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Fukushima, FB. Efeitos determinados pela amitriptilina, administrada pela via subaracndidea,
sobre a medula e as meninges. Estudo experimental em cdes. Botucatu, 2008. 68p. Tese
(Doutorado em Anestesiologia) — Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Resumo

Introducédo e Objetivo: A amitriptilina € o protétipo dos antidepressivos ftriciclicos, classe de
farmaco muito utilizada no tratamento da dor neuropatica. Tem por propriedade principal a inibigcado
da recaptacédo de serotonina e noradrenalina, além de interagir com diversos outros receptores.
Estudos recentes demonstraram que os antidepressivos triciclicos sdo potentes bloqueadores dos
canais de soédio, potassio e célcio, apresentando propriedades semelhantes aos anestésicos
locais. Assim existe potencial para que esta classe farmacoldgica possa ser utilizada no neuroeixo
como adjuvante anestésico local ou no tratamento de sindromes dolorosas neuropaticas
refratérias. Entretanto, até o presente momento, ndo ha consenso quanto a neurotoxicidade desta
classe farmacolégica sobre a medula e as meninges. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a
toxicidade da amitriptiina sobre a medula e as meninges quando administrada pela via
subaracnobidea em caes.

Método: Vinte e um animais foram randomizados em trés grupos que receberam pela via
subaracnéidea: Grupo 1 - Solugao fisiolégica 0,9%; Grupo 2 - solugdo de amitriptilina 5 mmol.ml™;
Grupo 3- solugdo de amitriptilina 10 mmol.ml™. A puncdo subaracnéidea foi realizada no espaco
intervertebral L6-L7. O volume da solugao injetada foi de 1 ml. Os animais foram avaliados apés
uma hora da administracdo do farmaco e durante os 21 dias que permaneceram em cativeiro
quanto ao ténus do esfincter anal, bloqueio motor e sensibilidade dolorosa. Os animais foram
sacrificados por eletrocussdo sob anestesia. A medula e as meninges fixadas com solucdo de
formalina 10%, coradas pelos métodos hematoxilina-eosina e tricromico de Masson, para posterior
analise histolégica. O estudo foi duplamente encoberto. Para avaliagdo estatistica foi utilizada a
andlise de variancia.

Resultados: Durante o periodo de observacdo de 21 dias os animais mantiveram-se sadios.
Todos os animais recobraram a fungdo motora e o ténus esfincteriano. Com a excegdo de 1
animal pertencente ao grupo 2, todos 0s animais dos grupos 2 e 3 apresentaram quadro de
aracnoidite adesiva. Nao houve leséo de tecido nervoso em nenhum animal estudado.
Conclusao: A administragdo subaracnéidea de amitriptilina ndo determinou alteragéo sobre o
tecido nervoso, porém esteve associada a alteragdes histologicas as meninges de cées.

Palavras-Chave: caes, amitriptilina, neurotoxicidade, antidepressivo triciclico, toxicidade sobre as

meninges, aracnoidite, espago subaracnoideo.
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Fukushima, FB. Effects of infraspinal amitriptyline on spinal cord and meninges. Experimental
study in dogs. Botucatu, 2008 68p. Thesis (PhD degree in Anesthesiology) — Botucatu
Medical School, UNESP - Sao Paulo State University.

Abstract

Introduction: Amitriptyline is the prototype drug of the ftricyclic antidepressants, which are
commonly used as adjuvant medications in the treatment of neuropathic pain syndromes. It is an
inhibitor of the reuptake of serotonin and norepinephrine, as well as a blocking agent for great
number of receptors. Recent reports have demonstrated tricyclic antidepressants as potent
blocking agents for voltage-dependent ionic Na+, K+ and Ca++ channels. Presenting a local
anesthetic property. Hence there is a potential role for the intra-spinal use of amitriptyline as an
adjuvant in neuroaxial anesthesia and in the treatment of refractory neuropathic pain.
Nevertheless, to our knowledge there is no known information regarding the possible neural and
meningeal effects of neuraxial amitriptyline administration. Therefore, we conducted a study to
evaluate the neural and meningeal toxicities profiles of the intraspinal administration of amitriptyline
to dogs.

Methods: 21 Dogs were randomly selected for one of three groups: Group 1- 0,9% saline; Group
2- amitriptyline 5 mmol.mI™" solution; Group 3- amitriptyline 10 mmol.ml" solution. In each of the
groups one milliliter of the randomized solution was intraspinally administered by an investigator
blinded for the intervention group. The dogs were evaluated one hour after awaking from the
anesthesia and the following 21 days in the three following domains: anal sphincter tone, motor
blockage and pain. The dogs were sacrificed by electrocution under anesthesia, the spinal cords
were removed, fixed in 10% Formalin solution, stained by hematoxylin and eosin and Masson's
trichrome technique for posterior histological analysis. We used analysis of variance to assess for
differences among the treatment groups.

Results: During the 21 days of observation after the procedure, all dogs recovered motor function
and anal sphincter tone. With the exception of one dog in group 2 all the other dogs in group 3 and
in group 2 displayed marked adhesive arachnoiditis, which was absent in all the controls in group
1. In none of the groups were direct neural lesions observed.

Conclusion: The intraspinal administration of amitriptyline in dogs was not related with direct
histological neural lesions but was significantly associated with the development of meningeal
adhesive arachnoiditis.

Key-Words: dogs, amitriptyline, neurotoxicity, tricyclic antidepressants, meningeal toxicity,

aracnoiditis, subarachnoid space
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1 Introducao e Objetivo

A sensagdo dolorosa é uma experiéncia fisica e emocional e esta
presente em diferentes momentos da vida do ser humano desde o seu
nascimento até o momento da sua morte. E uma experiéncia muitas vezes
intensa que pode controlar e mudar drasticamente os pensamentos e o
comportamento do ser humano.

Estudos europeus mostram que aproximadamente 50% da
populacdo adulta padece de um ou mais tipos de dor durante o transcorrer de
suas vidas (European Federation of IASP Chapters, 2001). Esta porcentagem
aumenta drasticamente com o avangar da idade sendo considerada hoje um
grande problema de saude publica mundial. Em estudo realizado nos Estados
Unidos da América (EUA) estima-se que de 45 a 80% dos idosos
institucionalizados e de 25 a 50% da populacao idosa residente na comunidade
apresentem algum tipo de dor, interferindo na qualidade de vida (Ahmad &
Goucke, 2002).

A dor exerce também impacto negativo sobre a economia do pais e
sobre a qualidade de vida de pacientes portadores de doengas debilitantes.
Este impacto torna-se ainda mais preocupante quando a dor aguda progride
para dor crénica. A dor crbnica é aquela que persiste além do periodo de
reparagdo tecidual (Merskey & Bogduk, 1994). Em termos préaticos esse
periodo de tempo é variavel, podendo ser inferior a um més ou, mais

freqUentemente, superior a seis meses.
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Qualquer dor crbénica exerce influéncia na qualidade de vida do
individuo afetado, comprometendo o humor, a mobilidade, o0 sono e a
realizacao das atividades da vida diaria. Dentre as dores crdnicas merecem
destaque as de origem neuropatica. Dores neuropaticas sdo aquelas iniciadas
ou causadas por lesdo, disfuncao ou alteragao transitéria do sistema nervoso
central ou periférico (Merskey & Bogduk, 1994).

Ao contrario daquelas de origem inflamatéria ou predominantemente
nociceptivas as sindromes de dor neuropéatica sdo de dificil diagnéstico,
freqientemente mal interpretadas, os pacientes sdo estigmatizados e a
condicdo tratada inadequadamente. Este cenario torna-se ainda mais
problematico pela dificuldade em se obter medicagdo para o seu tratamento,
seja pelo alto custo, pelas barreiras sociais e governamentais e também pela
dificuldade na eficacia dos farmacos existentes.

Apesar da escassez e da falta de uniformidade dos dados
epidemioldgicos na literatura, estima-se que mais de quatro milhdes de
pessoas nos EUA padegcam de dor neuropatica, sendo que mais de trés
milhdes apresentam neuropatia diabética (Schmader, 2002) e mais de um
milhdao possuem neuralgia p6s-herpética (Bowsher, 1999). Dentro da casuistica
da disciplina de dor da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP entre
1984 e 1986, as dores neuropaticas corresponderam a 22,7% das dores de
origem nao oncolégica (Pavani et al, 1988). Com o envelhecimento
progressivo da populacdo mundial e do aumento das doengas cronico-

degenerativas, esta entidade clinica adquire maior importancia.
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A dor neuropatica pode originar-se de diferentes niveis na via
somato-sensorial, desde o nociceptor periférico até o cértex. As suas causas
séo classificadas clinicamente de acordo com o padrao sintomatolégico, a
localizacao neuro-anatémica e a etiologia (Hansson, 2005). No quadro que
segue encontram-se as entidades clinicas que mais comumente a
desencadeiam (Quadro 1).

Quadro 1 — Condigdes clinicas comuns que podem desencadear dor neuropatica

Periférica
e lesao de nervo periférico traumatica ou iatrogénica
neuropatia isquémica
compressao de nervo periférico
polineuropatia (hereditaria, paraneoplasica, nutricional, por
amiloidose, por vasculite)
leséo de plexo
compressao radicular
amputagao/ membro fantasma
neuralgia do trigémio / glossofaringeo
neuropatia relacionada ao cancer (invasédo tumoral, leséo
cirlrgica, induzida por radio ou quiomioterapia)
Central
e acidente isquémico/hemorragico cerebral
e esclerose multipla
e trauma raqui-medular
e siringomielia / siringobulbia

Adaptado de Hansson PT, 2005.

Deve-se ressaltar que ainda ndo se conhecem os fatores que
predizem se determinada lesdo neural seja dolorosa ou ndo. Também nao
existem estudos em pacientes com dor neuropatica correlacionando a
intensidade, a natureza e a gravidade da lesdo neural (Basbaum et al., 2005).
Uma das dificuldades inerentes as pesquisas nesta area relaciona-se a propria

definicdo de dor como experiéncia multifatorial.
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O diagnostico de dor neuropatica € essencialmente clinico. Nao ha
teste diagnéstico especifico ou sinal e sintoma patognomdnico. Pode
apresentar-se  clinicamente com diferentes sintomas sendo mais
freqlientemente como dor cronica associada a alteracdes da sensibilidade. Na
regiao acometida podem coexistir diferentes sintomas e sinais clinicos, tanto de
diminuicdo como de aumento da sensibilidade (Quadro 2). Nos casos de
aumento da sensibilidade, este pode manifestar-se como disestesia
(sensibilidade alterada e incobmoda ao paciente, desencadeada por estimulo ou
espontaneamente), hiperalgesia (resposta exagerada a dor), alodinea (dor
provocada por estimulo ndo doloroso) e hiperpatia (resposta exagerada ao
estimulo, especialmente repetitivo, bem como diminuicao do limiar doloroso)
(Merskey & Bogduk, 1994). A intensidade destes sintomas pode comprometer
significativamente a execucdo de atividades simples da vida diaria como o
simples vestir-se com uma camisa (Meyer-Rosberg et al., 2001). Tudo isso
transforma o tratamento das sindromes dolorosas neuropaticas em um dos
grandes desafios na pratica didaria de especialistas no tratamento da dor
cronica.

Quadro 2 - Anormalidades sensitivas comuns na dor neuropatica de acordo
com diferentes parametros

Quantitativo Qualitativo Espacial Temporal
hipoestesia alodinea nao localizacao apds estimulo
hiperestesia disestesia irradiacéo laténcia alterada
hipoalgesia parestesia dor referida

hiperalgesia

Adaptado de Hansson PT, 2005.
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Na ultima década o conhecimento fisiopatoldgico da dor neuropatica
ampliou-se consideravelmente. Sabe-se que o fenémeno doloroso € produto da
combinagéo de fenémenos centrais e periféricos.

Perifericamente observa-se a sensibilizacdo das fiboras Ad e C,
ativacao de nociceptores silentes e transmissao efatica entre a fibra
nociceptora e a mecanoceptora. Ja4 centralmente nota-se a perda da inibigéo
mediada pelas fibras Ap no corno dorsal da medula, a sensibilizagédo central, o
crescimento da area mecanoceptora na medula e a ativagdo do sistema
facilitador descendente (Loeser et al., 2000, Ballantyne et al., 2002).

A sensibilizacdo central é considerada o mecanismo principal da
perpetuacdo da dor neuropdtica e acredita-se que esta envolvida no
desenvolvimento da alodinea, da hiperalgesia e da hiperpatia. Nesse processo
estdo envolvidos receptores como o N-metil-D-aspartato (NMDA), o acido a-
amino-3hidroxi-5metil-4-isoxazolepropriénico (AMPA) e o M-glutamato (M-glu).
Os aminoacidos glutamato e aspartato sao liberados em resposta ao estimulo
nocivo e ligam-se a receptores do tipo NMDA no corno dorsal da medula,
desencadeando o fendmeno de sensibilizagao central (Loeser, et al., 2000).

A hiperalgesia também pode iniciar-se pela sensibilizagdo dos
nociceptores periféricos a lesdo tecidual ou a inflamacdo e conseqglente
liberacdo de mediadores inflamatérios (Treede et al., 1992). Dentre os
mediadores envolvidos estdo a interleucina 6 (IL-6), a ciclooxigenase 2 (COX-
2) e os receptores para prostaglandina E2 (PGE2), EP1 e EP2 que sofrem
regulacdo positiva pelos macréfagos e parecem contribuir para o

desenvolvimento da dor neuropatica (Ma & Quirion, 2005). Outros fatores
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incluem a sensibilizagdo de neurbnios sensitivos aferentes ao sédio e o
recrutamento de neurénios silentes (Lisney & Devor, 1987, Kajander et al.,
1992, Michaelis et al., 1996).

Além disso, na dor neuropatica crénica ha aumento na densidade de
canais de sodio tanto no local da lesao como na area correspondente do corno
dorsal da medula (Devor, 2006, Lampert et al., 2006) o que explica a redugao
da dor espontanea em resposta a infusdo venosa de lidocaina (Attal et al.,
2000, Dirks et al., 2000, Tremont-Lukats et al., 2005, Tremont-Lukats et al.,
2006). A despolarizacdao espontanea dos neurdnios de alta freqiiéncia, outro
provavel mecanismo, também pode ser bloqueada pelos anestésicos locais
(Tremont-Lukats, et al., 2005), ampliando o papel destes farmacos no
tratamento desta sindrome dolorosa.

Até o presente momento nenhuma classe farmacolégica mostrou-se
eficaz em tratar todos os pacientes com dor neuropética de mesma etiologia. A
dificuldade no tratamento adequado deve-se ao fato de que um mesmo
sintoma pode ser desencadeado por diferentes mecanismos fisiopatolégicos
(Woolf & Decosterd, 1999, Woolf & Max, 2001).

Os antidepressivos triciclicos sdo, ap6s os analgésicos simples e
antiinflamatérios ndo esteroidais, os farmacos mais utilizados no tratamento da
dor (Ferrell, 2000). Tém sido usados por mais de 40 anos no tratamento da dor
neuropatica. O tratamento, com amitriptilina, da polineuropatia diabética, uma
causa comum de neuropatia periférica, apresenta NNT (number need to treat) -
numero de pacientes tratados para que um paciente se beneficie do tratamento

- de trés (IC 95% 2,4-4) (McQuay et al., 1996). Comparada a tratamentos bem
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estabelecidos para doengas prevalentes na populacdo mundial esse valor é
bastante baixo. Por exemplo, o uso de aspirina em pacientes com angina
instavel para prevencdo de morte ou infarto agudo do miocardio em um ano
apresenta NNT de 25 e o NNT da endarterectomia para prevencao de acidente
vascular cerebral ou morte em dois anos é de nove (Farkouh et al., 1994).

Diversos niveis de evidéncia comprovam que os antidepressivos
triciclicos apresentam mecanismos de acado distintos para a sua agédo na
depressao e na dor. A agao analgésica freqlientemente inicia-se antes da agao
antidepressiva e ocorre até mesmo em pacientes sem sintomas depressivos
(Scadding, 2004).

Os antidepressivos triciclicos tém por mecanismo de agao classica,
a inibicdo da recaptacao de norepinefrina e serotonina na fenda pré-sinaptica,
contudo é de conhecimento que estas sdo apenas parte dos seus iniUmeros
sitios de acdo. O quadro que se segue lista os locais de acdo dos
antidepressivos triciclicos (Quadro 3)

Quadro 3 - Locais de acdo dos antidepressivos triciclicos

Antagonista de receptores
= adrenérgicos alfa 2 a (Gray et al., 1999, Ghelardini et al., 2000)
= nicotinicos (Bryson & Wilde, 1996)
= muscarinicos (Bryson & Wilde, 1996)
= NMDA (Cai & McCaslin, 1992, McCaslin et al., 1992, Eisenach & Gebhart, 1995a)
= GABAbD (Zarrindast et al., 2000)
= histaminérgicos (Kanof & Greengard, 1978)
Agonista de receptores
= opidides (Biegon & Samuel, 1980, Isenberg & Cicero, 1984, Gray et al., 1998)
= adenosina A1 (Phillis & Wu, 1982, Sawynok & Reid, 1992, Sawynok et al., 1999)
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O efeito antagonista nos receptores colinérgicos e histaminérgicos
confere a estes farmacos alta incidéncia de efeitos adversos, principalmente na
populacdo idosa. Nesta populagado sintomas anticolinérgicos como o bloqueio
cardiaco, a hipotensao ortostética, a retengéo urinaria e a constipagao intestinal
podem ser intoleraveis.

Os antidepressivos triciclicos sdo metabolizados pelo citocromo
P450 enzima (CYP) 2D6 e uma pequena parcela da populagdo (7%) é incapaz
de realizar a demetilagdo de farmacos como a amitriptilina, apresentando,
portanto, maior sensibilidade e toxicidade quando exposta ao farmaco. Por
todos estes motivos sdo contra-indicados no paciente com bloqueio cardiaco,
com glaucoma de angulo fechado e com prostatismo (Ahmad & Goucke, 2002).

Os antidepressivos da classe dos triciclicos estao citados no Quadro
4. Dentre estes se destaca a amitriptilina (Figura 7) por ser a mais estudada € a
que representa os outros antidepressivos da classe.

Quadro 4 - Antidepressivos da classe dos triciclicos

= amitriptilina

= amoxapina

= clomipramina
= desipramina
= doxepina

* imipramina

= |ofepramina

= nortriptilina

= opipramiol

= protriptilina

» trimipramina
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A amitriptilina demonstrou ser capaz de bloquear diversos tipos de
canais idnicos voltagem-dependentes como Na*, K* e Ca', envolvidos na
ativagdo do potencial de acdo. Deve-se destacar sua agdo bloqueadora dos
canais de so6dio, que a aproxima dos anestésicos locais (Pancrazio et al.,
1998).

Estudos experimentais em ratos evidenciaram que a amitriptilina
apresenta também agao bloqueadora NMDA semelhante a cetamina (Reynolds
& Miller, 1988). Quando administrada pela via subaracnoidea, em ratos,
apresentou acao anti-hiperalgésica, por provavel diminuicdo da sensibilizacao
central (Eisenach & Gebhart, 1995a).

Pela sua afinidade a multiplos receptores, pela acdo semelhante a
dos anestésicos locais, pela acdo antagonista NMDA, pela possibilidade de
utilizacao na hiperalgesia induzida por opi6ides e pelo emprego ja consagrado
pela via oral para tratamento de sindromes dolorosas crénicas, especialmente
na dor neuropdtica, a amitriptilina apresenta grande potencial para ser
administrada pelas vias peridural ou subaracndidea, o que possibilitaria
reducdo na dose e, consequentemente, nos efeitos sistémicos, além de
potencializar os efeitos centrais.

Entretanto os anestésicos locais, em algumas situacdes, podem ser
téxicos ao tecido nervoso. A neurotoxicidade dos anestésicos locais pode-se
manifestar por sindrome da cauda eqina (Jaradeh, 1993). E descrito que a
neurotoxicidade da lidocaina é maior que a de outros anestésicos locais

(Yamashita et al., 2003) e que as alteragbes histolégicas e neurofuncionais
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tornam-se mais graves e extensas com o aumento da concentragcao (Ganem et

al., 1996, Takenami et al., 2004, Pires et al., 2006).

A sindrome da cauda equina caracteriza-se por disfuncao vesical e
intestinal, perda de sensibilidade em area de perineo e graus variaveis de
fraqueza muscular nos membros inferiores.

J& a aracnoidite adesiva, outra complicacdo dos bloqueios do
neuroeixo, apresenta quadro clinico semelhante ao da sindrome da cauda
equina, com sintomas que se iniciam em periodos que variam de semanas a
meses apds a realizacao do bloqueio, podendo ser permanentes ou apresentar
regressao lenta e gradual (Kane, 1981, Horlocker & Wedel, 1993).

A aracnoidite adesiva distingue-se da sindrome da cauda eqtina por
qgue o seu inicio é lento, aparecendo alguns dias ou semanas apés a realizacao
do bloqueio, podendo levar a paraplegia e a morte (Kane, 1981).

Existe reagéo proliferativa das leptomeninges, tornando-se fibréticas,
aderidas umas as outras, a medula e a dura mater (Greene, 1961, Kane, 1981).
Ocorre obliteragdo dos espagos subdural e subaracnéideo em decorréncia da
formacao de trabéculas, com deformidade das raizes e constricdo do tecido
medular (Kane, 1981, Jaradeh, 1993). Ha formagéo de bolsdes semelhantes a
cistos, que contém fluido xantocrémico e diminuicdo do aporte sangiineo
medular (Woods & Franklin, 1951, Kane, 1981).

A microscopia, observa-se, inicialmente, congestdao da aracnoide,
seguida por espessamento e finalmente adesdo desta a pia-mater (Courville,
1955). Este processo pode estender-se a dura-mater, obliterando o espaco

subaracnéideo (Courville, 1955).
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Sabe-se que, quando a via peridural é selecionada para a
administragcdo de farmacos, existe a possibilidade de injegdo subaracndidea
inadvertida (Vanni, 2004), o que ocorre com a freqiéncia aproximada de 5%
(Bogduk, 1994).

Todas as vezes que um novo agente é utilizado na pratica clinica,
mesmo que seja considerado seguro quando administrado pela via intravenosa
ou peridural, ele ndo o é, obrigatoriamente, quando administrado no espaco
subaracnéideo (Yaksh & Collins, 1989). Para se assegurar a auséncia de
toxicidade, este agente deve ser testado em grande numero de animais, de
diferentes espécies, antes que seja administrado no homem.

Pela possivel aplicabilidade clinica da amitriptilina como analgésico
coadjuvante a ser administrado pelas vias subaracnéidea e peridural, o objetivo
deste estudo foi avaliar os efeitos que diferentes doses de amitriptilina,
administradas pela via subaracnoidea, determinariam sobre a medula espinhal

e meninges de caes.
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2 Materiais e Métodos

2.1 Animais utilizados

Foram utilizados 21 cées adultos, de ambos o0s sexos, sem raga
definida, com pesos que variaram de 7 a 16 quilogramas e comprimento de
coluna vertebral de 53 a 70 centimetros, fornecidos pelo Biotério do Campus de

Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Na selecdo dos animais foram excluidos do experimento os que nao
apresentavam aspecto sadio e que tivessem necessidade de mais de uma
puncdo subaracndidea, bem como aqueles em que se obtivesse liquor

hemorragico, o que caracterizava acidente de puncao.

Os animais foram randomizados em trés grupos experimentais.

2.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos em trés grupos experimentais, com
sete animais em cada grupo, submetidos, inicialmente, a anestesia venosa com
etomidato e fentanil e, em seguida, a puncédo subaracnoéidea. Os grupos
diferenciaram-se pela solucéo e pela dose de amitriptilina administrada por via
subaracndidea, sendo o volume de um mililitro mantido constante, ou seja:

Grupo 1 (G1) — Controle - Solucédo salina a 0,9%

Grupo 2 (G2) — Solugao de 5 mmol de amitriptilina

Grupo 3 (G3) — Solugao de 10 mmol de amitriptilina
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2.3 Seqliéncia experimental

Em todos os animais foi realizada a seqléncia experimental que se

segue:
2.3.1
2.3.2
2.3.3
234
235
2.3.6
2.3.7
2.3.8
2.3.9
2.3.10
2.3.11
2.3.12
2.3.13
2.3.14
2.3.15
2.3.16
2.3.17
2.3.18
2.3.19

2.3.20

Jejum alimentar de 12 horas com livre acesso a agua.
Pesagem.

Anestesia com etomidato e fentanil.

Posicionamento do animal em decubito ventral em goteira.
Medida do comprimento da coluna vertebral.

Limpeza local com agua e sabao.

Tricotomia.

Limpeza do local com solucao salina fisiolégica estéril.
Anti-sepsia com gluconato de clorexidina a 2%.

Colocacao de campo estéril.

Palpacéo e identificacdo dos espacos intervertebrais.
Puncéao subaracnéidea com obtencao de liquor.

Injecéo da solugao sorteada.

Retirada do animal da goteira.

Observacao clinica até recuperacao da anestesia.
Manutencao em cativeiro durante 21 dias.

Sacrificio do animal.

Remocéao da medula espinhal em sua por¢ao lombar e sacral.
Fixacdo da peca anatbmica.

Realizagdo da microscopia optica.
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2.4 Técnicas utilizadas

2.4.1

24141

2.4.1.2

2413

Preparo do animal

Apo6s periodo de jejum de 12 horas com livre acesso a agua, os
animais foram pesados e anestesiados com injecdo venosa de
etomidato, na dose de 2 mg.kg" de peso corporal, e fentanil, na
dose de 0,005 mg.kg™' de peso corporal.

Apés a anestesia venosa, os animais foram posicionados em
decubito ventral sobre a goteira de Claude Bernard e para
obtengcdo do comprimento da coluna vertebral mediu-se a

distancia entre a protuberancia occipital e o inicio da cauda.

Foi realizada a limpeza da pele e pélos da regido da coluna
vertebral com agua e sabao seguida de tricotomia em area de 10
cm ao redor do local onde foi realizada a pungéo, correspondente
ao espago intervertebral L6 — L7. Esta regido foi lavada com
solugdo fisiolégica a 0,9% e, apds a anti-sepsia com solugéo
topica de gluconato de clorexidina a 2% , foram colocados os

campos estéreis.

2.4.2 Anestesia subaracnoéidea

2.4.2.1

Técnica de pungao

Para identificacdo dos espacgos intervertebrais e determinagdo do

local da pungéo subaracndidea, palpavam-se as duas tuberosidades do osso
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ililaco e o processo espinhoso da ultima vértebra lombar. Imediatamente
abaixo, localizava-se o espago lombo-sacral e, deslizando-se o indicador em

direcao cefélica, o préximo espago intervertebral encontrado era L6-L7.

A puncao subaracnéidea, realizada com agulha de Quincke de
calibre 22 G, foi feita por acesso mediano com angulo de inclinagao de
aproximadamente 45°. Ao se aprofundar a agulha observava-se aumento na
resisténcia a introdugdo da mesma, correspondente ao ligamento amarelo, e
nova pequena resisténcia era encontrada, quando se ultrapassava a dura-
mater e aracndide. Retirava-se o0 mandril da agulha e obtinha-se o escoamento
do liquido cefalorraquidiano.

Apoés a obtencao do liquor, a agulha de puncgéao foi posicionada com
o orificio de escoamento do anestésico local em posicao caudal, para injecao
da solucéao salina a 0.9% no grupo G1 e da amitriptilina nos grupos G2 e G3.
Foram registradas as dificuldades na realizagdo da puncéo e a coloragado do

liquido cefalorraquidiano que escoou pela agulha.

2.4.2.2 Injecéo da solugéo
A solucdo previamente sorteada foi injetada durante

aproximadamente 10 segundos, em seringa de 1ml, descartavel.

2.4.2.3 Farmaco administrado
O farmaco administrado nesta pesquisa foi o hidrocloreto de
amitriptilina, sintetizado por farméacia magistral, livre de preservantes quimicos,

néo pirogénico, com pH 5.5. Este foi diluido em solugdo fisioldgica, em frascos

Fukushima FB, Doutorado



Materiais e Métodas 29

individuais contendo um mililitro de solu¢cdo de amitriptilina a 5 mmol ou 10
mmol, preservada a aproximadamente 4° C, protegida da luminosidade e

administrada aproximadamente 36 horas apds envasamento.

2.4.2.4 Observacao clinica

Ap6s a injecdo da solugcdo sorteada, os animais foram
imediatamente retirados da goteira de Claude Bernard e uma hora apdés,
quando recuperados da anestesia venosa, foram avaliados clinicamente quanto
ao bloqueio motor, ao grau de relaxamento do esfincter anal, a sensibilidade
dolorosa e a sensibilidade térmica dolorosa. O blogueio motor e relaxamento
esfincteriano foram avaliados pela observacdo clinica uma hora apoés a
administracdo da solucdo escolhida. Na seqUéncia avaliou-se a sensibilidade
dolorosa através de preensdo da membrana interdigital das patas traseiras e
dianteiras, bem como da pele da regidao dos dermatomos sacrais, lombares e
toracicos, com auxilio de pinga dente de rato. A sensibilidade térmica dolorosa
foi avaliada por meio de termoalgdmetro registrando 50°C por 10 segundos em
membranas interdigitais traseiras e dianteiras.

Os animais permaneceram em cativeiro durante 21 dias, sob
observacao clinica. Foram verificados os seguintes parametros: relaxamento
do esfincter anal, perda da forca muscular nas patas posteriores (paralisia),
capacidade de movimentar e manter levantada a cauda e alteracdo na
sensibilidade dolorosa. A sensibilidade foi avaliada através da observacao dos

seguintes sinais indicativos de dor: retragdo da pata, mudanga de postura, face
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com expressdo de angustia e geméncia apdés a aplicagdo dos estimulos

dolorosos descritos acima.

2.5 Sacrificio

O sacrificio foi realizado por eletrocussao, apdés anestesia prévia
com pentobarbital s6dico. As porcdes lombar e sacral da medula espinhal e as
raizes da cauda equina foram retiradas em tempo inferior a 3 minutos e fixadas

em solucao de formalina a 10% para posterior exame histolégico.

2.6 Exame histolégico

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

O exame histolégico das laminas foi efetuado pela microscopia
optica Os resultados obtidos pela analise dos cortes do tecido nervoso e das
meninges foram classificados como normais, quando nao apresentaram

alteragdes, ou lesados, determinando-se os achados observados.
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2.7 Comissao de Etica em Experimentacdo em Animal

A presente pesquisa foi submetida a aprovagédo da Comissédo de

Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu.

2.8 Modelo de estudo

Este estudo foi controlado, randomizado e encoberto.

2.9 Meétodo estatistico

Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com
relagdo ao peso e ao comprimento da coluna vertebral, foi realizada, como
método estatistico, a analise de variancia (ANOVA), sendo adotado como limite

para significancia estatistica um valor de a de 0,05.
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3 Resultados

A analise estatistica dos trés grupos experimentais constatou que
houve homogeneidade entre os grupos com relacdo ao peso (F = 1,09 e p =

0,35) e ao comprimento de coluna vertebral (F = 0,48 e p = 0,63) (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados referentes ao peso (kg) e ao comprimento de coluna
vertebral (cm) dos animais pertencentes aos trés grupos experimentais, expressos
em média e desvio-padrao

SF0.9% AMT AMT
(G1) 5mmol - (G2) 10mmol - (G3) P
Peso (kg) 97+267 11,75+291 11,33 +3,04 0,36
Comprimento da 598+4,87 6275+638 6144+627 0,63

coluna vertebral (cm)

SF = Solugao salina fisiologica; AMT = amitriptilina.

Nenhum animal de G1, G2 ou G3 apresentou alteragdes clinicas
durante o periodo de cativeiro. Ndo foram observadas alteragbes na
sensibilidade térmica, na sensibilidade dolorosa, no bloqueio motor ou
alteracao do ténus do esfincter anal nos animais de G1, na avaliagéo clinica
realizada uma hora ap6s a administracdo da solucao fisiolégica. Todos os
animais pertencentes aos grupos 2 e 3 apresentaram bloqueio motor e
relaxamento esfincteriano na avaliagdo realizada uma hora apés a

administracdo da amitriptiina pela via subaracnéidea. Doze animais
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apresentaram alteracao da sensibilidade dolorosa a pressao, seis pertencentes
ao grupo 2 e seis pertencentes ao grupo 3. Seis dos sete animais pertencentes
ao grupo 2 e cinco dos sete animais do grupo 3 apresentaram a sensibilidade
algica térmica abolida (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados referentes ao relaxamento do esfincter anal, ao bloqueio

motor, a analgesia dolorosa térmica e dolorosa pressoérica avaliada uma hora apos
a administracao das solugdes nos grupos estudados

Relaxamento do  Bloqueio Motor Analgesia Analgesia

esfincter anal dolorosa térmica dolorosa

pressorica
Grupo 1 0 0 0 0
Grupo 2 7 7 6 6
Grupo 3 7 7 5 6

Nenhum cao do G1 apresentou alteragdes histolégicas na medula
espinhal, nas raizes nervosas € nas meninges (Figura 1).

Em seis animais de G2 e em sete animais de G3 foram observados
espessamento fibroso da aracnéide com infiltrado inflamatoério constituido por
macrofagos, linfécitos e plasmécitos entre a aracndide, a pia-mater e a dura-
mater, formacao de trabéculas e espessamento da parede dos vasos (Figura 3,
Figura 4). Nao foram observadas alteracdes histologicas na medula espinhal e
nas raizes nervosas em nenhum dos animais pertencentes aos trés grupos do

estudo (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resultados referentes as observacoes histolégicas dos grupos
estudados

Vasos Meninges Tecido Nervoso
Espessamento
fibroso com
Espessamento infiltrado
Normal da parede Normal Normal Necrose

inflamatério e

vascular -
formagao de

trabéculas
Grupo 1 7 0 7 0 7 0
Grupo 2 1 6 1 6 7 0
Grupo 3 0 7 0 7 7 0
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Figura 1 - Tecido nervoso, vasos sangliineos e meninges normais. H E 100x.

Figura 2 - Tecido nervoso e meninges normais, com destaque para a aracnéide
(seta). H E 400x.
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Figura 3 - Tecido nervoso normal, vasos sanguineos espessados (seta) e
espessamento fibroso e aderéncia das meninges. H E 400x.

Figura 4 - Tecido nervoso normal, vasos sangliineos espessados (seta) e
espessamento fibroso e aderéncia das meninges. Tricrémico de Masson 400x.
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4 Discussao

4.1 Discussao da Metodologia

411 Animal

O céo foi selecionado para este experimento, como modelo animal,
por ser de facil manuseio. Diversos trabalhos de pesquisa relacionados a
toxicidade dos anestésicos locais (Vianna, 1985, Ganem, et al., 1996, Ganem
et al., 1998, Ganem et al.,, 2002, Ganem et al, 2003) e a acédo de
antiinflamatorios esteroidais e nao-esteroidais sobre o tecido medular (Ganem
et al., 2000, Barros, 2005, Lima, 2008) foram desenvolvidos em caes, no
laboratorio de pesquisa experimental de Anestesiologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu, com bons resultados.

Outros autores, anteriormente, como Lundy et al., 1933, que
administraram diversos volumes e concentragdes de procaina, e Ravindran et
al., 1982, que estudaram os efeitos da clorprocaina e da bupivacaina sobre a
medula espinhal, utilizaram o cdo como modelo animal para pesquisa. Feldman
e Corvino em 1981, cuja pesquisa foi realizada com implantagdo crénica de
cateter no espaco subaracnéideo de caes e que teve por finalidade avaliar a
duracéo do blogueio anestésico com diferentes anestésicos locais, também
encontraram boa correlagdo entre os resultados obtidos em sua pesquisa e
aqueles observados em seres humanos, ressaltando a boa correlacéo entre as

espécies.
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A anatomia desses animais é propicia para a realizagdo da pungao
subaracnéidea, pela facilidade da execugao da técnica e pelos riscos reduzidos
de se introduzir anestésico local no tecido nervoso (Figura 8, Figura 9, Figura

10).

A coluna vertebral do cdo é constituida por sete vértebras cervicais
(C), treze toracicas (T), sete lombares (L), trés sacrais fundidas (S) e cinco
caudais ou coccigeas (Cd). Os segmentos da medula espinhal, suas raizes e
seus nervos sdo designados numericamente de acordo com a regido por eles

inervada (Figura 11).

Existem duas regides nas quais o didametro relativo da medula
espinhal aumenta e elas se localizam onde surgem os nervos das patas. A
primeira constitui a intumescéncia cervical (envolvendo parte de C6 e T1 e os
segmentos C7 e C8) e a segunda, a intumescéncia sacral (compreendendo
parte de L5 e S1 e os segmentos L6 e L7). Em posi¢céo caudal a intumescéncia
sacral, a medula afila-se e prolonga-se em forma de cone, o connus medullaris,
onde se encontram o0s demais segmentos sacrais e coccigeos.
Aproximadamente um centimetro no sentido distal ao quinto segmento caudal,
a medula espinhal termina como fillum terminale, um filamento de células gliais
e ependimais. O saco dural e, como conseqléncia, 0 espaco subaracnoideo
estendem-se dois centimetros além do final da medula espinhal (Figura 10). As
raizes sacrais e coccigeas sdo coletivamente chamadas de cauda equina. No

céo, grande porgao da cauda equina situa-se abaixo do saco dural.
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A puncao subaracndidea foi realizada na por¢ao distal da regido na

qual se encontra o cone medular ou na regido do filo terminal (Fletcher, 1979).

Acredita-se que, respeitando as diferengas anatdbmicas proprias de
cada espécie, o cao apresenta-se como bom animal a ser utilizado no estudo
da neurotoxicidade de anestésicos locais administrados no espaco

subaracndéideo.

41.2 Amitriptilina

Os antidepressivos triciclicos tém seu emprego consagrado como
adjuvantes no tratamento da dor (Lynch, 2001) e s&o muito utilizados na
abordagem terapéutica das sindromes dolorosas crénicas. Contudo, ha
limitagbes na sua utilizagdo. Por desencadearem efeitos anticolinérgicos, nao
sédo tolerados por muitos pacientes, sdo contra-indicados na presenga de
glaucoma de angulo fechado e de sintomas prostaticos, e devem ser
empregados com cautela na populacdo idosa pela sua capacidade de
desencadear arritmias (McQuay, et al., 1996).

O mecanismo de acdo classico dos ftriciclicos é a inibicdo da
recaptacao dos neurotransmissores noradrenalina e serotonina pelos neurénios
pré-sinapticos (Saarto & Wiffen, 2005) (Figura 5), entretanto, apresentam

outros mecanismos de acao envolvendo multiplos locais de atuagao.
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Figura 5 - Mecanismo de acgdo classico dos antidepressivos triciclicos.

Eles apresentam similaridades estruturais com os anestésicos locais
(Figura 6). Ambos possuem por¢ao hidrofobica (geralmente um unico anel no
caso dos anestésicos locais e uma estrutura triciclica no caso dos
antidepressivos) ligada por uma cadeia intermedidria linear (amida nos
anestésicos locais e hidrocarboneto nos antidepressivos) a um grupamento
amina (Strumper & Durieux, 2004). Além da estrutura quimica semelhante a
dos anestésicos locais, 0s antidepressivos triciclicos demonstraram bloquear o
influxo de so6dio induzido pela veratridina (neurotoxina que causa ativagao
permanente dos canais de sodio) em células corticais de ratos (Deffois et al.,
1996). Em estudo in vitro com células adrenais bovinas cromoafins e em
células do géanglio da raiz dorsal de ratos, este achado foi confirmado

(Pancrazio, et al., 1998).
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Figura 6 - Semelhangcas estruturais entre anestésicos locais e

antidepressivos.

Existem evidéncias sugerindo que a amitriptilina (Figura 7), o
prototipo dos antidepressivos ftriciclicos, possui agdo bloqueadora em
receptores a. adrenérgicos, nicotinicos, muscarinicos, n-metil-d-aspartato
(NMDA) (Watanabe et al., 1993, Eisenach & Gebhart, 1995a), acido gama
aminobutirico b (GABAb) (McCarson et al., 2005) e histaminérgicos (Sawynok
& Reid, 2003), além de interagir com receptores opidides (Hamon et al., 1987,
Gray, et al., 1998) e da adenosina A1 (Sawynok, et al., 1999, Sawynok et al.,

2005).

Figura 7- Formula Molecular da Amitriptilina.
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Estudos demonstraram que a amitriptilina também possui agéo
antiinflamatéria (Xia, et al., 1996b, Yaron, et al., 1999, Kubera et al., 2000,
Leduc et al., 2002, Obuchowicz et al., 2006, Tai et al., 2006), atuando em

diferentes receptores no sistema nervoso central e periférico (Quadro 5).

Quadro 5 - A¢do antiinflamatéria da amitriptilina

EFEITO ANTIINFLAMATORIO DA AMITRIPTILINA
e Eixo pituitario-adrenal
inibicdo da liberacdo de 6xido nitrico (Yaron et al., 1999)
e Células Sinoviais
inibicdo da produgao de prostaglandina E2 (Yaron, et al., 1999)
inibicdo da secregao de acido hialurénico (Yaron, et al., 1999)
¢ Monbcitos
inibicdo da secregao de interleucina 6 (Xia et al., 1996b)
inibicdo da secregdo de interleucina 1 B (Xia, et al., 1996b)
inibicdo da secrecao de fator de necrose tumoral a (Xia, et al., 1996b)
o CélulasT
inibicdo da secrecao de interferon v (Xia, et al., 1996b)
inibicdo da secrecao de interleucina 2 (Merskey & Bogduk, 1994, Xia, et al., 1996b)

Todos esses receptores desempenham funcdo importante na
fisiologia da transmissdo dolorosa e quando bloqueados conferem analgesia
em diferentes sindromes dolorosas. Portanto a amitriptilina possui grande
potencial como medicacdo coadjuvante no tratamento da dor, além de
apresentar similaridades com os anestésicos locais.

Em virtude de se buscar o anestésico local ideal, que possua baixa
toxicidade e apresente poténcia elevada, muito se tem investigado sobre a
propriedade anestésica local da amitriptilina. Pelo fato de este farmaco
apresentar alta lipossolubilidade, supbe-se que essa propriedade possa
interferir tanto na sua distribuicAo como na sua dispersédo e fixagdo quando

administrado préximo a tecido neural (Eisenach, 1996, Pancrazio, et al., 1998).
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Estudo avaliando o bloqueio de nervo ciatico de ratos (Gerner et al.,
2001) demonstrou que a amitriptilina apresenta efeitos antinociceptivo e
blogueador de canal de sédio de 4,7 a 10,6 vezes mais potentes que os da
bupivacaina. Apesar disso, quando injetada pela via venosa, necessita de
doses superiores a da bupivacaina para desencadear toxicidade tanto para o
sistema cardiovascular como para o sistema nervoso central (Srinivasa et al.,
2003).

Estudos in vivo sobre a agdo da amitriptilina e do seu derivado, a N-
feniletil amitriptilina, em nervo ciatico de ratos, nos quais foram avaliadas
diferentes concentragdes deste farmaco, constataram auséncia de déficit
neurolégico em concentragdes abaixo de 15,4 mmol.I"" (Gerner et al., 2003a,
Estebe & Myers, 2004, Barnet et al., 2005, Gerner et al., 2005). Ja em
concentragdes superiores a 50 mmol.I", esses autores encontraram déficits
neurolégicos permanentes de grau variavel. A histologia do tecido nervoso
medular desses animais, avaliada por meio de microscopia Optica, constatou
edema subperineural e perivascular 24 horas ap6s a administragdo do farmaco
e degeneracao Walleriana progressiva nos cortes histolégicos realizados 72
horas e sete dias ap0s a utilizagdo do mesmo (Estebe & Myers, 2004) . Nesses
estudos, foram avaliados apenas o0s animais que apresentaram déficits
neurol6gicos ou naqueles nos quais houve retardo na recuperacao do bloqueio
motor, o que difere da presente pesquisa, na qual nenhum animal apresentou
déficit neurolégico mesmo com graus variaveis de alteracao histolégica das

meninges.
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Quando administrada pela via subaracnbéidea, em ratos, a
amitriptilina potencializou os efeitos analgésicos da morfina endovenosa ao
estimulo nociceptivo (Eisenach & Gebhart, 1995b), o que néo foi observado
quando administrada pela via intraperitoneal. Como a analgesia, esse efeito
nao foi alterado pela administracao subaracnoidea da carbamilcolina (agonista
colinérgico), sugerindo que nao houve bloqueio muscarinico, o que reforga a
hipétese de que seu efeito se dé por inibicdo da recaptacdo de monoaminas
espinhais nas vias bulbo-espinhais inibitérias descendentes, noradrenérgicas e
serotoninérgicas (Eisenach & Gebhart, 1995b). Neste estudo nao foi avaliada a
neurotoxicidade do farmaco.

Em modelo experimental em ratos no qual se estudou a hiperalgesia
inflamatéria induzida pela morfina, a amitriptilina apresentou efeito anti-
hiperalgésico via antagonismo do NMDA. O mecanismo de agdo se deve ao
bloqueio do aumento do calcio intracelular nas células granulares cerebelares e
neurdnios corticais, além de ser um antagonista efetivo da plasticidade
neuronal mediada pelo NMDA, efeito semelhante ao da cetamina (Eisenach &
Gebhart, 1995a).

Foi descrito que a estimulacdo excessiva de receptores NMDA é
uma das vias finais comuns no desenvolvimento de toxicidade neuronal.
Estudos anteriores ja demonstraram que a amitriptilina, em concentracdes
micromolares minimas, preveniu a morte celular na exposicdo ao NMDA
(McCaslin, et al., 1992). Quando administrada no espago subaracnéideo, nao
apresentou efeito analgésico em animais normais, mas reverteu hiperalgesia

térmica ocasionada pela injecao intraplantar de caragenina. Nao foi observada
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reversao da analgesia na presenca da fentolamina (agonista alfa adrenérgico
nao seletivo) e metisergida (antagonista de receptores serotoninérgicos),
sugerindo que a inibicdo da recaptacdo das monoaminas nao seja a maior
responsavel pela anti-hiperalgesia (Eisenach & Gebhart, 1995a, b).

Quando aplicada perifericamente, a amitriptilina demonstrou prevenir
a expressao c-fos (protoncogene ligado ao processo de sensibilizacéo central e
desenvolvimento de dores crbénicas) na medula apds a injegdo de formalina
(Heughan et al., 2002). Desta forma a amitriptilina demonstrou-se como
promissora no tratamento das sindromes algicas crénicas.

Estudo em ovelhas (Cerda et al., 1997), utilizando a amitriptilina pela
via subaracnoidea, em doses que variaram de 5 a 20 mmol.I"", mostrou efeito
antinociceptivo, semelhante aos dos anestésicos locais. Este efeito, entretanto,
apresentou maior seletividade para o bloqueio sensitivo, na dependéncia da
dose utilizada. O bloqueio motor foi de curta duracdo e apenas para doses
superiores a 10 mmol.I"". Nesta pesquisa nao foi avaliada a neurotoxicidade da
droga por meio de estudos histoldgicos.

Pela possibilidade de a amitriptilina ser utilizada como anestésico
local, nos ultimos quatro anos tem sido investigada a toxicidade da amitriptilina
nos diferentes tecidos.

Barnet et al, 2005, em estudo envolvendo pele, tecido celular
subcutaneo, musculo e nervo cidtico de ratos, observaram lesdo tecidual
significativa na concentracdo de 5 mmol.I" em pele, tecido celular subcutaneo
e musculatura. Observaram toxicidade mais expressiva a partir da

concentragdo de 15.4 mmol, esse efeito foi mais toxico que o da bupivacaina.
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Gerner et al, 2003, observaram que a amitriptilina transdérmica (10,
50 e 100 mmol/l'") produziu analgesia na regido aplicada, comprovada a
estimulagdo com filamento de von Frey, estimulacdo térmica e elétrica. Os
pesquisadores observaram, irritacdo frustra, dose dependente, na pele logo
apoés a retirada do patch, que desapareceu apés algumas horas.

A amina quaterndria da amitriptilina, quando utilizada em baixas
doses (2,5 e 5 mmol) foi considerada mais potente, porém téxica ao nervo
ciatico de rato na dose de 5 mmol (Gerner et al., 2002). O estudo questiona a
possibilidade de injecao inadvertida intraneural.

Em pesquisa in vitro em cultura de células neurais a amitriptilina
induziu apoptose em linfocitos, alterou a fungéo dos neutréfilos (Sacerdote et
al., 1994, Xia et al.,, 1996a, Xia et al., 1999), e foi toxica aos neurbnios em
concentragdes superiores a 50 mmol.I" (Slamon & Pentreath, 2000).

Quando o farmaco foi utilizado no bloqueio do nervo ulnar em seres
humanos (Fridrich et al., 2004), em doses de 5, 10 e 20 mmol™, foi menos
eficaz que a bupivacaina em abolir a dor, mas nao determinou déficit
neuroldgico ou toxicidade local, possivelmente pela espessa camada protetora
qgue envolve os tecidos nervosos dos seres humanos, quando comparada com
a dos ratos.

Pelo potencial da amitriptiina no tratamento da dor por seus
multiplos mecanismos de acdo, seu possivel efeito neuroprotetor e suas
similaridades aos anestésicos locais, 0 uso pela via peridural ou subaracnoidea
poderia representar grande avango no tratamento de diversas sindromes

algicas, especialmente a dor neuropatica. Na literatura, entretanto, ndo se
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observa dados suficientes sobre a seguranga do uso deste farmaco no

neuroeixo no que se refere a toxicidade a medula e as meninges.

41.3 Dose administrada

Optou-se por pesquisar neurotoxicidade da amitriptilina nas doses
de 5 e 10 mmol.I", pois em estudos experimentais prévios (Eisenach &
Gebhart, 1995a, b, Cerda, et al., 1997, Gerner, et al., 2003a) estas doses
demonstraram induzir bloqueio motor e analgesia, sem que se tenha observado
seqlielas neurolédgicas até sete dias apds sua administracdo subaracnoéidea.
Nestes estudos ndo foram avaliadas a histologia da medula e das meninges

dos animais.
4.2 Discussao dos Resultados

4.2.1 Resultados Clinicos

N&o foram observadas, em nenhum dos cées incluidos no estudo,
quaisquer alteracdes de sensibilidade dolorosa, de forca muscular ou de ténus
do esfincter anal durante o periodo de 21 dias de cativeiro ap6s a recuperagao
do bloqueio anestésico. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Cerda
(1997) em estudo avaliando a amitriptilina pela via subaracnéidea em ovelhas e
Sudoh (2004) avaliando diferentes doses de amitriptilina pela via
subaracnoéidea em ratos.

Nem sempre as alteracdes histoldégicas determinam alteracdes

clinicas correspondentes. Joseph e Denson, 1958, administraram anestésico
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local associado a diferentes detergentes, pela via subaracnéidea de 18
macacos, e constataram que sete animais, avaliados por periodos que
variaram de trés a quatorze meses, apresentaram aracnoidite. Destes, dois
apresentaram lesdo histolégica intensa e apenas um desenvolveu paraplegia.

Também, Rosen et al.,, 1983, ao injetarem grandes volumes de
anestésicos no espago subaracnéideo de ovelhas, observaram que o animal
que apresentou foco de desmielinizagdo a microscopia Optica ndo apresentou
quaisquer alteracdes clinicas, apesar de esta lesao ser classificada como de
intensidade moderada.

Resultados similares foram observados por Ready et al., 1985, com
0 objetivo de estudar o potencial téxico da administracdo subaracnoidea de
diversos anestésicos locais, em varias concentracdes, sobre a medula espinhal
e as raizes da cauda eqlina de coelhos. Os autores nao encontraram
correlagao entre a lesdo do tecido nervoso e a extensao ou o tipo de perda
funcional. Alguns animais com funcado neurolégica normal apresentaram
alteragdes histologicas intensas nas raizes da cauda equina.

Ganem et al.,, 1996, estudando a neurotoxicidade de anestésicos
locais em céaes, utilizando a mesma metodologia desta pesquisa, nao
encontraram correlacdo entre alteracdes clinicas e histoldgicas, quando as
lesbes eram discretas.

Onde e como os agentes neurotdéxicos modificam as células do
sistema nervoso sdo questdes de interesse consideravel porque o
funcionamento do sistema nervoso central (SNC) como um todo depende das

interacOes de diversas de suas partes. No SNC, se ha interferéncia em alguns

Fukushima FB, Doutorado



Discussao 49

elementos estruturais, ela pode ser reversivel, porém lesdes de neurbnios
costumam ser irreversiveis. Além da adaptagéo pléstica por outros neurdnios, a
auséncia de regeneracao central impede o retorno da funcao celular ap6s a
morte da célula (Myers & Sommer, 1993). A morte celular nao é
necessariamente obrigatéria para que existam alteragcdes funcionais, porque
reagOes toxicas em qualquer populagdo de células ou receptores podem
influenciar a fungcéo neuroldgica (Hurst, 1955).

Sabe-se que, apds injegao de vérias substancias irritantes, podem-
se observar muito precocemente alteragdes histolégicas. Estas dependem do
agente e da quantidade administrada, assim determinariam alteracdes clinicas
agudas transitérias. Entretanto, alteracdes clinicas crénicas e definitivas sé sao
observadas ap6s periodo de laténcia variavel (Hurst, 1955).

A aracnoidite adesiva desenvolve-se de maneira lenta e progressiva,
de forma que sintomatologia pode-se tornar perceptivel apenas apos periodos

variaveis de evolucao de semanas a meses (Woods & Franklin, 1951).

4.2.2 Resultados histoldgicos

Nos animais pertencentes ao grupo 1, aos quais foi administrada
solucéo fisiologica pela via subaracnoidea, ndo foram observadas alteracoes
histol6gicas na medula espinhal e nas meninges, a microscopia Optica. A
finalidade deste grupo foi avaliar as possiveis alteracbes que a puncao
subaracnéidea e a introdugao dos volumes de solu¢cdo desencadeariam sobre

o tecido nervoso.
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Em modelos experimentais, cujo objetivo é estudar as possiveis
alteragbes que solugdes introduzidas no espago subaracndideo determinam
sobre o tecido nervoso e as meninges, € importante que seja excluida a
possibilidade de a pungao subaracnoéidea ser fator determinante de lesées.
Como exemplos podemos citar aquelas conseqientes ao trauma
desencadeado pela agulha utilizada para realizagdo da puncao e aquelas
determinadas pela administragdo de solugdes no interior de uma raiz nervosa.

A técnica utilizada para realizagcdo da pungédo subaracnoidea neste
estudo foi anteriormente empregada para a pesquisa dos efeitos que diversas
solugdes determinariam sobre o tecido medular e as meninges, em cées.
Nestes experimentos anteriores, injetou-se, no espaco subaracnéideo, um
mililitro de solucao de glicose na concentracdo de 10% (Ganem, et al., 1996),
um mililitro de solucao fisiologica 0,9% (Barros, 2005, Lima, 2008, Rojas, 2008)
e um mililitro de 4gua destilada (Ganem, et al., 2000) ndo foram observadas

alteracdes no tecido nervoso e nas meninges.

Est& descrito na literatura que a inje¢cdo de 0,05 mililitro de solugéo
fisioldgica no interior dos fasciculos nervosos foi suficiente para degenerar os
axbnios de nervos ciaticos de coelhos (Selander et al., 1979). O trauma
desencadeado pela injecao intraneural da solucao foi o responsavel pela

alteracdo observada.

Esses resultados vém demonstrar que a técnica selecionada para a
realizacdo da puncéao nao foi fator que determinou as alteracbes nas meninges.

Desta forma, pode-se assegurar que a técnica de puncao nao € responsavel
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pelas alteragbes histologicas observadas nos animais que receberam
amitriptilina nas duas diferentes doses utilizadas.

A avaliacao histolégica dos cortes do tecido nervoso e das meninges
de 13 dos 14 animais pertencentes aos grupos 2 e 3, 0s quais receberam
amitriptilina na dose de 5 ou 10 mmol.I", respectivamente, mostrou infiltrado
inflamatério com neutréfilos, macréfagos e linfocitos entre a pia-méater e a
aracnOide e entre esta e a dura-mater, além de espessamento fibroso da
parede dos vasos. Apesar de estas lesdes serem clinicamente assintomaticas
no momento do sacrificio, este tipo de lesdo tende a evoluir até
desenvolvimento de déficit motor.

Ainda que existam pesquisas avaliando a toxicidade direta da
amitriptilina sobre o tecido nervoso, seja em nervo ciatico isolado de ratos
(Gerner, et al., 2003a), seja simulando a administracdo como bloqueio de nervo
periférico (Estebe et al., 2004), ou ainda pela administragdo pela via
subaracnéidea (Cerda, et al., 1997), a amitriptilina em pequenas doses nao
desencadeou leséo neurolégica clinica ou histoldgica.

Sudoh et al., 2004, apbés administragdo subaracndidea de diferentes
doses de amitriptilina avaliaram as meninges de ratos e observaram presenca
de meningite quimica e degeneragdo axonal focal nas doses de 50mmol.I”
(amitriptilina 1,6%), porém na dose de 15,9 mmol." (amitriptilina 0,5%) n&o
houve qualquer alteracéo histolégica. Neste estudo, o farmaco foi administrado
lentamente (33 pl.minuto) e foram avaliados histologicamente apenas os
animais que apresentaram algum déficit motor apds sete dias de

observacao.Nao foi avaliada a toxicidade de baixas doses do farmaco.
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A aracnoidite foi reconhecida como doenca em 1909 por Horsley
(Rice et al., 2004), tendo suas altera¢des histoldgicas descritas por Burton,
1978. Estas alteragdes foram reconhecidas como processo inflamatério
progressivo, inicialmente caracterizado por radiculite com inflamacao,
envolvendo a pia-mater e aracnéide, com edema da raiz. Nesta fase, colunas
de coladgeno comegam a se formar entre as raizes nervosas e as
leptomeninges.

A verdadeira aracnoidite ocorre mais tardiamente, aparecendo
depésito de colageno, diminuicdo do edema das raizes nervosas e aderéncias
destas, umas as outras (Burton, 1978). Segue-se a aracnoidite adesiva, apés a
resolucdo do processo inflamatério, com deposicdo densa de colageno e
conseqliente estrangulamento das raizes, que acabam por se atrofiarem
(Burton, 1978). Arterite é observada neste processo, ndo se sabendo se é
causa ou consequéncia do mesmo (Weston-Hurst, 1955).

Diversas situagdes clinicas ddo origem a aracnoidite adesiva. A
lesdo histologica que a caracteriza é a fibrose da aracn6ide acompanhada por
outras alteragées que dependem da causa desencadeante do processo. Na
meningite pneumocadcica, por exemplo, grandes quantidades de polissacarideo
capsular do pneumococo produzem exsudato gelatinoso que estimula a fibrose
da aracnéide, resultando em aracnoidite adesiva (Girolami et al., 1996).

Uma outra forma curiosa de aracnoidite, denominada de Horrax, é
cronica serosa difusa, que pode simular a sintomatologia de um tumor
cerebelar, tendo sido descrita em 1893. Nesta, ocorre espessamento da

aracnéide, formando grandes cisternas posteriores sobre o cerebelo.
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Histologicamente, a aracndide apresenta-se com processo inflamatério crénico,
com espessamento e obstrugdo ao livre transito do liquor (Anderson, 1967).

A aracnoidite pode-se manifestar como complicagdo de meningites
bacterianas, em criancas, e caracteriza-se pela presenca de células
inflamatérias. Em fase aguda, existe exsudato predominantemente rico em
leucdcitos polimorfonucleares (Bresolin, 1996). As bactérias séo visiveis, tanto
livres no exsudato restrito ao espago subaracnéideo, como dentro de
polimorfonucleares e macréfagos (Bresolin, 1996).

A aracnoidite crénica resulta em estrangulamento doloroso e
fibrotico de raizes nervosas, mais comumente observado em regides sacral e
téraco-lombar (Esiri, 1992). Este processo é acompanhado por calcificacoes e
pode ser o resultado da introdugcdo de contrastes radiopacos no espaco
subaracnéideo para realizacdo de mielografia (Adams et al., 1988, Esiri, 1992).
A aracnoidite pode ser também de causa idiopatica, ou secundaria a traumas
repetidos ou a procedimentos cirargicos (Adams, et al., 1988, Esiri, 1992).

Alguns conservantes como o polietilenoglicol, cloreto de benzetbnio
e clorbutanol tém sido freqientemente associados a aracnoidite adesiva
(Benzon, 1986, Nelson et al., 1998, Stotz et al., 1999, Hetherington & Dooley,
2000). O metilparabeno e propilparabeno tém demonstrado maior perfil de
seguranca, entretanto discute-se esta seguranca quando da necessidade de se
administrar doses repetidas de farmacos que contenham o conservante
(Rowlingson, 1993, Eisenach, 1996, Eisenach et al., 1997, Gurun et al., 1997).

Os preservativos da amitriptilina sdo o metilparabeno e o

propilparabeno. Neste estudo, para excluir a possibilidade de que os
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conservantes da amitriptilina pudessem desenvolver possiveis alteragdes
histolégicas, optou-se por utilizar o farmaco puro, sem conservantes.

A toxicidade da amitriptilina sobre o tecido nervoso apesar de
pesquisada ainda nao esta bem estabelecida. Sabe-se que a amitriptilina
possui elevado coeficiente de particao (logP). Seu logP° calculado é de 4,95
comparado com o logP? da bupivacaina, de 3,41. Estudos sugerem que a
lipossolubilidade do anestésico local interfere na sua fixacao e dispersao (Tetko
et al.,, 2001) influenciando tanto a extensdo como o grau do bloqueio
estabelecido. Como a amitriptilina apresenta um valor de logP elevado
(Baldessarini, 1995), supbe-se que ela se distribua mal em ambiente aquoso,
sendo absorvida com maior facilidade pelo tecido adiposo, pelas membranas
celulares, pelas organelas e outras proteinas. Mesmo quando administrada
pela via parenteral, a amitriptilina encontra-se em grande proporcao ligada a
proteinas plasmaticas (95%) (Baldessarini, 1995). Essa lipossolubilidade
confere a amitriptiina a propriedade de ultrapassar a barreira hemato-
encefalica quando administrada pela via parenteral (Uhr et al., 2000, Grauer &
Uhr, 2004).

Estudo recente demonstrou que a neurotoxicidade da amitriptilina é
semelhante a toxicidade dos anestésicos locais quando utilizados em alta
concentragdo (Kitagawa et al., 2006). Tanto os anestésicos locais como o0s
antidepressivos triciclicos apresentam propriedades ambifilicas, ou seja, porcao
hidrofilicas e hidrofdbicas.

Quando estes farmacos atingem concentracdo considerada critica

em ambiente aquoso, a por¢do hidrofilica alinha-se a porg¢éao hidrofdbica. Esta
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sobreposi¢ao cria um agregado molecular que gera repulsdo das moléculas de
agua. Lopez et al., 1999, observaram, a microscopia eletrénica, imagens
diretas da ruptura das membranas induzidas por substancia ambifilica. Este
mecanismo é classicamente aceito como parte da fisiologia do processo de
hemolise (Pethica & Schulman, 1953, Seeman, 1966, Shalel et al., 2002) e
como possivel desencadeador da neurotoxicidade pelos anestésicos locais
(Kitagawa et al., 2004).

O presente estudo mostrou que concentracdes de 5mmol.”" foram
capazes de determinar toxicidade meningea, o que vem demonstrar que a
margem de seguranca terapéutica da amitriptiina €& estreita, ou seja, a
concentracdao que determina efeito clinico € muito préxima daquela que induz
lesdo, demonstrando ndo ser segura para ser utilizada no espaco

subaracnéideo.
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5 Conclusao

A amitriptilina, nas doses de 5 e 10 mmol.I"" administrada pela
via subaracnéidea determinou alteracdes histolégicas nas meninges, mas

ndo na medula de caes.
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Apéndice

Figura 8 - Angulo de insercdo de agulha para realizagdo de puncédo
subaracnéidea em modelo de coluna vertebral de caes.

Figura 9 - Angulo de insercdo de agulha para realizagdo de puncédo
subaracnéidea em modelo de coluna vertebral de caes.
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Figura 10 - Regido terminal da medula espinhal do cao (Fletcher, 1979).
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Figura 11 - Dermatomos lombares, sacrais e coccigeos do cio (Fletcher,
1979).
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