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OZET

Amag: Bu ¢alisma ile si¢canlara intratekal uygulanan esmololiin spinal diizeyde analjezik etkinliginin olup olmadigi ve spinal
korddaki histopatolojik etkisinin arastirilmas: amaglandi.

Yontem: Calismada 24 adet Wistar si¢can kullanildi. Siganlar dért gruba ayrilarak, 10 uL voliim igcinde Grup 1’e %0.9 NaCl
(kontrol grubu), Grup 2’ye 1 mg esmolol, Grup 3’e 2 mg esmolol, Grup 4’e 4 mg esmolol énceden yerlestirilmis olan intratekal
kateterden wyguland.. Ilac uygulamasindan énce (0) ve uygulandiktan sonraki 5, 10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dakikalarda, sicanlara
“Tail-Flick” testi uygulandi. Motor blok degerlendirmesi de yukarida belirtilen siire ve zaman araliklarinda gergeklestirildi.
Norotoksisite arastirmasi igin medulla spinalisten kesitler alindi.

Bulgular: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda grup 2 ve 3’de “Tail-Flick” siireleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir
fark saptanmazken Grup 4’ de “Tail-Flick” siireleri 5, 10, 20 ve 30 dakikalarda diger gruplara gore anlamli olarak daha uzun bulundu
(p<0.05). Higbir grupta intratekal esmolol uygulamasi sonrasi motor blok gozlenmedi. Histopatolojik siniflama tiim si¢anlarda
skor 0 olarak degerlendirildi ve gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

Sonug: Bu arastirmada si¢anlara intratekal uygulanan 4 mg esmolol bolus doz ile motor blok goriilmeden 30 dakika siiren
analjezi saglanmistir. Ayrica histopatolojik olarak norotoksisite bulgularina rastlanmamistir.
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SUMMARY

EVALUATION OF THE ANALGESIC EFFICACY AND NEUROTOXICITY OF INTRATHECALLY ADMINISTERED
ESMOLOL IN RATS

Objective: The aim of this study was to evaluate the analgesic effect and toxicity at spinal level when esmolol is administered
intrathecally in rat.

Methods: In this study, 24 Wistar rats were used. The rats were divided into four groups: 0.9 % NaCl was administered
intrathecally to Group 1 (control); esmolol 1 mg to Group 2; 2 mg to Group 3; 4 mg to Group 4 in 10 uL volume each. Tail-flick
tests were performed on all groups, before administering drug (0) and at 5, 10, 20, 30, 45, 60 and 90 minutes after drug administration.
Motor block was also evaluated at these times. Samples of spinal cord were taken to evaluate neurotoxicity.

Results: When compared with the control group there was no difference in tail flick times between group 2 and 3. In the fourth
group however the Tail-Flick times at 5, 10 20 and 30 min were significantly longer than in the other groups (p<0.05). Motor
block did not developed in either group after IT administration of esmolol. There were no statistically significant histopathological
changes and histopathological scores were 0 in each group (p>0.05).

Conclusion: In conclusion, this study, in which esmolol was used for the first time intrathecally, shows that 4 mg esmolol
provides analgesia for 30 minutes without any motor block or histhopathological toxicity.

KEY WORDS: Rat, esmolol, analgesia

GIRIS

Anestezi uygulamalarinda alfa-agonistlerinin 6zel-
likleri ayrintili olarak aragtirilmis oldugu halde, beta
blokerler ile ilgili arastirmalar heniiz sinirlidir. Cunha ve
ark (1) atenolol ve propranololiin interlokin-8 (IL-8) ile
uyarilmig hiperaljeziyi inhibe ettigini bildirmistir. Pri-
mer olarak anestezi sirasindaki hipertansiyon ve tasikar-
di tedavisinde endike olan esmololiin, agr1 modiilasyo-
nunda da etkili oldugu one siiriilmiis (2), ancak postope-

ratif agr1 modiilasyonundaki rolii heniiz belirlenememis-
tir. Bir B-adrenerjik reseptor blokeri olan esmolol ile ya-
pilan ¢alismalar, esmololiin agriy1 modiile edebilecegini
gostermektedir (2,3).

Yirmi bes yil 6nce santral katekolamin salinimina et-
ki eden ilaglarin, anestezik ihtiyacini azaltabilecegi sa-
vunulmustur. B-adrenerjik reseptor bloker, ilaclarin sem-
patolitik etkileri disinda insanlarda anksiyolitik, hayvan-
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larda ise santral sinir sistemi iizerine depresan etkileri
gosterilmistir (3). Nosisepsiyonda sempatik sistemin ro-
li iyi bilinmesine ragmen, duyusal ve sempatik sinir sis-
temi arasi baglanti mekanizmalar1 acik degildir. Sempa-
tik sistem, IL-8 gibi ¢esitli mediyatorlerin salinimini po-
tansiyalize ederek ve P maddesine olan duyarlilig1 artti-
rarak nosisepsiyonda rol almaktadir (1). Ayrica spinal
kordda ve locus ceruleustaki adrenerjik reseptorlerin
agonistler ile uyarilmasinin nosisepsiyonun inhibisyo-
nunda major role sahip oldugu iyi bilinmektedir (2). Es-
mololiin etkisini santral antinosiseptif blok ile gosterebi-
lecegi de one siiriilmektedir (4).

Intravensdz (IV) yolla uygulanan esmololiin tam
aciklanamayan mekanizmalarla da olsa analjezik etkin-
liginin olmasi farkli yollarla uygulanmasimin da analje-
zik etkinlik olugturabilecegini diislindiirmektedir.

Bu calisma ile sicanlara intratekal (IT) uygulanan es-
mololiin spinal diizeyde analjezik etkisinin ve 11k mik-
roskobu ile norotoksisitesinin olup olmadiginin belirlen-
mesi amaglanmugtir.

GEREC VE YONTEM

Caligma Dokuz Eyliil Universitesi Deneysel Tibbi
Arastirmalar Etik Kurulundan onay alindiktan sonra,
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda ger-
ceklestirildi.

Hayvanlarin tiirii, bakim yeri ve kosullari:

Calismada 250-300 gr agirhiginda 24 erkek, Wistar s1-
can kullanildi. Siganlar bir odada her biri ayr1 kafeste ol-
mak iizere kafeslere yerlestirilip, yiyebilecekleri kadar yi-
yecek ve su verildi. Hayvanlara 12 saat giindiiz, 12 saat
gece olacak sekilde 151k diizenlemesi yapildi.

Kateter uygulamasi ve uygulanacak anestezi:

Intratekal ila¢ uygulamasi icin polietilen (PE) bir
kateter (Portex® TM) intratekal olarak yerlestirildi. Bu
islem sirasinda anestezi icin intraperitoneal 80 mg kg™
ketamin verilip spontan solunum ve goz kirpma ref-
leksi korundu. Intratekal kateterizasyonlar, Yaksh ve
Rudy’nin (5) 1976’da tanimladig1 ve daha sonra 2004
yilinda Korkmaz ve ark (6) modifiye ederek kullan-
diklar1 yontem ile atlantoaksiyal membrandan gercek-
lestirildi.

Kateter yerini dogrulamak amaciyla 2.giin 10 pL
%?2 lidokain uygulandi. Enjeksiyon sonras: 30 sn i¢in-
de arka bacaklarda paralizi ve siiriiklenme davraniginin
olmasi durumunda kateterin intratekal yerlestigi diisii-
niildii. Enfeksiyonu 6nlemek amaciyla sicanlara kateter
takildig1 giinden itibaren 4 giin boyunca intraperitoneal
12 mg kg'giin™ gentamisin uygulandi.
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Esmolol HCL (Brevibloc®, 10 mg flakon, Eczaciba-
s1) Ege Universitesi Bilim Teknoloji Uygulama ve Aras-
tirma Merkezi’inde (EBILTEM) CHRIST Alfal-4 (Mar-
tin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Almanya)
cihaz ile liyofilize edildi. Liyofilize olarak elde edilen
ornekler Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi, Farmaso-
tik Teknoloji Ana Bilim Dali’nda 10 pL SF icerisinde 1,
2 ve 4 mg esmolol HCL olacak sekilde ampul seklinde
hazirlandi ve steril hale getirildi

Ilac ve serum fizyolojik uygulamalar, intratekal ka-
teterden Hamilton enjektorii (Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz, Isvicre) kullanilarak oda sicakliginda ve 45
saniye i¢inde yapildi.

Kateter implantasyonu sonrasi 4. giinde normal mo-
tor davranig gosteren sicanlarda intratekal ila¢ uygulan-
maya baslandi. Tiim gruplara ilaglar; 10 pL voliim i¢in-
de verildi. Her ilacin uygulanmasindan sonra kateter 10
pl %0,9 NaCl ile yikandi.

Grup 1 (n=6): 10 pL %0.9 NaCl (kontrol grubu)

Grup 2 (n=6): 1 mg (0.1 mg pL") esmolol HCL Grup
3 (n=6): 2 mg (0.2 mg pL") esmolol HCL

Grup 4 (n=6): 4 mg (0.4 mg pL") esmolol HCL

“Tail-Flick” testi:

Analjezik etkinligi 6l¢mek icin yapilan fail-flick testi
"Tail-Flick cihaz1" (Tf 0703 “Tail Flick”, May, Commat
Ltd. Sti, Tiirkiye) ile gerceklestirildi. Ilac uygulamasin-
dan bir giin 6nce tiim denekler dl¢iim yapmaksizin “Ta-
il-Flick” cihazina yerlestirilerek 6grenme aligtirmasi ya-
pudi. Termal uyart kuyrugun 3 cm distali igaretlenerek
uygulandi. Uyarinin baglamasi ile kuyruk c¢ekilmesi ara-
sindaki zaman kuyruk cekme (fail-flick) siiresi olarak
ol¢iildii. Kuyrugun yaralanmasini engellemek i¢in mak-
simum cevap alma siiresi (cut-off time) 14.9 saniyeye
ayarlandi. Ilag uygulamasindan 6nce 0 (bazal) ve uygu-
lamadan sonraki 5, 10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dakikalarda
test yapildi.

Motor blok degerlendirme:

Motor blok degerlendirmesi 5, 10, 20, 30, 45, 60 ve
90. dakikalarda yapilan fail-flick testini takiben, sicanin
diiz bir zeminde yiiriimesi izlenerek arka bacaklarindaki
motor kuvvet degerlendirildi. Yiirlimede zorlanan, arka
bacaklarini tam olarak ¢ekemeyip sendeleyen sicanlarda
parsiyel blok gelistigi kabul edilmistir.

Alt ekstremitelerdeki motor fonksiyon su skala ile
degerlendirildi (7):

0  Motor blok yok

1 Parsiyel blok

2 Tam blok
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Hayvan yasamini sonlandirma yontemi:

Olgiimlerin sonunda kateterin yeri, 10 uL %2 lidoka-
in uygulanarak enjeksiyon sonrast 30 sn i¢inde arka ba-
caklarda paralizi ve siiriiklenme davranisi gozlemiyle
dogrulandi. Tiim denekler deney sonrasinda intraperito-
neal verilen 120 mg kg™ tiyopental ile sakrifiye edildi.

Histopatolojik Inceleme:

Sakrifiye edilen sicanlara %4 paraformaldehit ile
intrakardiyak perfiizyonu takiben medulla spinalisin
servikal, torakal ve lumbal bolgelerinden ornekler ali-
nip %10 formalin ile saklanip, hematoksilen-eosin bo-
yasiyla 4 ve 10 biiyiitmede 1s1k mikroskobunda ince-
lenmistir. Histopatolojik degerlendirme Malinovsky ve
ark (8) arastirmalarinda kullandiklar1 skorlamaya gore
yapildi:

0- Anormal hiicre yok

1- Hemoraji, glial hiicre reaksiyonu, ayni1 zonda bir-
kag alanda bu siirecin yayilimi

2- Gri maddede asir1 nekroz, hemoraji veya diger
lezyonlarin yogunlugu

Cahsmadan c¢ikarilma kriterleri:

Deneklerde cerrahi igslemlere bagl parapleji veya pa-
raparazinin olusmasi, kateter yerlestirildikten sonra test
dozu ile parapleji olusmamasi, izlem sirasinda enfeksi-
yon olugmasi ¢aligmadan ¢ikarilma kriteri olarak kabul
edildi.

Istatistik degerlendirme:

Istatistiksel analiz Windows igin SPSS programinin
11.5 versiyonu ile yapildi. Tail-flick siireleri acisindan
calisma gruplarinin kontrol grubuna gore anlamliliginm
saptamada Friedman testi kullanildi. Gruplara bakil-
maksizin, tail-flick siirelerinin hangi dakikalarda an-
lamli oldugunun karsilagtirilmasinda Kruskal-Wallis
testi kullanildi. Yine gruplar arasi sican agirliklar

Sekil 1: Kontrol grubu spinal kord érneklemesi (HE x20)
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Kruskal-Wallis testi ile karsilastirildi. Iki grubun tail-
flick siirelerinin kargilagtirilmasinda ise Mann Whitney U
testi kullanildi. P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

Calisma 24 adet erkek, Wistar cinsi si¢an ile yapildi.
Gruplardaki deneklerin viicut agirliklar: ortalamalari
Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Grup 4’de sirasiyla 238.16+
10.43, 240.83£12.12, 235.33+10.21 ve 234.83+10.60 g
olarak bulundu. Gruplar arasinda viicut agirlig1 ortalama
degerleri yoniinden anlamli fark saptanmadi (p=0.729).

Gruplarin tail-flick siirelerinin 0. dakikaya gore grup
ici karsilastirmalarinda; 4 mg IT esmolol uygulanan
grup 4’de istatistiksel olarak anlamli derecede uzama ol-
dugu saptandi (p=0.004). Bu degerler kontrol grubu igin
p=0.201, 1 mg IT esmolol uygulanan grup 2 i¢in
p=0.241 ve 2 mg IT esmolol uygulanan grup 3 icin
p=0.093 olarak bulundu.

Kontrol grubuyla 4 mg esmolol uygulanan grubun
tim tail-flick siireleri karsilagtinldiginda; 5, 10, 20 ve
30. dakikalarda tail-flick siirelerinin Grup 4’de kontrol
grubuna gore anlamli derecede daha uzun oldugu sap-
tand1 (p<0.05). Grup 2 ve Grup 3 ile kontrol grubunun
(Grup 1) tail-flick siirelerinin karsilastirilmasinda ise is-
tatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0.05).

Gruplar arasi degerlendirmede grup 2 ve grup 4 ara-
sinda 5. ve 10. dakikalarda; grup 3 ve grup 4 arasinda
ise sadece 5. dakikada anlamli farklar elde edildi
(p<0.05). Grup 4’de 4 mg IT esmolol uygulandiktan
sonra maksimum analjezi 5. dakikada elde edildi ve bu
stire ortalama 10.97+3.47 saniye olarak saptandi. Besin-
ci dakikadan sonra rail-flick siirelerinin zamanla ki-
saldig1 ve 30. dakikadan sonra benzer degerlere ulastig1
belirlendi. Sekil 3’te tiim gruplarin zamana gore ortala-
ma tail-flick stirelerinin dagilimi gosterilmistir.

Sekil 2. Grup 4 spinal kord orneklemesi (HE x20)
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10

Zaman (sn)
1)

12 Gruplarin zamana gére Tail-Flick sureleri

0 dak. 5 dak. 10 dak.

20 dak.

Tail-Flick stireleri

s e GrUP 1 =l Grup 2

30 dak. 45 dak. 60 dak. 90 dak.

Grup 3 e Grup 4

* p<0.05 gruplar arasi karsilagtirmada

Sekil 3. Gruplarin 6l¢iim yapilan zamanlarda elde edilen ortalama 7ail-Flick degerleri

Motor Blok Degerlendirmesi:

Yapilan motor blok degerlendirilmesinde; tiim grup-
lardaki deneklerde 5, 10, 20, 30, 45, 60 ve 90. dk motor
blok gozlenmedi ve kullanilan skalaya gore O olarak de-
gerlendirildi.

Histopatolojik inceleme:

Yapilan histopatolojik incelemede hicbir seviyede
herhangi bir doku diizeyinde yapisal degisiklik ya da gri
madde nekrozu saptanmadi. Histopatolojik siniflama
tiim sicanlarda skor O olarak degerlendirildi. Sekil 1°de
kontrol grubunun ve Sekil’2 de grup 4’lin (4 mg esmo-
lol) medulla spinalis 6rnekleri goriilmektedir.

TARTISMA

Kisa etkili $1- adrenoseptdr antagonistlerinden olan
landiolol ve esmololiin kardiyak inhibitor etkilerinin ya-
nisira hayvan ve insan aragtirmalarinda antinosiseptif ve
anestetik gereksinimini azaltici etkilerinin de oldugu bil-
dirilmistir (3,9). Taira ve ark (9) spesifik bir 31- adreno-
septor antagonisti olan ONO 1101’in (landiolol) sican-
larda intratekal uygulamasinin formalin enjeksiyonu
sonrasinda agr1 davranigini azalttigini ve bu analjezik et-
kinin intratekal izoproteronol ile tamamen kaldirildigini
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bildirmislerdir. Bu ¢alismada intratekal uygulanan landi-
olol dozunun 0.5 mg olmasi ve ayrica landiololiin esmo-
lolden 9 kat daha giiclii oldugunun bilinmesi nedeniyle
bizim ¢aligmamizda intratekal uygulanan esmololiin do-
zu 4 mg olarak belirlenmistir. Esmololiin daha 6nceden
herhangi bir calismada intratekal uygulanmamig olmasi
ve etkinliginin bilinmemesi nedeniyle farkli dozlarin da
arastirilmas1 amaciyla 1 ve 2 mg dozlar1 da uygulandi.

Aragtirmamizin sonuclarma gore, 4 mg esmolol uy-
gulanan grupta 30 dakika siireyle tail-flick degerlerinde
anlamli uzama saptanmistir. Intravensz esmololiin 8-9
dakika gibi kisa etkili oldugu ve eritrositlerdeki esteraz-
lar tarafindan pargalandig1 bilinmektedir (10). Bu calis-
mada IT uygulanan esmolol 30 dakika etkinlik goster-
mistir. Bu uzun etki siiresi, beyin omurilik sivisinda
(BOS) eritrosit olmamasina ve esmololiin etkinliginin
bu nedenle uzamasina bagl olabilir.

Childlow ve ark(11), sicanlarda B1-adrenerjik resep-
tor antagonisti olan betaksololiin sinir dokusu iizerinde
bulunan Na* ve Ca** kanallarin1 bloke ederek proprano-
lol gibi lokal anestezik etki olusturdugunu gostermistir.
Sicanlara farkli dozlarda intratekal esmolol uygulanmis
olan bu ¢aligmamizda, esmololiin analjezik etkinliginin
mekanizmasi, benzer olarak Na* ve Ca™ kanallarini sant-
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ral sinir sisteminin cesitli bolgelerinde bloke ediyor olma-
st olabilir. Antinosisepsiyon i¢in olas1 bagka bir etki me-
kanizmasi opiyatlarin farmakokinetiklerini degistirmesi
ve inhibitdr G proteinin etkisi olabilir (12). Ancak kisa et-
kili B1- adrenoseptor antagonistlerinin antinosiseptif etki-
lerinin altinda yatan direkt etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamamugtir.

Beta adrenoseptorler beyindeki retikiiler sistemin ce-
sitli bolgelerinde ozellikle bazal 6nbeynin mediyal sep-
tal bolgesinde bulunmaktadir. Agril1 uyaranlar santral
katekolamin konsantrasyonunu arttirmaktadir. 3-resep-
tor antagonisti olan esmolol, hidrofilik yapisindan dola-
y1 kan-beyin bariyerini gecemedigi halde, anestezi de-
rinligi ve EEG aktivitesi iizerinde degisiklikler olustur-
maktadir, ancak mekanizmasi agiklanamamistir (4).
Yaksh ve Rudy (5) bir ilacin subaraknoid aralifa uygu-
lanmasinin, spinal diizeydeki etkilerini degerlendirmede
en etkin yontem oldugunu belirtmislerdir. Bu yolla, spi-
nal kordun farmakolojik ajanla direkt temas1 saglanmis
olmaktadir. Bu nedenle calismamizda esmololiin santral
bir kateterle BOS i¢ine uygulanmas tercih edilmistir.

Calismamizda, sicanlara IT uygulanan 1, 2 ve 4 mg
dozlarindaki esmololiin motor blok olusturmadig: sap-
tanmigtir. Esmololiin beynin c¢esitli bolgelerinde bulunan
beta adrenoreseptorleri bloke ederek santral sempatoli-
tik etki gostermesi ve motor noronlar iizerine etkili ol-
mamas1 nedeniyle, motor blok goriilmeden analjezi sag-
lad1gs ileri siiriilebilir.

Malinovsky ve ark (8) ¢alismasina gore bir ilacin
histopatolojik olarak norotoksik olabilmesi i¢in alinan
dort seviyedeki kesitlerin hepsinde histopatolojik skorun
Grade 2 olmasi yani gri cevherde belirgin nekroz, biiyiik
hemoraji veya yaygin demiyelinizasyon, fibrozis ve inf-
lamatuvar hiicre varliginin goriilmesi gerekmektedir. S1-
canlara IT 1 mg, 2 mg ve 4 mg dozlarinda uygulanan es-
mololiin, servikal, torasik ve lumbal seviyelerden alinan
kesitlerin histopatolojik incelemesinde herhangi bir tok-
sisite bulgusuna rastlanmamistir. Calismamizda uygula-
digimiz dozlar ve segilen histopatolojik inceleme yonte-
mine gore esmololiin norotoksik olmadigini ileri siirmek
miimkiindiir. Ancak farkli dozlar ile ve daha ileri histo-
patolojik inceleme yontemleri uygulanarak yapilacak
olan aragtirmalar bu konuda daha giivenilir sonuglarin
elde edilmesini saglayabilir.
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