€ também, responsavel pela ocorréncia de efeitos eufodricos, relatados em
ratos (GIOVANNITTI Jr et al., 2015).

A utilizagdo da dexmedetomidina como sedativo e como analgésico
adjuvante em bloqueios neuroaxiais tem sido amplamente estudada nos
ultimos anos (GIOVANNITTI Jr et al., 2015; GRANT et al., 2015; DEBBARMA
et al., 2017; SANKARARAO e BHAIRAVABHATLA, 2017). Sua associagao
com anestésicos locais tem promovido aumento no tempo de bloqueio
sensorial e motor (BRUMMET et al, 2011; SANKARARAO e
BHAIRAVABHATLA, 2017). Adicionalmente, outras propriedades também
tém sido atribuidas a esta droga. Estudos tém demonstrado efeitos anti-
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inflamatdrios e neuroprotetores da dexmedetomidina em casos de hipdxia
cerebral e hemorragia subaracnoidea (REN et al., 2016; WANG et al., 2016).

2.6 Neuroanatomia em coelhos

A anatomia da medula espinhal do coelho é similar a de outros
mamiferos. A piamater € a meninge que envolve intimamente a medula,
seguida pela aracnoide e a duramater. O espaco epidural situa-se acima da
duramater e o subaracnoideo entre a aracnoide e a piamater (OSOFSKY et
al., 2007).

Segundo Greenaway et al. (2001), a coluna vertebral de coelhos pode
apresentar variagdes quanto ao numero de vértebras toracicas e lombares,
podendo variar entre 12 a 13 vértebras toracicas e seis a sete vértebras
lombares. Segundo estes autores, a maioria dos coelhos possui 12 vértebras
toracicas e sete vértebras lombares, e a medula espinhal termina na segunda
vértebra sacral em 80% dos coelhos, conforme a figura 1A, semelhante aos
felinos. Em coelhos com este padrao, os nervos femoral, obturador, ciatico e
pudendo sao formados pelas raizes nervosas originadas respectivamente, em
L4,L5elL6;L6elL7;L6,L7, S1e S3;e, S2 e S3 (Fig. 1B).
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Figura 1: Desenho esquematico da vista dorsal da medula espinhal e nervos espinhais
associados na regido lombossacral (apenas lado direito) apds laminectomia dorsal em um
coelho com sete vértebras lombares (Esquema modificado de Greenaway et al. (2001). (A)
Observe a origem das raizes nervosas espinhais ao longo da medula e a saida de cada nervo
espinhal da coluna vertebral; (B) Contribuicdo das raizes nervosas lombossacrais para a
formacgao dos nervos dos membros pélvicos e perineo de um coelho doméstico da raga Nova

Zelandia (Oryctolagus cuniculus).

14



Testes sensoriais nos dermatomos correspondentes as raizes
nervosas que emergem da medula espinhal podem ser utilizados para a
localizagdo segmentar de nervos afetados por um bloqueio anestésico, e tém
sido utilizados em pesquisas na area da anestesiologia (LIU et al., 1995;
WOLFF et al., 2001; LEE et al., 2008). O mapeamento dos dermatomos de
coelhos ainda ndo foi bem definido na literatura, estima-se, de acordo com
Greenaway et al. (2001), que as vias da medula espinhal nesta espécie se

assemelham as vias das espécies felina (Fig. 2A) e equina (Fig. 2B).
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Figura 2: Desenho esquematico de
dermatomos da regido lombossacra. (A)
Dermatomos na espécie felina (Adaptado
de Brown e Fuchs (1975); (B) dermatomos
na espécie equina (Adaptado de Olbrich e
Mosing (2003).

15



3. CONSIDERAGOES FINAIS

A associacdo de diferentes classes farmacoldgicas em bloqueios
neuroaxiais tem sido uma realidade na anestesiologia visando a
potencializagdo e maior duracdo da analgesia e a redugcdo dos efeitos
colaterais sistémicos (VIEIRA et al., 2004; HAMILTON et al., 2005; NOUR et
al., 2013; WANGPING e MING, 2017). A raquianestesia é utilizada e estudada
na medicina humana ha muitas décadas, associando de forma segura
anestésicos que atuam em diferentes receptores. No entanto, sua utilizagédo
na medicina veterinaria tem sido pouco estudada, e os dados sobre a
qualidade anestésica, bem como o perigo de lesdo neuroldgica ainda séo
vagos. Dentre os poucos estudos veterinarios utilizando este bloqueio, foram
evidenciadas vantagens na utilizacdo da raquianestesia em comparagéo com
0 bloqueio epidural em caes (SAROTTI et al., 2015), todavia, estudos de
neurotoxicidade tém demosntrado que esta técnica pode nao estar isenta de
riscos, considerando, dentre outros fatores, os farmacos utilizados, a
concentracao e o volume (GANEM et al., 2003; VRANKEN et al., 2006; LIAN
et al., 2017).

Neste cenario é indispensavel que se compreendam o0s possiveis
riscos relacionados tanto a técnica quanto as associagdes farmacoldgicas,
porque mesmo trazendo vantagens relacionadas ao protocolo anestésico, hao
€ desejavel a ocorréncia de toxicidade ao sistema nervoso central, e tal
possibilidade deve ser investigada. Conforme descrito anteriormente, a
analise do LCR pode fornecer dados sobre possiveis alteracbes provocadas
ao SNC, a partir da investigacao de citocinas e PFAs e da avaliagcédo
bioquimica. Adicionalmente, a investigagao histoléogica da medula espinhal
pode evidenciar lesdes resultantes de toxicidade as células nervosas.

Com a finalidade principal de estudar os efeitos neurofarmacoldgicos
da associagdo entre a ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina,
administradas pela via subaracnoidea, e desenvolver estratégias de
neuroprote¢cdo a partir do conhecimento bioquimico e celular-humoral das
possiveis lesdes ao SNC provocadas pela técnica ou pelos anestésicos, &

pungente o desenvolvimento deste estudo.
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5. CAPITULO I: Estudo da neurotoxicidade da raquianestesia com

ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina em Oryctolagus cuniculus

Ferreira-Ermita, et al.

Manuscrito redigido conforme as normas do periédico ao qual foi submetido.
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Estudo da neurotoxicidade da raquianestesia com
ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina em Oryctolagus

cuniculus

[Neurotoxicity study of spinal anesthesia with ropivacaine, ketamine and

dexmedetomidine in Oryctolagus cuniculus]
Ferreira-Ermita, et al.

Resumo

Antecedentes: Terapias aplicadas diretamente na medula espinhal tém
potencial de interromper vias de dor especificas, limitando efeitos colaterais
sistémicos, todavia também trazem risco inerente de lesbes ao sistema
nervoso central (SNC). Com objetivo de estabelecer um protocolo de
analgesia, clinicamente seguro, este trabalho analisa possiveis efeitos
neurotoxicos da administragdo raquidiana da associacéo entre ropivacaina,
cetamina e dexmedetomidina em coelhos, por meio da analise laboratorial do
liquido cefalorraquidiano (LCR) e da avaliagcdo histopatolégica da medula
espinhal.

Métodos: Vinte coelhos Nova Zelandia foram divididos em cinco grupos que
receberam pela via subaracnodidea solucgao fisioldgica (GC), ropivacaina (GR),
cetamina (GCe), dexmedetomidina (GD) ou a associagao entre ropivacaina,
cetamina e dexmedetomidina (GRCeD). O LCR foi coletado antes e trés dias
apds a raquianestesia para analise bioquimica, protedmica e dosagem de
interleucina 10 (IL10). Para identificacdo das proteinas do LCR, utilizou-se
aquisicao da espectrometria de massa por MALDI TOF/TOF (Matrix-assisted
laser desorption/ionization time-of-flight/time-of-flight). A dosagem de IL10 foi
executada pelo método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Apds
trés dias os coelhos foram submetidos a eutanasia e a medula espinhal foi
colhida para analise histopatologica.

Resultados: Observou-se redugdo na concentracdo liquérica de glicose
(p=0,046) e AST (p=0,028) no GR. Onze proteinas com pesos moleculares
variando de 14 a 96 kDa foram identificadas no LCR na analise protedmica, e
nao ocorreram alteragdes significativas destas proteinas apdés a

raquianestesia. A concentracdo de IL10 no LCR dos coelhos do GRCeD
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aumentou apds o bloqueio (p=0,038). A avaliagao histopatoldgica revelou um
aspecto normal da medula espinhal em todos os coelhos, exceto em um
animal do GCe, no qual foram observadas cromatolise e neuroniofagia.

Conclusoées: A utilizagdo da associagdo entre a ropivacaina, cetamina e
dexmedetomidina pela via subaracnoidea mostrou-se segura néo causando
danos ao SNC. Com base nos resultados obtidos nas analises do LCR e na
avaliacdo histopatolégica da medula espinhal, este protocolo n&o produz
efeitos neurotdéxicos e possivelmente pode contribuir com efeitos
neuroprotetores. Assim, esta associagao tem sua utilizagao justificada nao
apenas pelos beneficios analgésicos que estes farmacos podem proporcionar
conforme ja bem estabelecido na literatura, mas também, pela seguranga na

sua aplicabilidade.
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Introducgao

Para alcangar analgesia e hipnose, em diversos tipos de intervengdes
cirurgicas, inumeros farmacos tém sido testados no sistema nervoso central
(SNC), isoladamente ou em combinagdes, com o objetivo de interromper a
comunicagao neuronal [1]. A raquianestesia € a técnica na qual se executa a
deposi¢cao de um agente anestésico no espago subaracnoideo, em contato
com o liquido cefalorraquidiano (LCR) [2]. Possiveis lesbes neurologicas
persistentes decorrentes desta técnica, apesar de incomuns, sdo motivos de
grande preocupacgao e foco de discussdes e pesquisas [3-6].

A toxicidade a medula espinhal apos a exposicdo a um medicamento
pode manifestar-se como disturbios histologicos, fisiologicos e/ou
comportamentais [3,5,6], e, em casos de lesdes ao SNC, é possivel detectar
alteragdes que indicam o envolvimento da cascata inflamatoéria por meio da
expressao de moléculas de adesdo especificas, fatores quimiotaticos e
citocinas pro-inflamatérias no LCR [7].

Nos ultimos, anos a ropivacaina tem ganhado espaco dentro do hall de
farmacos utilizados na raquianestesia, porque produz menor bloqueio motor
[8] e apresenta seguranga satisfatéria quando depositada no espago
subaracndideo [9]. Por isso, tem sido utilizada em associacédo a farmacos de
outras classes, com o intuito de melhorar a analgesia [10-12], como por
exemplo a cetamina [13] e a dexmedetomidina [11].

A combinacao da cetamina a ropivacaina reduz ainda mais a condugao
nociceptiva melhorando a qualidade analgésica, por prevenir estados de
hiperexcitabilidade no SNC, mediante antagonismo aos receptores N-metil-d-
aspartato (NMDA) [13]. A dexmedetomidina, um potente agonista a-2
adrenérgico, altamente seletivo, com propriedades simpatoliticas, sedativas,
amnésicas e analgésicas [14], mostrou potencializagdo sob os efeitos dos
anestésicos locais quando administrada por via peridural [15], também tem
efeito analgésico tal que permite que ela seja descrita como um poupador de
opioides [16].

Com o objetivo de estabelecer um protocolo de analgesia, clinicamente
seguro, este trabalho analisa possiveis efeitos neurotéxicos da administragao

raquidiana da associagido entre a ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina
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em coelhos, por meio da analise bioquimica, protedmica e dosagem de IL10

no LCR e da investigacao histopatolégica da medula espinhal.
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Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica para Uso de Animais
da instituicdo de origem sob o protocolo 37/2018, estando de acordo com a
legislagao brasileira vigente.

Vinte coelhos da raga Nova Zelandia, sadios, adultos, com peso médio
de 3 Kg, foram divididos randomicamente em cinco grupos experimentais,
com quatro animais, de acordo com o farmaco utilizado para a raquianestesia.

Os reflexos sensoriais e motores foram previamente avaliados para que
alteragcbes permanentes, consequentes do protocolo pudessem ser
observadas. Ato continuo, fora realizada a inducdo anestésica com
isofluorano? 2%, diluido em oxigénio 100% em fluxo de 3 I/min, em circuito
aberto, com auxilio de mascara, sob respiracao espontanea, até a perda do
reflexo palpebral. Posteriormente, a veia auricular lateral foi puncionada com
cateter calibre 24 G para administracéo da fluidoterapia com solugao de cloreto
de sédio 0,9% na taxa de 10 mil/kg/h. O plano anestésico foi mantido com a
administracao de isofluorano dose efeito, em oxigénio 100%.

Os coelhos foram posicionados em decubito lateral direito, com a
cabeca tracionada ventralmente, e apds a tricotomia e antissepsia com
solugao alcodlica de clorexidina (0,5%), a regido cervical foi isolada com pano
de campo fenestrado estéril. Em seguida aproximadamente 1,5 ml de LCR foi
colhido por meio da abordagem atlanto-occipital, por gotejamento, utilizando
agulha hipodérmica calibre 22G (Fig. 1) com bisel da agulha direcionado
cefalicamente, periodo denominado tempo zero (T0). Neste mesmo periodo,
coletou-se sangue, por meio da puncao da veia jugular, para que os valores
observados na bioquimica liquérica pudessem ser confrontados com aqueles
obtidos na bioquimica do soro (dados ndo demonstrados), e assim, determinar

guando as variagbdes eram de origem local ou sistémica.

1 Isoflurano, solugdo para inalagdo — Instituto Biochimico Industria Farmacéutica Ltda.
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Figura 1: Puncdo atlanto-occipital em coelh paré a obtencédo de LCR. (A)
Insercdo de uma agulha hipodérmica, calibre 22G, apdés localizagao, por
palpacao, da protuberancia occipital (dedo polegar a direita) e das asas do atlas
(dedos polegar e indicador a esquerda), formando um tridngulo equidistante
entre estes trés pontos como referéncia para o correto posicionamento da
agulha; (B) coleta de LCR pelo método de gotejamento apds pungao atlanto-

occipital.

Cada amostra de LCR foi dividida em trés aliquotas de
aproximadamente 0,5 ml. A primeira foi encaminhada, imediatamente apés a
colheita, para as avaliagdes bioquimicas. As outras duas foram congeladas a
-80°C para posterior analise protedmica e dosagem de IL10.

Considerou-se falha no procedimento de coleta todas as vezes que as
amostras de LCR foram contaminadas com sangue ou quando a quantidade
nao era suficiente para as analises laboratoriais pretendidas.

Apés a colheita do LCR, foi executada a raquianestesia utilizando-se o
espaco entre as vértebras lombares L5 e L6, repetindo-se os cuidados de
tricotomia e antissepsia tomados para a colheita do LCR. Para tal, os coelhos
foram posicionados em decubito esternal com os membros pélvicos
tracionados cranialmente. O bloqueio foi realizado utilizando a abordagem
paramediana, e a localizagcdo do espago L5-L6 foi realizada apods
determinacado do espago lombossacro seguida de palpagao retrograda dos
processos espinhosos até a regido alvo. Assim, uma agulha hipodérmica

calibre 24G foi introduzida até que o LCR fluisse espontaneamente. Em
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seguida, a raquianestesia foi administrada utilizando o farmaco

correspondente ao grupo selecionado (Tab. 1).

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais e dosagem de ropivacaina,
cetamina e dexmedetomidina para administragdo subaracnoidea em cada
grupo estudado

Grupos Farmaco utilizado na raquianestesia n Dosagem

GC Solucgéo de cloreto de sodio 0,9% 4 VTC para GRCeD

GR Ropivacaina? 4 2 mg/kg

GCe Cetamina?® 4  2mgkg

GD Dexmedetomidina* 4 2 ug/kg

GRCeD Ropivacaina, cetamina e 4  2mglkg + 2 mg/kg + 2 pg/kg

dexmedetomidina
GC: grupo controle; GR: grupo ropivacaina; GCe: grupo cetamina; GD: grupo
dexmedetomidina; GRCeD: grupo ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina; n: numero de
animais; VTC: volume total calculado.

O volume administrado nos grupos GC, GR, GD e GCe foram todos
ajustados com solugéo salina 0,9% em fun¢édo do volume calculado para o
GRCeD, de maneira que fosse depositado no espago subaracnoideo um
volume total equivalente a 0,31 ml/kg em todos os animais. Ao término da
infiltrac&o o fornecimento de isofluorano foi interrompido.

Decorridos trés dias da administracdo da raquianestesia, os animais
foram novamente anestesiados, seguindo o mesmo protocolo de indugao
descrito anteriormente, para colheita de LCR e sangue. Este periodo foi
denominado tempo um (T1). Em seguida, o plano anestésico foi aprofundado
aumentando-se a dose de isofluorano somada a administracéo de 5 ug/kg de
cloridrato de fentanila* por via endovenosa (EV), e os animais foram
submetidos a eutanasia por meio da infusdo EV de propofol® (10 mg/kg)
seguida da administracdo em sobredose de cloreto de potassio.

Apos eutanasia, a coluna vertebral de cada animal foi removida
cirurgicamente a partir de L3 até S4, para processamento e analise histoldgica
da medula espinhal. Os seguimentos vértebra-medula foram colhidos em até

3 minutos apds o procedimento de eutanasia e imediatamente fixados em

2 Ropi® - Cloridrato de ropivacaina, solugéo injetavel de 7,5 mg/ml - CRISTALIA Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda.

3 Ketamin® — Cloridrato de dextrocetamina, solugdo injetavel de 50 mg/ml - CRISTALIA
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.

4 Dexdomitor® — Cloridrato de dexmedetomidina, solugéo injetavel de 0,5 mg/ml - ZOETIS
Industria de Produtos Veterinarios Ltda.
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formalina 10%. Ap6s 24h as vértebras foram serradas para extragdo da
medula espinhal (Fig. 2), e estas foram imersas novamente em formalina 10%
por 24h, em seguida foram submetidas ao procedimento histolégico de rotina,
sendo elaborados cortes transversais de 5 micrometros de espessura corados

por hematoxilina e eosina.

Figura 2: Medula espinhal de coelho, coletada 3

v : E g o S,
dias apds a raquianestesia.

Analise do liquido cefalorraquidiano

Analise bioquimica

Foi realizada analise visual da coloragao e do aspecto do LCR, seguida
da centrifugagdo do mesmo por 10 minutos a 1800 rpm. Foram realizadas as
dosagens de glicose, lactato, cloreto, aspartato aminotransferase (AST),
creatina fosfoquinase e proteina total, no periodo de até 2h apds a coleta.

Anélise protebmica

Apds descongelamento as amostras de LCR foram submetidas a
analise eletroforética pelo método SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Utilizou-se um marcador de peso
molecular (Broad Range, Bio-Rad). O SDS-PAGE foi realizado correndo o gel
em dois estagios (concentragéo e separagao) a 80 volts por 4h, utilizando o
equipamento mini-gel (Mini-PROTEAN Tetra Cell; Bio-Rad). Os géis foram
corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) e colocados em
solugcdo descorante (metanol 25% vl/v, acido acético 7,5% v/v) conforme

protocolo padréo, descrito por Laemmli [17].
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Apoés a separagao das proteinas por SDS-PAGE unidimencional (1D),
as bandas mais evidentes foram escolhidas para identificacdo, sendo
excisadas para realizagdo da digestdo enzimatica, conforme protocolo
descrito por Shevchenko et al. [18], seguida da aquisigcdo de espectros de
massa (MS) por MALDI TOF/TOF (Matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight/time-of-flight).

As listas de massas obtidas foram confrontadas com o banco de dados
de proteinas do taxon Oryctolagus depositado no UNIPROT. A busca foi
realizada por meio do aplicativo MASCOT, versao 2.4.0 (Matrix Science,
London, UK) e validado estatisticamente pelo aplicativo SCAFFOLD, versao
3.6.4 (Proteome Software INc., Portland, OR). Para a validagao dos peptideos
identificados foi aplicado o algoritmo Peptide Prophet [19] e para as proteinas
o algoritmo Protein Prophet [20], como critério de aceitagdo foram adotados
0s parametros com o minimo de 90% de probabilidade para a identificagao
tanto das proteinas quanto dos peptideos, com a presenca de pelo menos um
peptideo unico para cada proteina identificada.

As proteinas identificadas pelo MASCOT e validadas pelo SCAFFOLD,
denominadas “Uncharacterized” (“Proteina n&o caracterizada”) foram
analisadas usando o software BLAST, versdo 2.4.0 [21]. Nessa analise, foi
possivel identificar quais as proteinas depositadas no banco de dados protein
non-redundant (nr) do NCBI apresentaram maior identidade com as
sequéncias das proteinas “Uncharacterized”.

As bandas nos géis foram quantificadas em mg/dl a partir do valor
obtido para proteina total na bioquimica liquérica, e os dados obtidos foram

comparados antes e apds a raquianestesia.

Dosagem de IL10

A dosagem de IL10 nas amostras de LCR foi executada pelo método
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando o kit ELISA IL10
Cloud-Clone Corp™, especifico para IL10 de Oryctolagus cuniculus.

Antes do teste as amostras foram descongeladas e permaneceram em
estufa até atingirem 37°C. Posteriormente foram centrifugadas a 5000 rpm
durante 5 min para remocéao de qualquer residuo celular, e foram analisadas

em duplicata contra a curva padrao apropriada, gerada também em duplicata.
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Anadlise estatistica

A normalidade da distribuicdo dos dados e a homogeneidade das
variancias foram atestadas pelos testes de Shapiro-Wilk e de Levene,
respectivamente. A avaliagcdo das médias entre os grupos em cada tempo (TO
e T1) se deu por meio da analise de variancia de um fator entre grupos
(oneway-ANOVA) e as comparagdes multiplas entre os grupos pelo teste post
hoc de Tukey. A comparagao das médias entre os tempos TO e T1, em cada
grupo, foi realizada pelo teste {-Student para amostras pareadas. Todas as
analises foram realizadas no pacote estatistico MINITAB 17.1.0 (Minitab® Inc.)

e a significancia considerada quando p<0,05.
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Resultados

A localizag&o do espaco intervertebral lombar 5 e 6 foi feita de forma
facil e rapida e a técnica de raquianestesia foi executada sem complicagdes.
Por outro lado, a colheita de LCR em coelhos mostrou-se um procedimento
desafiador em fungdo do pouco volume disponivel mesmo pelo acesso
atlanto-occipital, com baixa pressao de vazao, que reduzia ainda mais durante
0s movimentos inspiratorios. Além disso, por se tratar de uma regido muito
vascularizada, por vezes o procedimento foi interrompido em funcédo da
contaminagao do LCR com sangue. Todas as amostras de LCR utilizadas nas
analises deste estudo apresentaram-se incolores e limpidas, e amostras
eritrocrdmicas foram descartadas.

A funcdo motora dos coelhos foi temporariamente afetada apods a
raquianestesia tendo aparente relagdo com o grupo ao qual pertenceu cada
animal, contudo, ndo ocorreram alteragcdes motoras permanentes em nenhum
dos grupos avaliados. Reagdes neuroldgicas idiossincraticas transitorias
como ataxia, espasmo e mioclonia foram observadas em um animal do grupo
controle. A raquianestesia foi repetida trés vezes com intervalos de 15 dias
neste coelho e, apds a observar repeticdo destas reagdes indesejaveis, o
animal foi excluido do estudo.

Os grupos foram similares em relagcao a avaliacao bioquimica do LCR,
entretanto, foi observada redugcao na mensuragao de glicose (p=0,046) e AST
(p=0,028) no GR, permanecendo dentro do padrao fisiolégico de normalidade
para a espécie. Antes do bloqueio anestésico (T0), os valores obtidos no GR
para glicose e ALT no LCR foram respectivamente 76,3+7,3 mg/dl e 50,3+6,7
U/l, e trés dias apos a administragcao da ropivacaina (T1) estes valores haviam
reduzido para 67,3+5,2 mg/dl e 40,8+2,8 U/I. Esta variagao nao foi observada
na bioquimica sérica, o que sugere ser uma modificagao local, restrita ao SNC,
provocada pelo bloqueio realizado com ropivacaina.

O SDS-PAGE 1D permitiu identificar onze proteinas com pesos
moleculares variando de 14 a 96 kDa. Destas, nove foram identificadas pelo
nome, como se segue: glicoproteina rica em histidina, a-1-antiproteinase F,
transtirretina, apolipoproteina E e apolipoproteina E4, albumina,
prostaglandina-D-sintase e subunidade B-1/2 da hemoglobina. As proteinas
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denominadas “Proteina nao caracterizada”, apresentaram 84% de identidade
com a Imunoglobulina gamma H-chain (IgG de cadeia pesada) (numero de
acesso NCBInr AAAG4252). As bandas observadas na eletroforese 1D
escolhidas para identificagao destas proteinas estado evidenciadas na figura 3

com seus respectivos pesos moleculares em quilodaltons (kDa).
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Figura 3: Géis da SDS-PAGE 1D. (A) e (B) bandas excisadas para digestao

triptica identificadas pelo peso molecular em kDa; marcador de peso

molecular em destaque (retangulo).

Os resultados obtidos pelo MALDI TOF/TOF com identificagcdo pelo

MASCOT das proteinas presentes estao expressos na tabela 2.

Tabela 2: Relagdo das proteinas identificadas nas bandas analisadas por
meio do MALDI TOF/TOF

by Proteina N e Probabilidade ~Peptideos
Glicoproteina G1U754 95% GEVLPLPEANFPSFSLR
rica em histidina
9% Proteina nao G1THZ6 95% VVSTLPIAHQDWLR
caracterizada
Proteina nao G1THZ6 99% VVSTLPIAHQDWLR
9 caracterizada
Albumina P49065 100% AFFGHYLYEVAR
RHPYFYAPELLYYAQK
66 KVPQVSTPTLVEISR
LPCVEDYLSVVLNR
a-1- P23035 95% IAPSLAEFALSLYR
61 antiproteinase F
Apolipoproteina P18287 100% AGQPWELALGR
42 E
Trastirretina G1TDI4 90% ALGISPFHEYAEVVFTANDSGHR
Apolipoproteina P18287 100% AGQPWELALGR
33 E
LQAEAFQAR
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Apolipoproteina D5G340 98% LGPLLEQGR

E4

ProstaglandinaD Q9N2C2 95% AQGFTEDIVVFLPR
28 sintase
14 Subunidade B da  P02057 100% VNVEEVGGEALGR

hemoglobina

A tabela 3 apresenta os valores calculados para as bandas, em mg/dl.

Nao ocorreram alteragdes significativas destes valores entre grupos ou entre

os tempos TO e T1.

Tabela 3: Niveis proteicos expressos em mg/dl, antes e apds raquianestesia
nos grupos estudados

Bandas GRUPO

(mg/dl) GC GR GCe GD GRCeD
96 kDa
TO 17,3114,2 12,9316,3 15,4+10,4 25,6+18,7 15,116,4
T 18,0+14,7 19,3+11,5 24,2427 30,6+11,5 18,2+11,4
79 kDa
TO 10,0+9,4 6,314,8 6,817,4 6,415,8 6,612,3
T 11,9+13,0 7,472 7,654 7,715,6 8,8+4,9
66 kDa
TO 153,0+28,8 140,4+25,5 163,2+74,1 156,0+30,9 155,4+43,9
T 184,9+18,5 175,9+55,8 176,5+23,5 206,21+63,8 173,3+34,1
61 kDa
TO 7,917,2 24,3+11,4 16,8+15,35 15,2+10,8 7,945,6
T 15,917,5 24,6+14,3 17,7£15,5 16,9+11,4 18,1+16,7
42 kDa
TO 31,9419,3 25,3+1,8 31,1£14,5 36,2+3,8 31,747 .1
T 29,1+3,8 34,616,2 35,948,8 29,745,2 34,846,9
33 kDa
TO 12,0+4,7 13,713,8 13,3194 19,0+3,3 12,43,8
T 15,618,4 17,317 ,4 14,6129 14,7+1,2 13,314,9
28 kDa
TO 24,3+11,9 18,117,7 18,317,8 21,3+11,9 16,0+3,0
T 26,5+11,8 23,3+12,3 19,149,5 21,3+10,5 19,145,9
14 kDa
TO 55,0+69,1 42,5+54,5 42,4+56,6 18,1+14,3 13,7141
T1 22,5+12,5 70,04£57,6 109,0485,0 47,2+47,5 40,7+49,3

GC: grupo controle; GR: grupo ropivacaina; GCe: grupo cetamina; GD: grupo

dexmedetomidina; GRCeD: grupo ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina; TO: tempo zero,

T1: tempo 1.

Houve aumento significativo na concentracao de IL10 no LCR dos
coelhos do grupo GRCeD apds a raquianestesia (p=0,038) e, embora os
demais grupos nao tenham demostrado diferenga estatistica entre o TO e o
T1, é possivel observar a oscilagado nos valores desta citocina entre os tempos
(Figura 4) e esta consideragao pode ser fisiologicamente importante.
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Dosagem de IL10 no LCR
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Figura 4: Representacgao grafica da mensuracao de IL

10 (pg/ml) no LCR antes e apds a raquianestesia
(valores médios por grupo).

Trés dias apds a raquianestesia, os achados histopatologicos foram
compativeis com a histologia de uma medula espinhal normal. Observou-se
em apenas um coelho, do GCe, a ocorréncia de cromatdlise total e
neuroniofagia de alguns neurénios motores entre L6 e L7 (Fig. 5). Nao foram
constatadas alteragdes sugestivas de neurotoxicidade nas substancias
branca ou cinzenta, tampouco fora evidenciada infiltragdo por células
inflamatoérias no espago subaracnoideo em nenhum dos demais animais
estudados. Ademais, as alteragdes observadas no animal relatado n&o

tiveram relagdo com quaisquer alteragdes clinicas evidentes.
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Figura 5: oomiyckrorafa de cortes transversais das medulas épinhais de

coelho trés dias apds a raquianestesia, corados por hematoxilina e eosina.
Medula espinhal com aspecto histolégico de normalidade em coelhos dos
grupos (A) controle (GC), (B) ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina
(GRCeD), (C) ropivacaina (GR) e (D) dexmedetomidina (GD); e ocorréncia de
(E) neuroniofagia (Ne) e (F) cromatdlise total (Crom) observadas no o espago
intervertebral L6 e L7 em apenas um animal do grupo cetamina (GCe).

SB: substancia branca, SC: substancia cinzenta, Ce: canal ependimario, Cn:
corpo de neurdnio, bm: regido negativa correspondente a bainha de mielina,
Nu: ndcleo de neurbnio, Ng: nucleos de células da glia e CE: células

ependimarias.
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Discussao

E importante compreender que a interpretacdo dos resultados
laboratoriais requer uma correlacdo cuidadosa com a avaliagao fisica dos
animais, uma vez que processos inflamatérios acarretam alteragées que
podem ser observadas na avaliagdo clinica. O fato de nenhum animal
estudado ter apresentado alteragdes motoras e sensoriais permanentes ja é
um indicio de seguranga na utilizagdo da ropivacaina, cetamina e
dexmedetomidina pela via subaracnoidea. Vale ressaltar que, reacgdes
adversas a técnica podem ser decorrentes de fatores intrinsecos néo
relacionados aos farmacos, como observado em um animal do grupo controle.

A redugédo dos niveis de glicose no LCR, observada nos animais do
GR, ocorreu possivelmente pelo gasto energético durante o transporte de
glutamato para o meio intracelular. Este estudo nao realizou a quantificacéo
de glutamato, entretanto, sabe-se que os anestésicos locais podem aumentar
os niveis deste aminoacido no LCR por mecanismos ainda nao identificados
[4]. E possivel que o bloqueio de canais de sédio (Na*), principal mecanismo
de agao dos anestésicos locais, como a ropivacaina [22], tenha promovido o
aumento de glutamato, uma vez que a concentragdo extracelular de
glutamato apds sua liberacdo sinaptica é altamente regulada por
transportadores de alta afinidade dependentes de Na* localizados tanto em
neurdnios quanto em astrécitos [23]. Como o glutamato ndo € degradado no
meio extracelular [24] e a atividade de seus transportadores depende do
gradiente eletroquimico gerado pelo Na® nas membrana celular, quando
ocorre qualquer interrupgao nesta via de captagao do glutamato, outras vias,
ATP-dependentes sao requisitadas [25], o que pode resultar em aumento no
consumo da glicose para a produgao de ATP.

De acordo com McKenna et al. [24], a AST esta diretamente
relacionada ao metabolismo do glutamato que sofre transaminagao via AST,
e o0 o-cetoglutarato resultante € metabolizado via ciclo dos acidos
tricarboxilicos, formando oxaloacetato utilizado como substrato da AST para
producao de aspartato. Com a redugédo do glutamato disponivel dentro da
célula, por inibicdo dos seus principais receptores de transporte, a atividade
da AST pode apresentar-se reduzida por déficit das estruturas carbdnicas
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provenientes do glutamato. Aventa-se complementarmente que, a influéncia
da ropivacaina na bioquimica liquérica no GRCeD pode ter sido compensada
pela acdo da dexmedetomidina que, de acordo com Chiu et al. [14], atua nos
adrenoreceptores a2A suprimindo canais de calcio inibindo a liberagéo de
glutamato e por isso, as mesmas modificagdes bioquimicas nao foram
identificadas neste grupo.

Pode-se presumir, considerando aspectos fisiolégicos, que as
mudancas encontradas na bioquimica liqudrica estdo dentro da normalidade
e reafirmam a seguranca do protocolo. Corroborando estes resultados, a
manutencgao dos valores referentes as proteinas dosadas no LCR por SDS-
PAGE 1D, em especial a albumina, glicoproteina rica em histidina,
prostaglandina D sintase, apolipoproteina E e E4 e a-1-antiproteinase F, que
podem estar envolvidas na sinalizacao inflamatdria, aumenta a confiabilidade
no protocolo estudado, sugerindo que nem os farmacos utilizados para os
bloqueios, nem a introdugéo da agulha e tampouco o volume de administragcao
foram capazes de promover estimulo suficiente para desencadear um
processo inflamatdrio evidente ou predispor danos ao SNC. De acordo com
Terlizze et al. [26] e Khoonsari et al. [27] a analise do LCR é de grande
sensibilidade para detectar danos neuroldgicos. Na ultima década, o interesse
pelo estudo da protedmica no LCR tem crescido. Apesar disso, ha poucos
dados disponiveis acerca da composicédo proteica do LCR, principalmente
porque as proteinas estdo em numero relativamente elevado, porém em
quantidades muito pequenas e em concentragdes que oscilam sob uma
grande faixa dindmica, mesmo em condigdes fisioldgicas, 0 que estabelece
valores de referéncia muito amplos e dificulta a interpretacdo dos resultados,
sendo de grande preocupacao analitica quando se estuda a protedmica.

Em animais de experimentagéo, como coelhos, utilizados neste estudo,
as dificuldades sdo suplementarmente determinadas pelo pouco volume de
LCR disponivel para analise. Ademais, os estudos desenvolvidos nesta linha
de pesquisa geralmente abordam doencgas neurodegenerativas e neoplasias.
Existem poucos, ou nenhum estudo anterior avaliando a proteémica no LCR
em espécies anestesiadas.

De forma pratica, € mais conveniente determinar as concentragdes de

proteinas de fase aguda (PFA) do que determinar as concentragdes de
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citocinas, responsaveis pelos niveis aumentados de PFAs [28]. As fungdes
centrais da IL-10 convergem na protecao de 6rgaos e tecidos contra danos
causados por infeccdes e por respostas inflamatorias [29], assim, seu
aumento normalmente esta relacionado ao aumento prévio de citocinas pro-
inflamatdrias. Porém, ha varias limitagdes neste estudo para a determinagéao
do verdadeiro motivo pelo qual ocorreu aumento na expressao de IL10. Como
nao foram mensuradas as citocinas pro-inflamatorias, poder-se-a arguir se
este achado foi decorrente ou ndo do aumento paralelo de IL6, TNF-a ou
outras citocinas pré-inflamatoérias apds a raquianestesia. Por outro lado, vale
ressaltar que por ter sido observada elevagao mais acentuada na mensuragao
de IL10 no GRCeD em comparagao aos outros grupos, € possivel sugerir que
a associacgao destes farmacos possa, de forma mais evidente, ter contribuido
para o aumento na expressao da IL10, sendo um protocolo que, além de nao
ter causado danos evidentes conforme analise bioquimica e proteémica, pode
contribuir com efeitos anti-inflamatorios. Embora os grupos GR e GD néo
tenham demostrado aumento estatisticamente significativo, foi possivel
observar que ocorreram oscilagdes na concentragcdo de IL10 nestes grupos,
tendendo ao aumento no T1, apontando que a associagao da ropivacaina e
da dexmedetomidina pode ter sido responsavel pela potencializagao deste
efeito no GRCeD.

O grupo GCe foi o unico, excetuando-se o grupo controle, a nao
expressar aumento nesta citocina. A utilizacdo de cetamina subaracnoidea foi
relacionada anteriormente a efeitos neurotoxicos [5], porém os estudos sobre
este farmaco por esta via, ainda sdo muito controversos [30] € os mecanismos
neurotoxicos pouco explicados. Considerando os efeitos neuroprotetores da
IL10, ja relatados na literatura [29], e tragcando um paralelo de que o GCe,
sendo o Unico grupo a nao expressar elevacao desta citocina, foi também o
unico a apresentar alteragdes histopatoldégicas compativeis com
neurotoxicidade, sugere-se que ha uma relagédo direta entre a elevagao de
IL10 e a seguridade na utilizagdo do protocolo de associagao sugerido neste
estudo. E importante ponderar também que a alteracdo histopatolégica nao
foi o padrao para o GCe, sendo uma ocorréncia que pode estar
intrinsicamente relacionada ao animal estudado e n&do ao potencial de

neurotoxicidade da cetamina, uma vez que ela também ja foi reportada na
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literatura por seus efeitos anti-inflamatdrios sistémicos como relatado por Bell
e Kalso [30].

Em sintese, a utilizagdo da associagao entre a ropivacaina, cetamina e
dexmedetomidina pela via subaracndidea mostrou-se segura ndo causando
danos ao SNC. Com base nos resultados obtidos nas andlises do LCR e na
avaliagdo histopatolégica da medula espinhal, este protocolo néo
desencadeou efeitos neurotdéxicos e possivelmente pode contribuir com
efeitos neuroprotetores. Assim, esta associagao tem sua utilizagdo justificada
nao apenas pelos beneficios analgésicos que estes farmacos podem
proporcionar conforme ja estabelecido na literatura, mas também, pela

seguranga na sua aplicabilidade.
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6. CAPITULO II: Raquianestesia em coelhos com ropivacaina, cetamina

s (+) e dexmedetomidina — Avalicao de bloqueio sensorial e motor

Ferreira-Ermita, et al.

Manuscrito redigido conforme as normas do peridédico ao qual foi submetido.
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Raquianestesia em coelhos com ropivacaina, cetamina s (+)

e dexmedetomidina — Avali¢cao de bloqueio sensorial e motor

[Spinal anesthesia in rabbits with ropivacaine, s (+) ketamine and

dexmedetomidine - sensory and motor block evaluation)
Ferreira-Ermita, et al.

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos analgésicos da associagédo entre a ropivacaina,
cetamina s (+) e dexmedetomidina pela via subaracndidea em coelhos,
visando estabelecer um protocolo de analgesia multimodal eficaz para rotina
em anestesia veterinaria abdicando da utilizagdo convencional de opioides.
Delineamento experimental: Blocos casualizados

Animais: 20 coelhos Nova Zelandia

Métodos: Os coelhos foram divididos em cinco grupos: grupo controle (GC),
grupo cetamina s (+) (GCe), grupo dexmedetomidina (GD), grupo ropivacaina
(GR) e grupo associacdo (GRCeD). Apos a indugdo anestésica com
isofluorano, realizou-se a raquianestesia com abordagem paramediana entre
as vértebras lombares L5 e L6, administrando-se o farmaco correspondente
ao grupo selecionado. O procedimento experimental foi conduzido de forma
cega, por trés avaliadores experientes, que desconheciam qual farmaco foi
administrado a cada animal avaliado. A resposta a um estimulo nociceptivo
progressivo foi utilizada para avaliar o grau e a duragao do bloqueio sensorial.
Adicionalmente, realizou-se o teste de bloqueio da nocicepg¢ao térmica por
meio da laténcia de retirada dos membros e resposta de reflexo cutdneo no
dorso por contato com uma placa metalica de cobre, aquecida a 60°C. O
bloqueio motor foi avaliado para cada membro pélvico por meio de escore
qualitativo.

Resultados: A associagcdo entre a cetamina s (+), dexmedetomidina e
ropivacaina, pela via subaracnoidea, potencializou a analgesia fornecida pela
ropivacaina, promovendo um bloqueio mais cranial e com efeito prolongado.
Em dois animais do GD foram relatados efeitos neurolégicos e
cardiorrespiratérios transitorios, indesejaveis. Todos os animais do GRCeD

demonstraram sinais de sedacdo leve apds o bloqueio, sem, contudo,
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apresentarem os efeitos indesejaveis observados apdés a administragdo de
dexmedetomidina isolada.

Conclusées e Relevancia clinica: Este estudo demonstrou que a
raquianestesia com a associagdo de cetamina s (+), dexmedetomidina e
ropivacaina € um protocolo de analgesia multimodal eficaz para a rotina em
anestesia veterinaria, com potencializagéo da analgesia em comparagao com
a utilizagao isolada da ropivacaina, e pode ser uma escolha quando nao for

indicada a utilizacdo de opioides.
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Introducgao

Sabe-se que a dor envolve mecanismos multiplos, e por vezes requer
a utilizac&o de técnicas multimodais de analgesia, onde cada agente contribui
com determinado efeito farmacolégico (Otero et al. 2016). Por este motivo, a
utilizagcado de bloqueios neuroaxiais, com diferentes classes farmacoldgicas,
vem crescendo nos ultimos anos. No entanto, ainda sdo escassos na literatura
veterinaria dados sobre a utilizagdo de uma importante técnica neuroaxial: a
raquianestesia (Abimussi et al. 2017). A técnica consiste na aplicagdo de um
agente anestésico no espaco subaracndideo, em contato com o liquido
cefalorraquidiano (LCR), sendo também denominada anestesia espinhal,
intratecal ou subaracnoidea (Soltész 2010).

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado seguranca e
eficacia na utilizacdo da ropivacaina quando aplicada a estruturas nervosas
por via subaracnoidea (Canturk et al. 2012). Este anestésico local é
comumente utilizado para analgesia na medicina humana porque promove
menor bloqueio motor (Wangping & Ming 2017). Associar a cetamina a
ropivacaina pode melhorar a qualidade analgésica, uma vez que o
antagonismo aos receptores N-metil-d-aspartato (NMDA), produzido pela
cetamina, pode prevenir estados de hiperexcitabilidade no sistema nervoso
central (SNC), reduzindo ainda mais a condugao nociceptiva (Jones et al.
2001). Adicionalmente, a cetamina interage com os canais de sodio
mimetizando efeitos atribuidos aos anestésicos locais (Wagner Il et al. 2001).

Outra forma de potencializar o efeito dos anestésicos locais tem sido
demostrada nos ultimos anos e consiste na sua associagdo com a
dexmedetomidina, um potente agonista a-2 adrenérgico, altamente seletivo,
com propriedades simpatoliticas, sedativas, amnésicas e analgésicas (Carollo
et al. 2008; Giovannitti Jr et al. 2015; Sankararao & Bhairavabhtla 2017), que
tem efeito analgésico tal que permite que ela seja descrita como um poupador
de opioides (Panzer et al. 2009).

Assim, este estudo utiliza avalicdes de bloqueio sensorial e motor com
0 objetivo de analisar os efeitos analgésicos da associagdo entre a
ropivacaina, cetamina s (+) e dexmedetomidina pela via subaracnéidea em

coelhos, visando estabelecer um protocolo de analgesia multimodal eficaz
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para a rotina em anestesia veterinaria abdicando da utilizagdo convencional

de opioides.
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Material e métodos

Aspectos éticos

O estudo seguiu a Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e
Utilizagao de Animais para Fins Cientificos e Didaticos, e foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) da instituicio de origem,

estando de acordo com a legislagao vigente.

Delineamento experimental

Foram utilizados vinte coelhos da raca Nova Zelandia, sadios, adultos,
com peso médio de 3 Kg, com reflexos sensoriais e motores normais.

Para indugdo anestésica utilizou-se isofluorano® 2%, diluido em
oxigénio 100% em fluxo de 3 I/min, em circuito aberto, com auxilio de mascara,
sob respiragao espontanea, até a perda do reflexo palpebral. Em seguida, os
animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos homogéneos, de
acordo com os farmacos que foram utilizados para a raquianestesia. O grupo
GRCeD (grupo ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina) recebeu a
associagdo de ropivacaina® (2 mg/kg), cetamina’ (2 mg/kg) e
dexmedetomidina® (2 ug/kg) e os grupos GR (grupo ropivacaina), GCe (grupo
cetamina) e GD (grupo dexmedetomidina), receberam, respectivamente,
ropivacaina (2 mg/kg), cetamina (2 mg/kg) e dexmedetomidina (2 pg/kg),
adicionados de solugao de cloreto de sédio 0,9% até atingir o volume referente
ao que seria administrado se o animal pertencesse ao grupo da associagao
(GRCeD). Ao GC (grupo controle), foi administrado apenas solugéo de cloreto
de sodio 0,9%, utilizando-se o volume total calculado para a associagao.

Para realizagdo da raquianestesia utilizou-se o espaco entre as
vértebras lombares L5 e L6 com os animais em decubito esternal tracionando-
se 0s membros pélvicos cranialmente. O bloqueio foi realizado utilizando a

abordagem paramediana, e a localizacdo do espaco L5-L6 foi realizada apés

5 Isoflurano, solugéo para inalagédo — Instituto Biochimico Industria Farmacéutica Ltda.

6 Ropi® - Cloridrato de ropivacaina, solugdo injetavel de 7,5 mg/ml - CRISTALIA Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda.

7 Ketamin® — Cloridrato de dextrocetamina, solucdo injetavel de 50 mg/ml - CRISTALIA
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.

8 Dexdomitor® — Cloridrato de dexmedetomidina, solugdo injetavel de 0,5 mg/ml - ZOETIS
Industria de Produtos Veterinarios Ltda.
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determinacdo do espago L7-S1 seguida de palpagdo retrograda dos
processos espinhosos até a regido alvo. Assim, uma agulha hipodérmica
calibre 24G foi introduzida até que o LCR fluisse espontaneamente, em
seguida, a raquianestesia foi administrada (Fig. 1A e B) utilizando o farmaco
correspondente ao grupo selecionado. Ao término da infiltragdo raquidiana o
fornecimento de isofluorano foi interrompido.

Durante os procedimentos de indugdo, raquianestesia e recuperagao
anestésica os coelhos permaneceram sob monitoramento cardiorrespiratério

com monitor multiparamétrico e estetoscopio.

Avaliagdo de bloqueio sensorial e motor

O procedimento experimental foi conduzido de forma cega, por trés
avaliadores experientes, que desconheciam qual farmaco havia sido
administrado a cada animal avaliado. Os testes foram executados antes do
bloqueio, apds a recuperagao anestésica (Rec), determinada pela capacidade
de responder a estimulos sonoros, tateis e visuais, e repetidos a cada 30
minutos a contar do horario no qual foi administrada a raquianestesia (R30,
R60, R0, etc), até constatada a completa cessagao dos bloqueios.

A resposta a um estimulo nociceptivo progressivo foi utilizada para
avaliar o grau e a duragao do bloqueio sensorial. O estimulo nociceptivo foi
aplicado com a pressao progressiva a partir de uma pinga Halsted em ambos
os lados das apdfises espinhosas vertebrais na dire¢ao caudo-cranial a partir
da quarta vétebra sacral com o cuidado de encerrar o estimulo antes de
causar lesdo ao animal, e o numero de pontos vertebrais bloqueados foi
quantificado para cada grupo. Também foi avaliada a resposta ao reflexo
doloroso por meio do pingamento da cauda e digitos de ambos os membros
pélvicos, como presente ou ausente.

Adicionalmente, realizou-se o teste de bloqueio da nocicepcéao térmica
por meio da laténcia de retirada dos membros pélvicos e/ou resposta de
reflexo cutdneo no dorso (regido lombar entre as vértebras L6 e L7) por
contato com uma placa metalica de cobre de 4 cm?, aquecida a 60°C em
banho-maria (Fig. 1C e D). As areas utlizadas para contato com a placa
metalica foram previamente tricotomizadas. A laténcia de retirada térmica foi

medida em crondmetro e registrada. Apds 12 segundos, ndo havendo a
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retirada do membro, o contato com a placa era encerrado para que nao

ocorresse lesdo ao animal ou o desenvolvimento de hiperalgesia.

écnica de raquianestesia e avaliagdo de nocicepgao térmica em membro pélvico

FiAgura' :

de coelho. (A) pungéo entre as vértebras lombares 5 e 6, (B) contato da placa metalica de

cobre com o membro pélvico esquerdo de coelho durante avaliagao da nocicepgao térmica.

O bloqueio motor foi avaliado por meio de escore qualitativo. Para cada
membro pélvico, ndo havendo movimento espontaneo ou evocado, o escore
foi considerado zero; havendo movimento parcial, o escore foi 1, € havendo
movimento normal, igual aquele observado antes da anestesia, o escore foi
categorizado como 2.

Todos os animais tiveram a visdo bloqueada com pano de campo
durante os testes, para que a perspectiva de tato nao influenciasse a avalicao

originando falsos resultados.

Analise estatistica

Realizou-se analise descritiva para o teste de pingamento da cauda e
digito em cada grupo, adotando-se os padrdes: presente e ausente, e o efeito
dos tratamentos foi detectado pelo teste exato de Fisher. Para o numero de
pontos vertebrais bloqueados, para o tempo de bloqueio motor e para os
dados da nocicepgao térmica empregou-se o teste de Kruskal-Wallis para
avaliacao do efeito dos tratamentos, e as multiplas comparacdes realizada
pelo teste post hoc de Dunn. Todas as analises foram realizadas no pacote
estatistico SPSS 25 (SPSS, IBM, Chicago EUA), adotando-se probabilidade

de erro estatistico tipo 1 de 5% (a=5%).
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Resultados

O espacgo intervertebral L5-L6 foi facil e rapidamente localizado, n&o
havendo complicagbes para a execugao da técnica. Um animal do grupo
controle apresentou reagdes neuroldgicas idiossincraticas transitérias apos a
raquianestesia, como ataxia, espasmo e mioclonia. Em dois animais do GD,
foram relatados efeitos indesejaveis transitérios apos a aplicacdo do
anestésico: ataxia em membros pélvicos e toracicos, cianose, vocalizacao e
alteragdes cardiorrespiratérias com redugdo da frequéncia cardiaca e
aumento da frequéncia respiratoria. Todos os animais do GRCeD
demostraram sinais de sedacido leve apds o bloqueio, sem, contudo,
apresentarem quaisquer efeitos considerados indesejaveis ou adversos,
como ocorrido apds a administracdo de dexmedetomidina no GD.

Os animais dos grupos GCe e GRCeD apresentaram tempo de retorno
anestésico superior ao observado no GC (p=0,017). Sendo o tempo médio de
retorno no GCe de 11,75 min, no GRCeD de 14,67 min e no GC de 2,25 min.
Os grupos GD e GR tiveram tempo médio de retorno de 6,5 min e 7,75 min,
respectivamente, sendo estatisticamente semelhantes ao grupo controle.

O tempo de bloqueio sensorial no GRCeD, determinado pelo
pingamento dos digitos e da cauda, foi superior ao observado nos demais
grupos. Até 90 minutos apds a raquianestesia, o bloqueio sensorial foi mantido
em todos os animais deste grupo (Tab. 1). O GRCeD também demostrou
maior numero de pontos vertebrais bloqueados, além de maior duracdo no
tempo de bloqueio (Tab. 2), neste grupo todos os coelhos aprsentaram
bloqueio sensorial ao alcance da primeira vértebra lombar, correspondente a
22 pontos de pingamento bloqueados. Nenhum dos animais avaliados neste
estudo apresentou bloqueio unilateral. Os animais controles responderam ao
pingamento da cauda, digitos e pontos vertebrais exibindo comportamento de

fuga.
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Tabela 1: Resposta de reflexo sensorial ao pingamento de digito e cauda

em coelhos submetidos a raquianestesia

Grupos
TomR?  eonol GC GR GCe Gb  GRGeD  p-valor
(n=4)  (n=4) (n=4) (n=4)  (n=4)

Pré Ausente 0 0 0 0 0 1.000
Presente 4 4 4 4 4 ’

Rec Ausente 0 4 1 0 4 0.000
Presente 4 0 3 4 0 ’

30 Ausente 0 4 0 0 4 0.000
Presente 4 0 4 4 0 ’

60 Ausente 0 4 0 0 4 0.000
Presente 4 0 4 4 0 ’

90 Ausente 0 2 0 0 4 0.000
Presente 4 2 4 4 0 ’
Ausente 0 0 0 0 1

120 Presente 4 4 4 4 3 0.175
Ausente 0 0 0 0 0

150 Presente 4 4 4 4 4 1,000

*p-valor referente ao teste Exato de Fisher para avaliacdo do efeito dos tratamentos
(a=5%). GC: grupo controle; GR: grupo ropivacaina; GCe: grupo cetamina; GD: grupo
dexmedetomidina; GRCeD: grupo ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina.

Tabela 2: Numero de pontos vertebrais bloqueados por gruopo apos a

raquianestesia (valores expressos em mediana e intervalo interquartilico)

Tempo Grupos

(min) GC GR GCe GD GRCeD p-valor*
Pré 0(0)? 0(0)? 0(0)? 0(0)? 0(0)? 1,000
Rec 0(0)? 21(3,5)° 12(4,5)20 0(3,0)2 22(0)° 0,001
30 0(0)? 21(3,5)° 0(4,5)® 0(0)? 22(0)° 0,002
60 0(0)? 21(3,5)° 0(0)? 0(0)? 22(0)° 0,001
90 0(0)? 17(18)2b 0(0)? 0(0)? 22(0)° 0,003
120 0(0)? 0(12)2 0(0)? 0(0)? 17(19)2 0,036
150 0(0)? 0(0)? 0(0)? 0(0)? 0(7,5)2 0,406
180 0(0)? 0(0)? 0(0)? 0(0)? 0(6)? 0,406

*p-valor referente ao teste de Kruskal-Wallis. Para letras diferentes na mesma linha, ha
diferenga estatistica de acordo com o teste de Dunn (p<0,05). GC: grupo controle; GR:
grupo ropivacaina; GCe: grupo cetamina; GD: grupo dexmedetomidina; GRCeD: grupo
ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina. Pré: Antes da raquianestesia; Rec: recuperagao
anestésica.

Os dados obtidos a partir da avaliagcdo da laténcia de nocicepgao
térmica corroboram os resultados supracitados. Os grupos avaliados
divergiram significativamente em relagdo ao tempo de antinocicepgao térmica.
Neste teste, o GRCeD apresentou maior duracdo da antinocepcéo,
evidenciada pelo maior tempo para demonstrar resposta nociceptiva ao
contato com a placa metalica em comparagao ao grupo controle (p=0,00), que

nao evidenciou alteracdes nesta variavel apds o bloqueio. A administracéo
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isolada de cetamina s (+), embora ndo tenha mantido a antinocicepgao,
mostrou impacto na laténcia de nocicepgao nos tempos de avaliagao
subsequentes. A figura 2 demonstra o tempo de antinocepg¢éo térmica e o
retorno da nocicepgéo térmica em fungao do tempo, para cada grupo avaliado,
identificado pela laténcia de retirada dos membros e pelo reflexo cutaneo na

regiao lombar.

A Antinocicepgao térmica apds a raquianestesia
200
180
160
140
120
100
80
60
40
: =
o ;

GC Gce GD GR GRCeD

Tempo (min)

K

Grupos

B Laténcia de nocicepcdo térmica apos a raquianestesia
14

12
10

Tempo (s)
(=]

Pré Rec 30 60 90 120 150 180 210 240
Evaluation time (min)

—8=CG =0=KG DG RG =#=RKDG

Figura 2: Representacbes gréficas do tempo de antinocicepcao térmica e da laténcia de
nocicepcao térmica, por grupo avaliado. (A) Tempo de antinocicepcdo térmica apds a
raquianestesia, por grupo avaliado, em minutos expresso em mediana (x), intervalo
interquartilico (caixa) e valores maximo e minimo (barras); (B) Retorno da nocicepgao térmica
em fungéo do tempo apds a raquianestesia, por grupo avaliado. GC: grupo controle; GR:
grupo ropivacaina; GCe: grupo cetamina; GD: grupo dexmedetomidina; GRCeD: grupo
ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina. Pré: Antes da raquianestesia; Rec: recuperagao

anestésica.
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Para o tempo de bloqueio motor o GRCeD mais uma vez, demostrou

maior duragao, sendo, porém, estatisticamente semelhante ao GR e ao GCe

(Tab. 3). Os animais do GC nao apresentaram sinais de comprometimento

motor, e o GD, em fungdo do curto tempo de bloqueio motor, mostrou-se

estatisticamente semelhante ao GC.

Tabela 3: Tempo de bloqueio motor por grupo
apos raquianestesia (valores expressos em
mediana e intervalo interquartilico)

Grupo Tempo de bloqueio motor (min)
GC 0(0)?

GR 165(75)°

GCe 60(22,5)%°

GD 45(52,5)°

GRCeD 195(52,5)°

Para letras diferentes na mesma coluna, ha diferenga
estatistica de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
GC: grupo controle; GR: grupo ropivacaina; GCe: grupo
cetamina; GD: grupo dexmedetomidina; GRCeD: grupo
ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina.

A tabela 4 demonstra os efeitos da raquianestesia sob os escores

obtidos na avaliagao de bloqueio motor em fungéo do tempo, por animal, por

grupo avaliado.

Tabela 4: Escore de blogueio motor por grupo avaliado em funcéo do tempo

Escore de bloqueio motor

Grupo/n 5 —Rec R30 R60 R90 R120 R150 R180 R210 R240
A 1 2 0 0 0 0 0 1 1 2 2
g 2 2 0 0 0 0 0 1 1 2 2
€ 3 2 0 0 0 0 1 1 2 2 2
O 4 2 0 0 0 0 1 2 2 2 2

172 0 0 0 0 1 1 2 2 2
x 2 2 0 0 1 1 1 2 2 2 2
o 3 2 0 0 0 0 0 1 1 1 2
4 2 0 0 0 1 1 2 2 2 2
172 1 1 2 2 2 2 2 2 2
a 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
o 3 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2
4 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2
172 1 1 2 2 2 2 2 2 2
g 2 2 0 1 2 2 2 2 2 2 2
® 3 2 1 1 2 2 2 2 2 2 2
4 2 0 1 1 2 2 2 2 2 2
172 2 2 2 2 2 2 2 2 2
o 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
o 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
4 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

0 = bloqueio motor total; 7 = bloqueio motor parcial; 2 = sem bloqueio motor. GC: grupo
controle; GR: grupo ropivacaina; GCe: grupo cetamina; GD: grupo dexmedetomidina;
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GRCeD: grupo ropivacaina, cetamina e dexmedetomidina; n: numero do animal por grupo.
Pré: Antes da raquianestesia; Rec: recuperagao anestésica.
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Discussao

Os resultados alcancados neste estudo, a partir das avalicbes dos
bloqueios sensorial e motor, demonstraram que associar cetamina s (+) e
dexmedetomidina a ropivacaina, pela via subaracnoidea, pode potencializar a
analgesia fornecida pela ropivacaina, promovendo um bloqueio sensorial e
motor mais cranial e com efeito prolongado. Este protocolo é um exemplo
classico de analgesia neuroaxial multimodal e a associagao das propriedades
farmacoldgicas destes trés agente resultou em um protocolo de analgesia
eficaz, que pode ser utilizado na rotina anestesiolégica sendo uma opgéao
viavel quando nao recomendada a utilizagado de analgésicos opioides para o
controle da dor.

Demonstrou-se, também, que tanto a dexmedetomidina quanto a
cetamina s (+) aumentam o tempo de acado da ropivacaina, entretanto os
mecanismos pelos quais tal efeito ocorre ainda nao estdo claramente
elucidados na literatura. Wagner Il et al. (2001) relataram que a cetamina atua
em canais de sodio de uma maneira semelhante aos anestésicos locais, e que
quando estes canais sao bloqueados pela cetamina demonstram maior tempo
para recuperacado da inativagcdo, em comparagao com bloqueio promovido
pelos anestésicos locais. Em relagcdo a dexmedetomidina, Brummett et al.
(2011) associando este farmaco a ropivacaina para bloqueio do nervo ciatico
em ratos observaram que o tempo de bloqueio da ropivacaina quase dobrou,
e esse efeito foi revertido pela utilizagcdo de um estimulador da corrente de
cations ativada por hiperpolarizagdo, mas ndo por um antagonista do receptor
a2 adrenérgico. Este fato leva a crer que a dexmedetomidina prolonga o efeito
da ropivacaina por mecanismos nao relacionados a sua principal via de agao.

Os dados da nocicepgao térmica reforcaram estes resultados,
evidenciando analgesia ao nivel espinhal promovida pela associagao destes
farmacos, com tempo de duracido de aproximadamente um quarto a mais do
que a analgesia promovida somente pela ropivacaina. O aumento na laténcia
de nocicepcao térmica no GCe, bem como o perfil de bloqueio motor
evidenciado neste grupo e a necessidade de um estimulo maior no teste do
pingamento para a externalizacdo de uma resposta efetiva, demonstra a

contribuicdo da cetamina s (+) nestes resultados.
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Acredita-se que o efeito de sedacdo, observado no GRCeD se deu,
principalmente, em fungao da cetamina s (+), nao rejeitando a contribuicao de
possiveis efeitos sedativos ja bem relatados da dexmedetomidina. Porém, o
GCe demonstrou aumento significativo no tempo de retorno anestésico, e tal
efeito n&o foi observado no GD com a dose de dexmedetomidina utilizada. A
cetamina € uma droga com multiplas vias de ac&do e pode promover sedagao
de acordo com a dose utilizada, como descrito por Zhu et al. (2015).

Existe ainda a resisténcia na medicina veterinaria em relacdo a
utilizagdo da raquianestesia, e geralmente esta relacionada aos possiveis
efeitos colaterais da técnica, como a depressdo cardiorrespiratoria e
hipotensdo ou danos neuroldgicos. Porém, os beneficios que esta técnica
pode trazer comparada a técnica epidural, como a menor taxa de falha, menor
risco de resposta cardiovascular intraoperatéria a estimulagao cirdrgica e mais
rapida resolugdo de bloqueio motor, demostrado por Sarotti et al. (2015),
devem ser considerados, e protocolos alternativos devem continuar a ser
estudados a fim de tornar esta pratica natural a rotina anestesiolégica
veterinaria tanto quanto € na anestesiologia humana.

A utilizagdo da dexmedetomidina como sedativo e como analgésico
adjuvante em bloqueios neuroaxiais tem sido amplamente estudada nos
ultimos anos (Giovannitti Jr et al. 2015; Grant et al. 2015; Debbarma et al.
2017; Sankararao & Bhairavabhtla 2017). No entanto, os efeitos adversos da
administracdo da dexmedetomidina, como aqueles observados neste
experimento, sdo pouco relatados. As pesquisas dao destaque aos seus
efeitos sedativos, ansioliticos e a sua capacidade de prologar o bloqueio
sensorial e motor produzido pelos anestésicos locais.

A vocalizacao e a ataxia observadas no GD evidenciaram a ocorréncia
de excitacdo com a utilizagado subaracnoidea da dexmedetomidina. Acredita-
se que a estimulacédo dos receptores adrenérgicos a2A e a2C (encontrados
principalmente no SNC), responsavel, segundo Giovannitti Jr et al. (2015),
pelos efeitos sedativos e analgésicos deste farmaco, foi também, o que
determinou os efeitos excitatérios observados neste estudo apds a
administragcao da dexmedetomidina. Ha quase 40 anos, efeitos semelhantes
foram relatados em ratos com a utilizagéo de agonistas de receptores a2 (Van

Meel et al. 1981). Mais recentemente, relatos de agitagcdo paradoxal em
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humanos foram associados a utilizacdo de doses mais altas de
dexmedetomidina em infusdes continuas, ocorrendo aumento de 14% na
incidéncia de efeitos adversos com a utilizacdo de doses superiores a
1,1ug/kg/h (Zhu et al. 2015), o que sugere que a dose de 2ug/kg, utilizada
neste estudo, pode ter desencadeado estes efeitos indesejaveis.

Doses mais altas de dexmedetomidina ou a administracdo em bolus,
podem desencadear episodios transitérios de hipertensdo seguidos de
hipotensdo (Giovannitti Jr et al. 2015). De acordo com Bos et al. (2017), a
administracdo de dexmedetomidina inicialmente causa um aumento na
PaCOz, seguido por um aumento compensatorio na frequéncia respiratéria.
Este fenbmeno é conhecido como excitagao hipercapnica e pode ter sido a
causa das alteragcbes cardiorrespiratérias observadas no GD. Os efeitos
adversos da administracao de dexmedetomidina ndo foram observados grupo
GRCeD, acredita-se que podem ter sido atenuados pela acéo
simpatomimética atribuida a cetamina (Mohamed et al. 2016; Patterson et al.
2017).

Em conclusédo, este estudo demostrou que a raquianestesia com a
associagao de cetamina, dexmedetomidina e ropivacaina € um protocolo de
analgesia multimodal eficaz para a rotina em anestesia veterinaria, com
potencializagdo da analgesia em comparagdo com a utilizagdo isolada da
ropivacaina, e pode ser um protocolo utilizado na rotina e também uma
alternativa quando nao indicada a utilizacdo de opioides em bloqueios

neuroaxiais.
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7. CONCLUSAO GERAL

Este estudo demostrou que a raquianestesia com a associagcao de
cetamina, dexmedetomidina e ropivacaina € um protocolo de analgesia
multimodal eficaz para a rotina em anestesia veterinaria, com potencializagao
da analgesia em comparag¢ao com a utilizagao isolada da ropivacaina, e pode
ser uma escolha quando ndo se deseja utilizar opioides. A utilizagdo dessa
associagao pela via subaracndidea mostrou-se segura n&o causando danos
ao SNC. Com base nos resultados obtidos nas analises do LCR e na avaliacéo
histopatolégica da medula espinhal, este protocolo ndo desencadeia efeitos
neurotoxicos e possivelmente pode contribuir com efeitos neuroprotetores.
Assim, esta associagdo tem sua utilizacdo justificada ndo apenas pelos
beneficios analgésicos que estes farmacos podem proporcionar, mas

também, pela seguranca na sua aplicabilidade.
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Anexo 1: Planilha para avaliagao de bloqueio sensorial € nocicepgao térmica

AVALIAGAO DE BLOQUEIO SENSORIAL

Animal

Tempo Reflexo Reflexo Dermatomos Nocicepgéo térmica Observacgoes

(digitos) (Cauda) bloqueados
T: Pré Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: Rec Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R30 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R60 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R90 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R120 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R150 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R180 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
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T: R210 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R240 Presente Presente Presente | Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R270 Presente Presente Presente | Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R300 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R330 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R360 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R390 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R420 Presente Presente Presente | Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R450 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
T: R480 Presente Presente Presente Tempo:
H: Ausente Ausente Ausente
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Anexo 2: Planilha para avaliagdo de bloqueio motor
AVALIAGAO DE BLOQUEIO MOTOR

Animal

Tempo Escore MPD Escore MPE Observagoes

T: RO

T: R60

T: R120 0 0
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T: R180

T: R240

T: R300
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Anexo 3: Relatdrio fotografico do estudo

Figura 1: Material para colheita
de sangue e liquido
cefalorraquidiano.

Figura 2: Técnica de colheita
do LCR. (A) Localizagdo da
protuberancia occipital (dedo
polegar direito) e das asas do
atlas (dedos polegar e indicador
esquerdos); (B) insergao
perpendicular de agulha calibre
22G entre os pontos de
referéncia para colheita do
LCR.

Figura 3: Teste de bloqueio
sensorial por pingamento com
pinga de Halsted. (A)
pincamento da pele, sob a
espinhosa vertebral e (B)
pingcamento do digito em mebro
pélvico.

77



Figura 4: Teste da nocicepcéao térmica. (A) Aquecimento das placas metalicas de cobre a
60°C em banho-maria; (B) contato da placa metalica com a regiao dorsal do membro posterior

para avaliagao da laténcia de nocicepgao térmica.

Figura 5: Coelhos com bloqueio motor reversivel de escore zero. (A) coelho do GRCeD e (B)

coelho do GR sem tdnus muscular e sem capacidade locomotora nos membros pélvicos.

Figura 6: Procedimento cirirgico para remogao da coluna
vertebral a partir de L3 até S4.
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Figura 7: Remocéao das vértebras e extracdo da medula espinhal apds 24h de fixagdo em

formalina 10%. (A) Serragem do processo espinhoso das vértebras e (B) extragdo da medula

espinhal.

R

Figura 8: Medula espinhal de coelho. (A) Medula espinhal apés remogéao das vértebras; (B)
cortes transversais da medula espinhal para inclusao em parafina e elabora das laminas para

avaliagdo histologica.

Figura 9: Eletroforese unidimensional. (A) Corrida dos géis na cuba de eletroforese, a 80v;

(B) Mini-gel apds coloragdo com Coomassie Brilliant Blue.

mzﬂ“i

Figura 10: Responsavel pela
execucao (ao centro) e equipe de
apoio.
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