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Resumo 

Introdução O alívio da dor é uma das atribuições do anestesiologista. Dentre os 

fármacos utilizados com esta finalidade inclui-se a cetamina (bloqueador do receptor N-

metil D aspartato). Ela pode ser administrada por diversas vias dentre as quais a 

subaracnoidea e a peridural. Resultados de pesquisas clínicas e experimentais 

mostraram que a cetamina S (+) foi eficaz no alívio da dor pós-operatória quando 

introduzida no espaço peridural. Contudo, ainda pouco se sabe sobre sua administração 

no espaço subaracnoideo. Foram descritas lesões neurológicas no tecido medular de 

seres humanos e animais quando se utilizou a cetamina com conservantes, no espaço 

subaracnoideo e, as mesmas lesões foram descritas, em animais, com o fármaco 

desprovido de conservantes. Objetivo: avaliar os efeitos que a cetamina S (+) a 5% sem 

conservantes, administrada pela via subaracnoidea em punção única, determina sobre a 

medula espinal e as meninges de coelhos. Método: Vinte coelhos adultos jovens, 

fêmeas, pesando entre 3500 a 5000 gr com comprimento de coluna vertebral entre 34 e 

38 cm foram divididas, por sorteio, em dois grupos (G): G1 solução fisiológica 0,9%, 

G2 cetamina S (+) 5% em volume de 5µg por cm de coluna (1,8 µl). Após anestesia 

venosa com cetamina e xilazina foi realizada punção subaracnoidea em S1-S2 guiada 

por ultrassom e injetada a solução sorteada. Os animais permaneceram em cativeiro por 

21 dias sob observação clínica e foram sacrificados por decapitação e retirada a porção 

lombo-sacral da medula espinal para exame histológico [Hematoxilina e eosina (HE) e 

imuno-histoquímica para proteína glial fibrilar ácida (GFAP)]. Resultados: nenhum 

animal apresentou lesão histológica de tecido nervoso (raizes e medula) e meninges. 

Conclusão: Neste modelo experimental em coelhos a cetamina S (+) 5% sem 

conservante não desencadeou lesão neurológicas ou histológica na medula espinal e 

meninges.  

Palavras-chave: cetamina S (+) sem conservante, coelhos, injeção subaracnoidea. 
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Abstract 

Background: Pain relief is one of the tasks of the anesthesiologist . Among the drugs 

used for this purpose include the ketamine (blocker of N-methyl D aspartate receptor). 

It can be administered by various routes among which spinal and epidural. Results of 

clinical and experimental studies have shown that ketamine S (+) was effective in 

relieving postoperative pain when introduced into the epidural space. Almost nothing is 

known about his administration in the subarachnoid space. Neurological lesions were 

described in the medullary tissue of humans and animals when using ketamine S(+) 5% 

preservative free, the subarachnoid space, the same lesions have been reported in 

animals with the drug devoid of preservatives. Objective: To evaluate the effects of 

ketamine S (+) 5% preservative free, administered by the intrathecal route in single 

puncture , determines on the spinal cord and meninges of rabbits. Method: Twenty 

young adult female rabbits, weighing 3500-5000 g with entre34 spine length and 38 cm 

were divided by lot into two groups (G ): 0.9% saline G1 , G2 ketamine S (+) 5% by 

volume of 5µg per cm column (1,8 µl). After intravenous anesthesia with ketamine and 

xylazine spinal puncture was performed in S1 - S2 ultrasound guided and injected a 

random solution. The animals remained in captivity for 21 days under medical 

observation and were sacrificed by decapitation and removal of the lumbosacral portion 

of the spinal cord for histologic examination [hematoxylin and eosin (HE)] and 

immunohistochemistry for glial fibrillary acidic protein (GFAP). Results: No animal 

showed histological lesions of nerve tissue (roots and cord) and meninges. 

Conclusions: In this experimental model in rabbits ketamine S (+) 5% preservative free 

triggered no neurological or histological lesions in the spinal cord and meninges. 

Key words: ketamine S (+) preservative free, rabbits, intrathecal  injection 
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A Associação Internacional para o Estudo da Dor, após sucessivas tentativas 

para conceituar dor, definiu-a como “uma experiência sensorial e emocional 

desagradável, associada a lesões teciduais reais ou potenciais ou descritas em termos de 

tais lesões”1.  

A dor possui caráter subjetivo podendo ser classificada, quanto às 

características temporais, em aguda ou crônica e, quanto à fisiopatologia, em 

nociceptiva ou neuropática1.  

A sequência inicial dos eventos que originam o fenômeno doloroso é a 

transformação dos estímulos agressivos em potenciais de ação pelos nociceptores que, a 

partir das fibras nervosas periféricas, são transferidos para o sistema nervoso central2.  

Os receptores específicos para dor, ou seja, nociceptores, estão localizados nas 

terminações de fibras nervosas A delta e C, sendo a segunda responsável por 70% a 

80% da aferência sensitiva3,4. Os nociceptores estão presentes em estruturas superficiais 

da pele, na parede de vísceras, nos vasos sanguíneos e no sistema musculoesquelético, 

possuindo a capacidade de transmitir os estímulos dolorosos em diferentes velocidades. 

Além disso, as terminações nervosas das fibras nociceptivas A delta e C são capazes de 

responder a mediadores inflamatórios, estímulos mecânicos, térmicos e químicos, 

traduzindo tais agressões em estímulo elétrico que será transmitido até o sistema 

nervoso central e interpretado, no córtex cerebral, como dor5,6.  

A sensibilização dos nociceptores ocorre por diminuição do limiar de 

excitabilidade7, decorrente da liberação de substâncias químicas, denominadas 

algiogênicas, presentes no ambiente tissular8, como bradicinina, acetilcolina, 

prostaglandinas, histamina, serotonina, leucotrienos e substância P, fator de ativação 

plaquetário, radicais ácidos, íons potássio, tromboxanas, interleucinas, fator de necrose 
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tumoral5,6, dentre outros. Os nociceptores podem ser sensibilizados ainda por 

influências noradrenérgicas, provenientes de eferências simpáticas e, também, pela 

liberação retrógrada de neurotransmissores pelas fibras nervosas1.  

A liberação desses neurotransmissores, na medula espinal, gera potenciais pós-

sinápticos excitatórios que podem ser lentos (conduzidos pelas fibras C) ou rápidos 

(conduzidos pelas fibras A delta), ativando receptores específicos, dentre eles os 

envolvidos no mecanismo de ação dos aminoácidos, como os receptores N-metil D-

aspartato (NMDA) o qual é ativado pelo glutamato e modulado pela substância P, 

promovendo o aumento de cálcio intracelular e a remoção do íon magnésio do interior 

do receptor, do que resulta à amplificação e o prolongamento da resposta ao impulso 

doloroso9,10.  

O aumento do cálcio intracelular ativa a enzima óxido nítrico sintetase, que age 

como segundo mensageiro via guanosina monofosfato cíclico (GMPc), ativando 

proteinocinases, responsáveis pela fosforilação e ativação dos canais iônicos, além de 

difundir-se de modo retrógrado para o terminal pré-sináptico e estimular a liberação de 

glutamato1. Além disso, ocorre a estimulação da transcrição de protoncogenes, 

localizados no sistema nervoso central, que estão envolvidos na formação de 

encefalinas e dimorfinas11,12.  

Nos neurônios espinais, o aumento na concentração do cálcio promove a 

ativação da fosfolipase C e fosfolipase A2. A primeira catalisa a hidrólise do 

fosfatidilinositol bifosfato4,5, gerando a formação de trifosfato de inositol e diglicerol, 

ambos atuando como segundos mensageiros. O segundo catalisa a conversão da 

fosfatidilcolina em ácido araquidônico produzindo prostaglandinas1.  
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Portanto, a ativação dos receptores NMDA é, em última análise, o mecanismo 

principal da sensibilização do corno posterior da medula espinal, caracterizado por 

atividade espontânea, redução do limiar ou aumento da resposta a impulsos aferentes, 

descargas prolongadas após estímulos repetidos e expansão dos campos receptivos de 

neurônios da medula espinal1.  

A cetamina, agente anestésico conhecido há aproximadamente quarenta anos, é 

derivada da fenciclidina e produz amnésia, analgesia e anestesia dissociativa, sendo 

empregada em anestesia desde a década de 197013,14.  

A cetamina foi inicialmente sintetizada como mistura racêmica, contendo 

partes iguais de cetamina levógira (S) e destrógira (R), o que ocasionou muitas reações 

indesejáveis, tais como delírios e alucinações13,14.  

Na década de 1990, foi sintetizada a cetamina S (+) que apresenta quatro vezes 

mais estereosseletividade pelo receptor NMDA, possui maior potência analgésica e 

anestésica e apresentando menos efeitos colaterais, o que possibilitou seu emprego 

como adjuvante em anestesia13,14.  

Os mecanismos de ação da cetamina compreendem o bloqueio de forma 

competitiva dos receptores NMDA, o bloqueio não competitivo dos receptores NMDA 

próprios ao glutamato e a interação com receptores opioides tanto espinais como supra-

segmentares13,14.  

Também pode ser citada a ação do fármaco em receptores colinérgicos, 

muscarínicos e nicotínicos e em receptores monoaminérgicos, ativando as vias 

descendentes monoaminérgicas e serotoninérgicas inibitórias do processo nociceptivo. 

A cetamina ainda bloqueia dos canais de sódio voltagem-dependentes da fibra 

neural13,14.  
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Clinicamente, a cetamina tem seu emprego indicado em algumas situações 

clínicas como instabilidade hemodinâmica, para sedação em paciente não cooperativo, 

em doença asmática ativa e em pacientes queimados. Atualmente, a cetamina S (+) 

pode ser utilizada como agente único ou associada a outros anestésicos13,14.  

Suas vias de administração são a intradérmica, subcutânea, intramuscular, 

intravenosa, retal, intranasal, oral, peridural e subaracnoidea13,14.  

Quando administrada pela via intravenosa, em baixas doses, produz analgesia 

satisfatória, evidenciando a inibição do sistema nociceptivo, com bloqueio da 

hipersensibilidade central. A via peridural também pode ser utilizada para o controle da 

dor pós-operatória, sendo que em ambas os efeitos analgésicos são considerados 

satisfatórios13,14.  

Em revisão, série de estudos clínicos mostrou que a cetamina racêmica 

produziu analgesia intensa após a administração nos espaços subaracnoideo e 

peridural15.  

O fármaco, quando introduzido no espaço peridural em infusão contínua, foi 

eficaz no alívio da dor e não ocasionou efeitos adversos, como depressão respiratória, 

retenção urinária e prurido, que são comumente observados após a injeção de 

opioides16.  

Pela via subaracnoidea, a cetamina é utilizada para o tratamento do câncer e da 

dor neuropática17-19.  

Os resultados dos estudos clínicos publicados na literatura mostraram-se 

conflitantes quanto aos efeitos da cetamina administrada no espaço subaracnoideo para 

o alívio da dor aguda, como adjuvante da anestesia20,21.  
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Alguns autores observaram que a cetamina S (+) foi eficaz no tratamento de 

dor de origem inflamatória22, outros mostraram que, associada ao anestésico local, havia 

diminuição na latência e na duração de ação do bloqueio23. Yanli e Eren24 não 

observaram diminuição na latência, quando utilizaram a cetamina racêmica e Weir e 

Fee25 não encontraram benefício quanto à qualidade da analgesia. Unlugenc et al.20, por 

outro lado, obtiveram diminuição de latência e prolongada analgesia sem o aumento na 

duração de ação.  

Apesar da considerável experiência clínica, ainda há controvérsia sobre a 

segurança da cetamina administrada pela via subaracnoidea22. Isto se deve ao potencial 

de toxicidade do agente, decorrente da presença de conservantes contidos nas soluções 

(cloreto de benzetônio e clorobutanol)26-28. 

Em modelo experimental com coelhos, Borgbjerg et al.29 não observaram 

efeitos tóxicos sobre os tecidos nervosos quando administraram cetamina racêmica 

desprovida de conservante por quatorze dias consecutivos. Resultados similares também 

foram observados em coelhos, em injeção única30, e em macacos27. Contudo Vranken et 

al.30, após a injeção subaracnoidea de cetamina S (+) sem conservantes, em injeções 

sequenciais durante sete dias, observaram lesões histológicas no tecido nervoso 

compatível com neurotoxicidade.  

Em cães nos quais foram administradas, no espaço subaracnoideo, doses de 1 

mg.kg-1 de cetamina S (+) sem conservantes em concentrações variáveis não foram 

observadas lesões histológicas na medula, nas raízes da cauda equina e nas meninges31.  

Quando se propõe estudar neurotoxicidade, a seleção da espécie animal deve 

ser realizada com cuidado, especialmente se os resultados obtidos serão extrapolados 

para os seres humanos32. Por exemplo, no rato o espaço subaracnoideo possui tamanho 
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limitado, o que provoca menores diluições e misturas dos fármacos no liquor, 

favorecendo o maior contato da substância estudada com o tecido nervoso, podendo 

induzir resultados superestimados. Já o cão, cujo espaço subaracnoideo é comparável ao 

dos seres humanos, é uma boa espécie para estudar neurotoxicidade33.  

Desde meados do século passado utilizam-se coelhos para estudo de 

neurotoxicidade. Diversos autores pesquisaram, nesta espécie, os efeitos de anestésicos 

locais34-41, dos benzodiazepínicos42,43, de anticolinesterásicos43, de antagonistas do 

receptor N-metil-D-apartato25,27, dentre outras soluções44.  

Na grande maioria destas pesquisas, a solução foi introduzida no espaço 

subaracnoideo por meio de cateter implantado de forma crônica29,32-39,42-44 e, em alguns 

estudos, foram observadas, nos animais do grupo controle, células inflamatórias nas 

meninges29,35 e no tecido nervoso35 ao redor do cateter. Também foram constatadas 

alterações neuroimunes que se manifestaram pelo aumento de marcadores gliais e pela 

expressão de citocinas específicas45.  

A presença de um cateter no espaço subaracnoideo e o tempo de implantação do 

mesmo podem comprometer a administração do fármaco e as respostas desencadeadas 

pelo agente estudado46,47. Somando-se a isto, a cateterização crônica do espaço 

subaracnoideo e do peridural produz alterações histológicas no tecido nervoso medular, 

em torno do cateter48,49. Alguns autores29 afirmaram que estas alterações são facilmente 

distinguíveis daquelas determinadas pelos efeitos tóxicos das soluções estudadas e que a 

técnica de injeção subaracnoidea com punção única também induziu ao edema das 

raízes nervosas, em macacos27.  
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Estudos experimentais que utilizam a injeção subaracnoidea com punção única 

para a introdução de soluções são aqueles cuja técnica mais se aproxima dos 

procedimentos anestésicos empregado na prática clínica. 
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O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos que a cetamina S (+) a 5% sem 

conservantes, administrada pela via subaracnoidea em punção única, determina sobre a 

medula espinal e as meninges de coelhos. 
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3.1 Animais utilizados 

Após a aprovação da Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo nº 801), foram utilizados 20 coelhos 

adultos jovens, fêmeas, da raça Grupo Genético de Botucatu, com pesos entre 3.500 

gramas e 5.000 gramas e comprimento de coluna entre 34 e 38 centímetros, fornecidos 

pelo Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Júlio de 

Mesquita Filho”. 

Na seleção dos animais foram excluídos aqueles que não apresentaram aspecto 

sadio e que tiveram necessidade de mais de uma punção subaracnoidea. 

Os animais foram randomizados em dois grupos experimentais. 

3.2 Grupos experimentais 

Os animais foram distribuídos em dois grupos experimentais, com 10 animais 

em cada grupo, submetidos, inicialmente, à anestesia venosa com xilazina e cetamina e, 

em seguida, à punção subaracnóidea. Os grupos diferenciaram-se pelo tipo de solução 

administrada, ou seja: 

Grupo 1 (G1) – Controle de volume – solução fisiológica a 0,9% 

Grupo 2 (G2) – Controle de fármaco – cetamina S (+) a 5%, sem conservantes 

3.3 Sequência experimental 

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

• Jejum alimentar de 12 horas com livre acesso à água. 

• Pesagem. 
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• Anestesia com xilazina e cetamina. 

• Posicionamento do animal em decúbito ventral. 

• Medida do comprimento da coluna vertebral. 

• Limpeza local com água e sabão. 

• Tricotomia. 

• Limpeza do local com solução salina fisiológica estéril. 

• Antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%. 

• Colocação de campo estéril. 

• Palpação e identificação dos espaços intervertebrais. 

• Punção subaracnoidea sob orientação de ultrassom. 

• Injeção da solução sorteada. 

• Retirada do animal da mesa. 

• Observação clínica após a recuperação da anestesia venosa. 

• Manutenção em cativeiro durante 21 dias sob observação clínica. 

• Sacrifício do animal. 

• Remoção da medula espinhal em sua porção lombar e sacral. 

• Fixação da peça anatômica. 

• Análise da histologia 

3.4 Técnicas utilizadas 

3.4.1 Preparo do animal 

• Após período de jejum de 12 horas com livre acesso à água, os animais 

foram pesados e anestesiados com injeção intravenosa de cloridrato de 
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xilazina, na dose de 3 mg.kg-1 de peso corporal, e cloridrato de cetamina, 

na dose de 10 mg.kg-1 de peso corporal. 

• Após a anestesia venosa, os animais foram posicionados em decúbito 

ventral sobre mesa cirúrgica e obtido o comprimento da coluna vertebral 

medido pela distância entre a base do crânio ao espaço lombossacral. 

• Foi realizada a limpeza da pele e pêlos da região da coluna vertebral com 

água e sabão seguida de tricotomia em área de 20 cm ao redor do local 

onde foi realizada a punção, correspondente ao espaço intervertebral S1 – 

S2. Esta região foi lavada com solução fisiológica a 0,9% e, após a 

antissepsia com solução tópica de gluconato de clorexidina a 2%, foram 

colocados os campos estéreis. 

3.5 Punção subaracnoidea 

3.5.1 Técnica de punção 

No coelho o espaço mais caudal que permite a abordagem do espaço 

subaracnoideo encontra-se entre as vértebras S1 e S2. Para a identificação deste espaço 

e a determinação do local da punção subaracnoidea, palpam-se as cristas ilíacas e 

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

cm a 2 cm em direção caudal. O espaço S1-S2 localiza-se 1 cm caudal ao processo 

espinhoso da primeira vértebra sacral.   

O bloqueio subaracnoideo foi guiado com auxílio da ultrassonografia, 

utilizando o aparelho da marca SonoSite (USA), modelo M-turbo, que possui o recurso 
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de Doppler tecidual de parede (TDI). Foi utilizado o transdutor micro-linear com 

frequência de 6 a13 MHz  

A punção subaracnoidea foi realizada com agulha de Quincke de calibre 22G 

11/2”, por acesso mediano, com ângulo de inclinação de aproximadamente 45oC. A 

agulha foi introduzida lentamente, em direção cefálica, guiada por ultrassom, até 

penetrar o espaço subaracnoideo.  

Após a obtenção do espaço subaracnoideo os animais de G1 e de G2 receberam 

as soluções correspondentes. Foram registradas as dificuldades na realização da punção. 

3.5.2 Volume injetado 

Foram administrados 5µl por centímetro de coluna vertebral (1,8 µl), injetados 

em um segundo, em seringa de 1 ml, descartável. 

3.5.3 Solução administrada 

A solução fisiológica 0,9% (Grupo 1) e a cetamina S (+) 5%, sem conservantes  

(Grupo 2), sintetizada pela indústria farmacêutica Cristália, foram as soluções 

utilizadas.  

3.6 Observação clínica  

Após a punção subaracnoidea ou a injeção da solução sorteada, os animais 

foram retirados da mesa cirúrgica e, quando recuperados da anestesia venosa, foram 

avaliados clinicamente quanto ao bloqueio motor e à sensibilidade dolorosa. O bloqueio 

motor foi avaliado pela observação clínica, baseado no critério estabelecido por 

Drummond e Moore50 ou seja: 3 - movimento livre das extremidades inferiores; 2 - 
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assimetria e limitação para sustentar o corpo e para deambular por alteração nas 

extremidades inferiores; 1 - inabilidade para sustentar o corpo pelas extremidades 

inferiores; 0 - paralisia das extremidades inferiores. Na sequência, foi avaliada a 

sensibilidade dolorosa por meio de preensão nas extremidades inferiores e superiores, 

bem como da pele da região dos dermátomos sacrais, lombares, torácicos e da orelha 

com auxílio de pinça dente de rato.  

Os animais permaneceram em cativeiro durante 21 dias, sob observação 

clínica. Foram verificadas as alterações motoras utilizando-se o critério de Drummond e 

Moore50. A sensibilidade dolorosa foi avaliada pela observação dos seguintes sinais 

indicativos de dor: retração da pata, mudança de postura e gemência após a aplicação 

dos estímulos dolorosos descritos acima.  

3.7 Sacrifício 

O sacrifício foi realizado por decapitação, após anestesia prévia com 

pentobarbital sódico pela via intravenosa. A porção lombar e sacral da medula espinal, 

das raízes da cauda equina e das meninges foram retiradas em tempo inferior a três 

minutos, para minimizar os riscos de lesão tecidual desencadeada por isquemia e 

apoptose. O tecido medular, as raízes e as meninges foram fixados em solução de 

formalina a 10% para posterior exame histológico e imuno-histoquímico. 

3.8 Exame histológico 

As peças anatômicas permaneceram, durante sete dias, em solução de 

formalina. Os cortes transversais do tecido nervoso e das meninges iniciaram, 

aproximadamente, dez centímetros acima do local onde foi realizada a punção 
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subaracnoidea, estendendo-se até o final da cauda equina, em intervalos de meio 

centímetro. Os cortes do tecido foram colocados em blocos de parafina e corados pelo 

método de hematoxilina-eosina (HE) e para proteína glial fibrilar ácida (GFAP). 

3.8.1 Técnica imuno-histoquímica para GFAP 

A realização da técnica de imuno-histoquímica para GFAP as amostras 

incluídas em parafina foram seccionadas na espessura de 3 micra em micrótomo 

rotativo e estendidas em lâminas histológicas de vidro previamente tratadas com 

organo-silano. Depois de permanecerem por 18 horas em estufa a 58oC, os cortes 

passaram pelo processo de desparafinização em três cubas com xilol no tempo de cinco 

minutos em cada cuba, então por quatro cubas de etanol absoluto por também por cinco 

minutos em cada uma delas, hidratação em água corrente e destilada. 

A próxima etapa realizada foi o bloqueio da peroxidase endógena por meio da 

incubação em solução de peróxido de hidrogênio a 3% por 10 minutos em temperatura 

ambiente, após as lâminas serem lavadas em água destilada os cortes foram submetidos 

à recuperação antigênica pelo calor em panela pressurizada Pascal (Dako) por três 

minutos em temperatura de 117oC em solução Trilogy (Cell Marque).  

Seguindo-se a lavagem em água corrente e água destilada, as lâminas foram 

transferidas para bandejas especiais para imuno-histoquímica, sendo os cortes cobertos 

por PBS (solução salina tamponada pH 7,2-7,4) e depois de retirado o excesso desta 

solução, receberam o anticorpo primário GFAP, clone 6F2 (Dako) previamente diluído 

a 1:400, permanecendo assim incubado por 30 minutos em temperatura ambiente. Os 

anticorpos primários foram retirados por meio de lavagem em PBS e incubados com os 
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anticorpos secundário e terciário Hidef Polímero (Cell Marque) durante 10 minutos, 

cada uma das incubações, em temperatura ambiente. 

Os cortes novamente lavados em PBS foram revelados pelo cromógeno 3,3-

diaminobenzidina (Cell Marque) e após a revelação foram lavados em água corrente e 

contra corados em hematoxilina segundo Harris (MERCK) por um minuto. Os cortes 

então passaram pelo processo de desidratação em quatro cubas com etanol absoluto e 

diafanização em três cubas com xilol e por fim as lâminas foram montadas com 

lamínulas 24x32 (KNITTEL) por meio de resina sintética Permount (FISHER – SP 15-

500) e lidas em microscópio óptico. 

O exame histológico das lâminas foi efetuado pela microscopia óptica. Os 

resultados obtidos pela análise dos cortes do tecido nervoso e das meninges corados 

pelo HE foram classificados como normais, quando não apresentaram alterações, ou 

lesados, determinando-se os achados observados, de acordo com os seguintes critérios: 

• Tipo de lesão: 1 - aracnoidite; 2 - aracnoidite + lesão nervosa; 3 - lesão 

nervosa. 

• Localização da lesão: 1 - região posterior (P); 2 - região lateral (L); 3 - 

região anterior (A); 4 - P+ L; 5 - L+A; 6 - P+L+A. 

• Extensão da lesão: 1 - <10%; 2 - 10-50%; 3 - >50%. 

• Profundidade da lesão: 1 - substância branca; 2 - substância cinzenta; 3 - 

substâncias branca e cinzenta. 

• Vaso sanguíneo: 1 - normal; 2 - espessamento fibroso; 3 - trombose. 
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localização vasos  profundidade característica
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macrófagos 
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infiltrado 
inflamatório 

Lesão 
Neural 

Na presença de aracnoidite adesiva: 

• Aderência: 0 - ausente; 1 - dura máter (D) + aracnóide (A); 2 - A + pia 

máter (P); 3 -D + A + P. 

• Espessamento de meninge: 0 - ausente; 1 - leve; 2 - moderado; 3 - 

intenso. 

• Infiltrado linfoplasmocitário: 0 - ausente; 1 - leve; 2 - moderado; 3 - 

intenso. 

• Fibrose: 0 - ausente; 1 - leve; 2 - moderada; 3 - intensa. 

Na presença de lesão de nervo: 

• 1 - vacuolização; 2 - infiltrado linfoplasmocitário; 3 macrófagos. 

A avaliação dos resultados histológicos foi encoberta, realizada por três 

pesquisadores envolvidos no estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organograma da avaliação histológica 

 

 

 

Lesão 
 Meníngea 

localização vasos  
sanguíneos 

características celularidade 

aderência 
espessamento 

fibrose 

infiltrado 
inflamatório 



Material e Método           34 
 

Para análise aprofundada da celularidade medular foi estimada a contagem de 

núcleos celulares a partir da avaliação da área imuno-histologicamente marcada pelo 

GFAP no corno dorsal da medula (Figura 1). Para tanto os cortes histológicos corados 

pelo GFAP, após serem fotografados em resolução 1600x1200 tipo JPG, 24 bits de cor 

foram submetidos a processamento digital segundo algoritmo (Quadro 1), empregando 

o software Image J 1.46 e o plugin “Color Deconvolution”.  

As imagens foram, inicialmente, separadas por seus vetores componentes da 

hematoxilina e DAB pelo plugin “Color deconvolution” (H-DAB). Após isso, foi 

selecionada uma área retangular do tecido e realizado o aumento do contraste, de forma 

padronizada, para a binarização da imagem. 

Figura 1 - Segmento da região posterior da medula espinal. GFAP 200x. Exemplo de área 
utilizada para estimar o percentual de células marcadas. 
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macro  [1]" { 
run("Colour Deconvolution", "vectors=[H&E DAB]"); 
} 
macro [2]" { 
run("Crop"); 
run("Enhance Contrast", "saturated=0.5"); 
run("Make Binary"); 
run("Measure"); 
run("Open Next"); 
} 
macro  [3]" { 
selectImage(1); 
run("Close"); 
selectImage(1); 
run("Close"); 
selectImage(1); 
run("Clo0se"); 
selectImage(1); 
run("Close"); 
run("Open Next"); 
} 

Quadro 1 - Algoritmo de processamento das imagens para quantificação imuno-histoquímica. 

Foi avaliado o percentual da área da imagem binarizada equivalente aos pixels 

do tecido marcado pelo DAB (Figura 2) e comparadas as amostras entre os grupos51-53. 

A B 

  
Figura 2 - A. Área selecionada do tecido neural. B. Área binarizada após o processamento da 
imagem, resultando em 45% do tecido marcado. 
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3.9 Comissão de Ética em Experimentação em Animal  

A presente pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética em Experimentação 

Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu. 

3.10 Modelo de estudo 

Este estudo foi controlado e randomizado. A análise histológica dos resultados 

foi encoberta. 

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

envelopes selados. A preparação das soluções administradas nos animais de G1 e G2 foi 

realizada por pesquisador não envolvido diretamente na realização da técnica. 

3.11 Método estatístico  

Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com relação ao 

peso, ao comprimento de coluna e ao volume da solução administrada no espaço 

subaracnoideo, foi realizado, como método estatístico, o teste t de Student (resultados 

expressos em média e desvio padrão), e para comparar os resultados dos percentuais das 

marcações histológicas das células pelo método do GFAP o teste não paramétrico de 

Mann-Whitney (resultados apresentados em mediana e 1º e 3º quartis) sendo 

considerado significativos os valores de p < 0,05. 

Pressupondo-se uma estimativa de taxa de lesão do tecido nervoso de 70% e de 

taxa induzida de 1%54 para a solução fisiológica, para um valor α de significância de 5% 

(limite para detecção de erro tipo I) e um poder de 95%, foram necessários oito animais 

por grupo. 
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A análise estatística dos valores referentes ao peso dos animais do grupo 1 

foram inferiores ao do grupo 2 (p=0,02). Houve homogeneidade entre os grupos com 

relação ao comprimento de coluna vertebral (p=1,0), ao volume de solução 

administrada (p= 0,67) (Tabela 1). 

Nenhum animal foi excluído do experimento por dificuldade na realização da 

punção ou morte durante o período de cativeiro. O tempo de recuperação da anestesia 

venosa foi de aproximadamente 30 minutos ao final do qual todos os animais 

apresentavam motricidade e sensibilidade dolorosa preservadas. Os animais 

permaneceram clinicamente normais durante o período de cativeiro. 

Nenhum animal de ambos os grupos apresentou alterações histológicas no 

tecido nervoso, nos vasos e nas meninges à microscopia óptica (Figuras 4 a 11).  

Ambos os grupos foram similares com relação às análises do percentual do 

número de células marcadas do corno posterior marcadas pelo GFAP (p=0,48) (Box 

Plot) A mediana do percentual do número de células do grupo controle foi 42%, com 

quartis 39% e 45% e do grupo da cetamina, mediana de 43% e quartis 41% e 45% 

(Figura 3). 
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Tabela 1 – Peso (kg), comprimento de coluna (cm) e volume administrado (µl) de cetamina e 
de soro fisiológico dos animais pertencentes aos dois grupos experimentais. Resultados 
expressos em média e desvio padrão 

 Grupo 1 Grupo 2 

Peso (g) 3.860 ± 259 4.410 ± 515* 

Comprimento de coluna (cm) 36,2 ± 1,5 36,2 ± 0,6 

Volume administrado (µl) 1,8 ± 0,1 1,8 ± 0,03 

* p = 0,02 
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p> 0,05 

 

Figura 3 - Box-Plot da mediana e 1º e 3º quartis do percentual das células do tecido nervoso 
marcadas pelo GFAP dos grupos estudados 

 

 

 

 

 

 

 

G1 – Solução fisiológica 
G2 – Cetamina S 
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Figura 4 - Tecido nervoso (A), vasos sanguíneos (B) e meninges (C) normais. HE 40x. Grupo 1. 
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Figura 5 - Tecido nervoso (A), vasos sanguíneos (B) e meninges (C) normais. HE 100x. Grupo 1. 
 
 
 
 
 
 

Figura 6 - Tecido nervoso, vasos sanguíneos e meninges normais. GFAP 40x. Grupo 1. 
 
 

Figura 7 - Tecido nervoso, vasos sanguíneos e meninges normais. GFAP 100x. Grupo 1. 
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Figura 8 - Tecido nervoso, vasos sanguíneos e meninges normais. HE 40x. Grupo 2. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9 - Tecido nervoso (A), vasos sanguíneos (B) e meninges (C) normais. HE 100x. Grupo 2. 
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Figura 10 - Tecido nervoso, vasos sanguíneos e meninges normais. GFAP 40x. Grupo 2. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 - Tecido nervoso, vasos sanguíneos e meninges normais. GFAP 100x. Grupo 2.
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5.1 Discussão da Metodologia 

5.1.1 Ultrassonografia como guia de punção 

Em modelos experimentais com objetivo de estudar alterações que soluções 

introduzidas no espaço subaracnoideo determinam sobre o tecido nervoso e as meninges 

é importante excluir a possibilidade de a punção subaracnoidea ser o fator determinante 

de lesões. Citam-se como exemplo lesões consequentes ao trauma desencadeado pela 

agulha utilizada na punção e administração de soluções no interior da raiz nervosa.  

Em duas pesquisas realizadas em coelhos34,40, nos quais os fármacos foram 

administrados no espaço subaracnoideo com punção única, não foram observadas, à 

microscopia óptica, alterações histológicas do tecido nervoso medular da maioria dos 

animais que receberam solução fisiológica (doze coelhos). Em apenas um deles foi 

constatada laceração intensa da medula espinhal no local da punção40, que foi realizada 

entre a última vértebra lombar e a primeira vértebra sacral.  

Ready et al.34 descreveram que, no coelho, o espaço subaracnoideo pode ser 

abordado entre a primeira e a segunda vértebras sacrais, pela via paramediana, e que o 

volume do liquor é pequeno e não refluiu através do canhão da agulha. Para diminuir a 

manipulação da agulha e, consequentemente, a possibilidade de trauma do tecido 

nervoso desencadeado pela punção, o espaço subaracnoideo foi identificado com auxílio 

de estimulador de nervo periférico.  

Estudo anatômico do sistema nervoso central do coelho (Orictolagus 

cuniculus) mostra que o comprimento do cone medular pode estender-se da segunda à 

quarta vértebra sacral55.  
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Quando se pretende estudar neurotoxicidade em animais vivos, a identificação 

e o posicionamento corretos da agulha, no espaço subaracnoideo, são fundamentais para 

que haja confiabilidade nos resultados obtidos. Tal fato exclui a possibilidade de que o 

trauma do tecido nervoso, a lesão dos vasos sanguíneos e a injeção intraneural da 

solução sejam os responsáveis pela agressão ao tecido nervoso.  

A utilização do ultrassom em anestesia regional facilitou a realização da 

técnica anestésica, permitindo a melhor visibilidade das estruturas a serem abordadas 

(nervos), assim como das adjacentes (vasos sanguíneos, pulmão, pleura). Possibilitou o 

posicionamento adequado da agulha, evitando-se lesão de nervo e injeção intravascular 

de anestésico local, além de possibilitar a observação da área de dispersão da solução 

injetada56.  

Assim sendo, na presente pesquisa, a utilização do ultrassom como guia de 

punção permitiu a visibilização do espaço subaracnoideo e a dispersão da solução 

administrada no interior deste espaço, mostrando que a técnica para a realização da 

punção não foi o fator que determinou possíveis alterações no tecido nervoso da medula 

e nas meninges.  

5.1.2 Grupos experimentais 

O grupo 1, que recebeu a solução salina por via subaracnoidea, teve por 

finalidade estudar os efeitos que o volume de solução administrada determinaria sobre o 

tecido nervoso.  

Como o espaço subaracnoideo do coelho, no local onde foi realizada a punção, 

que é o mais caudal que permite a passagem da agulha, é pequeno, visto que ainda 

contém o tecido medular55, era imperativo que o volume da solução administrada não 
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fosse o fator desencadeador de lesões nervosas. Alguns autores aventaram a hipótese de 

que aumentos agudos no volume do liquor poderiam levar ao aumento na pressão 

liquórica, comprometer o fluxo sanguíneo medular e causar isquemia medular com o 

surgimento de lesões neurológicas57. Somando-se ao que já foi descrito, este grupo 

serviu, também, para excluir eventual injeção intraneural da solução. Está descrito, na 

literatura, que a injeção de solução salina, em volume de 0,05 ml, no interior dos 

fascículos de nervos periféricos de coelhos foi suficiente para degenerar os axônios58,59.  

Já o grupo 2, que recebeu a cetamina S (+) a 5%, sem conservantes, teve por 

objetivo avaliar os efeitos que o fármaco determinaria sobre o tecido nervoso. 

5.1.3 G F A P 

A ativação glial é muito estudada em decorrência de seu papel na lesão e 

reparação do sistema nervoso central (SNC). Há muito se reconhece que a resposta 

microglial a quase todas as formas de lesão do SNC pode ser considerada como um dos 

primeiros indicadores da doença latente. A ativação microglial envolve um padrão 

estereotipado de respostas celulares que incluem proliferação, recrutamento no local da 

lesão e aumento da expressão de imunomoléculas60. Os astrócitos estão entre as 

primeiras células que respondem à lesão do SNC. A hipertrofia e, em menor extensão, a 

proliferação de astrócitos são as primeiras respostas observadas. Os astrócitos 

aumentam de tamanho porque contêm grandes quantidades de organelas citoplasmáticas 

e, em particular, grandes quantidades de GFAP61.  

Existem evidências de que a microglia pode contribuir diretamente para 

exacerbar a degeneração neuronal62,63. Assim sendo, o GFAP serviu de marcador 

precoce da lesão neural45. 
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5.1.4 Tempo de observação clínica no cativeiro 

O tempo de observação clínica prolongada (21 dias) teve por objetivo avaliar 

os efeitos crônicos que a cetamina S (+) 5%, sem conservantes, poderia desencadear 

também sobre as meninges, visto que resultados de pesquisas anteriores, realizadas em 

cães, demonstraram que, quando o fármaco agride primariamente o tecido nervoso, as 

alterações clínicas e histológicas são detectadas imediatamente após a administração do 

agente54,64,65 porém, para detecção de lesões nas meninges, é necessário tempo maior 

para que a inflamação e a aderência entre as meninges ocorram66-68.  

5.2 Discussão dos resultados 

Como não foram observadas, em qualquer dos animais incluídos no estudo, 

quaisquer alterações de sensibilidade dolorosa e de força muscular durante o período de 

cativeiro; como nos animais pertencentes ao grupo controle, nos quais foi administrada 

solução fisiológica pela via subaracnoidea, não foram observadas alterações 

histológicas na medula espinhal e nas meninges à microscopia óptica; como os 

resultados histológicos referentes aos cortes do tecido nervoso e das meninges dos 

animais que receberam cetamina S (+) a 5%, sem conservantes também não mostraram 

alterações e também não foram detectadas diferenças, entre os grupos, na quantidade de 

GFAP citoplasmático contida nos astrócitos, estes resultados são diferentes daqueles 

observados, também em coelhos, nos quais a cetamina S(+), sem conservantes (nas 

concentrações de 0,5 e 1%), em doses de 0,7 mg. kg-1, em injeções repetidas, causou 

alterações histológicas extensas na substância cinzenta (cromatólise do nervo motor), 

em torno do canal central (perda ependimal e subependimal) e na região subpial (perda 

de mielina, edema de axônio, necrose e leucodiapedese reativa)30. A diferença pode ser 
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explicada pelo fato de que, na pesquisa de Vranken et al.30 as doses foram repetidas e no 

presente estudo foi administrada uma única dose.  

Contudo, até mesmo injeções repetidas podem não causar lesões histológicas 

exuberantes, dependendo da espécie estudada. Assim, Errando et al.69 estudaram em 

suínos os efeitos determinados pela cetamina racêmica a 5%, sem conservantes, e 

observaram discreta perda neural (inferior a 5%) no corno posterior da medula espinal 

após administração subaracnóidea diária de 1 mg.kg-1 durante sete dias. Os animais 

foram sacrificados após 35 dias de cativeiro e não foi estudada a histologia das 

meninges69. 

É descrito que doses repetidas de cetamina S (+) podem determinar 

antagonismo excessivo no receptor do NMDA. Este antagonismo pode produzir 

neurotoxicidade devido à inativação do mecanismo inibitório (envolvendo bloqueio do 

receptor do NMDA no interneurônio, mediado pelo ácido y-aminobutírico que e 

responsável pela inibição tônica das vias excitatórias), resultando em lesão excitotóxica 

com necrose celular e apoptose70. Além disso, o prolongado antagonismo do receptor 

NMDA impede os mecanismos endógenos de sobrevivência e regeneração dos 

neurônios71. 

Com relação à cetamina S (+), sem conservantes, estudo em cães que 

receberam, pela via subaracnoidea, a dose de 1mg.kg-1 em concentrações que variaram 

de 0,6% a 1,5%, não foram encontradas quaisquer alterações histológicas à microscopia 

óptica no tecido nervoso medular e nas meninges após 21 dias de cativeiro31. Porém, 

outros autores utilizando metodologia semelhante, também em cães, obtiveram 

resultados diferentes72. Após a injeção subaracnoidea de cetamina S(+), sem 

conservantes em doses menores que o estudo citado anteriormente (0,5 mg.kg-1 e 0,7 
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mg.kg-1) relataram gliose, edema axomal, cromatólise central, infiltração linfocítica, 

degeneração axonal, vasculite e espessamento de dura-máter. Eles descreveram a 

ocorrência de punção traumática em cinco cães, não explicitando a qual grupo 

pertenciam os animais em questão e qual foi a porcentagem do campo histológico 

comprometida pela lesão do tecido nervo e das meninges.     

Nos últimos anos, foi publicado na literatura trabalho experimental realizado 

em ratos, nos quais foi provocada a isquemia da medula espinal, que mostrou que o 

emprego da cetamina S (+) pela via subaracnoidea foi benéfica na neuroproteção 

sugerindo que poderia ser possível a utilização do fármaco, associada aos 

corticosteroides, em situações análogas à acima descrita73. 

Apesar dos resultados da presente pesquisa sugerirem que a administração de 

dose única de cetamina S (+) sem conservante no espaço subaracnoideo de coelhos não 

desencadeiem lesões no tecido nervoso medular e nas meninges, ainda não há consenso 

sobre este tema. Portanto, novos estudos se fazem necessários para elucidar esta 

questão.
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Neste modelo experimental em coelhos, cetamina S (+) a 5%, sem 

conservantes, administrada no espaço subaracnoideo em dose única, não desencadeou 

alterações histológicas sobre o tecido nervoso e as meninges. 
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