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PALAVRAS-CHAVE Resumo

Inibidor da Justificativa e objetivos: Aadministracdo intratecal de anti-inflamatorios nao esteroides € mais
ciclooxigenase; eficaz no tratamento da dor poés-operatéria. Anti-inflamatdrios ndo esteroides, como o (S)-
Injecao intratecal; -(+)-cetoprofeno, pode ser eficaz em doses intratecais inferiores as parenterais. A seguranca
(S)-(+)-cetoprofeno; pré-clinica relativa a possivel neurotoxicidade associada ao (S)-(+)-cetoprofeno intratecal nao
Neurotoxicidade; foi avaliada. Neste estudo avaliamos a neurotoxicidade do (S)-(+)-cetoprofeno administrado por
Inflamacao via intratecal em ratos.

Métodos: Conduzimos um estudo experimental randomizado e controlado por placebo em ratos
Sprague-Dawley (250-300g) com idades entre 12 e 16 semanas. Eles foram randomicamente
divididos em dois grupos de tratamento [100 e 800 ug de (S)-(+)-cetoprofeno] e um de con-
trole (agua estéril). Cateteres intratecais foram colocados através do espaco atlantoaxial nos
ratos anestesiados. Testes de pinca, avaliacdes da funcdo motora e exames histopatoldogicos da
medula espinhal e das raizes nervosas foram realizados nos dias 3, 7 e 21 do estudo. Os cortes
da medula espinhal foram avaliados por microscopia de luz para vacuolizacdo do funiculo axo-
nal dorsal, perda de mielina axonal, cromatélise neuronal, neurite, inflamacédo, aderéncias e
fibrose das meninges.

Resultados: Em todos os grupos, os ratos exibiram resposta normal ao teste de pinca
(pontuacao=0) e marcha normal em cada tempo observado (escore de avaliacdo da funcao
motora=1). A neurotoxicidade foi maior com os tratamentos nos dias 3 e 7 do que no dia 21
(2, 3,0, p=0,044; 2, 5, 0, p=0,029, respectivamente). No dia 7, os escores totais refletindo o
dano neuronal foram maiores no grupo com 800 g que nos grupos com 100 w.g e controle (5, 3,
0, p=0,048, respectivamente).

* Os dados preliminares deste estudo foram enviados para uma apresentacdo em poster no Congresso da Sociedade Turca de Anestesiologia
e Reanimacao, de 26 a 30 de outubro de 2016, em Istambul, Turquia. O estudo experimental randémico e controlado por placebo foi conduzido
no Centro de Pesquisa e Aplicacao de Experimentos em Animais, Samsun, Turquia.

* Autor para correspondéncia.
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Conclus@o: A administracdo intratecal de (S)-(+)-cetoprofeno causou alteracdes neuro-
-histopatologicas dose-dependentes em ratos nos dias 3 e 7 apos a aplicacao e sugerindo que o
(S)-(+)-cetoprofeno nao deve ser administrado por via intratecal.
© 2019 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Publicado por Elsevier Editora Ltda. Este é um
artigo Open Access sob uma licenca CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).
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Introducao

Abstract

Background and objectives: Intrathecal administration of non-steroidal anti-inflammatory
drugs is more efficacious for post-operative pain management. Cyclooxygenase inhibiting non-
steroidal anti-inflammatory drugs like (S)-(+)-Ketoprofen, may be effective at lower intrathecal
doses than parenteral ones. Preclinical safety regarding possible neurotoxicity associated with
the intrathecal (S)-(+)-Ketoprofen was not evaluated. Here we analysed the neurotoxicity of
intrathecally administered (S)-(+)-Ketoprofen in rats.

Methods: A randomized placebo-controlled experimental study was conducted. Sprague-
Dawley rats (250-300¢g) aged 12-16 weeks were randomly divided into 2 treatments [100 and
800 g (S)-(+)-Ketoprofen] and control (sterile water) groups. Intrathecal catheters were placed
via the atlantoaxial space in anesthetized rats. Pinch-toe tests, motor function evaluations and
histopathological examinations of the spinal cord and nerve roots were performed at days 3, 7
and 21. Spinal cord sections were evaluated by light microscopy for the dorsal axonal funicu-
lus vacuolation, axonal myelin loss, neuronal chromatolysis, neuritis, meningeal inflammation,
adhesions, and fibrosis.

Results: Rats in all the groups exhibited normal pinch-toe testing response (score =0) and nor-
mal gait at each observed time (motor function evaluation score =1). Neurotoxicity was higher
with treatments on days 3 and 7 than that on day 21 (2, 3, 0, p=0.044; 2, 5, 0, p=0.029,
respectively). On day 7, the total scores reflecting neuronal damage were higher in the 800 pg
group than those in the 100 g and Control Groups (5, 3, 0, p=0.048, respectively).
Conclusion: Intrathecal (S)-(+)-Ketoprofen caused dose-dependent neurohistopathological
changes in rats on days 3 and 7 after injection, suggesting that (S)-(+)-Ketoprofen should not
be intrathecally administered.

© 2019 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

colaterais e uma atividade analgésica maior do que os AINEs
convencionais.”

A dor pds-operatoria é causada por lesao tecidual e pela
desregulacao da homeostase fisioldgica.' A depender do tipo
de cirurgia, 75% dos pacientes sentem dor poés-operatoria
e 80% relatam dor intensa.? Os agentes opioides sao fre-
quentemente usados como analgésicos no pos-operatorio,
mas causam efeitos colaterais, como depressao respiratoria,
sedacdo, nausea, vomito e prurido.® A analgesia multimo-
dal, que geralmente inclui medicamentos anti-inflamatérios
nao esteroides (AINEs), diminui as doses de opioides e os
efeitos colaterais e aumenta o alivio da dor mediante efei-
tos aditivos ou sinérgicos.>* Contudo, as doses de AINEs
administradas sistemicamente causam efeitos colaterais,
inclusive ulceracdo gastrica, reducao do fluxo sanguineo
renal e inibicdo da funcdo plaquetaria. Alternativamente,
os AINEs podem ser administrados por via intratecal com
doses 100-300 vezes menores, potencialmente leva a efei-
tos colaterais reduzidos.>® Outros estudos indicaram que
o (S)-(+)-cetoprofeno (dexcetoprofeno) tem menos efeitos

Animais usados como modelos experimentais em estu-
dos de dor demonstraram que o uso intratecal de AINEs
provoca um aumento na atividade da ciclo-oxigenase na
medula espinhal e uma diminuicdo na percepcao de dor.
No entanto, um numero limitado de estudos foi feito com
seres humanos.’ Em voluntarios saudaveis, Eisenach et al.'®
descobriram que doses crescentes de cetorolaco intratecal
(0,25-2mg) nao tiveram um impacto significativo na res-
posta aos estimulos nocivos de calor intenso em pele normal.
Nao houve efeitos colaterais neurolégicos ou cardiorrespi-
ratdrios, embora tenha havido uma reducdo pequena, mas
estatisticamente significativa, na frequéncia cardiaca por
uma hora (h) apoés a injecdo de cetorolaco.’® No estudo
com voluntarios saudaveis, também foi descoberto que 2 mg
de cetorolaco intratecal exerceram efeitos minimos sobre a
dor nociceptiva aguda e a dor neuropatica crénica, embora
o medicamento tenha sido mais eficaz em modelos de dor
com componentes inflamatorios e de hipersensibilidade, tais
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como dor pos-operatdria e artrite.” Em ambos os estu-
dos, o Unico efeito colateral foi uma dor de cabeca leve,
enquanto nenhum efeito colateral tardio foi observado por
até seis meses apos o término do estudo. Em um estudo do
mesmo grupo com pacientes que apresentavam dor cronica,
o aumento das doses de cetorolaco intratecal (0,5-2,0 mg)
causou uma reducao nos escores de dor e cefaleia leve
ou moderada e nausea foram os efeitos colaterais mais
frequentemente observados.!" Embora existam poucos efei-
tos colaterais associados aos AINEs, estudos adicionais que
usem doses repetidas ou formulacdes desses medicamentos
com conservantes sao necessarios antes que os AINEs pos-
sam ser introduzidos na pratica clinica de rotina. O AINE
nao seletivo (S)-(+)-cetoprofeno inibe a ciclooxigenase-1 e a
ciclooxigenase-2, leva a reducao da sensibilidade periférica
e das respostas nociceptivas de areas inflamadas e a inibicao
central das curvas Wind-up (soma temporal da dor depois
de repetidas simulacbes nociceptivas), que sao mediadas
por neurdnios nociceptivos da medula espinhal.”-'> Segundo
Cabré et al.," o (S)-(+)-cetoprofeno é mais antinociceptivo
do que o (R)-(-)-cetoprofeno; os pesquisadores atribuiram
a diferenca entre os enantiomeros a estereosseletividade.

Considerando a eficacia do (S)-(+)-cetoprofeno, seu uso
intratecal poderia ser uma escolha melhor para o trata-
mento da dor, se ndo houvesse neurotoxicidade. Porém,
a neurotoxicidade do (S)-(+)-cetoprofeno nao foi avaliada
em estudos anteriores. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar clinica e histopatologicamente a neurotoxicidade
potencial de diferentes doses de (S)-(+)-cetoprofeno intra-
tecal em ratos.

Métodos
Animais

O protocolo experimental deste estudo foi revisado e
aprovado pela Comissao para o Cuidado e Uso de Ani-
mais (Comité de Etica, n° 2013/28). Ratos Sprague-Dawley
machos (n=27), com 12-16 semanas e 250-300g (Centro de
Pesquisa e Aplicacao de Experimentos em Animais), foram
mantidos em gaiolas individuais, com ciclos de 12 h de claro
e 12h de escuro em temperatura ambiente de 20-22°c e
livre acesso a agua e alimentos. O peso corporal foi avali-
ado antes da injecao intratecal dos medicamentos (dados
basais) e trés, sete e 21 dias ap0s a injecao.

Critérios de exclusao

Ratos que apresentaram anormalidades na funcdo senso-
rial ou motora, déficits comportamentais ou neurologicos
durante o intervalo de trés dias entre a colocacdo do cateter
e ainjecdo intratecal do (S)-(+)-cetoprofeno. Também foram
excluidos os ratos que desenvolveram uma infecgcao durante
0 acompanhamento, bem como aqueles cuja ponta do cate-
ter estava incorretamente colocada, o que foi descoberto
durante laminectomia subsequente. Os ratos com cateter
incorretamente colocado e sem paralisia nas patas traseiras
30s apo6s a administracao de cloridrato de lidocaina através
do cateter no dia seguinte a sua colocagao também foram

excluidos do estudo. Os ratos excluidos foram substituidos
por novos ratos.

Administracao intratecal

Para o procedimento cirlrgico, os ratos receberam injecao
intraperitoneal de cetamina (80-100mg.kg~") e xilazina
(5-10mg.kg~"), o que permitiu aos ratos continuar a respirar
espontaneamente. O cateter intratecal foi colocado através
da membrana atlanto-occipital com o método descrito por
Yaksh e Rudy'# e modificado por Korkmaz et al.”® Primeiro,
os ratos foram anestesiados e, em seguida, posicionados em
decubito ventral e presos por um aparelho cirirgico este-
reotaxico. A pele foi esterilizada e uma incisao foi feita
na regiao occipitocervical para expor a membrana atlanto-
-occipital. Apos observar o liquido cefalorraquidiano através
de uma pequena incisdo na membrana, um cateter ALZET"
(PU-10 28G, Durect Corporation, Cupertino, CA, EUA) foi
introduzido 8 cm caudalmente. O tecido muscular e subcu-
taneo foi suturado e a ponta externa do cateter foi fixada a
pele. O cateter foi lavado com 10 L de solucéo salina estéril
e a ponta foi entao coberta com fita adesiva.

Antibioticoterapia com cefazolina intraperitoneal
(40 mg.kg~".day~") foi administrada a cada rato, iniciou no
dia anterior a cirurgia e continuou por seis dias. Apds a
reversao da anestesia, os ratos foram colocados em gaiolas
individuais e monitorados.

Para verificar a localizacao do cateter, 10 pL de cloridrato
de lidocaina a 2% (200 pg) foram administrados via cateter,
seguidos de 10 uL de solucdo salina estéril no dia seguinte
a cirurgia. A paralisia motora bilateral nas pernas traseiras
dentro de 30s apos a injecao indicou que o cateter foi colo-
cado corretamente. Os ratos foram entao monitorados por
trés dias para observacao de marcha irregular, deformidade
da coluna vertebral e anormalidades comportamentais.

Preparacao do medicamento

Uma mistura de 200mg de (S)-(+)-cetoprofeno (Sigma-
-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), 3mL de agua estéril sem
conservantes e 1 M de NaOH (0,2 mL) foi preparada para um
volume total de 5mL, com uma concentracio de 40g.uL™"
e um pH que varioude 7 a 7,4.

Os ratos foram randomicamente distribuidos para um dos
trés grupos de estudo:

e Grupo C (controle) - 20 pL de agua estéril (n=9);

e Grupo 1 - 2,5pL da mistura de 100pg de (S)-(+)-
-cetoprofeno e 17,5 uL de agua estéril (n=9);

e Grupo 2 - 20pL da mistura de 800png de (S)-(+)-
-cetoprofeno (n=9).

Apds a aplicacdo do medicamento, 10 uL de solucao
salina estéril foram injetados no cateter. Todas as aplicacdes
do medicamento e de solucao salina estéril foram feitas com
uma seringa para cateter intratecal (Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Suica).
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Avaliacao neurofuncional

Para avaliar a funcao do sistema nervoso em varios niveis
nos ratos, testes de pincamento foram feitos no 3°, 7° e
21° dias apds a injecao por um pesquisador, cego para o
procedimento experimental.

Testes de pincamento

Foram executados com a aplicacdo de pressao nas superfi-
cies dorsais do dedo lateral com uma pinga cirdrgica obtusa
por um maximo de 6s. Os testes de pincamentos compressi-
vos foram aplicados a intervalos de 5 min por até trés vezes.
Nessas condicdes, estimulos mecanicos nocivos profundos
sao suficientes para causar movimentos reflexivos, mas nao
causam danos aos ratos. As reacdes nocifencivas (reacoes
de resposta a dor) foram classificadas com escores de 0 a 3
com base nos reflexos de retracao, nas tentativas de morder
a pinca e na vocalizacao. Os escores das reacoes nocifensi-
vas foram gerados, conforme descrito por Bajrovic et al.,"®
com algumas modificacées. De acordo com esse sistema de
classificacao, o escore 0 é considerado normal e atribuido se
o rato apresentar uma vocalizacao forte, a retirada reflexiva
do membro e morder a pinca, dentro de segundos quando o
membro posterior € comprimido; o escore 1 indica um com-
prometimento leve das respostas; o escore 2 corresponde
a um comprometimento moderado e o escore 3 é atribuido
aos ratos que nao respondem. Escores > 1 sao considera-
dos anormais e indicativos de danos nos nervos motores e
sensoriais.

Avaliacbes da funcdao motora

As funcdes motoras foram avaliadas de acordo com a mar-
cha e o posicionamento do membro posterior e classificadas
com escores de 1 a 4. Para avaliar os disturbios motores, usa-
mos os escores descritos por Chataniet et al."” com algumas
modificacdes: 1 - marcha normal e sem paresia motora; 2 -
marcha normal, mas leve irregularidade dos membros poste-
riores, como flexao plantar dos dedos; 3 - marcha levemente
desordenada e/ou inversao da pata traseira; 4 - posicao
incorreta da pata com claudicacao significativa. Escores > 2
foram considerados indicativos de lesao no nervo motor.

Avaliacao histopatologica

Trés ratos de cada grupo foram submetidos a eutanasia por
anestesia inalatoria e avaliados no 3°, 7° e 21° dias apds a
injecdo. O ventriculo esquerdo foi canulado e perfundido
com 50mL de tampao fosfato (0,2 M), seguido de 400 mL
de paraformaldeido a 4%. Laminectomias bilaterais foram
feitas (fig. 1).

Trés blocos de tecido foram preparados a partir dos espé-
cimes extraidos da ponta do cateter e 0,5 cm rostral e 0,5cm
caudal a ponta do cateter. Quatro laminas com cortes de
5 wm de espessura de cada bloco de tecido foram prepara-
das. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina,
Luxol fast blue e corante de neurofilamentos (anticorpo
monoclonal de camundongo antiproteina de neurofilamento
humano, clone 2F11; Dako, Glostrup, Dinamarca).'® "

Figura 1  Medula espinal. As setas apontam o cateter PU-10
na regiao dorsal da parte inferior da medula espinhal.

Uma avaliacao histopatoldgica foi feita em trés areas:
dano neuronal (cromatélise, gliose e neurite); lesao
meningea (inflamacao, adesdao e fibrose); dano axonal
(vacuolizacao do funiculo dorsal e perda de mielina). Semi-
quantitativamente, cada area recebeu um escore: 0 (sem
dano), 1 (dano moderado <50%) ou 2 (dano grave> 50%),
como sugerido por Kim et al."” Os escores foram entéo tota-
lizados (min=0 e max=6). Para evitar viés, as alteracoes
histopatoldgicas foram analisadas por dois patologistas que
desconheciam o estudo.

Analise estatistica

Os dados foram analisados com o programa Statistical Pac-
kage for the Social Sciences versao 20.0 (IBM SPSS Statistics
Inc., IBM Corp., Armonk, NY, EUA). As comparacdes intra-
grupo e intergrupos foram feitas com Anova de variancia
simples por postos de Kruskal-Wallis e, em seguida, o teste
de comparagdes multiplas de Dunn. Os parametros foram
expressos em valores medianos (min-max). Um valor de
p< 0,05 foi considerado significativo.

Resultados

Entre os grupos, quatro ratos morreram durante o catete-
rismo do espaco intratecal devido a complicacées, como
compressao ou lesao medular e hemorragia subaracnoidea.?
Trés ratos retiraram o cateter no dia seguinte a cirurgia e
foram excluidos.

Os ratos restantes exibiram comportamento normal
durante o intervalo de trés dias entre a colocacao do cateter
e a administracao do (S)-(+)-cetoprofeno e também ganha-
ram peso normalmente ao longo do estudo.

Avaliacao neurofuncional

Apds a administracao do (S)-(+)-cetoprofeno, todos os ratos
responderam normalmente aos testes de pincamento, com
escore zero para cada um dos grupos, e exibiram funcoes
motoras tipicas no 3°, 7° e 21° dias, com escore 1 para
todos os grupos. Todos os ratos apresentaram respostas eva-
sivas normais (escore 0) nos testes de pincamento e padroes
normais de marcha sem deformidade dos membros posteri-
ores nas avaliacdes da funcao motora (escore 1) em todos
os momentos (tabela 1). Portanto, os dados dos testes de
pincamento e a avaliacdo da funcao motora nao foram ana-
lisados estatisticamente.
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Tabela 1 Testes de pincamento e avaliagdes da funcao motora apos injecoes intratecais
Dias ap0s a injecao intratecal Grupos Mediana (min-max)
3° dia (n=9) Escore do teste de pincamento? Grupo C 0 (0-0)
Grupo 1 0 (0-0)
Grupo 2 0 (0-0)
Escore da avaliacdo da funcdo motora ° Grupo C 1(1-1)
Grupo 1 1(1-1)
Grupo 2 1(1-1)
7° dia (n=9) Escore do teste de pincamento Grupo C 0 (0-0)
Grupo 1 0 (0-0)
Grupo 2 0 (0-0)
Escore da avaliacao da funcao motora Grupo C 1(1-1)
Grupo 1 1(1-1)
Grupo 2 1(1-1)
21° dia (n=9) Escore do teste de pincamento Grupo C 0 (0-0)
Grupo 1 0 (0-0)
Grupo 2 0 (0-0)
Escore da avaliacao da funcao motora Grupo C 1(1-1)
Grupo 1 1(1-1)
Grupo 2 1(1-1)

Todos os ratos apresentaram respostas normais nos testes de pincamento e nas avaliacdes da funcdo motora em todos os momentos
avaliados. Portanto, os dados resultantes nao foram analisados estatisticamente.

a Os escores do teste de pincamento foram classificados em uma escala de quatro pontos da seguinte forma: 0, resposta normal com
vocalizacao forte, retirada reflexiva do membro imediatamente apds o pincamento e morder a pinca dentro de 6 a partir do momento
em que o membro posterior foi pincado; 1, resposta levemente prejudicada; 2, resposta moderadamente prejudicada e 3, sem resposta.
Escores > 1 foram considerados anormais e indicativos de lesoes nos nervos motores e sensoriais.

b Os escores da funcdo motora foram classificados em uma escala de quatro pontos, como a seguir: 1, marcha normal sem paresia
motora; 2, marcha normal com leve irregularidade nos membros posteriores, como flexao plantar dos dedos; 3, marcha levemente
desordenada e/ou inversao da pata traseira; 4, posicao incorreta do pé com claudicacao significativa. Escores > 2 foram considerados

indicativos de lesao nos nervos motores.
Grupo C (controle): 20 uL de agua estéril.

Grupo 1: 2,5 pL da mistura de 100 pg de (S)-(+)-cetoprofeno + 17,5 pL de agua estéril.

Grupo 2: 800 pg de (S)-(+)-cetoprofeno (20 pL da mistura).

Avaliacao histopatologica

Nao houve incidéncia de sangramento, necrose ou lesao
tecidual no sistema nervoso periférico durante as laminec-
tomias e excisdes da medula espinhal. Ambos os grupos
com dosagens de 100 ug e 800 wg apresentaram escores
para as categorias combinadas de dano ao sistema ner-
voso central significativamente maiores no 3° e 7° dias do
que no 21° dia (p<0,05) (tabela 2). Nao foram detecta-
das diferencas intragrupos estatisticamente significativas
para inflamag¢ao meningea, dano axonal ou dano neuronal
entre os grupos 1 e 2 e também nos controles ao longo do
estudo (tabela 3).

As comparacoes intergrupos entre as dosagens dos gru-
pos nao revelaram diferencas estatisticamente significativas
para inflamacdo meningea, dano axonal ou dano neuronal
e os escores totais foram os mesmos no 3° dia (tabela 4).
No 7° dia, entretanto, os escores totais foram significativa-
mente maiores no Grupo 2 comparado com o Grupo 1 e o
Grupo C (p=0,048). No 21° dia, o escore total foi significati-
vamente menor no Grupo 1 do que no Grupo 2 ou no Grupo
C (p=0,044) (tabela 5) (fig. 2A-H).

Discussao

Considerando o potencial do (S)-(+)-cetoprofeno intrate-
cal no tratamento da dor, avaliamos a neurotoxicidade
desse farmaco em modelo de rato para estimar sua pos-
sivel aplicacdo clinica. O presente estudo mostrou que,
embora uma resposta normal tenha sido observada nos tes-
tes de pincamento e de funcdao motora em cada momento de
avaliacao, houve mais neurotoxicidade em ambos os grupos
testados no 3° e 7° dias do que no 21° dia, tanto com a dose
baixa quanto com a dose alta de (S)-(+)-cetoprofeno. A neu-
rotoxicidade observada no 7° dia, em termos de inflamacao
meningea e dano axonal e neuronal, foi bem maior nos ratos
que receberam a dose alta (800 pn.g) de (S)-(+)-cetoprofeno
do que nos controles ou naqueles que receberam a dose
baixa (100 p.g) de (S)-(+)-cetoprofeno, indicou neurotoxici-
dade dose-dependente.

A estimulacao nociceptiva aumenta de modo acentuado
a expressao das prostaglandinas espinhais, que aumentam a
transmissao do sinal nociceptivo na medula espinhal e cau-
sam a sensibilizacdo central.?’ Os tratamentos intratecais
permitem a administracdo direta de analgésico no liquido



408 C. Kaya et al.

Tabela 2 Comparacdes intragrupos dos escores totais

Dias apos a injecao intratecal Mediana (min-max) p-valor
Grupo C (n=9) 3° dia 0 (0-1) 0,87
7° dia 0 (0-1)
21° dia 2 (1-2)
Grupo 1 (n=9) 3° dia 2 (1-3) 0,044
7° dia 3 (2-5)
21° dia 0? (0-0)
Grupo 2 (n=9) 3° dia 2 (2-3) 0,029
7° dia 5 (3-5)
21° dia 07 (0-1)

@ p<0,05 versus dados correspondentes do 3° e 7° dias.
0 escore total foi classificado de 0 a 6 (0=minimo, 6 =maximo).
Grupo C (controle): 20 uL de agua estéril.
Grupo 1: 2,5 L da mistura de 100 ug de (S)-(+)-cetoprofeno+17,5 pL de agua estéril.
Grupo 2: 800 pg de (S)-(+)-cetoprofeno (20 nL da mistura).

Tabela 3 Comparagdes intragrupos dos achados neuropatologicos

Tipo de lesao Dias ap0s a injecao intratecal Mediana (min-max) p-valor
Grupo C (n=9) Meningea 3° dia 0 (0-1) 0,67
7° dia 1(0-1)
21° dia 0 (0-1)
Axonal 3° dia 1(0-1) 0,67
7° dia 1(0-1)
21° dia 1 (0-1)
Neuronal 3° dia 0 (0-0) 0,64
7° dia 1(0-1)
21° dia 1 (0-1)
Grupo 1 (n=9) Meningea 3° dia 0 (0-0) 0,20
7° dia 0 (0-2)
21° dia 2 (0-2)
Axonal 3° dia 1 (0-1) 1
7° dia 1 (0-2)
21° dia 2 (0-2)
Neuronal 3° dia 1 (0-1) 1
7° dia 1 (0-1)
21° dia 1 (0-1)
Grupo 2 (n=9) Meningea 3° dia 0 (0-1) 1
7° dia 0 (0-1)
21° dia 1 (0-1)
Axonal 3° dia 0 (0-1) 0,56
7° dia 0 (0-0)
21° dia 0 (0-1)
Neuronal 3° dia 0 (0-0) 0,64
7° dia 0 (0-0)
21° dia 0 (0-0)

0 grau de inflamagdo meningea, o dano neuronal e o dano axonal foram classificados em uma escala de trés pontos como a seguir:
0=nenhum; 1=moderado; 2 =grave.

Grupo C (controle): 20 uL de agua estéril.

Grupo 1: 2,5 pL da mistura de 100 pg de (S)-(+)-cetoprofeno + 17,5 pL de agua estéril.

Grupo 2: 20 pL da mistura de 800 p.g de (S)-(+)-cetoprofeno.
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Tabela 4 Comparagdes intergrupos dos achados neuropatologicos

Dias ap0s a injecao intratecal Tipo de lesao Grupos Mediana (min-max) p-valor
3° dia (n=9) Meningea Grupo C 0 (0-1) 0,202
Grupo 1 0 (0-0)
Grupo 2 0 (0-1)
Axonal Grupo C 1 (0-1) 0,396
Grupo 1 1 (0-1)
Grupo 2 0 (0-1)
Neuronal Grupo C 0 (0-0) 0,801
Grupo 1 1(0-1)
Grupo 2 0 (0-0)
7° dia (n=9) Meningea Grupo C 1(0-1) 0,102
Grupo 1 0 (0-2)
Grupo 2 0 (0-1)
Axonal Grupo C 1 (0-1) 0,202
Grupo 1 1(0-2)
Grupo 2 0 (0-0)
Neuronal Grupo C 1 (0-1) 0,202
Grupo 1 1(0-1)
Grupo 2 0 (0-0)
21° dia (n=9) Meningea Grupo C 0 (0-1) 0,670
Grupo 1 2 (0-2)
Grupo 2 1 (0-1)
Axonal Grupo C 1(0-1) 0,396
Grupo 1 2 (0-2)
Grupo 2 0 (0-1)
Neuronal Grupo C 1(0-1) 0,211
Grupo 1 1(0-1)
Grupo 2 0 (0-0)

O grau de inflamagao meningea, o dano neuronal e o dano axonal foram classificados em uma escala de trés pontos como a seguir:

0=nenhum; 1=moderado; 2 =grave.
Grupo C (controle): 20 uL de agua estéril.

Grupo 1: 2,5 pL da mistura de 100 pg de (S)-(+)-cetoprofeno + 17,5 pL de agua estéril.

Grupo 2: 20 pL da mistura de 800 pg de (S)-(+)-cetoprofeno.

Tabela 5 Comparacdes intergrupos dos escores totais

Dias ap0s a injecao intratecal Grupos Mediana (min-max) p-valor
3° dia (n=9) Escore total Grupo C 0 (0-1) 0,72
Grupo 1 2 (1-3)
Grupo 2 2 (2-3)
[0,1-5]
7° dia (n=9) Escore total Grupo C 0 (0-1) 0,048
Grupo 1 3 (2-5)
Grupo 2 52 (3-5)
21° dia (n=9) Escore total Grupo C 1(0-1) 0,044
Grupo 1 0° (0-0)
Grupo 2 0 (0-1)

@ p<0,05 vs. dados correspondentes do Grupo C e Grupo 1.

b p<0,05 vs. dados correspondentes do Grupo C e Grupo 2.
0 escore total foi classificado de 0 a 6 (0=minimo, 6 =maximo).
Grupo C (controle): 20 pL de agua estéril.

Grupo 1: 2,5 uL da mistura de 100 ug de (S)-(+)-cetoprofeno+ 17,5 pL de agua estéril.

Grupo 2: 20 pL da mistura de 800 p.g de (S)-(+)-cetoprofeno.
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Figura 2 A-H Achados micrograficos leves nas medulas espinhais dos ratos apds administracdo subaracnoidea de 100 ug (Grupo
1) e 800 g (Grupo 2) de (S)-(+)-cetoprofeno. (A) Grupo C (3° dia): medula espinhal com histomorfologia normal, coloracdo de
hematoxilina e eosina, ampliacao original 40 x . (B) Coloragdo imuno-histoquimica com coloracdo de neurofilamentos, 40 x . (C)
Grupo 1 (7° dia): Inflamacéo histiocitica e formacao cistica no funiculo dorsal da medula espinal (seta), coloracdo de hematoxilina
e eosina, ampliacdo original 40 x . (D) Um exame mais detalhado da secdo em (A) revela que a inflamacao consiste em histiocitos,
eosindfilos e neutrofilos, coloracdo de hematoxilina e eosina, 400 x . (E) Grupo 2 (7° dia): Inflamagao na regiao dorsal da medula
espinal (quadrado), coloracdo de hematoxilina e eosina, 200 x . (F) Grupo 2 (7° dia): Estudo imuno-histoquimico com proteina de
neurofilamento que demonstra areas inflamatorias nao coradas na regiao dorsal (seta), coloragao imuno-histoquimica com coloragdo
de neurofilamento, 100 x . (G) Grupo 2 (7° dia): vacuolizacao axonal (setas), hematoxilina e eosina, 100 x . (H) Grupo 2 (7° dia):
degeneracao axonal e diminuicdo da mielina (setas), coloracdo imuno-histoquimica com coloracdo de neurofilamento, 100x.

cefalorraquidiano (LCR), contornam a barreira hematoen-
cefalica e proporcionam efeitos analgésicos superiores.?
Dessa forma, os inibidores da ciclo-oxigenase administrados
por via intratecal reduzem fortemente a hipersensibilidade,
comparados com as injecoes periféricas de formalina, e

suprimem a hipersensibilidade tardia aos estimulos meca-
nicos apds a exposicdo ao fentanil.>?}

Enquanto alguns AINEs, como indometacina, aceme-
tacina, tolmetina, etodolaco, cetorolaco e oxaprozina,
conseguem ativar varios mecanismos neuroprotetores,
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inclusive a inibicao da sintese de prostaglandinas inflama-
torias, outros AINEs, como diclofenaco e celecoxibe, nao
produzem esse efeito neuroprotetor e podem até apresentar
efeitos neurotoxicos no sistema nervoso central.?*

A dependendo da dose, a aplicacao intratecal de AINEs
pode lesionar a medula espinhal e as raizes nervosas.? %
0 dano esta relacionado a concentracdao e ao tempo de
exposicdo do farmaco e, provavelmente, inclui a reducao
dos efeitos antioxidantes, a paralisacao do ciclo celular, o
aumento do acimulo intracelular de toxinas, a inibicao da
resisténcia a multiplos farmacos, o aumento da producéo de
espécies reativas do oxigénio e o aumento de apoptose.? A
dor e a perda da funcao motora e da sensacao sao os resul-
tados de gliose, inflamacdo e dano a bainha de mielina e
outros danos neuronais.?’

Os efeitos neurotdxicos de farmacos administrados por
via intratecal dependem do tipo de farmaco e da dose admi-
nistrada e os efeitos podem ser mais sutis e nem sempre
evidentes na dor fisica ou nos testes de funcdao motora.
Canduz et al.?’ demonstraram efeitos neurotoxicos causa-
dos por trés diferentes doses de lornoxicam administradas
via cateter peridural. Yaksh et al.?® administraram infusdes
de cetorolaco a caes via cateter intratecal por 28 dias e
injecoes intratecais de cetorolaco a ratos quatro vezes ao
dia por seis dias e nao encontraram sinais de toxicidade
na medula espinhal ou nas raizes nervosas. Guevara-Lopez
et al.”® infundiram indometacina em porquinhos-da-india via
cateter intratecal por 14 dias e nao conseguiram detectar
neurotoxicidade na medula espinhal.

No presente estudo, avaliamos tanto a medula espi-
nhal quanto as raizes nervosas e descobrimos que a
neurotoxicidade ocorreu de forma dose-dependente com
(S)-(+)-cetoprofeno. Ossipov et al.?® relataram que uma dose
de 100 p.g de (S)-(+)-cetoprofeno intratecal demonstrou 50%
de efeito antinociceptivo em um teste de formalina. Por-
tanto, no presente estudo, usamos 100 g em uma das doses.
Como a dose maxima de (S)-(+)-cetoprofeno solivel em agua
€ 40,76 mg.mL~",?° a outra dose usada neste estudo foi
800 ng. A dose parenteral maxima recomendada de (S)-(+)-
-cetoprofeno (como dexcetoprofeno trometamol) para seres
humanos adultos é 150 mg.d~".3° Doses intratecais de 100 p.g
e 800 pg de (S)-(+)-cetoprofeno em ratos equivalem a doses
parenterais de 2,800 mg e 22,400 mg, respectivamente, em
seres humanos adultos. A dose recomendada de AINE para
administracao intratecal é de aproximadamente 1/100da
dose necessaria para a administracdo parenteral.'’

Kim et al." relataram que uma Unica dose de parecoxib,
um inibidor da ciclooxigenase-2, nao demonstrou efeitos
neurotoxicos. No entanto, o estudo nao incluiu um exame
histopatolégico das raizes nervosas e apenas a medula espi-
nhal foi avaliada. Estudos prévios com animais indicam
que drogas intratecais causam neurotoxicidade em dife-
rentes regides. Por exemplo, lesdes neurotdxicas induzidas
por algumas drogas intratecais sao observadas principal-
mente nas raizes nervosas. Esse € particularmente o caso
dos anestésicos locais, porque seu principal local de acao
€ o neurdnio dos ganglios da raiz dorsal.>"*> Alteracées
neurotoxicas induzidas por outras drogas intratecais, inclu-
sive fentanil e diclofenaco, também ocorrem na medula
espinhal.?*3* Portanto, neste estudo, exames histopatolé-
gicos da medula espinhal e das raizes nervosas foram feitos.

Neste estudo, nao houve associacao aparente entre lesao
neurologica e perda motora ou sensorial, como observado
no teste de pincamento ou durante a avaliacao da funcao
motora. No entanto, o escore de dano histopatoldgico,
determinado pelos escores totais para as categorias com-
binadas de dano, foi maior no 3° e 7° dias do que no 21°
dia, o que foi interpretado como uma lesao tecidual aguda
causada por (S)-(+)-cetoprofeno sanada com o tempo. O
aumento dose-dependente do dano sugeriu que houve um
efeito toxico relacionado a dose. Embora nao tenha havido
déficits excepcionais na funcdo motora e sensorial, o dano
histopatoldgico foi 6bvio, indicou um possivel nivel baixo de
neurotoxicidade, o que pode ser a causa dos escores muito
baixos (0 ou 1) para inflamacdao meningea e lesdao neuronal
e axonal ao longo do estudo.

A limitacao mais importante do nosso estudo foi a inca-
pacidade de avaliar a distribuicao do (S)-(+)-cetoprofeno no
liquido cefalorraquidiano. Informacdes adicionais podem ser
obtidas mediante a avaliacao das estruturas neuronais com
um microscépio eletrénico.

Sumario

A administracao intratecal de (S)-(+)-cetoprofeno cau-
sou alteracoes neuro-histopatologicas dose-dependentes em
ratos. Essas alteracdes foram evidentes no 3° e 7° dias,
mas declinaram no 21° dia. Embora a presenca de lesdes
neuronais nao tenha apresentado correlacao com sintomas
neurologicos, é impossivel concluir que o farmaco nao seja
neurotoxico. Portanto, a administracdo intratecal de (S)-
-(+)-cetoprofeno nao pode ser recomendada para uso em
animais e humanos.
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