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RESUMO

Cabral ILF. S&o precoces as alteragbes histologicas meningeas
desencadeadas pela introducdo do pigmento da tatuagem apds puncéo
subaracnoidea? [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade
Estadual Paulista; 2018.

Justificativa e objetivo: o habito de tatuar o corpo faz parte da cultura de
muitos povos no mundo. A partir do inicio dos anos 1990, passou a ser
utilizada por alguns grupos sociais e em faixa etaria determinada como uma
forma de arte no corpo. Os pigmentos podem conter componentes orgéanicos e
inorganicos, metais e solventes. Ha grande variagcdo na composi¢ao quimica
destes, o que da origem as diferentes cores. Pouco se conhece sobre as
possiveis implicagbes da introducdo de uma agulha para realizacdo de
anestesia regional sobre uma pele tatuada. Alguns autores questionam se o
pigmento contido na tatuagem pode desencadear aracnoidite quimica. Estudo
experimental determinou infiltrado inflamatdrio linfoplasmacitario perivascular
nas meninges de coelhos, 6 meses apds pungado subaracnoidea sobre pele
tatuada. O objetivo desta pesquisa foi avaliar se a pungdo subaracnoidea
realizada sobre a pele tatuada de coelhos ocasiona alteragcbes histoldgicas
precoces nas meninges. Material e Métodos: apos a aprovagado da Comissao
de Etica e Pesquisa no Uso de Animais, foram utilizados 28 coelhos adultos
jovens, da raga Grupo Genético de Botucatu, com pesos entre 3300 e 54009 e
comprimento de medula espinal (espago medido entre a base do cranio e o
espaco lombossacral) entre 38 e 41 cm, fornecidos pelo Biotério da Faculdade
de Medicina de Botucatu. Os animais foram divididos em 2 grupos (G): G1-
puncao subaracnoidea sobre tatuagem e injecdo de solucéo salina a 0,9% e
G2 - pungéao subaracnoidea sobre pele ndo tatuada e inje¢cdo de solugdo salina
a 0,9%. Apods anestesia venosa com xilazina e cetamina, os animais de G1
foram tatuados e, apds 30 dias, sob a mesma anestesia, foi realizada a
abordagem do espaco subaracnoideo, com agulha de Quincke 22G 21/2, no

espaco intervertebral entre a primeira e a segunda vértebra sacral, guiada por



ultrassom. Os animais de G1 e G2 receberam as solu¢des correspondentes em
volume de 5 pL por centimetro de medula espinal (aproximadamente 0,2 mL).
Os animais foram avaliados clinicamente quanto a sensibilidade e a
motricidade por 30 dias, apdés os quais foram sacrificados e retiradas as
por¢cdes lombar e sacral da medula espinhal para exame histolégico por
microscopia oOptica. Resultados: onze animais (78,6%) de G1 apresentaram
lesdes histolégicas focais na pia-mater e aracnoide. Nos animais de G2 néao
foram encontradas alteragbes histolégicas no tecido nervoso, nos vasos
sanguineos ou nas meninges. Conclusdo: sdo precoces as alteragdes
histolégicas meningeas desencadeadas pela introducdo do pigmento da

tatuagem apos pungao subaracnoidea.

Palavras-Chave: Coelho; Medula espinhal; Neurotoxicidade; Pigmento da

tatuagem; Puncé&o subaracnoidea; Toxicidade meningea.



ABSTRACT

Cabral ILF. Do meningeal histological changes produced by the introduction of
the tattoo pigment after subarachnoid puncture develop early? [Ph.D. thesis].
Botucatu: Medical School (Unesp); 2018.

Background: body tattooing is cultural for many people around the world. Since
the early 1990s, it began to be used by some social groups and some age
groups as a body art. The pigments may contain organic and inorganic
components, metals and solvents. There is a great variation in the chemical
composition of these pigments and that is why they produce different colors. We
don’t know the possible implications of introducing a needle for performing
regional anesthesia on a tattooed skin. Some authors question whether the
pigment contained in the tattoo can trigger chemical arachnoiditis. One
experimental study showed perivascular lymphoplasmacytic inflammatory
infiltrate in rabbit meninges, 6 months after subarachnoid puncture on tattooed
skin. The aim of this study was to evaluate if the subarachnoid puncture
performed on the tattooed skin of rabbits already causes early histological
changes in the meninges. Material and Methods: after Ethics Committee’s
approval, it was used 28 young adult rabbits from Botucatu’s genetic group. The
rabbits weights were between 3000 and 4500g and the length of spine (space
measured from the base of the skull to lumbosacral space) were between 38
and 41 cm provided by the Medical Center of Botucatu Medical School. The
animals were divided into 2 groups (G): in G1 group there was a subarachnoid
puncture on tattooing and injection of 0.9% saline solution while in G2 group
there was a subarachnoid puncture on non-tattooed skin and injection of 0.9%
saline solution. After venous anesthesia with xylazine and ketamine, the G1
animals were tattooed. After 30 days, under the same anesthesia, the
subarachnoid space were accessed, with Quincke's Needle 22G 21/2, in the
intervertebral space between the first and second sacral vertebra. All the
procedure was ultrasound guided. The rabbits of G1 and G2 groups received

the corresponding volume solutions of 5 pl per centimeter of spinal cord



(approximately 0.2 mL). The animals were clinically assessed for sensitivity and
motor function for 30 days. After that, they were sacrificed and the lumbar and
sacral portions of the spinal cord were removed for histological examination by
light microscopy. Results: eleven animals (78.6%) of G1 group had focal
histological lesions in the pia mater and arachnoid. No histological changes
were found in nervous tissue, blood vessels or meninges on G2 group.
Conclusions: early meningeal histological changes are triggered by
introduction of tattoo pigment into central nervous system after subarachnoid

puncture.

Keywords: Rabbit; Spinal cord; Neurotoxicity; Tattoo pigment; Subarachnoid

puncture; Meningeal toxicity.
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Desde muito tempo atras, o habito de tatuar o corpo faz parte da cultura
de povos ao redor do mundo. Na lItalia, em 1991, foi encontrada a mumia mais
antiga do mundo, que viveu 5.300 anos antes de Cristo (a.C.) e permaneceu
congelada desde entdo. Esta apresentava tatuagens em toda a coluna

vertebral, além de uma cruz e desenhos tribais nas pernas.’

As tatuagens também foram encontradas em mumias no Egito, que
viveram entre 4000 e 2000 a.C. Naquela época, as tatuagens se relacionavam
a rituais médicos, magicos, de guerra e também marcavam etapas da vida,

como o nascimento, a puberdade, a fase reprodutiva e a morte.'2

Assim, desde os primoérdios da civilizacdo, tatuar o corpo tem
conotagdes cerimoniais, religiosas, tribais e estéticas para individuos e
sociedades. Contudo, a partir do inicio dos anos 1990 passou a ser utilizada
por alguns grupos sociais e em determinadas faixas etarias como uma forma

de arte no corpo.’?

A técnica da tatuagem consiste em depositar o pigmento da tinta ao
longo do caminho que a agulha percorre na epiderme até o interior da derme.*
Os aparelhos utilizados para tatuar penetram a pele em profundidade que varia

entre 0,6 e 2,2 mm.°

ApOs sua introdugao na pele, os pigmentos séo rapidamente englobados
pelos fagossomas dos queratindcitos e de outras células fagociticas como os
fibroblastos, os macrofagos e os mastécitos. Uma parte da tinta € eliminada por
via linfatica. As estruturas da epiderme, da jungdo dermo-epidémica e da
derme papilar perdem a sua organizagao estrutural e passam a apresentar
aspecto inflamatério. Em aproximadamente um més, a camada basal se
reconstitui e os pigmentos ficam contidos no interior das células basais. As
células fagocitarias séo reagrupadas na jungao dermo-epidérmica sob coxim de
tecido de granulagdo que contém colageno. A eliminacdo das particulas que
restaram sob a epiderme se faz por descamacgido. Ao final de um més a
tatuagem ¢é considerada estavel e as particulas de tinta permanecem

exclusivamente no interior de fibroblastos da derme, aprisionadas em
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conglomerado de tecido conjuntivo.e'9 O pigmento que permanece no tecido

fibroso da derme & o responsavel pela coloragdo da tatuagem.®

Os pigmentos utilizados na tatuagem podem conter componentes
organicos e inorganicos, metais e solventes.’® Dentre os diversos agentes
inorganicos foram identificados o dioxido de titanio, o 6xido de ferro, o sulfato

de cadmio, o 6xido crémico, o carbono.’ 013

Ha grande variagdo na composi¢do quimica dos pigmentos das
tatuagens que da origem as diferentes cores. Como exemplo, os pigmentos
podem conter o aluminio, o cadmio (que colore de amarelo), o carbono
(coloragédo preta), o cromo (coloragdo verde), o cobalto (coloragdo azul), o
cobre, o ferro, o magnésio, o mercurio (coloragcdo vermelha), o niquel, o
nitrogénio, o oxigénio, a silica, o titdnio e o enxofre. Muitos pigmentos nao
foram destinados para serem administrados em seres humanos, outros sequer
sd0 regulamentados pelas agéncias federais para essa finalidade.™

Atualmente sao utilizados pigmentos organicos, porém pouco se

conhece sobre a composigdo exata dessas tintas.*'®

O corante dos pigmentos pode causar reagdes agudas ou crbnicas na
pele. As reagbes agudas podem ser alérgicas, eritematosas, pruriginosas,
edematosas e infecciosas.'®? Normalmente a tatuagem que é antiga ndo
apresenta processos inflamatorios e infecciosos, mas existe a possibilidade de
ocorrer reacdo de hipersensibilidade cronica e hiperplasica.??

Os pigmentos vermelhos estdo associados as reacdes mais tardias.?>?+%.

Foi descrito ceratocantoma no interior de area pigmentada de vermelho da
tatuagem. Suspeitou-se de que o pigmento vermelho fosse o desencadeador da

les&0.%8

Nao sdo incomuns as reacgdes pseudolinfomatosas, as eczematosas, as

granulomatosas e as liquenoides.?’

Esta descrito que complicacdes infecciosas em pacientes portadores de
sifilis, do virus da imunodeficéncia humana, de hepatite e de infeccdes locais

podem, espontaneamente, difundir-se para planos mais profundos.28
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Nos Estados Unidos, 25% da populagdo com idades entre 24 e 50 anos
possuem tatuagens sendo que destes, aproximadamente, 50% sao mulheres.?
Este fato é preocupante porque muitas mulheres estdo em idade fértil e podem,
em algum momento, serem submetidas a anestesia do neuroeixo. Como a
localizagédo das tatuagens € bastante variada, nao é raro que estejam situadas

na regido lombar e sacral.?

Pouco se conhece sobre as possiveis implicagdes da introdugdo de uma
agulha para realizacdo de anestesia regional sobre uma pele tatuada.
Entretanto, ja foi demonstrado na literatura que fragmentos de tecidos ficam
retidos no interior da agulha, independentemente da existéncia do estilete,>°?
e que a injecao de liquidos através destas agulhas resultaria na introducéo

destes fragmentos em locais mais profundos.*

Uma possivel consequéncia de se introduzir uma agulha sem estilete da
derme em direcdo ao sistema nervoso central € o desenvolvimento de tumor
epidermoide iatrogénico, como relatado desde meados do século passado
ap6s multiplas injecdes de antibidticos no neuroeixo de criangas.®

Subsequentemente, foram descritos casos similares em adultos.>*

As agulhas sem estiletes sdo as mais propensas a reterem fragmentos
em seu interior, contudo a presenca de restos de tecidos também ja foram
encontrados em agulhas com mandril. Campbel et al.” examinaram
microscopicamente as pontas de agulhas de Quincke e Whitacre, calibre 25 G,
para avaliar a presenga de fragmentos de tecido, apdés multiplas tentativas de
puncéao. Eles observaram a presenca de coagulos de sangue e fragmentos de
gordura, mas nao a de tecidos epidémicos, em 80% das agulhas de Quincke e
em 40% de Whitacre.

Puolakka et al.*8

examinaram microscopicamente a ponta de agulhas de
Quincke, de Whitacre e de Sprotte calibre 27G introduzidas no espaco
subaracnoideo de cadaver e encontraram fibras musculares e células epiteliais,

principalmente nas agulhas de Quincke (56%).
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Ozyurt et al.*® coletaram 1 ml de liquor imediatamente apés a insercéo
da agulha de Quincke de calibres 22G, 25G e 27G e relataram a presencga de
células escamosas no mesmo, principalmente quando utilizadas as agulhas de
maior calibre.

Ferraz et al.*?

em estudo utilizando animais submetidos a pungao sacral
sobre a tatuagem, apds injetarem 1 mL de solugdo salina a 0,9% através da
agulha de Quincke de calibre 22G sobre lamina histoldgica, observaram que
em todos os esfregacos havia pigmentos de tinta vermelha provenientes de

material contido na agulha.

Teoricamente, ao se realizar a anestesia do neuroeixo, a introducao da
agulha em local onde existe tatuagem pode, apdés a inje¢cdo de solugdes,

conduzir fragmentos de tecidos para os espagos subaracnoideo ou peridural.*

S3ao relatados casos de pacientes que desenvolveram atrofia crénica de

musculos adjacentes a tatuagem, o que resultou em disfun¢gdo neuromuscular

|.4O

com neuropatias de plexo braquial.”™” O mecanismo desencadeador das lesdes

nao foi bem estabelecido, mas aventou-se a hipotese de que reacdes imunes

41,42

secundarias ao processo inflamatério ou efeitos téxicos desencadeados

43,44

pelo pigmento poderiam ser 0s responsaveis.

Alguns autores questionam se o pigmento contido na tatuagem pode
desencadear aracnoidite quimica.* Sabe-se que a aracnoidite adesiva pode ser
desencadeada por diversos agentes administrados no espago subaracnoideo

ou peridural.*

Contrastes iodados, corticosteroides administrados no espacgo peridural
e no subaracnoideo, trauma, sangue, preservativos e conservantes contidos
em muitas solugbes, contaminantes como detergentes, e até mesmo
anestésicos locais foram associados & aracnoidite adesiva.*® Foi possivel
desencadear aracnoidite adesiva em modelo experimental em caes apds
injecdo subaracnoidea de betametasona, de metilprednisolona e do

antidepressivo amitriptilina.*¢®
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Muito pouco € descrito sobre a possibilidade de complicacbes
neurolégicas que ocorreram apds anestesia do neuroeixo cuja puncao foi
realizada em pele tatuada. Nao existem evidéncias que suportem a presencga
de efeitos toxicos diretos da tinta proveniente de uma tatuagem ja cicatrizada

sobre o sistema nervoso central.?®

Existe relato de caso de nddulo linfatico axilar contendo tinta,
mimetizando melanoma metastatico, em paciente cuja tatuagem foi realizada
ha 30 anos.*® Também foi publicado outro relato de paciente submetida a
analgesia de parto, na qual a agulha peridural foi introduzida em espaco
peridural através de tatuagem. Algumas horas apds, a parturiente queixou-se
de estar dolorido e queimando o local em que havia sido introduzido o cateter.
Como a tatuagem era vermelha, nao foi possivel detectar a presencga de sinais
inflamatorios. Os sintomas regrediram em 24 horas e como hipdtese
desencadeadora destes foi sugerido que a presencga de fragmentos de tecido,
contendo pigmentos de tatuagem, poderia ter causado irritagdo nos tecidos

lombares profundos.*

Em pesquisa realizada em hospitais publicos e privados de Portugal,
envolvendo 162 anestesiologistas que responderam a um questionario sobre
qual a conduta que teriam ao se defrontarem com parturiente com tatuagem no
local em que seria realizada a puncao lombar para a anestesia do neuroeixo,
mostrou que 92 médicos (56,8%) ja haviam realizado puncdo raquidiana em
pacientes tatuados e, destes, 84,4% em mais de uma ocasido. Os
anestesiologistas disseram ainda que puncionaram a pele livre da tatuagem e
tinham baseado a sua conduta em estudos publicados na literatura. Contudo,

nao existe consenso na literatura sobre qual a conduta correta nestes casos.”’

Outro estudo similar, realizado em maternidades francesas da regiao do
Languedoc-Roussillon, mostrou que 57% dos anestesiologistas que

responderam ao questionario realizavam a puncéo sobre a pele tatuada.®?
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Apesar de ndo existir, até os dias atuais, evidéncias documentadas ou
provas cientificas que apoiem a hipotese de que os pigmentos da tatuagem

53-55

possam causar aracnoidite ou outras complicagées neuroldgicas, 0 principio

da precaugéo orienta que se evite a pungdo em cima de uma pele tatuada.'>**%

Estudo experimental em coelhos mostrou que, seis meses apos a
puncdo subaracnoidea sobre pele tatuada, 33% dos animais estudados
apresentavam focos de infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario perivascular na
pia-mater e/ou aracnoide.* Este tipo de inflamagao indica que, em contato com
um agente agressor permanente (insoluvel), os linfocitos desencadearam
reposta imunoldgica, atraindo os plasmacitos, que sado os responsaveis pelas

respostas humorais contra o agente lesivo.®’

Fica entdo, para maiores esclarecimentos, a duvida se o infiltrado
inflamatdrio encontrado reflete a resolucdo de uma lesdo ou o inicio de um

processo que resultaria em aracnoidite adesiva.
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A pungdo subaracnoidea realizada sobre a pele tatuada de coelhos

determina alteragdes inflamatoérias precoces nas meninges.
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21




Objetivo 22

O objetivo desta pesquisa foi avaliar, por meio de analise histolégica, se
a puncao subaracnoidea realizada sobre a pele tatuada de coelhos determina

alteragdes inflamatdrias precoces (apdés 1 més) nas meninges.



4 MATERIAL E METODOS
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Material e Métodos 24

4.1 Animais utilizados

Foram utilizados 28 coelhos adultos jovens, da raga Grupo Genético de
Botucatu, com pesos entre 3.300 g e 5.400 g e comprimento de medula espinal
(espago medido entre a base do cranio e o espago lombossacral) entre 38 e 41
cm, fornecidos pelo Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Na selegdo dos animais nao foram incluidos aqueles que néo
apresentaram aspecto sadio e que tiveram necessidade de mais de uma

punc¢ao subaracnoidea.

Os animais foram randomizados em dois grupos experimentais.

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos por lista gerada por computador e
envelopes selados em dois grupos experimentais, com 14 animais em cada
grupo, submetidos, inicialmente, a anestesia venosa com xilazina e cetamina e,
em seguida, a pung¢ao subaracnoidea com injegdo de solugéo salina a 0,9%.
Os grupos se diferenciaram apenas pela presenga ou nao de tatuagem na pele

através da qual foi realizada a pungéo subaracnoidea, ou seja:

. Grupo 1 (G1) — Coelho com tatuagem, puncado subaracnoidea

guiada por ultrassonografia e inje¢cao de solugao salina a 0,9%.

o Grupo 2 (G2) — Coelho sem tatuagem, puncédo subaracnoidea

guiada por ultrassonografia e inje¢cao de solugao salina a 0,9%.

4.3 Justificativa para composicao dos grupos experimentais

O grupo 1, que recebeu a solugdo salina a 0,9% através de pungao
subaracnoidea sobre a pele tatuada, teve por finalidade estudar os efeitos que
os possiveis fragmentos de tecido contendo tinta da tatuagem determinariam

se injetados no espago subaracnoideo.
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Por sua vez, o grupo 2 recebeu a solugdo salina a 0,9% através de
puncao subaracnoidea sobre a pele sem tatuagem, para que se pudesse
avaliar os efeitos que o volume de solugdo administrada determinaria sobre o

tecido nervoso.

4.4 Sequéncia experimental

O experimento foi realizado em duas fases.
4.4.1 Fase 1: Tatuagem

Em animais com 6 meses de idade, quando eles ja sao considerados
adultos jovens, um tatuador artistico profissional realizou a tatuagem oval, com
pigmento vermelho, ao redor dos espacgos intervertebral S1-S2, com dois
centimetros de didmetro nos animais do G1. Para possibilitar o procedimento

os animais foram submetidos a sequéncia experimental descrita abaixo:

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

o Pesagem.

o Anestesia com xilazina e cetamina

o Posicionamento do animal em decubito ventral na mesa.

o Limpeza local com agua e sabé&o.

o Tricotomia.

o Limpeza do local com solugao salina fisiologica estéril.

o Antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%.

o Realizagdo da tatuagem na regidao sacral nos animais do G1
(Figura 1).
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. Manutengao em cativeiro por 30 dias para cicatrizagdo da tatuagem
(Figura 2).

AP

Figura 2 - Pele de coelho 30 dias apos a tatuagem.
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4.4.2 Fase 2: Sequéncia do estudo

Em todos os animais foi realizada a sequéncia experimental que se

segue:

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

o Pesagem.

o Anestesia com xilazina e cetamina.

o Posicionamento do animal em decubito ventral na mesa.

o Medida do comprimento da medula espinal.

o Limpeza local com agua e sabé&o.

o Tricotomia.

o Limpeza do local com solucdo salina a 0,9% estéril.

o Antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%.

o Colocacgéao de campo estéril.

o Palpacao e identificagado dos espacos intervertebrais.

o Puncdo subaracnoidea sob orientacdo de ultrassonografia e
identificacdo do espaco subaracnoideo.

o Injecao da solugao salina a 0,9%.

o Retirada do animal da mesa.

o Observacao clinica até recuperacao da anestesia.

o Manutencdo em cativeiro durante trinta dias sob observacao
clinica.

o Sacrificio do animal.

o Remocao da medula espinal em sua porgao lombar e sacral.

o Fixacao da peca anatdmica.

o Analise da histologia.
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Técnicas utilizadas

4.5.1 Preparo do animal

Antes da puncado subaracnoidea, os coelhos foram preparados de

acordo com o seguinte protocolo:

Apos periodo de jejum de 12 horas com livre acesso a agua, os
animais foram pesados, foi puncionada a veia marginal da orelha e
anestesiados com injecéo 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.

ApdOs a anestesia venosa, os animais foram posicionados em
decubito ventral sobre a mesa cirurgica e, para obtencdo do
comprimento da medula espinal, foi medida a distancia da base do

cranio ao espaco lombossacral.

Foi realizada a limpeza da pele e pelos da regidao da coluna
vertebral com agua e sabdo seguida de tricotomia em area de 10
cm ao redor do local onde foi realizada a puncao, correspondente
ao espaco intervertebral S1-S2. Esta regido foi lavada com solugéo
salina a 0,9% e, ap6s a antissepsia com solugdo tdpica de
gluconato de clorexidina a 2%, foram colocados os campos

estéreis.

4.5.2 Anestesia subaracnoidea

4.5.2.1 Técnica de pungdo

No coelho o espago mais caudal que permite a abordagem do espaco

subaracnoideo encontra-se entre as vértebras S1 e S2. Para a identificacao

deste espaco e a determinacao do local da puncao intervertebral, palpam-se as

duas tuberosidades do osso iliaco e identifica-se o processo espinhoso da

primeira vértebra sacral, deslizando-se o dedo 1,5 cm a 2 cm em diregéo
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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 o
recurso de Doppler tecidual de parede (TDI). Foi utilizado o transdutor micro-

linear com frequéncia de, aproximadamente, 10 MHz.

A puncao subaracnoidea foi realizada com agulha de Quincke de calibre
22G 21/2”, por acesso mediano, com angulo de inclinacdo de
aproximadamente 45°. A agulha foi introduzida lentamente, em diregao cefélica
até penetrar o ligamento amarelo, local em que se observa resisténcia diferente
a progressdao da agulha. Apds a identificagdo do ligamento amarelo, a
ultrassonografia guiou a agulha até o espago subaracnoideo. Foi entao retirado

o mandril da agulha e verificado se houve o refluxo de liquor.

Apos a identificagdo do espaco subaracnoideo, os animais de G1 e G2
receberam a solugdo salina a 0,9%. Todas e quaisquer dificuldades na

realizacdo da puncéao foram registradas.
4.5.2.2 Volume injetado

Foram administrados 5 L por centimetro da medula espinal (0,2 mL),%?

injetados em 1 segundo, em seringa de 1 mL descartavel.

4.5.2.3 Solugdo administrada

A solugcdo salina a 0,9% foi sintetizada pela industria Hipolabor

Farmacéutica, Brasil.
4.6 Observagao clinica

Apods a puncao subaracnoidea e a inje¢ao da solugao, os animais foram
retirados da mesa cirurgica e, quando recuperados da anestesia venosa, foram

avaliados clinicamente quanto a motricidade e sensibilidade. A motricidade foi
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avaliada pela observacgao clinica, baseando-se na classificagao estabelecida

por Drummond & Moore® ou seja:
3 - movimento livre das extremidades inferiores.

2 - assimetria e limitacdo para sustentar o corpo e para deambular por

alteracao nas extremidades inferiores.
1 - inabilidade para sustentar o corpo pelas extremidades inferiores
0 - paralisia das extremidades inferiores.

Durante os 30 dias de cativeiro dos animais, foi avaliada a sensibilidade
dolorosa por meio de preensao nas extremidades inferiores e superiores, bem
como da pele da regido dos dermatomos sacrais, lombares, toracicos e da
orelha com auxilio de pinga dente de rato. Considerou-se positivo os seguintes
sinais indicativos de dor: retracdo da pata, mudanga de postura e geméncia

apods a aplicacao dos estimulos dolorosos descritos acima.
4.7 Sacrificio

O sacrificio foi realizado por decapitacdo, apos anestesia prévia com
cetamina e xilazina pela via intravenosa. A por¢ao lombar e sacral da medula
espinal e as raizes da cauda equina foram retiradas em tempo inferior a 3
minutos para minimizar os riscos de lesao tecidual desencadeada por isquemia
e apoptose. O tecido medular e as raizes foram fixados em solucido de

formalina tamponada a 10% para posterior exame histolégico.
4.8 Exame histolégico

As pecas anatbmicas permaneceram, durante sete dias, em solugéo de
formalina tamponada. Os cortes transversais do tecido nervoso e das meninges
se iniciaram aproximadamente dez centimetros acima do local onde foi
realizada a pungao subaracnoidea, estendendo-se até o final da cauda equina

em intervalos de meio centimetro. Os cortes do tecido medular foram
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colocados em blocos de parafina e corados pelo método de hematoxilina-

eosina.

O exame histologico das laminas foi efetuado pela microscopia o6ptica.
Os resultados obtidos pela analise dos cortes do tecido nervoso e das
meninges foram classificados como normais, quando ndo apresentavam
alteracdes, ou lesados, determinando-se os achados observados, de acordo

com os critérios abaixo.

e Tipo de lesao:
1 - Aracnoidite
2 - Aracnoidite + lesdo nervosa

3 - Lesao nervosa

e Localizagao da lesao:
1 - Regido posterior (P)
2 - Regiéo lateral (L)

3 - Regido anterior (A)

4-P+L
5-L+A
6-P+L+A

e Extensdo da lesao:
1-<10%
2-10a50%
3->50%
e Profundidade da les&o:
1 - Substancia branca
2 - Substancia cinzenta
3 - Substancias branca e cinzenta

¢ Vaso sanguineo:
1 - Normal
2 - Espessamento fibroso

3 - Trombose



Na presenca de aracnoidite adesiva:

Aderéncia:

0 - Ausente

1 - Dura mater (D) + aracndide (A)
2 - A + pia-mater (P)

3-D+A+P

Espessamento de meninge:
0 - Ausente

1-Leve

2 - Moderado

3 - Intenso

Infiltrado inflamatério:
1- 7%+

2- +

3-++

4 - +++

5 - ++++

Fibrose:

0 - Ausente
1-Leve

2 - Moderada

3 - Intensa

Na presenca de lesdo de nervo:
1 - Vacuolizacao
2 - Infiltrado inflamatdrio

3 — Macréfagos

Material e Métodos
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A avaliagédo dos resultados histolégicos foi encoberta, realizada por trés
pesquisadores (MEAM, EMG, ILFW) envolvidos no estudo.

Lesdo
Meningea

AN

~.

Lesdo
Neural

/N

e

localizagdo

vasos

sanguineos

caracteristicas celularidade localizagao vasos profundidade caracteristicas
macrofagos
aderéncia infiltrado vacuolizacdo
espessamento . L. i f
i inflamatdrio infiltrado
fibrose inflamatério

Figura 3 - Organograma da avaliagao histolégica.

4.9 Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA)

A presente pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu (Certificado n°® 1122/2105

CEUA).

4.10 Modelo de estudo

Este estudo é controlado e randomizado. A analise histologica dos

resultados foi encoberta.

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

por envelopes selados opacos.
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4.11 Método estatistico

Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com relagao
ao peso e ao comprimento de medula espinhal foi realizado o teste T de
Student.

Admitindo-se porcentagem de lesdo no grupo pung¢do sem tatuagem de
0%, poder de teste igual a 0,80 e erro tipo | igual a 0,05, estimou-se que seriam
necessarios 14 coelhos por grupo para detectar diferengas estatisticamente

significativas igual ou superior a 5% de lesao.
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Os grupos foram homogéneos com relagdo ao peso (p=0,053) e ao

comprimento de medula espinhal (p=0,15).

Nenhum animal foi excluido da pesquisa por dificuldade na realizacao da

puncao ou na identificagcdo do espaco subaracnoideo.

Todos os coelhos permaneceram sem alteragdes de motricidade e
sensibilidade apos a realizagdo da injegao subaracnoidea de solugdo salina a
0,9%, assim como durante os 30 dias que permaneceram em cativeiro sob

observacéo clinica.

Onze animais do G1 (78,5%) apresentaram focos de infiltrado
inflamatério linfocitario perivascular na pia-mater e/ou aracnoide (Quadro 1,
Figuras 4, 5 e 6). Nos animais de G2 nao foram encontradas alteragdes
histoloégicas no tecido nervoso, nos vasos sanguineos ou nas meninges
(Figura 7).
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Quadro 1 - Caracteristicas histolégicas dos animais pertencentes ao G1

Coelhos Achados histolégicos

C1 Tecido nervoso normal, meninges normais, vasos sanguineos normais

C2 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (+) na pia-mater,
regido posterior (<10%)

C3 Tecido nervoso normal, meninges normais, vasos sanguineos normais

C4 Tecido nervoso normal, meninges normais, vasos sanguineos normais

C5 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (+) na pia-mater e
aracnoide, regides anterior, lateral e posterior (<10%)

Cé6 Focos de infilirado inflamatdrio linfocitario perivascular (1/2+) na pia-mater,
regides anterior, lateral e posterior (<10%)

C7 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (1/2+) na aracnoide,
regiao posterior (<10%)

C8 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (1/2+) na pia-mater e
aracnoide, regides anterior, lateral e posterior (<10%)

C9 Focos de infiltrado inflamatdrio linfocitario perivascular (1/2+) na pia-mater,
regides anterior, lateral e posterior (<10%)

Cc10 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (+) na pia-mater,
regido posterior (<10%)

C11 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (1/2+) na pia-mater,
regido posterior (<10%)

C12 Focos de infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (1/2+) na pia-mater,
regido posterior (<10%)

C13 Focos de infiltrado inflamatdrio linfocitario perivascular (++) na pia-mater,
regiao posterior (<10%). Pia mater e aracnoide aderidas

C14 Focos de infiltrado inflamatdrio linfocitario perivascular (1/2+) na pia-mater,

regido posterior (<10%)
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Figura 4 — Foco de infiltrado inflamatdrio perivascular na pia-mater, regiao posterior da
medula espinal (B e C), perivascular intraparenquimatoso (D), espag¢o de Virchow-
Robin (E), tecido nervoso normal (A) de animal do G1. HE 100x.

Figura 5 — Foco de infiltrado inflamatério perivascular na pia-mater na regido posterior
da medula espinal (B e C), perivascular intraparenquimatoso (D), tecido nervoso
normal (A) de animal do G1. HE 200x.



Resultados

Figura 6 — Foco de infiltrado inflamatério linfocitario na pia-mater e aracnoide (C)
de animal do G1 HE 100x.

Figura 7 - Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais
de animal do G2. HE 40x.
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Em trabalho experimental prévio, foi observado que a puncgao raquidiana
sobre a pele tatuada de coelhos determinava alteragdes histologicas
meningeas, quando a analise dos tecidos havia sido realizada seis meses apos
a puncéo raquidiana, e que fragmentos de material permaneciam no interior da
agulha independentemente da existéncia do estilete.®® Tal constatagdo
forneceu a primeira evidéncia objetiva de que a realizacédo do bloqueio do

neuroeixo sobre a pele tatuada pode nao ser desprovida de efeitos adversos.

Como no estudo anterior, a analise histolégica ndo mostrou alteragcdes
histologicas na parede das arteriolas, caracteristica comum na aracnoidite
adesiva cronica,® tornou-se necessario esclarecer se o processo inflamatdrio
observado era ainda incipiente ou se os achados histolégicos foram resultantes
da resolugdo de um processo inflamatério mais intenso que se desenvolveu
anteriormente. Assim, foi constatado, no presente estudo, que a puncgao
subaracnoidea através da pele tatuada desencadeia alteragdes inflamatorias

meningeas precocemente.

O local onde foi realizada a puncao foi o espaco mais caudal possivel
que permite a passagem da agulha. Como espago subaracnoideo do coelho é
pequeno e ainda contém o tecido medular em seus segmentos caudais®, é
imperativo que o volume da solucdo administrada ndo seja o fator
desencadeador de lesdes nervosas. Alguns autores aventaram a hipdtese de
que aumentos agudos no volume do liquor podem levar ao aumento na
pressao liqudrica, comprometer o fluxo sanguineo medular e causar isquemia
medular com o surgimento de lesdes neuroldgicas®. Assim, o grupo controle
(G2) teve por finalidade avaliar os possiveis efeitos que a injegdo de uma
solugcao no espaco subaracnoideo determinaria sobre os tecidos do neuroeixo
e também excluir eventual de inje¢ao intraneural inadvertida da solugéo. Esta
descrito na literatura que a injecdo de solucdo salina, em volume de 0.05 mL,
no interior dos fasciculos de nervos periféricos de coelhos foi suficiente para

degenerar os axdnios®®?’.

Foram utilizadas agulhas de Quincke de maior calibre (22G2 1/2) para

facilitar a puncdo sobre a rigida pele dos coelhos, além de possibilitarem a
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introdugdo de maior quantidade de material estranho no espago subaracnoideo
para estudo dos seus efeitos. O pigmento escolhido foi o vermelho por estar

associado as reagdes mais tardias. 2%+

Pudemos observar que, 30 dias apds a puncéao, 78,5% dos animais do
grupo G1 apresentaram alteragdes inflamatérias perivasculares nas meninges.
Portanto, estas alteragdes podem indicar a fase inicial do processo inflamatério

e este pode evoluir para aracnoidite adesiva.

A aracnoidite adesiva possui quadro clinico complexo, com variedade de
sintomas e de diagndstico clinico dificil porque os sinais e sintomas nédo séo
especificos.®® No ser humano 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
movimentagado do tronco, as alteragdes sensitivas, a dificuldade em manter as
pernas elevadas e a disfuncdo do esfincter urinario. Inicia-se como processo
inflamatorio da pia-mater e da aracnoide associado ao edema e a hiperemia
das raizes nervosas. Com a evolugcao 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, o edema das raizes

comeca a diminuir.®®

A aracnoidite adesiva cronica é a resolugdo do processo inflamatorio
cronico no qual se observa depdsito denso de colageno entre as raizes
nervosas e as meninges. H4 completo encapsulamento entre as raizes,
levando a atrofia das mesmas e comprometimento dos vasos sanguineos.®®
Estudos histologicos mostraram vasos sanguineos com arterite e discute-se se
esta é a causa ou o resultado da aracnoidite.® Alteracdes nas arteriolas,
caracterizadas por inflamacédo e espessamento hialino, foram manifestacées
iniciais da aracnoidite adesiva desencadeada por contaminagao da solugao do

anestésico local pelo antisséptico, em modelo experimental.”

No presente estudo a reagao inflamatéria iniciou-se ao redor dos vasos

sanguineos da meninge, porém sem que se observasse nenhum
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espessamento hialino nas arteriolas, que € caracteristica comum na aracnoidite
adesiva crbnica. Tal fato pode indicar que o processo inflamatério foi mais
brando ou ainda esta em fase inicial. Pode ser que a quantidade de material
introduzido no espago subaracnoideo tenha sido pequena apesar de a agulha
utilizada para realizagdo da puncdo (Quincke, calibre 22G) ser maior do que a

rotineiramente utilizada na pratica clinica.

De particular interesse nota-se que, embora tenha sido empregada a
mesma metodologia do estudo anterior, no qual 33% dos animais
apresentaram inflamagéao linfoplasmocitaria nas meninges seis meses apds a
puncdo da pele tatuada,®® quando o estudo foi realizado apds 30 dias da
puncéao sobre a tatuagem, o nimero de animais com inflamacgao linfocitaria nos

vasos das meninges foi bem superior (78,5% ).

Assim sendo, pode se inferir que houve o contato de um agente
agressor insoluvel com as meninges e este desencadeou uma resposta
imunoldgica, e que provavelmente ndo houve tempo para que os plasmaocitos,
responsaveis pelas respostas humorais contra o agente lesivo,®' participassem

do processo inflamatério.

A auséncia de manifestagdes clinicas em ambas as pesquisas podem
ser resultantes do tempo curto de seguimento dos animais em cativeiro apos a
puncao lombar e pela caracteristica focal das lesdes das meninges, as quais

nao comprometeram o tecido nervoso.

Cita-se como limitagdo do estudo o fato de nao terem sido encontrados
pigmentos de tinta no sistema nervoso central dos animais do G1. Porém, o
que fala a favor de que alguma substéncia diferente atingiu o sistema nervoso
central € que nenhum animal de G2 apresentou alteragdes histolégicas nas
meninges. Outro fator limitante é inerente ao método experimental, uma vez
que nao se pode transferir os resultados diretamente para seres humanos. Ha
necessidade de que novas pesquisas sejam realizadas para melhor elucidar

esta questao.
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Neste modelo experimental, verificou-se que sao precoces as alteracdes
histolégicas meningeas desencadeadas pela introdugdo do pigmento da

tatuagem, apds pungéo subaracnoidea em coelhos.
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