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RESUMO

Introducéo: O cancer é doenca caracterizada por desvio dos mecanismos de controle
que regulam a sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo de células. A cirurgia,
quimioterapia e a radioterapia sdo os tratamentos utilizados em pacientes oncoldgicos.
Agentes quimioterapicos como o metotrexate (MTX) s&o considerados antineoplasicos
efetivos. Ele pertence a classe dos antimetabolitos que atuam sobre o metabolismo
intermediario das células em proliferacdo. Por ser cada vez mais utilizado nos
protocolos de tratamento de céncer, e com doses progressivamente maiores, a
ocorréncia de toxicidade do tecido nervoso central pelo MTX estd aumentada. O
mecanismo exato desencadeador de neurotoxicidade ndo foi elucidado. A manifestacao
clinica da neurotoxicidade ap6s sua administracdo pela via subaracndidea é a
aracnoidite quimica e ocorre em aproximadamente 50% dos pacientes. Relatos de casos
associaram-no também a sindrome da cauda equina. Objetivo: Avaliar os efeitos que
doses multiplas de MTX administradas pela via subaracnoidea determinam sobre a
medula espinal e as meninges de coelhos. Método: Trinta coelhos adultos jovens,
machos, da raca Grupo Genético de Botucatu, pesando entre 3000 g e 3900 g,
comprimento de coluna vertebral entre 36 e 40 cm e superficie corpérea entre 0,19 e
0,22 m? foram divididos, por sorteio, em trés grupos (G): G1, puncdo subaracnéidea,
G2, solucao fisioldgica e G3, MTX. Apds anestesia venosa com xilaziana e cetamina foi
realizada a puncéo subaracnoidea em S1-S2 e injetada a solucdo sorteada no G2 e G3.
Os animais de G3 receberam MTX em volume correspondente a 12 mg.m? de superficie
corporea (0,1mL), os de G2 igual volume de solucdo fisioldgica e nos de G1 foi
realizada somente puncdo subaracnoidea. Este procedimento foi repetido quatro vezes
em intervalos de 7 dias. Os animais foram avaliados clinicamente quanto a sensibilidade
e motricidade por 21 dias e ap0s sacrificados por decapitagdo, sob anestesia, e retirada a
porcdo lombar e sacral da medula espinal e meninges para exame histologico

[hematoxilina e eosina (HE)] e imunohistoquimica (proteina beta-amildide).



Resultados: Seis animais morreram durante o periodo de cativeiro, dois de cada grupo,
em decorréncia de infeccdo e fraturas. Os coelhos do G3 emagreceram e se debilitaram
durante o periodo final do cativeiro, 0 que ndo ocorreu nos animais do Gl e G2,
Nenhum animal apresentou alteracBes histologicas da medula espinal e das meninges.
Concluséo: Neste modelo experimental em coelhos, a administracdo subaracnoidea de
MTX ndo desencadeou alteragdes histologicas sobre o tecido nervoso medular e as

meninges.

Palavras-chave: ANESTESIA, Regional: subaracnoidea; QUIMIOTERAPIA:
metotrexate; ANIMAIS:  coelhos; COMPLICAGCOES: lesbes neuroldgicas,

neurotoxicidade.
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ABSTRACT

Background: Cancer is a disease characterized by deviation of control mechanisms that
regulate the survival, proliferation and differentiation of cells. Surgery, chemotherapy
and radiotherapy are treatments used in oncology patients. Chemotherapeutic agents
such as methotrexate (MTX) are considered effective antineoplastic agents. MTX
belongs to the class of antimetabolites that act on the intermediary metabolism of cells
on proliferation. For being increasingly used in cancer treatment protocols with
progressively larger doses, the occurrence of central nervous tissue toxicity by MTX is
increasing. The exact mechanism for triggering neurotoxicity has not been elucidated.
The most common clinical manifestation of neurotoxicity after MTX administration is
chemical aracnoiditis. Cases of cauda equina syndrome were also described.
Objectives: To evaluate the effects of multiple subarachnoid doses of MTX over spinal
cord and meninges of rabbits. Method: Thirty male young adults rabbits, breed genetic
Group Botucatu, weighing between 3000 and 3900 g, with spinal length between 36 and
40 cm, and corporeal surface area between 0.22 and 0.19 m* were divided by lot into
three groups (G): G1, subarachnoid puncture; G2, saline solution; and G3, methotrexate.
After intravenous anesthesia with xilaziana and ketamine, subarachnoid puncture was
performed in S1-S2. Solution ion was performed inject in G2 and G3. G3 animals
received MTX volume corresponding to 12 mg. m? (0.1 mL); in G2, an equal volume of
saline solution, was administered G1 only subarachnoid puncture was performed in S1-
S2 intervertebral space. Solution injection was performed in G2 and G3. G3 animals
received intrathecal MTX volume corresponded to 12mg.m? (0.1 ml); in G2, an equal
volume of saline solution was administered, while in G1 only subarachnoid puncture
was performed. The same procedure was repeated four times at 7 days interval. Animals
were clinically assessed for sensitivity and motricity throughout 21 days after last
injection, when they were sacrificed by beheading under anesthesia. Lumbar and sacral
portions of spinal cord were withdrawn for histological examination by hematoxylin

and eosin (HE) and immunohistochemistry (beta-amyloid protein). Results: Six animals



died during the captivity period, two from each group, as a result of infection and
fractures. Rabbits from G3 presented with weight loss and weakening during the final
period of captivity, which did not occur in animals from G1 and G2. No animal
presented histological changes over spinal cord and meninges. Conclusion: In this
experimental model in rabbits, subarachnoid administration of methotrexate did not

trigger histological changes over spinal cord nervous tissue and meninges.

Keywords:  ANESTHESIA, Regional:  subarachnoid; CHEMOTHERAPY:
methotrexate; ANIMALS: rabbits; COMPLICATIONS: neurological damage,

neurotoxicity.
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Tecido nervoso normal de coelho de G2. Técnica de
imunohistoquimica para proteina precursora beta-amildide 100x......
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Tabela 1

Peso (g), comprimento de coluna vertebral (cm) e superficie
corpérea (m?) dos animais dos trés grupos experimentais.
Resultados expressos em meédia e desvio padrao..........ccoceeveviennnne
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1 Introducédo e Objetivo

No ano 2000, ocorreram cerca de dez milhdes de novos casos de cancer e seis
milhdes de mortes por cancer em todo o mundo. Segundo estimativas da American
Cancer Society, 0 cancer provocou aproximadamente quinhentas mil mortes em 2003, o
que correspondeu a mil e quinhentas mortes por dia, equivalentes a 23% de todas as
mortes. N&o estdo incluidos nestes dados os tumores cutdneos ndo pigmentados e 0s
tumores incipientes ndo invasivos. No entanto, apesar de a mortalidade por cancer tanto
para mulheres como para homens ter diminuido na ultima década do século XX, o
problema ainda continua sendo devastador’™.

A populacdo mundial cresceu e envelheceu implicando no progressivo
aumento do total de canceres, consequentemente se estima 15 milhdes de novos casos e
10 milh8es de novas mortes para 2020 *.

Nos Estados Unidos da América, para o ano de 2012 foi projetado ocorrerem
1.638.910 casos novos de cancer e 577.190 mortes pela doenca. Entre os anos de 2004 e
2008, a incidéncia de cancer diminuiu significativamente nos homens (0,6% por ano) e
permaneceu estavel nas mulheres, enquanto que a taxa de mortalidade diminuiu em
1,8% por ano nos homens e em 1,6% nas mulheres. A taxa de mortalidade continua
declinando para os quatro mais frequentes tipos de cancer que sdo o de pulméo, o

coloretal, 0 de mama e o de prostata, sendo o cancer de pulmao responsavel por quase



40% do total de reducdo da mortalidade nos homens e o cancer de mama por 34% do
total de declinio nas mulheres®.

No Brasil, segundo os dados publicados pelo Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), em 2012 o nimero total de casos novos de cancer em
homens foi de 257.870 e em mulheres de 260.640. Foram estimados 94.230 novos casos
dos cinco tipos de cancer mais comuns nos homens, que correspondem a 58,5% do total
de todos os canceres em homens e 106.880 mil novos casos dos cinco tipos de canceres
mais comuns em mulheres, que correspondem a 57,5% do total de todos os canceres nas
mulheres. O ndmero total de casos novos de linfoma ndo Hodgkin e de leucemias foi de
9.640 e 8.510 respectivamente. Dentre os tumores pediatricos a leucemia € o tipo mais
frequente, correspondendo entre 25% e 35% dos canceres, sendo a leucemia linféide
aguda (LLA) a de maior ocorréncia em criancas com idade entre 0 e 14 anos °.

O cancer é a doenca caracterizada por desvio dos mecanismos de controle que
regulam a sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo de células. As células que sofreram
transformacéo neoplasica expressam, habitualmente, antigenos de superficie celular que
podem ser do tipo fetal normal com sinais de imaturidade aparente ou apresentar
anomalias cromossémicas qualitativas ou quantitativas, como diversas translocacdes e
aparecimento de sequéncias génicas amplificadas. Essas células proliferam
excessivamente e formam tumores locais que podem comprimir ou invadir as estruturas
normais adjacentes” ®.

Existe uma pequena subpopulacdo de células no interior do tumor, descritas
como células-tronco tumorais, que apresentam capacidade de replicacdo excessiva e de

migracdo para locais distantes de sua origem, colonizando diversos 6rgdos por processo



denominado metéstase. Por conseguinte, essas células-tronco tumorais podem exibir
capacidade clonogénica ou formadora de colonias” ®.

As células-tronco tumorais caracterizam-se por anormalidades cromossémicas
que refletem a sua instabilidade genética, resultando em selecdo progressiva de
subclones que podem sobreviver com mais facilidade no ambiente multicelular do
hospedeiro. Tal progressdo neoplasica é acompanhada de anormalidades quantitativas
em diversas vias metabdlicas e em componentes celulares. Os processos invasivos e
metastaticos, bem como uma serie de anormalidades metabdlicas decorrentes do cancer
causam a doenca e, por conseguinte, levam a morte, a menos que a neoplasia possa ser
erradicada com tratamento® *°.

A cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sdo os tratamentos usualmente
utilizados em pacientes oncoldgicos. A cirurgia, associada ou ndo a radioterapia, pode
ser efetiva na cura do tumor que ainda ndo sofreu metéstase. E descrita frequéncia de
cura em 33% desta populacdo, desde que o tumor seja descoberto e tratado
precocemente. A ocorréncia precoce de micrometastases indica necessidade de
abordagem mais agressiva, instituindo o tratamento quimioterapico, para o controle
efetivo do cancer™ ™,

Quando utilizada para o tratamento do cancer, a quimioterapia pode ser
curativa até mesmo para certas neoplasias disseminadas, tanto macroscopicas como
microscopicamente™ ™.

Em pacientes nos quais a doenca se encontra disseminada, a quimioterapia
constitui terapéutica mais paliativa do que curativa, com a finalidade de melhorar
temporariamente 0s sinais e sintomas do cancer e, consequentemente, a qualidade de

vida do paciente %2,



Mesmo quando a metastase ja esta presente, aproximadamente 50% a 60% dos
pacientes respondem a quimioterapia. Os agentes quimioterapicos como o metotrexate,
a cisplatina, a ciclofosfamida, a gencitabina, a capecitabina, a navelbina, taxanos
(docetaxel, paclitaxel e baclitaxel, ligados a albumina) e as antraciclinas (doxorrubicina,
mitoxantrona e epirrubicina) podem ser considerados antineoplésicos efetivos**3,

O metotrexate pertence a classe dos antimetabdlitos, que atuam sobre o
metabolismo intermediadrio das células em proliferacdo. Embora, até o presente
momento, ndo se tenha descoberto nenhuma propriedade peculiar compartilhada por
todas as células cancerosas, estas possuem diversas particularidades metabolicas
quantitativas que diferem daquelas observadas nas células normais, o que as tornam
mais sensiveis aos agentes antimetabélicos ou analogos estruturais™* *°.

Muitos desses farmacos foram sintetizados com base no conhecimento dos
processos  celulares  fundamentais envolvidos na  biossintese do acido
desoxirribonucléico (DNA)**.

O metotrexate, quimioterapico introduzido na pratica clinica ha mais de 50
anos, apresenta acdo farmacoldgica pelo antagonismo ao acido félico, ligando-se ao
sitio catalitico ativo da enzima diidrofolato redutase (DHFR), interferindo na sintese da
forma reduzida, a qual aceita unidades de carbono. A auséncia deste cofator interrompe
a sintese de novo do timidilato, de nucleotidios da purina dos aminoacidos serina e
metionina, interferindo na formacdo do DNA, do &cido ribonucléico (RNA) e de
proteinas-chave celulares™**’.

Este farmaco é amplamente empregado no tratamento de leucemia linfoblastica

aguda (LAA), da doenca de Hodgkin e do linfoma ndo Hodgkin, do meduloblastoma, do

osteossarcoma, do cancer mediastinal, de linfomas do SNC, de metastases



leptomeningeas e também em doencas autoimunes como a psoriase e a artrite
reumato6ide*™*’.

O metotrexate pode ser administrado pelas vias intravenosa, subaracnoidea e
oral. Aproximadamente 90% da dose administrada por via oral sdo excretados na urina
em 12 horas e como o farmaco ndo é metabolizado, os niveis séricos observados sdo
proporcionais & dose desde que a funcéo renal e a hidratacdo estejam adequadas™* *°.

Por ser cada vez mais utilizado nos protocolos de tratamento de cancer e com
doses progressivamente maiores, a possibilidade de ocorrer toxicidade no tecido
nervoso central estd aumentada, toxicidade esta que na maioria das vezes € transitoria e
reversivel, podendo eventualmente cursar com lesdes mais graves, levando ao coma e a
morte™.

A neurotoxicidade desencadeada pelos antineoplasicos pode ser resultado de
efeitos diretos sobre o SNC ou indiretos, por inducdo de alteragdes metabolicas e
vasculares. O metotrexate introduzido no espago subaracnoideo para o tratamento de
linfoma e de leucemia do SNC foi associado & ocorréncia de neurotoxicidade™”.

Apesar de pesquisas terem sido realizadas, o mecanismo exato pelo qual o
metotrexate desencadeia neurotoxicidade ainda néo foi elucidado. Estas postulam que a
neurotoxicidade advém de lesdo direta ao SNC e que as alteragdes metabdlicas
induzidas pelo farmaco poderiam ser, embora de forma menos importante, mecanismos
que contribuiriam para o aparecimento das lesdes™®.

A manifestacdo clinica da neurotoxicidade desencadeada pelo metotrexate
apresenta grande variedade de sintomas e pode ser classificada em aguda, subaguda ou
cronica. A associacdo de quimioterdpicos, a via de administracdo e a dose administrada

s30 importantes no desenvolvimento da toxicidade 7.



Apds a administracdo subaracnoidea de metotrexate, a aracnoidite quimica é a
manifestacdo de toxicidade mais frequente, que ocorre em aproximadamente 50% dos
pacientes, sendo na maioria das vezes autolimitada. Outra complicacdo, a mielopatia
transitoria inflamatoria, acomete menos de 3% dos individuos e juntamente com a
aracnoidite quimica constituem as manifestacGes clinicas de neurotoxicidade mais
comuns®’.

E descrito que quando o metotrexate ¢ introduzido no espaco subaracnoideo ha
contato intenso entre o farmaco e as raizes ventrais na regido lombossacral, que séo as
mais intensamente banhadas pelo liquor, e que este pode ser um dos mecanismos de
lesdo envolvido no aparecimento da polirradiculopatia. Esta complicacdo € rara,
acometendo principalmente criancas, desencadeando um quadro clinico caracterizado
por paralisia flacida progressiva e disfuncéo dos esfincteres anal e vesical®’.

Alguns autores associaram a sindrome da cauda equina a utilizacdo do
metotrexate pela via subaracnoidea. Esta se origina de alteracGes na funcéo das raizes
gue a constituem, ou seja, de L2 a S5. Caracteriza-se por disfuncdo vesical e intestinal,
graus variaveis de fraqueza muscular nos membros inferiores e perda da sensibilidade
em areas do perineo (anestesia em sela). Lesfes de S3-S4 causam atonia vesical. Seu
diagnostico € realizado pela historia clinica e pela eletroneuromiografia. O quadro
clinico é irreversivel.

Quando administrado no espac¢o subaracnoideo, de forma similar ao observado
pela via oral, 0 metotrexate desencadeia efeitos toxicos diretos sobre o tecido nervoso,

gue se manifesta na forma de leucoencefalopatia necrosante focal ou disseminada,

degeneracdo difusa parenquimatosa com gliose, distrofia axonal, microangiopatia



mineralizada, calcificacdo distrofica, necrose coagulativa da pia-mater, intumescéncia
s linG X : 16, 21
axonal, desmielinizacdo e astrocitose™ .
Tendo em vista a ampla variacdo de alteragdes histologicas, alguns
experimentos foram realizados in vivo e in vitro com o intuito de elucidar o mecanismo

desencadeador da neurotoxicidade, com resultados ndo conclusivos®® 2.,

De acordo com o proposto por Bruce-Gregorios et al.?

, acredita-se que a
astrocitose observada em seu estudo seja a causa da axonopatia observada ap0os 0 uso de
metotrexate, e que esta seja predominantemente decorrente da inibicdo do RNA e da
sintese de novo de purinas pelo farmaco.

Outros autores especulam como possivel causa desencadeadora de toxicidade
do tecido nervoso a presenca de preservativos nas preparacGes comerciais de
metotrexate, assim como o emprego de diluentes que ndo possuem pH, conteddo idnico
ou osmolaridade adequados para ser administrado no neuroeixo®’.

Embora os estudos experimentais em animais e 0s casos clinicos publicados na
literatura tenham sugerido a associacdo entre a administracdo subaracnoidea do
metotrexate com neurotoxicidade, o diagnostico das alteracdes histologicas do tecido
nervoso pelas técnicas rotineiramente empregadas é dificil.

Estd descrito na literatura caso grave de neurotoxicidade atribuida ao
metotrexate no qual exame histologico pelo método de hematoxilina e eosina (HE) nada
revelou, porém a analise histoldgica pelo método de imunohistoquimica para a proteina
precursora beta-amil6ide foi capaz de detectar a lesdo axonal®.

Estd bem documentado o emprego da imunohistoquimica para andlise da

proteina precursora beta-amildide na detecgéo da lesdo axonal desencadeada por trauma



direto e ainda por infarto cerebral, esclerose multipla e encefalite por virus da Sindrome
da Imunodeficiéncia Humana (AIDS)*.

Moore et al. obtiveram resultados satisfatorios na deteccdo da lesdo celular
desencadeada pela administracdo subaracnoidea de metotrexate utilizando a proteina
precursora beta-amil6ide?".

A maneira pela qual os agentes neurotdxicos modificam as células do sistema
nervoso sdo de interesse consideravel porque o funcionamento do SNC como um todo
depende das interacdes de diversas de suas partes. No SNC, se ha interferéncia com
alguns elementos estruturais, a alteracdo é reversivel, porém se houver lesdes de
neurdnios, estas podem ser irreversiveis. Embora haja adaptacdo plastica por outros
neurdnios, a auséncia de regeneracdo central impede o retorno da funcéo celular apos a
morte da célula. E a morte celular ndo é necessariamente obrigatdria para que existam
alteraces funcionais, uma vez que, as reacdes toxicas em qualquer populacédo de células
ou receptores podem influenciar a funcdo neuroldgica algumas vezes de forma
irreversivel®.

Portanto, como o0s resultados de estudos publicados na literatura sdo
controversos no que diz respeito aos efeitos que os quimioterapicos determinam sobre
0s tecidos contidos no neuroeixo, esta pesquisa tem por objetivo avaliar os efeitos que

doses multiplas de metotrexate administradas pela via subaracnoidea determinam sobre

a medula espinal e as meninges de coelhos.



2 Material e Método

2.1 Animais utilizados

Foram utilizados 30 coelhos adultos jovens, machos, da raca Grupo Genético
de Botucatu, com pesos entre 3000 e 3900 gramas, comprimento de coluna entre 36 e
40 centimetros e superficie corpérea entre 0,19 e 0,22 m?, fornecidos pelo Biotério do
Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”.

Na selecdo dos animais foram excluidos aqueles que ndo apresentaram aspecto

sadio e em que houve dificuldade na abordagem do espago subaracnoideo.
2.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos por lista gerada por computador e envelopes
selados em trés grupos experimentais, com 10 animais em cada grupo, submetidos,
inicialmente, a anestesia intravenosa com Xilazina e cetamina e, em seguida, a puncéo
subaracnoidea. Cada animal foi submetido a0 mesmo tratamento quatro vezes, em
intervalos de sete dias. Os grupos diferenciaram-se pela presenca ou ndo de farmaco.

Grupo 1 (G1) — Controle de puncdo — Puncdo subaracnoidea

Grupo 2 (G2) — Controle de volume — Solucéo fisiologica 0,9%

Grupo 3 (G3) — Metotrexate



2.3 Sequéncia experimental

Em todos os animais foi realizada a sequéncia experimental que se segue:

Jejum alimentar de 12 horas com livre acesso a agua

. Pesagem

o Anestesia com xilazina e cetamina

o Posicionamento do animal em decubito ventral na mesa

o Medida da altura do animal

o Limpeza local com agua e sabdo

o Tricotomia

o Limpeza do local com solugdo salina fisiol6gica estéril

o Antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%.

o Colocacdo de campo estéril

o Palpacdo e identificacdo dos espacos intervertebrais

o Puncéo subaracnoidea sob orientagdao do ultrassom

o Puncéo ou injecédo da solugéo sorteada

o Retirada do animal da mesa

o Observacdo clinica até recuperacdo da anestesia venosa

o Manutencdo em cativeiro durante 21 dias sob observacdo clinica
. Sacrificio do animal

o Remocéo da medula espinal em sua porg¢ao lombar e sacral
o Fixacdo da peca anatdbmica

o Analise histoldgica



2.4 Técnicas utilizadas
2.4.1 Preparo do animal

o Apbs periodo de jejum de 12 horas com livre acesso a 4gua, 0S animais
foram pesados e anestesiados com injecdo intravenosa de cloridrato de
xilazina, na dose de 3 mg.kg™ de peso corporal, e cloridrato de cetamina,
na dose de 10 mg.kg™ de peso corporal.

o ApoGs a anestesia venosa, 0s animais foram posicionados em decubito
ventral sobre a mesa cirargica e obtencdo da altura, calculada pela
distancia entre a ponta do focinho e o inicio da cauda, medida pela face
dorsal do animal.

o Foi realizada a limpeza da pele e pélos da regido da coluna vertebral com
agua e sabdo seguida de tricotomia em area de 10 cm ao redor do local
onde seria realizada a puncéo, correspondente ao espaco intervertebral S1
— S2. Esta regido foi lavada com solucéo fisiologica a 0,9% e, apos a
antissepsia com solucgdo tdpica de gluconato de clorexidina a 2%, foram

colocados 0s campos estéreis.
2.5 Anestesia subaracnoidea
2.5.1 Técnica de puncéo

No coelho, o espaco mais caudal que permite a abordagem do espaco
subaracnoideo encontra-se entre as vertebras S1 e S2. Para a identificacdo deste espaco
e a determinacdo do local da puncdo subaracnoidea, palpam-se as cristas iliacas e

identifica-se 0 processo espinhoso da primeira vertebra sacral deslizando-se o dedo 1,5



cm a 2 cm em direcdo caudal. O espaco S1-S2 localiza-se 1 cm caudal ao processo
espinhoso da primeira vértebra sacral.

O bloqueio subaracnoideo foi guiado com auxilio da ultrassonografia,
utilizando o aparelho da marca SonoSite (USA), modelo M-turbo, que possui 0 recurso
de Doppler tecidual de parede (TDI). Foi utilizado o transdutor micro-linear com
frequéncia de 6 a13 MHz

A puncéo subaracnoidea foi realizada com agulha de Quincke de calibre 22G
1%, por acesso mediano e com angulo de inclinacdo de aproximadamente 45°. A agulha
foi introduzida lentamente em direcdo cefalica, guiada pelo ultrassom, até penetrar no
espaco subaracnoideo.

Apbs a localizacdo do espa¢o subaracnoideo, os animais do G1 ndo receberam
nenhuma solucdo e os do G2 e G3 a solucdo fisioldgica 0,9% e o0 metotrexate,

respectivamente.
2.5.2 Volume injetado e numero de doses

Nos animais pertencentes aos grupos 2 e 3 foram administrados,
respectivamente, solucdo fisiologica 0,9% e metotrexate em volumes correspondente a
dose de 12 mg.m™ (aproximadamente 0,1 mL), injetados em um segundo em seringa de
um mL. O procedimento foi repetido por quatro vezes em intervalos de sete dias.

Para calcular a dose administrada foi utilizada a férmula da superficie corporea
(SC), ou seja:

SC = 0,007184 x [altura (cm)*®] x peso (kg)***®



2.5.3 Solugdes administradas

A solucdo fisiologica 0,9% (Grupo 1) foi sintetizada pela inddstria
farmacéutica Cristalia.
O metotrexate foi sintetizado pela industria Rodhia Farma Ltda, acondicionado

em frasco-ampola de 2 mL contendo 50 mg.
2.5.4 Observacdo clinica

Apds a puncdo subaracnoidea ou a injecdo da solucdo sorteada, os animais
foram retirados da mesa cirdrgica e, quando recuperados da anestesia venosa, foram
avaliados clinicamente quanto a motricidade e a sensibilidade dolorosa. A motricidade
foi avaliada pela observacao clinica baseada no critério estabelecido por Drummond &
Moore®®, ou seja: 3-movimento livre das extremidades inferiores; 2-assimetria e
limitacdo para sustentar o corpo e para deambular por alteracdo nas extremidades
inferiores; 1-inabilidade para sustentar o corpo pelas extremidades inferiores; 0-paralisia
das extremidades inferiores. Na sequéncia foi avaliada a sensibilidade dolorosa por
meio de preensdo nas extremidades inferiores e superiores, bem como da pele da regido
dos dermatomos sacrais, lombares, toracicos e da orelha com auxilio da pinca dente de
rato.

Os animais permaneceram em cativeiro durante 21 dias ap6s a Ultima puncao
ou administracdo da solucdo, sob observacdo. Foram verificadas as alteragcbes motoras
utilizando-se do critério de Drummond & Moore?. A sensibilidade dolorosa foi
avaliada pela observacdo dos seguintes sinais indicativos de dor: retragdo da pata,
mudanca de postura e geméncia apos a aplicagdo dos estimulos dolorosos descritos

acima.



2.6 Sacrificio

O sacrificio foi realizado por decapitacdo, apds anestesia prévia com xilazina e
cetamina pela via intravenosa. A porcao lombar e sacral da medula espinal e as raizes da
cauda equina foram retiradas em tempo inferior a 3 minutos, para minimizar 0s riscos
de lesdo tecidual desencadeada por isquemia e apoptose. O tecido medular e as
meninges foram fixados em solucdo de formalina a 10% para posterior exame

histologico.

2.7 Exame histologico

Os cortes transversais do tecido nervoso e das meninges iniciaram-se,
aproximadamente, dez centimetros acima do local onde foi realizada a puncéo
subaracnoidea, estendendo-se até o final da cauda equina em intervalos de meio
centimetro. Os cortes de tecido medular foram colocados em blocos de parafina e

corados pelo método de HE e para imunohistoquimica da proteina beta-amildide.

2.7.1 Técnica imunohistoquimica para proteina precursora beta amiloide

Para a realizacdo da técnica de imunohistoquimica para a proteina precursora
beta amiloide, as amostras incluidas em parafina foram seccionadas na espessura de 3
micra em micrétomo rotativo e estendidas em ladminas histoldgicas de vidro
previamente tratadas com organo-silano. Depois de permanecerem por 18 horas em
estufa a 58°C, os cortes passaram pelo processo de desparafinizacdo em trés cubas com
xilol no tempo de cinco minutos em cada cuba, entdo por quatro cubas de etanol
absoluto, também por cinco minutos em cada uma delas, e hidratacdo em &gua corrente

e destilada.



A préxima etapa realizada foi o blogueio da peroxidase enddgena por meio da
incubacdo em solucdo de perdxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos em temperatura
ambiente. Apos as laminas serem lavadas em agua destilada, os cortes foram submetidos
a recuperacdo antigénica pelo calor em panela pressurizada Pascal (Dako) por trés
minutos em temperatura de 117°C em solucéo de citrato de sddio 0,21%, pH 6,0.

Seguindo-se a lavagem em agua corrente e agua destilada, as laminas foram
transferidas para bandejas especiais para imunohistoquimica, sendo os cortes cobertos
por PBS (solugéo salina tamponada pH = 7,2-7,4) e depois de retirado o excesso desta
solucdo, receberam o anticorpo primario beta-amiloide, permanecendo assim incubado
por 18 h em geladeira a 4°C. Os anticorpos primarios foram retirados por meio de
lavagem em PBS e incubados com o0s anticorpos secundario e terciario (ligacdo e
amplificacdo HRP) durante 30 minutos, cada uma das incubacdes, em temperatura
ambiente.

Os cortes novamente lavados em PBS foram revelados pelo cromdgeno 3,3-
diaminobenzidina por 5 minutos e, ap0s a revelacédo, foram lavados em agua corrente e
contra corados em hematoxilina segundo Harris (MERCK) por um minuto. Os cortes
entdo passaram pelo processo de desidratacdo em quatro cubas com etanol absoluto e
diafanizacdo em trés cubas com xilol e, por fim, as laminas foram montadas com
laminulas 24x32 (KNITTEL) por meio de resina sintética Permount (FISHER — SP 15-

500) e lidas em microscopio optico.

2.7.2 Hematoxilina e Eosina

O exame histologico 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 de acordo com o0s seguintes critérios:

o tipo de leséo

1 - aracnoidite
2 - aracnodite + lesdo nervosa

3 - lesdo nervosa
o localizacdo da lesao

1 - regiéo posterior (P)
2 - regido lateral (L)

3 - regido anterior (A)
4-P+L

5-L+A

6 - P+L+A

. extensdo da lesdo

1- <10%
2- 10-50%
3- >50%;

o profundidade da leséo

1 - substancia branca
2 - substancia cinzenta

3 - substancias branca e cinzenta
o vaso sanguineo

1-normal
2 - espessamento fibroso

3 — trombose



Na presenca de aracnoidite adesiva:
. aderéncia

0 - ausente

1 - dura-mater (D) + aracnoide (A)
2 - A+ pia-mater (P)

3-D+A+P

o espessamento de meninge

0 - ausente
1-leve
2 - moderado

3 - intenso

o infiltrado linfoplasmocitario

0 - ausente
1-leve
2 - moderado

3 - intenso

. fibrose

0 - ausente
1-leve
2 - moderada

3 - intensa
Na presenca de lesdo de nervo:

1 - vacuolizacao
2 - infiltrado linfoplasmocitario

3 — macrofagos



pesquisadores envolvidos no estudo.

A avaliacdo dos resultados histologicos foi encoberta e realizada por trés
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2.8 Comissdo de Etica em Experimentagdo em Animal

l
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vacuolizacdo
infiltrado
inflamatério

A presente pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica em Experimentacéo

Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, Protocolo CEEA 870-2011.

2.9 Modelo de estudo

Este estudo foi controlado e randomizado. A analise histoldgica dos resultados

foi encoberta.

Os grupos foram randomizados a partir de lista gerada por computador e por

envelopes selados. A preparacdo do metotrexate foi realizada por pesquisador néo




envolvido diretamente na realizagdo da pesquisa, com todos os procedimentos de

seguranca necessarios em local que continha fluxo laminar.
2.10 Método estatistico
2.10.1 Tamanho Amostral

Pressupondo-se uma estimativa de taxa de lesdo do tecido nervoso de 70%* e
de taxa induzida de 1% para a solucdo fisioldgica, para um valor a de significancia de
5% (limite para deteccdo de erro tipo I) e um poder de 95%, foram necessarios oito
animais por grupo. Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com
relacdo ao peso, ao comprimento de coluna vertebral e a area de superficie corporea foi
realizado, como método estatistico, o teste de Anova, sendo considerados significativos

os valores de p < 0,05.



3 Resultados

Seis animais morreram durante o periodo de cativeiro, dois de cada grupo, em
decorréncia de infeccdo ou fraturas. Os coelhos do grupo do metotrexate emagreceram e
se debilitaram e tiveram infeccdo de pele durante o periodo final do cativeiro, 0 que ndo
ocorreu nos grupos puncdo (G1) e solucdo fisioldgica (G2), os quais ndo foram
submetidos ao tratamento com o quimioterapico. Os coelhos de G1 e G2 tiveram
fraturas nas patas posteriores.

Nenhum animal foi excluido do experimento por dificuldade na realizagdo da
puncdo subaracnoidea. Todos foram submetidos a quatro puncoes.

Os 24 coelhos que foram avaliados permaneceram clinicamente normais sob o
ponto de vista neuroldgico durante o periodo de cativeiro (21dias ap6s a quarta puncao
subaracnoidea).

A andlise estatistica dos trés grupos experimentais mostrou que houve
homogeneidade entre os grupos com relacdo ao peso (p=0,97; F=0,03), ao comprimento de

coluna vertebral (p =0, 17; F=1,91) e a superficie corpdrea (p=0,24; F=1,54) (Tabela 1).



Tabela 1 — Peso (g), comprimento de coluna vertebral (cm) e superficie corpérea (m?) dos
animais dos trés grupos experimentais. Resultados expressos em média e desvio padréo.

Gl G2 G3
Peso (g) 3371 +£290 3366 + 219 3340 + 300
Comprimento  de  coluna 38,5+£0,9 380+£11 390+£11
vertebral (cm)
Superficie corpdrea (mz) 0,2 +0,02 0,2+0,01 0,2+0,01

A avaliacéo histoldgica do tecido nervoso, vasos sanguineos e meninges dos 24
animais pertencentes aos trés grupos experimentais mostraram-se normais, tanto quando se
utilizou a coloracdo pelo método HE (Figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6), quanto pela técnica

imunohistoquimica para proteina precursora beta-amildide (Figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12 e 13).
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Figura 1 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais de coelho
pertencente a G1. HE 40x.

Figura 2 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais de coelho
pertencente a G1. HE 100x.
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Figura 3 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais de coelho
pertencente a G2. HE 40x.

Figura 4 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos e meninges (C) normais de coelho pertencente
a G2. HE 100x.
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Figura 5 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais de coelho
pertencente a G3. HE 40x.

Figura 6 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais de coelho
pertencente a G3. HE 100x.
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Figura 7 - Tecido nervoso normal de coelho de G1. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amiloide 40x.

Figura 8 - Tecido nervoso normal de coelho de G1. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amil6ide 100x.
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Figura 9 - Tecido nervoso normal de coelho de G2. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amil6ide 40x.

Figura 10 - Tecido nervoso normal de coelho de G2. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amil6ide 100x.
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Figura 11 - Tecido nervoso normal de coelho de G3. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amildide 40x.

Figura 12 — Tecido nervoso normal de coelho de G3. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amiloide 100x.
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Figura 13- Tecido nervoso normal de coelho de G3. Técnica de imunohistoquimica para
proteina precursora beta-amiléide 400x.



4 Discussao

4.1 Discussdo da Metodologia

4.1.1 Ultrassonografia como guia de pungéo

Em modelos experimentais, com objetivo de estudar alteracbes que solucdes
introduzidas no espago subaracnoideo determinam sobre o tecido nervoso e as
meninges, é importante excluir a possibilidade de a puncdo subaracnoidea ser o fator
determinante de lesfes. Citam-se como exemplo lesdes consequentes ao trauma
desencadeado pela agulha utilizada na pungéo e administracdo de solugdes no interior
da raiz nervosa.

Em duas pesquisas realizadas em coelhos nos quais os farmacos foram
administrados no espaco subaracnoideo com punc¢do Unica, ndo foram observadas, a
microscopia optica, alteracOes histoldgicas do tecido nervoso medular na maioria dos
animais que receberam solucéo fisiolégica (doze coelhos)®®?”. Em apenas um deles foi
constatada laceragé@o intensa da medula espinal no local da puncéo, que foi realizada
entre a Gltima vértebra lombar e a primeira vértebra sacral®.

Esta descrito que no coelho, o espaco subaracnoideo pode ser abordado entre a
primeira e a segunda vértebras sacrais, pela via paramediana, e que o volume do liquor é
pequeno e ndo reflue através do canh@o da agulha. Para diminuir a manipulacdo da

agulha e, consequentemente, a possibilidade de trauma do tecido nervoso desencadeado



pela puncéo, o espaco subaracnoideo foi identificado com auxilio de estimulador de
nervo periférico®®.

Estudo anatdmico do sistema nervoso central do coelho (Orictolagus cuniculus)
mostra que o comprimento do cone medular pode estender-se da segunda a quarta
vértebra sacral®,

Quando se pretende estudar neurotoxicidade em animais vivos, a identificacdo
e 0 posicionamento corretos da agulha, no espaco subaracnoideo, sdo fundamentais para
que haja confiabilidade nos resultados obtidos. Tal fato exclui a possibilidade de que o
trauma do tecido nervoso, a lesdo dos vasos sanguineos e a injecdo intraneural da
solucdo sejam os responsaveis pela agressdo ao tecido nervoso.

A utilizacdo do ultrassom, em anestesia regional, facilitou a realizacdo da
técnica anestésica, permitindo a melhor visibilidade das estruturas a serem abordadas
(nervos), assim como das adjacentes (vasos sanguineos, pulmao, pleura). Possibilitou o
posicionamento adequado da agulha, evitando-se lesdo de nervo e injecdo intravascular
de anestésico local, além de possibilitar a observacdo da area de dispersdo da solugédo
injetada®®. Assim sendo, na presente pesquisa, a utilizacdo do ultrassom como guia de
puncdo permitiu a visibilidade do espaco subaracnoideo e a dispersdao da solucdo
administrada no interior deste espaco, mostrando que a técnica para a realizacdo da
puncdo ndo foi o fator que determinaria possiveis alteracdes no tecido nervoso da

medula e nas meninges.
4.1.2 Grupos experimentais

O grupo 1, no qual foi realizada somente a puncdo subaracnoidea, teve por

objetivo avaliar a seguranca da técnica utilizada para a abordagem do espaco subaracnoideo



em ndo provocar acidente de puncdo. Como no local onde foi realizada a puncéo
subaracnoidea ainda esté presente o tecido nervoso medular?®, a agulha de puncéo n&o pode
ocasionar trauma neste tecido.

Em nervos periféricos de coelhos, o trauma desencadeado pela introducdo da
agulha dentro dos fasciculos desencadeou lesdes neuronais graves®®. Foram observadas
rotura intraneuronal, degeneracdo axonal distal e regeneracdo desorganizada das fibras
nervosa apds a introducdo da agulha no interior de nervos periféricos de ratos™.

O grupo 2, o qual recebeu a solucéo fisiologica 0,9% por via subaracnoidea,
em volume correspondente aquele de metotrexate (12 mg.m?) administrado no grupo 3,
teve por finalidade estudar os efeitos que o volume de solucdo administrada
determinaria sobre o tecido nervoso. Alguns autores aventaram a hipdtese de que
aumentos agudos no volume do liquor poderiam levar ao aumento na pressao liquorica,
comprometendo o fluxo sanglineo medular e causando isquemia, com o surgimento de
lesBes neuroldgicas. Somando-se ao que ja foi descrito, este grupo serviu também para
excluir eventual injecdo intraneural de solucéo. Esta descrito na literatura que a injecéo
de solucdo salina, em volume de 0.05 mL, no interior dos fasciculos de nervos
periféricos de coelhos foi suficiente para degenerar os axdnios®® 3.

O grupo 3 recebeu 0 metotrexate na dose de 12 mg.m? (aproximadamente 0,1
mL) calculada pela férmula de superficie corpérea (SC) ,ou seja:

SC = 0,007184 x [altura (cm)**] x peso (kg)***°

Foi considerada altura, a distancia entre a ponta do focinho e o inicio da cauda,

medida pela face dorsal do animal.



4.2 Discussdo dos resultados

O metotrexate € empregado pela via subaracnoidea como agente
quimioterépico para o tratamento de leucemia e carcinomatose de leptomeninges®* *.
Neurotoxicidade, na forma de leucoencefalopatia necrotizante disseminada, aracnoidite
e axoniopatia multifocal podem ser resultado da administracdo subaracnoidea desta
medicacio®* *.

Achados histologicos postmortem de pacientes que foram submetidos a
administracdo subaracnoidea de metotrexate mostraram alteragdes microvasculares,
edema axonal e varios graus de perda de mielina, com resposta celular inflamatéria
minima®. Estas alteracdes predominantemente envolvem os extratos periféricos da
substancia branca da medula espinal.

A mais provavel causa primaria de neurotoxicidade desencadeada pelo
metotrexate subaracnoideo é o efeito direto causado por este ao tecido nervoso,
observado especialmente em pacientes que apresentam elevados niveis liquoricos do
farmaco. Bleyer et al. observaram que 0s pacientes que apresentaram o0s mais elevados
niveis liquéricos de metotrexate foram aqueles que mais frequentemente desenvolveram
sinais de neurotoxicidade®’.

No presente modelo experimental, ndo foi encontrada associacdo entre a
administracdo subaracnoidea do metotrexate e alteracbes neuroldgicas tanto clinicas

quanto histolégicas. De maneira similar, Weller et al.*®

, Observaram que o metotrexate
em pequenas doses ndo desencadeava toxicidade em culturas de neurdnios e astrocitos
cerebelares e corticais de ratos. Gregorios et al.*, por sua vez, encontraram alteracoes

histologicas em ratos tratados com metotrexate pela via subaracnoidea e também



naqueles que nao receberam o farmaco. Concluiram que as lesGes eram proprias desses
animais e ndo desencadeadas pelo quimioterapico.

J4 Gilbert et al.** observaram que a exposicdo de fragmento cerebelar a 1
micromol de metotrexate por 2 semanas induziu perda axonal e desmielinizacdo de
neurdnios. Constataram também, que a desmielinizagdo foi mais pronunciada apds
exposicdo durante 5 semanas. Os oligodendrdcitos tiveram sua fungdo preservada,
indicando que a desmielinizacdo foi consequente a perda axonal. Entretanto, o
mecanismo desencadeador da axonopatia permaneceu desconhecido.

As alteracdes histoldgicas advindas da terapia subaracnoidea com metotrexate
ndo sdo muito bem conhecidas. Em animais de experimentacdo, o local em que a
mielopatia ocorreu foi relacionado ao local em que o farmaco foi injetado no neuroeixo,
sugerindo efeito toxico direto em decorréncia do menor “clearance” ou da deplecédo
intracelular local do folato’,

Apesar de alguns estudos experimentais indicarem possiveis alteracdes do
tecido nervoso desencadeadas pelo metotrexate, os casos documentados por necrdpsia
de pacientes com sintomas neurolégicos apés a utilizacdo do farmaco sdo raros® *. Isso
se deve ao fato de que a maior parte dos pacientes se recupera espontaneamente apds
episddio agudo de sintomatologia neuroldgica. Somando-se a isso, quando ha emprego
concomitante de radioterapia pode haver tanto diminuicdo da inflamacéo,
comprometendo a analise histologica dos resultados, quanto possivel lesdo direta no
tecido nervoso.

Vérios fatores podem estar relacionados com a auséncia de alteracdes clinicas e
histoldgicas do tecido nervoso e das meninges encontradas no presente estudo. Dentre

estes fatores, podemos salientar a dose de metotrexate administrada nos animais, 0



tempo total de cativeiro até seu sacrificio e os métodos de avaliacéo clinica e histologica
empregados para a deteccdo de tais alteragdes.

A dose de metotrexate selecionada no presente estudo foi baseada naquela
utilizada em seres humanos pela via subaracnoidea (12 mg.m??. Esta dose foi
extrapolada para os animais de forma direta, sendo que a dose total administrada em
cada ciclo de quimioterapia subaracnoidea foi de 0,25 mg em cada animal. Existe a
possibilidade de que esta dose ndo tenha sido suficiente para determinar alteracGes
histologicas no tecido nervoso e nas meninges. Porém, doses menores do que estas
(0,045 mg), marcadas radiologicamente com “tritium”, foram capazes de penetrar na
medula espinhal, sendo que, apds 1 hora da administracdo do farmaco, este se distribuiu
de forma ndo homogénea pela substancia gelatinosa e substancia branca alcancando
entre 67% e 99% da area espinal exposta®.

Deve se considerar também que a distribuicao subaracnoidea de metotrexate no
SNC néo é uniforme porque o metotrexate se difunde contra a corrente do liquor que vai
dos ventriculos laterais, para 0 3° e depois para o0 4° ventriculos, e dai para o espaco
subaracnoideo. Logo, somente 10% da dose administrada irdo atingir os ventriculos
laterais. O farmaco é bombeado para fora do liquor pelos transportadores ATP-ase
(ABC), enquanto que os folatos naturais sdo ativamente concentrados™”.

Poderia se inferir que o tempo em que 0s animais permaneceram em cativeiro
tenha sido insuficiente para desencadear alteracdes histoldgicas nos tecidos do
neuroeixo. Nesta pesquisa este periodo foi de 49 dias apds a primeira dose administrada
de metotrexate. Estes animais receberam outras trés doses do farmaco, com intervalo

entre as administragbes de uma semana. ApOs a ultima dose de metotrexate



subaracndideo, os animais permaneceram 21 dias adicionais em cativeiro até seu
sacrificio.

Estudos experimentais pregressos em caes demonstraram que este tempo de
cativeiro é suficiente para o desenvolvimento de alteracGes histologicas nas meninges,
isto é aracnoidite adesiva, quando uma série de substancias foram administradas no
espaco subaracndideo* 2,

A aracnoidite adesiva apresenta quadro clinico complexo, com variedade de
sintomas e de diagndstico clinico dificil porque os sinais e sintomas ndo sdo especificos.
As caracteristicas clinicas mais frequentes sdo a dor nas costas, que aumenta de
intensidade com a atividade, a dor nas pernas, geralmente bilateral, a hiporreflexia, a
diminuicdo da amplitude da movimentacdo do tronco, as alteracdes sensitivas, a
dificuldade em manter as pernas elevadas e a disfungdo do esfincter urinario®. Inicia-se
como processo inflamatorio da pia mater e da aracndide associado ao edema e a
hiperemia das raizes nervosas. Com a evolucdo da doenca, faixas de colageno comegam
a se formar entre a pia mater, a aracnoide e as raizes nervosas, culminando com a
aderéncia entre estas estruturas. Nesta fase 0 edema das raizes comeca a diminuir *°.

A aracnoidite adesiva cronica é a resolucdo do processo inflamatério crénico
no qual se observa deposito denso de colageno entre as raizes nervosas e as meninges.
Ha completo encapsulamento entre as raizes, levando a atrofia das mesmas e
comprometimento dos vasos sanguineos. Estudos histolégicos mostraram vasos
sanguineos com arterite e discute-se se esta € a causa ou o resultado da aracnoidite.
AlteracGes nas arteriolas, caracterizadas por inflamacdo e espessamento hialino, foram
manifestacdes iniciais da aracnoidite adesiva desencadeada por contaminagdo da

solucdo do anestésico local pelo antisséptico, em modelo experimental® 48



Contrastes iodados, corticosteroides administrados no espaco peridural e no
subaracndideo, trauma, sangue, quimioterapicos, preservativos e conservantes contidos
em muitas solugdes, contaminantes, como detergentes e até mesmo anestésicos locais,
foram associados a aracnoidite adesiva.

A injecdo subaracnoidea de betametasona, de metilprednisolona e do
antidepressivo amitriptilina desencadeou aracnoidite adesiva em caes, alteracdes de
meninges que foram observadas 21 dias apds a administracdo subaracnoidea dos
farmacos* 3. Tendo por referéncias estes resultados, acreditamos que 49 dias apés a
dose inicial de metotrexate seriam suficientes para ocasionar lesdes nas meninges.

Da mesma forma ao que ocorreu com a histologia do tecido nervoso medular e
das meninges, a avaliacdo clinica realizada nos animais ndo detectou alteracbes de
motricidade e sensibilidade que poderiam estar relacionadas a administracdo
subaracnoidea de metotrexate. Entretanto, foi observado, que os coelhos do G3 (grupo
Metotrexate) apresentaram-se emagrecidos e apaticos durante o periodo de cativeiro.
Isto, por si sO, pode ter comprometido a avaliacdo clinica destes animais. Seres humanos
em tratamento quimioterdpico também apresentam alteracBes similares, incluindo
declinio intelectual e sonoléncia, que podem ser considerados efeitos neuroldgicos
sutis™,

Esta descrito na literatura que a analise dos resultados histolégicos de lesdes
desencadeadas pelo metotrexate pode ser prejudicada quando se utiliza a técnica com
hematoxilina e eosina. Esta pode demonstrar resultados normais mesmo nos casos em
que ha lesdo grave. Como alternativa para detectar lesdo axonal, foi proposta a analise

imunohistoquimica da proteina precursora beta-amil6ide?.



O metotrexate induz ruptura do fluxo axoplasmatico anterdgrado, causando
acumulo axonal da proteina precursora beta-amiloide, glicoproteina constituinte normal
transmembrana. A lesdo dos neurdnios, como fragmentacdo de segmentos de axonios e
acumulo intracelular da proteina precursora beta-amildide é indetectavel pelas técnicas
convencionais de HE?,

Os neurdnios sdo células com necessidades metabdlicas elevadas. O transporte
axoplasmatico é necessario para manter a estrutura e a funcdo do axénio. O material
sintetizado no corpo celular, como as proteinas e 0s precursores dos neurotransmissores,
é conduzido até a terminacdo nervosa através do transporte axoplasmatico rapido. Este
parece ser dependente de tubulos e do metabolismo oxidativo do axénio. Toda alteracao
da sintese de proteinas ou de glicoproteinas modifica o transporte e pode determinar
lesdo neuronal, se esta alteracdo persistir®’.

A proteina precursora beta amiloide assim como outras proteinas transportadas
pelo transporte axonal rapido anterogrado sdo utilizadas como marcadores precoces de
lesdo axonal. Apos trés horas que se segue a lesdo do tecido nervoso € possivel detectar
0 acumulo da proteina precursora beta-amildide, quando se utiliza a técnica
imunohistoquimica. Quando sdo empregadas outras coloragfes, como por exemplo,
aquela por prata, as lesGes axonais (retracées do axdnio) sdo visualizadas somente 24 h
apos a lesdo & .

Como néo foi possivel detectar alteracdes histologicas no tecido nervoso e nas
meninges, até mesmo quando foi empregada a técnica imunohistoquimica que permite
avaliacGes precoces de lesdo nervosa, pode-se inferir que a dose administrada neste

experimento nao exerceu efeitos deletérios sobre os tecidos do neuroeixo.



Limitacdo do estudo: a distribuicho do metotrexate ap0s a injecdo
subaracnoidea é ascendente™ e a avaliacdo imunohistoldgica do tecido nervoso cerebral

poderia auxiliar a avaliagcdo dos resultados.



5 Conclusao

Neste modelo experimental em coelhos, a administragdo subaracnoidea de
doses multiplas de metotrexate pela via subaracnoidea ndo desencadeou alteragdes

histologicas sobre o tecido nervoso medular e as meninges.
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