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RESUMO E ABSTRACT



Moroto D. A dexametasona administrada pela via subaracnoidea é toxica a medula
espinal e meninges de coelhos? Botucatu, 2018. 79p. Tese (Doutorado em
Anestesiologia) — Faculdade de Medicina, Campus de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Resumo

Introducgao: Dor perioperatdria desencadeia resposta neuroenddcrina ao estresse,
responsavel por efeitos adversos em varios 6rgéos e sistemas. Estratégias foram
desenvolvidas para controle da dor e dessa resposta ao trauma, como a injecédo de
dexametasona, glicocorticoide de alta poténcia, no espacgo peridural e subaracnoideo.
Embora a injegdo de corticosteroides no neuroeixo seja realizada com aparentes
beneficios em seres humanos no contexto da dor aguda e crbnica, a eficacia e
seguranca desse procedimento continuam discutiveis e alvo de controvérsia na
literatura. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos histolégicos que a
dexametasona administrada no espacgo subaracnoideo determina sobre o tecido
nervoso da medula espinal e das meninges dos coelhos. Método: Apds aprovagao
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais, 28 coelhos adultos jovens foram
randomizados em dois grupos (G) experimentais com 14 animais cada: G1 recebeu
solugdo salina a 0,9% pela via subaracnoidea e G2, dexametasona na dose de 0,37
mg.kg". Os animais foram mantidos em cativeiro por 21 dias, durante os quais se
avaliou motricidade e sensibilidade dolorosa. Depois desse periodo, sob anestesia
venosa, foram submetidos a sacrificio para retirada da por¢cdo lombar e sacral da
medula espinal e das meninges para avaliagdo histologica pelo método de
Hematoxilina-eosina (HE) e de marcagdo imuno-histoquimica para Proteina Glial
Fibrilar Acida (GFAP). Resultados: Todos os animais permaneceram sem alteracdes
clinicas durante o periodo de cativeiro. Nenhum animal do G1 apresentou alteracdes
histolégicas a microscopia optica. No G2, 13 animais exibiram infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario perivascular nos vasos das meninges, com ou sem acometimento
também das meninges e do parénquima nervoso. Os animais do G2 também tiveram
percentual de células marcadas pelo GFAP inferior aos do G1 (p<0,05). Concluséo:
Neste modelo experimental em coelhos, a solugdo de dexametasona determinou
alteracdes histologicas no tecido nervoso da medula espinal e, principalmente, nas
meninges.

Palavras chave: Dexametasona; pungdo subaracnoidea; neurotoxicidade; coelho;
toxicidade meningea.



Moroto D. Is intrathecal dexamethasone toxic to the spinal cord and meninges of
rabbits? Botucatu, 2018. 79p. Thesis (PhD degree in Anesthesiology) — Faculdade de
Medicina, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

Abstract

Background: Perioperative pain triggers neuroendocrine response to stress,
responsible for adverse effects on various organs and systems. Strategies were
developed to control pain and this response to trauma, such as the injection of
dexamethasone, a high-potency glucocorticoid, into the epidural and subarachnoid
space. Although corticosteroid spinal injection is performed with apparent benefits in
humans in the context of acute and chronic pain, the efficacy and safety of this
procedure remain controversial in the literature. The objective of this study was to
evaluate the histological effects that dexamethasone administered into the
subarachnoid space determines on the nervous tissue of the spinal cord and the
meninges of rabbits. Methods: After approval by the animal research ethics
committee, 28 young adult rabbits were randomized in two experimental groups (G)
with 14 animals each: G1 received 0.9% saline solution into the intrathecal space and
G2 received 0.37mg.kg™" of dexamethasone by the same route. The animals were
clinically evaluated for 21 days. After this period of observation, sacrifice was
performed under intravenous anesthesia and then the lumbar and sacral portion of
their spinal cords were removed for histological examination by Hematoxylin-eosin
(HE) and Glial Fibrillary Acidic protein (GFAP) immunohistochemical staining.
Results: All animals remained without clinical changes during the period of captivity.
No histological changes were observed in G1 animals. In G2, 13 animals exhibited
perivascular lymphoplasmocytic inflammatory infiltrate in the meninges vessels, with
or without involvement of the meninges and the nervous parenchyma. G2 animals also
showed lower percentage of GFAP stained cells than rabbits of G1 (p<0.05).
Conclusion: In this experimental model, the dexamethasone solution determined
histological changes in the nervous tissue of the spinal cord and, especially, the
meninges of rabbits.

Keywords: Dexamethasone; intrathecal injection; neurotoxicity syndrome; rabbits;
spinal anesthesia.
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1. INTRODUGAO E LITERATURA

Dor perioperatoria é fator desencadeador da resposta neuroendocrina ao
estresse, ativa o sistema autondmico e é causa indireta de efeitos adversos em varios

orgaos e sistemas.’

A resposta neuroendocrina ao estresse corresponde as mudangas hormonais
e metabdlicas que ocorrem no organismo apds les&o ou trauma. E caracterizada pelo
aumento da secreg¢ao de hormdnios hipofisarios e pela ativacdo do sistema nervoso
simpatico. O efeito metabdlico global das mudangas hormonais € o aumento do
catabolismo, que mobiliza substrato para a produgéo de energia, e a retengéo de sodio

e agua, de modo a manter a volemia e a homeostase cardiovascular.?

O inicio da resposta ao estresse € decorrente de impulsos nervosos aferentes
do sitio de lesdo combinados com a liberacdo local de fatores humorais como
prostaglandinas, leucotrienos, interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF).3

Apesar de parecer que a resposta ao estresse foi desenvolvida para permitir
que animais feridos sobrevivessem por meio do catabolismo de suas reservas,
complicagbes pos-operatorias como infarto do miocardio, infec¢do pulmonar,
tromboembolismo e fadiga estdo relacionadas as mudangas fisioldgicas provocadas
por essa resposta.?* Ha, portanto, correlagéo entre dor pds-operatodria incontrolavel e
aumento da morbimortalidade dos pacientes. Além disso, a dor causa prolongamento
do tempo de recuperagao, aumento de custos com saude e diminuigdo da satisfacao
do paciente."®

Dessa forma, é fundamental o desenvolvimento de estratégias para
diminuicdo da dor no periodo perioperatério e para atenuagdo da resposta

neuroendocrina ao trauma cirurgico.

A busca de maneira segura e eficiente para controlar a dor faz parte da historia
da humanidade. As propriedades analgésicas e de alteracdo mental causadas pelo
opio sdo conhecidas ha muito tempo. No inicio do século XIX (1805), foi isolado o
poderoso principio ativo do 6pio, o “morphium”, assim denominado em homenagem

ao Deus grego do sono Morpheus, hoje conhecido como morfina.®
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No decorrer do tempo, foram sintetizados muitos outros farmacos opioides,
que se tornaram uma das principais alternativas para o controle da dor. Entretanto,
apesar da poténcia analgésica, existem importantes efeitos colaterais decorrentes da
terapia com opioides.®

Novos farmacos comegaram entédo a ser pesquisados como alternativas para
o tratamento da dor, como os anti-inflamatérios esteroides, que possuem efeitos bem
conhecidos e complexos, pois regulam vias de transcrigdo em diferentes contextos
celulares. Eles influenciam ndo somente a inflamagdo, mas também o
desenvolvimento, a homeostase, o metabolismo e a cogni¢do.”® Podem ser
classificados de acordo com sua poténcia anti-inflamatdria e capacidade de retencao
de sodio, além de serem utilizados em medicina tanto por suas propriedades anti-
inflamatdrias quanto imunossupressoras.’ Também s3o classificados quanto a
solubilidade: sem particulas (soluveis), como o fosfato dissédico de dexametasona e
o fosfato dissodico de betametasona, e com particulas (insoluveis), como o acetato
de metilprednisolona e o acetato de betametasona.'”

Os glicocorticoides penetram facilmente nas células e agem em todos os
tecidos, inclusive no SNC. No citosol exercem efeito genémico classico pela ligagéo
aos receptores mineralocorticoides ou glicocorticoides (RGC). Existem duas
isoformas de RGC: a alfa, expressa em quase todos os tipos de células, e a isoforma
beta, que ndo se liga aos glicocorticoides, exercendo papel de resisténcia aos
mesmos.®'" O complexo glicocorticoide — RGC penetra o nucleo celular, onde liga-se
a sitios especificos do DNA e desencadeia efeitos gendmicos, que consistem na
inibicdo da transcricdo de fatores pro-inflamatérios, redugéo da sintese de citocinas

pré-inflamatdrias ao mesmo tempo em que ativa outros genes anti-inflamatérios.®

Os mecanismos pelos quais os corticosteroides exercem efeito analgésico
séo objeto de estudo ha muitos anos. Corticosteroides inibem a enzima fosfolipase A,
que catalisa a converséo de fosfolipideos de membrana em acido aracdonico (AA),
substrato para as vias da ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase. O metabolismo por
essas vias resulta na produgédo de prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanas e
leucotrienos, que podem causar ou exacerbar a dor por seus efeitos inflamatérios e

habilidade de sensibilizar nociceptores periféricos.'?



25

A dexametasona é um glicocorticoide de alta poténcia, de longa duragao e
com pouco efeito mineralocorticoide, utilizado em anestesia para profilaxia de
nauseas no periodo pos-operatério.® A administracdo de doses Unicas de
dexametasona e outros glicocorticoides foi associada a melhora da analgesia em

diferentes procedimentos cirlrgicos, seja por via oral ou intravenosa.®

Resultados de revisdo sistematica mostraram que a dexametasona como
adjuvante de anestésico local, administrada pela via perineural para bloqueios de
plexo braquial, prolongou a duragéo do bloqueio sensitivo/analgesia.’® Alguns autores
descreveram que a dexametasona, independentemente da via de administracéo
(perineural ou intravenosa), prolongou a duragdo da analgesia do bloqueio
interescalénico com ropivacaina.' Ainda outros encontraram aumento no tempo de
duragéo da analgesia quando empregaram o farmaco pela via perineural em bloqueio
do nervo ciatico, porém com duragcdo semelhante ao da dexametasona utilizada pela

via intravenosa.’®

Corticosteroides pela via peridural sao utilizados para o controle ndo sé da dor
pos-operatdria, mas também para o tratamento de dor lombar.'® O primeiro registro
da injecdo de corticosteroides no espaco peridural para tratamento de dor lombar
cronica data de 1952 e, desde entdo, médicos tém comumente empregado

corticosteroides por essa via para manejo da dor lombar crénica."’

Pela via peridural, a dexametasona, associada ou ndo a bupivacaina, foi
eficaz em reduzir a dor pds-operatéria e o consumo de morfina apds colecistectomia
videolaparoscopica.’® Em conjunto com bupivacaina no espago peridural, também
prolongou significativamente a analgesia pos-operatoria em pacientes submetidos a
herniorrafia inguinal unilateral.”® Administrada no espago peridural associada a
bupivacaina, apresentou comportamento similar no alivio da dor e no aumento do
tempo de analgesia apos cirurgias de abdome inferior ao que foi observado com a
associagdo entre a bupivacaina e o fentanil.>® Na administragdo em conjunto com
fentanil e bupivacaina no espago peridural prolongou o tempo de analgesia apos
cirurgias abdominais e toracicas.®® Em criangcas submetidas a orquidopexia, a
dexametasona aumentou a duragdo da analgesia do bloqueio caudal com
ropivacaina.?’ Resultado de tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagédo em
Ciéncias Médicas da Saude Aplicadas ao Aparelho Locomotor da Faculdade de
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Medicina de Ribeirdao Preto USP mostrou que a dexametasona administrada pela via
peridural associada a dipirona injetada pela via intravenosa foi eficaz em aumentar o
tempo de analgesia e em reduzir o consumo de analgésico apos cirurgias ortopédicas
de joelho.?> Também foi verificada efetividade no aumento do tempo de analgesia
pos—operatdria em pacientes submetidos a gastrectomia com o uso de dexametasona

peridural juntamente com ropivacaina.'®

Embora o mecanismo analgésico dos esteroides peridurais ainda n&o seja
claramente conhecido, parece estar associado com a agao anti-inflamataéria, reducao
de edema e diminuig&o do tecido conjuntivo. Além disso, foi reportado que a aplicagao
local de corticosteroides bloqueia a transmissdo em fibras nociceptivas C e que
corticosteroides podem ter efeito de anestésico local nos nervos por acéo direta na
membrana. Outro possivel mecanismo envolve o efeito dos corticoides peridurais na
formacado de prostaglandinas intraespinhais. O estimulo néxico agudo nos tecidos
periféricos durante os procedimentos cirurgicos levam a ativagéo da fosfolipase A2 e
a “up regulation” da expressao da cicloxigenase-2 (COX-2) na medula espinal, o que
leva a sintese de prostaglandinas e resulta em hiperalgesia. Os bloqueios com
corticosteroides, quando realizados no periodo perioperatoério, reduzem essa resposta

e suprimem a hiperalgesia por inibicdo das enzimas fosfolipase A2 e da COX-2."®

Corticosteroides pela via subaracnoidea realizados experimentalmente em
pacientes com neuralgia pds-herpética grave resultaram em melhora do quadro.?
Dexametasona subaracnoidea juntamente com levobupivacaina foi empregada em
pacientes submetidas a duplo bloqueio para analgesia de parto vaginal com aumento
do tempo de analgesia.>* A dexametasona pela mesma via associada a bupivacaina
resultou em aumento do tempo de analgesia em pacientes submetidos a cirurgias

ortopédicas.?®

O raciocinio para o uso subaracnoideo de corticosteroides surgiu da
possibilidade de acao direta do farmaco no tecido nervoso inflamado, o que poderia
reduzir dor, edema e aliviar sintomas neurolégicos. Outra possivel vantagem dessa
via seria a menor dose terapéutica necessaria para se obter o mesmo efeito da

administragio sistémica, com diminui¢éo de efeitos adversos.?
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Embora corticosteroides no neuroeixo estejam sendo empregados com
aparentes beneficios em seres humanos, sua eficacia e seguranga continuam

discutiveis e alvo de controvérsia na literatura.?®

As injegbes peridurais de corticosteroides para o manejo da dor radicular
cervical e lombar correspondem a uso nao regulamentado pelo Food and Drug
Administration (FDA). Em 2009, o FDA comecgou a avaliar série de graves eventos
neuroldgicos associados a injegdes peridurais de glicocorticoides. Entre 1997 e 2014,
um total de 90 eventos neurologicos graves e, as vezes, fatais foram reportados ao
FDA Adverse Event Reporting System (FAERS), incluindo casos de paraplegia,
quadriplegia, infarto medular e acidente vascular cerebral.?” Dentre os potenciais
agentes determinantes dessas complicagdes, encontra-se a inje¢do inadvertida de
corticosteroides no espacgo subaracnoideo.?’

Em relagéo as injegdes subaracnoideas de corticosteroides, uma variedade
de eventos adversos ja foi reportada, entre eles, meningite quimica, mielite transversa,
sindrome de cauda equina, radiculite lombar, cefaleia intratavel, reten¢ao urinaria e

aracnoidite adesiva.?3

Em estudos experimentais com modelos animais, o uso subaracnoideo de
betametasona e de metilprednisolona em caes foi associado a aracnoidite
adesiva.'”?8 A aracnoidite adesiva também foi relacionada a inje¢cdes acidentais de
corticosteroides de depodsito e, embora acredite-se que o risco de ocorréncia da
doenca seja menor com injegdes inadvertidas de corticosteroides hidrossoluveis como

a dexametasona, quase nada se conhece do assunto. 82930

Contrastes iodados, corticosteroides administrados no espacgo peridural e no
subaracnoideo, trauma, sangue, quimioterapicos, preservativos e conservantes
contidos em muitas solugbes, contaminantes como detergentes e até mesmo

anestésicos locais, foram associados a aracnoidite adesiva.?’

A aracnoidite adesiva é uma doenca inflamatéria incuravel, considerada uma
das complicagdes mais graves dos bloqueios do neuroeixo. A aracnoidite adesiva
possui quadro clinico complexo, com variedade de sintomas e de diagnostico clinico
dificil porque os sinais e sintomas sao inespecificos. As caracteristicas clinicas mais

frequentes sao a dor nas costas, que aumenta de intensidade com a atividade, a dor
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nas pernas, geralmente bilateral, a hiporreflexia, a diminuicdo da amplitude da
movimentagao do tronco, as altera¢des sensitivas, a dificuldade em manter as pernas

elevadas e a disfuncéo do esfincter urinario.®?

Apesar de a aracnoidite adesiva ter sido verificada apds a injegcéo
subaracnoidea de metilprednisolona e de betametasona em caes, a injecédo peridural
de metilprednisolona em coelhos ndo desencadeou alteragdes histoldégicas nas
meninges.33 Em ratos, a injegdo subaracnoidea da triancinolona através de cateter
implantado cronicamente n&o causou alteragbes histologicas do tecido nervoso,

porém este estudo ndo avaliou as meninges.**

Estudos para a investigacdo do potencial neurotoxico da dexametasona
também ja foram realizados “in vitro”. Ao administrar ropivacaina em neurénios
sensitivos isolados de nervos periféricos de ratos, verificou-se que o anestésico local
foi toxico aos neurdnios isolados e que a adicdo de dexametasona em altas doses a
ropivacaina aumentou a toxicidade da mesma.3® Entretanto, neurdnios isolados sdo
previamente lesados e podem superestimar o potencial toxico dos medicamentos,
uma vez que nervos isolados ndo apresentam barreiras de difusdo ou vascularizagao
que favorecem a remogao dos agentes, resultando em altas concentragdes dos

fAarmacos em contato com a membrana neural.3®

No contexto da lesdo no sistema nervoso central (SNC), o papel dos
astrocitos tem sido bastante estudado. Astrocitos sdo células da micréglia que
respondem a todas as formas de insultos ao SNC por meio de hipertrofia e
proliferagdo, processo denominado de ativagao astrocitaria reativa. Tradicionalmente,

essa resposta é vista como barreira a regeneragéo nervosa.3®

A proteina glial fibrilar acida (GFAP) €& o principal componente do
citoesqueleto dos astrécitos e técnicas de imunohistoquimica com anticorpos anti-
GFAP sao empregadas para identificar a ativagao astrocitaria, de modo a funcionar

como marcador precoce de acometimento do SNC.36:37

Ainda que corticosteroides no neuroeixo sejam utilizados ha algumas
décadas, n&o é claro se os beneficios da administragdo subaracnoidea superam os
riscos.?® Além disso, mesmo que a administragdo ndo ocorra no espaco

subaracnoideo, sempre que se administra uma substancia no espaco peridural existe
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o risco de 5% a 7% de que haja introdug&o inadvertida acidental no subaracnoideo.?’
Também, é interessante lembrar que, mesmo que ndo haja acidentes de pungéo, os
espacos peridural e subaracnoideo ndo séo inteiramente separados, e que solucoes

introduzidas em um deles podem ter efeitos no outro.?’

E importante, portanto, que sejam conhecidos os efeitos da dexametasona
em animais vivos e em situagao de adversidades. Uma vez que a administracdo de
outros corticosteroides pela via subaracnoidea causou aracnoidite adesiva seria
interessante conhecer o comportamento que este farmaco determina sobre os tecidos

do neuroeixo.
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2. HIPOTESE DO ESTUDO

A dexametasona nao desencadeia toxicidade sobre o tecido nervoso e pode

causar toxicidade as meninges em modelo experimental “in vivo”.



OBJETIVO
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3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos histolégicos que a dexametasona
administrada no espago subaracnoideo determina sobre o tecido nervoso da medula

espinal e das meninges de coelhos.



METODO
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4. METODO

4.1 COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAL (CEUA)
A presente pesquisa foi submetida a aprovagao pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu (Protocolo CEUA

1113/2014).

4.2 MODELO DE ESTUDO

Este estudo foi controlado e randomizado.

Os grupos foram randomizados a partir de lista gerada por computador
(Randon.org Dublin Ireland) e a ocultagdo da alocagéo foi feita por envelopes selados

opacos.

A preparagado das solugbes administradas em todos os animais foi
realizada por profissional ndo envolvido na pesquisa. A analise histologica dos

resultados foi encoberta.

4.3 AMOSTRA
4.3.1 Animais utilizados

Foram utilizados 28 coelhos adultos jovens, fémeas, da raga Grupo
Genético de Botucatu, com pesos entre 3300 gramas e 4300 gramas, fornecidos pelo
Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”.

Na seleg¢ao dos animais foram excluidos aqueles que nao apresentaram
aspecto sadio e que tiveram necessidade de mais de uma pung¢ao subaracnoidea.
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4.3.2 Grupos experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em dois grupos

experimentais de acordo com a solucao a ser administrada no espago subaracnoideo:
- Grupo 1 (G1) —salina a 0,9%

- Grupo 2 (G2) — dexametasona 0,37 mg.kg™"

4.3.3 Justificativa para a composigao dos grupos experimentais

O grupo 1, que recebeu a solugéo salina por via subaracnoidea, teve por
finalidade estudar os efeitos que o volume de solugdo administrada determinaria sobre

o tecido nervoso.

O grupo 2, que recebeu a dexametasona, por sua vez, teve a finalidade
de avaliar os efeitos do farmaco sobre o tecido nervoso e as meninges. A dose de
dexametasona foi selecionada tomando como base o estudo realizado em coelhos
que receberam a metilprednisolona na dose de 2mg.kg™' de peso corpéreo.®3 Como a
dexametasona apresenta poténcia relativa 5 vezes maior do que a da
metilprednisolona (4 mg de metilpredinisolona correspondem a 0,75 de
dexametasona), a dose de 2 mg.kg' de metilprednisolona corresponde a 0,37 mg.kg-

' de dexametasona.

4.4 SEQUENCIA EXPERIMENTAL
Em todos os animais foi realizada a sequéncia experimental que se
segue:
- Jejum alimentar de 12 horas com livre acesso a agua.
- Pesagem.
- Anestesia com xilazina e cetamina.
- Posicionamento do animal em decubito ventral na mesa.

- Limpeza local com agua e sabao.
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- Tricotomia.

- Limpeza do local com solucéo salina 0,9% estéril.

- Antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%.

- Colocacgao de campo estéril.

- Palpacao e identificagao dos espacos intervertebrais.

- Puncao subaracnoidea sob orientacao de ultrassom.

- Injecdo da solugéo sorteada.

- Retirada do animal da mesa cirurgica.

- Observacéo clinica até recuperacédo da anestesia venosa.

- Manutengédo em cativeiro durante 21 dias sob observagao clinica.
- Sacrificio do animal.

- Remoc¢ao da medula espinal em sua porc¢ao lombar e sacral.
- Fixacéo da peca anatbmica.

- Analise da histologia.

4.5 TECNICAS UTILIZADAS
4.5.1 Preparo do animal

Apos periodo de jejum de 12 horas com livre acesso a agua, 0s animais
foram pesados e anestesiados com injegcéo 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.

ApOs a anestesia venosa, os animais foram posicionados em decubito
ventral sobre a mesa cirurgica.

Foi realizada a limpeza da pele e dos pélos da regido da coluna vertebral

com agua e sabao seguida de tricotomia em area de 5 centimetros (cm) ao redor do
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local onde foi realizada a puncéo, correspondente ao espaco intervertebral S1-S2.
Esta regido foi lavada com salina a 0,9% e, apds a antissepsia com solugéo tépica de

gluconato de clorexidina a 2%, foram colocados os campos estéreis.

4.5.2 Anestesia subaracnédidea

4.5.2.1  Técnica de pungdo

Em modelo experimental de estudo dos efeitos toxicos de farmaco
administrado no espago subaracnoideo, ndo pode haver trauma de tecido nervoso
desencadeado pela puncdo. Assim sendo, o espaco intervertebral a ser abordado
deve ser o mais caudal que permita a passagem da agulha na espécie animal
estudada. No coelho, este espag¢o encontra-se entra as vértebras S1 e S2.

Para determinacdo do local de puncgdo, palpam-se as duas
tuberosidades do osso iliaco e o processo espinhoso da primeira vértebra sacral,
deslizando-se o dedo 1,5 cm a 2 cm em dire¢ao caudal. O espaco S1-S2 localiza-se
1 cm caudal ao processo espinhoso da primeira vértebra sacral.

O bloqueio subaracnoideo foi guiado com auxilio de
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 10MHz.

A puncéo foi realizada com agulha de Quincke de calibre 25G x
50 mm, por acesso mediano, com angulo de inclinagdo de aproximadamente 45°. A
agulha foi introduzida lentamente, em direg&o cefalica, até atingir o ligamento amarelo.
A partir deste local, a pungéo foi guiada pelo ultrassom até a agulha penetrar no

espaco subaracnoideo e os farmacos serem introduzidos no liquor.
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Apos a identificacdo do espago, os animais receberam as
solugbes correspondentes. Foram registradas as dificuldades na realizagdo da

pungao.

4.5.2.2 Volume injetado
Em G1 foi administrado solugcdo salina a 0,9% em volume
correspondente a 0,37 mg.kg™' de dexametasona.
O G2 recebeu dexametasona em volume correspondente a 0,37

mg.kg™.

4.5.2.3 Solugdo administrada
A salina a 0,9% (Grupo 1) e fosfato dissddico de dexametasona
(Grupo 2) foram sintetizados pela Hipolabor Farmacéutica Ltda, Belo Horizonte, Minas

Gerais, Brasil.

4.5.3 Observacgao clinica
Apos a injecdo da solugdo sorteada, os animais foram retirados da mesa
e, quando recuperados da anestesia venosa, foram avaliados clinicamente quanto a
motricidade e a sensibilidade dolorosa.

A avaliagcdo da motricidade foi baseada no critério estabelecido por

Drummond & Moore®, ou seja:
0 — Movimento livre das extremidades inferiores;

1 — Assimetria e limitagcdo para sustentar o corpo e para deambular por

alteracao nas extremidades inferiores;

2 — Inabilidade para sustentar o corpo pelas extremidades inferiores;
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3 — Paralisia das extremidades inferiores.

A avaliagao da sensibilidade dolorosa foi realizada 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 pin¢ca dente de

rato. Foram observados os seguintes sinais indicativos de dor:
- retracdo da pata;
- mudanca de postura;
- geméncia apos a aplicagao dos estimulos dolorosos descritos.

Os animais permaneceram em cativeiro durante 21 dias sob observagao

clinica.

4.5.4 Sacrificio
O sacrificio foi realizado por decapitagdo, apds anestesia prévia com
xilazina e cetamina 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
diminuir os riscos de lesdo tecidual desencadeada por isquemia e apoptose. O tecido
medular e as raizes foram fixados em solucédo de formalina tamponada a 10% para

posterior exame histoldgico e imuno-histoquimico.

4.5.5 Exame histolégico
As pecgas anatdbmicas permaneceram, durante sete dias, em solugédo de
formalina tamponada. Os cortes transversais do tecido nervoso e das meninges
iniciaram-se, aproximadamente, 10 cm acima do local onde foi realizada a puncéao
subaracnoidea, e estenderam-se até o final da cauda equina, em intervalos de 1 (um)

centimetro.
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Os cortes do tecido medular foram colocados em blocos de parafina e
corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE) e de imuno-histoquimica para o
marcador glial GFAP.

Para realizagcdo da técnica de imuno-histoquimica para GFAP, as
amostras incluidas em parafina foram seccionadas na espessura de 3 micra em
micrétomo rotativo e estendidas em laminas histologicas 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 5 minutos em cada uma delas, hidratagdo em agua corrente e destilada.

A préxima etapa realizada foi o bloqueio da peroxidase endogena por
meio da incubagdo em solugédo de peroxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos em
temperatura ambiente e, apds as laminas serem lavadas em agua destilada, os cortes
foram submetidos a recuperacgéo antigénica pelo calor em panela pressurizada Pascal
(Dako) por 3 minutos em temperatura de 117°C em solugao Trilogy (Cell Marque).

Seguindo-se a lavagem em agua corrente e agua destilada, as laminas
foram transferidas para bandejas especiais para imuno-histoquimica, sendo os cortes
cobertos por PBS (solugdo salina tamponada pH 7,2 — 7,4) e depois de retirado o
excesso desta solugéo, receberam o anticorpo primario anti-GFAP, clone 6F2 (Dako)
previamente diluido a 1:400, permanecendo assim incubado por 30 minutos em
temperatura ambiente. Os anticorpos primarios foram retirados por meio de lavagem
em PBS e incubados com o anticorpo secundario e terciario Hidef Polimero (Cell

Marque) durante 10 minutos, cada uma das incubagdes, em temperatura ambiente.

Os cortes novamente lavados em PBS foram revelados pelo cromégeno
3,3-diaminobenzidina (Cell Marque) e, apds a revelagédo, foram lavados em agua
corrente e contra corados em hematoxilina segundo Harris (MERCK) por 1 (um)
minuto. Os cortes entdo passaram pelo processo de desidratacdo em 4 cubas com
etanol absoluto e diafanizacdo em 3 cubas com xilol. 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.
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O exame histoldgico das laminas foi efetuado pela microscopia Optica.
Os resultados obtidos pela analise dos cortes do tecido nervoso e das meninges
corados pela HE foram classificados como normais, quando ndo apresentaram
alteracdes, ou lesados. Quando lesbdes foram identificadas, os seguintes critérios
foram determinados:

- tipo de leséo:
1 — aracnoidite
2 — aracnoidite + lesdo nervosa
3 — lesdo nervosa
- localizacéo da lesao:
1 — regido posterior (Po)
2 — regiao lateral (L)

3 —regido anterior (An)

4 —-Po+L
5—-L+An
6—-Po+L+An

- extensao da lesao:

1-<10%
2 —10-50%
3->50%

- profundidade da leséo:

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) + aracnoide (A)
2 — A + pia-mater (P)
3-D+A+P
- espessamento de meninge:
0 — ausente
1-leve
2 — moderado
3 —intenso
- infiltrado linfoplasmocitario:
0 — ausente
1 — muito leve (1/2 +)

2 —leve (+)

43



3 — moderado (++)

4 - intenso (+++)

- fibrose:
0 — ausente
1 —leve

Na presenca de lesdo de nervo:

A Figura 1 resume o fluxo desenvolvido na avaliagdo histologica.

A avaliagdo dos

2 — moderada

3 —intensa

1- vacuolizagao

2- infiltrado linfoplasmocitario

3- macrofagos

Lesdo
Meningea

/N

pesquisadores envolvidos no estudo (MEAM, EMG, DM).

~

resultados histologicos foi
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realizada por trés

Lesdao
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/N

localizagdo

localizagdo

Vvasos
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Vasos caracteristicas celularidade
sanguineos l i
aderéncia infiltrado
espessamento inflamatério
fibrose

Figura 1 — Organograma da avaliag&o histolégica. Fonte: elaborado pela autora.

l
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Para analise aprofundada da celularidade medular, foi estimada a
porcentagem de células a partir da avaliagdo da area imuno-histologicamente
marcada pelo GFAP nos cornos dorsais e ventrais da medula (Figura 2). Para tanto,
os cortes histologicos corados pelo GFAP, apés terem sido fotografados em resolugao
1090 x 650 tipo JPG, 96 dpi, 24 bits de cor, captada em microscépio Pannoramic MIDI
3DHISTECH, sob objetiva 200x foram submetidos ao processamento digital segundo
algoritmo que se segue (Quadro 1), empregando o software Image J 1.46 e o plugin

“Color Deconvolution”.

L

Figura 2 — Segmento das regides anterior e posterior da medula espinal. GFAP 40x.

Exemplo de area utilizada para estimar o percentual de células marcadas.
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Quadro 1 — Algoritmo de processamento das imagens para quantificagdo imuno-

histoquimica

macro [1]" {

run(“Colour Deconvolution”, “vectors=[H&E DABJ");
}
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(“Close’);
selectimage(1);
run(“Close’);

run(“Open Next’);

}

As imagens foram, inicialmente, separadas por seus vetores

componentes da hematoxilina e DAB pelo plugin “Color Deconvolution” (H-DAB). Em
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seguida, foi selecionada uma area retangular do tecido e realizado o aumento do
contraste, de forma padronizada, para a binarizagdo da imagem.

Foi avaliado o percentual da area da imagem binarizada equivalente aos
pixels do tecido marcado pelo DAB (Figura 3), e comparadas as amostras entre os

grupos.39-41

Figura 3 — A. Area selecionada do tecido neural. B. Area binarizada apés o
processamento da imagem (resultando em 45% do tecido marcado).

4.6 METODO ESTATISTICO
Admitindo-se porcentagem de lesao no grupo controle de 0%, poder de
teste igual a 0,80 e erro tipo | igual a 0,05, estima-se que seréo necessarios 14 coelhos
por grupo para detectar diferenga estatisticamente significativa igual ou superior a 5%.
Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com relagao
ao peso e ao volume da solugdo administrada no espaco subaracnoideo, foi realizado
o test t Student (resultados expressos em média e desvio-padréo) e, para comparar

os resultados dos percentuais das marcagdes histolégicas das células pelo método
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do GFAP, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (resultados apresentados em

mediana e 1° e 3° quartis) sendo considerados significativos os valores de p < 0,05.



RESULTADOS
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5. RESULTADOS

Nenhum animal de G1 ou G2 foi excluido da pesquisa por dificuldade na
realizacdo da puncao subaracnoidea.

No animal 13 de G2 foi necessaria a retirada da agulha apds a passagem pela
pele, porque apresentou hiperextensao das patas posteriores com o estimulo. Neste
animal foi administrada segunda dose de anestésico intravenoso para possibilitar a
abordagem do espago subaracnoideo.

Os grupos foram homogéneos quanto ao peso (p=0,69) e ao volume da solugao

introduzida no espago subaracnoideo (p=0,44) (Tabela 1).

Tabela 1 — Peso e volume da solugdo administrada nos dois grupos experimentais.
(Resultados expressos em média e desvio-padrao).

G1 G2 p
Peso (g) 3380 + 239 3790 + 282 0,69
Volume de solugdo (mL) 0,35+ 0,03 0,34 + 0,03 0,44

Nenhum animal de ambos os grupos manifestou alteragdes de motricidade e
sensibilidade durante o periodo de cativeiro.

Os animais do grupo G1 n&o apresentaram alteragdes histolégicas no tecido
Nnervoso, Nos vasos sanguineos e nas meninges a microscopia optica (Figuras 4 e 5).

Em treze coelhos do G2 foram observadas alteragdes histologicas. Houve
infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario focal (5%) nos vasos das meninges (em oito
coelhos, infiltrado inflamataério linfoplasmocitario perivascular nos vasos da pia-mater
€, em cinco animais, o infiltrado inflamatoério perivascular comprometeu a pia-mater e

aracnoide) (Figuras 6 a 13).
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Em nove animais, o infiltrado inflamatério linfoplasmocitario também foi
encontrado nas meninges (cinco exclusivamente na pia-mater e quatro na pia-mater
e aracnoide) (Figuras 11 e 13).

Em cinco coelhos, as meninges apresentaram-se com caracteristicas normais.

Em dois animais, foi constatado infiltrado inflamatério linfoplasmocitario
intraparenquimatoso (Figuras 7 e 14). Em dois coelhos, observou-se infiltrado
inflamatorio perivascular nos vasos do parénquima do tecido nervoso (Figuras 12 a
14).

Os resultados histologicos dos animais de G2 estao resumidos na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados histologicos do tecido nervoso, dos vasos sanguineos e das

meninges dos animais pertencentes ao G2.

coelho tecido nervoso vasos sanguineos meninges
meningeos
1 normal normal normal
2 infiltrado inflamatario infiltrado inflamatario normal
linfoplasmocitario linfoplasmocitario
intraparenquimatoso | perivascular na pia-mater
(++, < 5%), regiao (++, < 5%), regiao
central e perivascular posterior

intraparenquimatoso

3 infiltrado inflamatério infiltrado inflamatério normal
linfoplasmocitario linfoplasmocitario

intraparenquimatoso | perivascular na pia-mater
(++, < 5%), regiao e aracnoide (++, < 5%),

posterior, substancia regiao posterior
branca
4 normal infiltrado inflamatario infiltrado inflamatario
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater | pia-mater (++, < 5%),
(++, < 5%), regiao regiao posterior

posterior
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5 normal infiltrado inflamatario infiltrado inflamatario
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater | pia-mater (+), regiao
(+, < 5%), regido posterior, lateral e
posterior, lateral e posterior
posterior
6 normal infiltrado inflamataorio infiltrado inflamatario
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater | pia-mater (1/2 +, < 5%),
(1/2 +, < 5%), regiédo regiao posterior
posterior
7 normal infiltrado inflamataorio normal
linfoplasmocitario
perivascular na pia-mater
(1/2 +, < 5%), regiédo
posterior
8 normal infiltrado inflamataorio infiltrado inflamatario
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater pia-mater (+, < 5%),
(+, < 5%), regido regiao posterior
posterior
9 normal infiltrado inflamatario normal
linfoplasmocitario
perivascular na pia-mater
e aracnoide (++) e no
espaco de Virchow
Robin, regido posterior
10 normal infiltrado inflamatario infiltrado inflamatario
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater | pia-mater e aracnoide
e aracnoide (+, < 5%), (+, < 5%), regido
regiao posterior posterior
11 normal infiltrado inflamatario infiltrado inflamatadrio
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater | pia-mater e aracnoide
e aracnoide (++), regides (++, < 5%), regides
posterior e lateral posterior e lateral
12 infiltrado inflamatario infiltrado inflamataorio infiltrado inflamatario

linfoplasmocitario
perivascular no
parénquima nervoso

linfoplasmocitario
perivascular na pia-mater
e aracnoide (+++),
regides posterior, lateral
e anterior

linfoplasmocitario na
pia-mater e aracnoide
(+++), regibes posterior,
lateral e anterior
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13 normal infiltrado inflamatério infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater pia-mater (+, < 5%),
(+, < 5%), regiao regiao posterior
posterior
14 normal infiltrado inflamatério infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario linfoplasmocitario na
perivascular na pia-mater pia-mater (+, < 5%),
(+, < 5%), regiao regiao posterior
posterior

Figura 4 — Tecido nervoso (A), meninges (B) e vasos sanguineos (C) normais em
animal de G1. HE 40x.
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Figura 5 — Tecido nervoso (A), meninges (B) e vasos sanguineos (C) normais em
animal de G1. HE 100x.
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Figura 6 — Tecido nervoso normal (A), infiltrado inflamatério linfoplasmocitario
perivascular na pia-mater e aracnoide (B,C) em animal de G2 (coelho 2).
HE 100x.
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Figura 7 — Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario intraparenquimatoso (A), infiltrado
inflamatério linfoplasmocitario perivascular na pia-mater e aracnoide (B) em
animal de G2 (coelho 3). HE 100x.
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Figura 8 — Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario na pia-mater. Espago de Virchow-
Robin em animal de G2 (coelho 9). HE 100x.
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Figura 9 — Tecido nervoso normal (A), infiltrado inflamatério linfoplasmocitario
perivascular na pia-mater e aracnoide (B,C) em animal de G2 (coelho 9).
HE 100x.
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Figura 10 — Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario perivascular na pia-mater e
aracnoide (B,C) em animal de G2 (coelho 9). HE 400x.
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Figura 11 — Tecido nervoso normal (A), infiltrado inflamatério linfoplasmocitario na
pia-mater e aracnoide (B), infiltrado inflamatério linfoplasmocitario
perivascular nos vasos da pia-mater e aracnoide (C) em animal de G2
(coelho 12). HE 40x.
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Figura 12 — Infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario perivascular na pia-mater e
aracnoide (B), infiltrado inflamatério linfoplasmocitario perivascular
intraparenquimatoso (C) em animal de G2 (coelho 12). HE 100x.
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Figura 13 — Tecido nervoso normal (A), infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario
perivascular na pia-mater e aracnoide (B), infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario  perivascular intraparenquimatoso (C), infiltrado
inflamatério linfoplasmocitario na pia-mater (D), em animal de G2 (coelho
12). HE 400x.
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Figura 14 — Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario intraparenquimatoso (A) e nos
vasos intraparenquimatosos (C) em animal de G2 (coelho 2). HE 400x.
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O percentual de tecido marcado pelo GFAP no grupo G1 foi de 48 + 7% e no

grupo G2 20 + 5%, resultado estatisticamente significativo (p < 0,049) (Figura 15).

044

0.24

0.1

||
Control Dexa

Figura 15 — Box-plot da mediana e 1° e 3° quartis do percentual de células marcadas
pelo GFAP nos grupos estudados.
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6. DISCUSSAO

A injecao peridural de esteroides € o procedimento mais utilizado no
mundo para o controle da dor e, apesar de grande numero de pesquisas publicadas
na literatura sobre o assunto, ha controvérsias em relacdo a sua eficacia e

seguranca.'?

A injecdo subaracnoidea de substancias toxicas ao tecido nervoso pode
desencadear aracnoidite adesiva se produzir irritagdo quimica ou inflamagéo. Foi
aventada, entdo, a hipotese de que a injegdo nao intencional de corticosteroides no
espaco subaracnoideo pudesse causar aracnoidite adesiva e meningite asséptica em
alguns individuos. Contudo, essa associagao ainda nio foi totalmente esclarecida.'

A aracnoidite adesiva inicia-se como processo inflamatério da pia-mater e da
aracnoide, associado a edema e hiperemia das raizes nervosas. Com a evolugao 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.*?43

A aracnoidite adesiva crénica é a resolugao do processo inflamatorio. Ocorre
deposito denso de colageno entre as raizes nervosas e as meninges, com
encapsulamento de raizes, levando a atrofia das mesmas e ao comprometimento dos
vasos sanguineos.** Alteragbes nas arteriolas, caracterizadas por inflamagéo e
espessamento hialino, foram manifestacbes iniciais da aracnoidite adesiva
desencadeada por contaminacao da solugao do anestésico local por antisséptico em

modelo experimental.*®

Aracnoidite € mais frequentemente diagnosticada em pacientes que ja
apresentaram multiplas cirurgias de coluna, de modo que a identificagdo do fator
causador € complexa. Trata-se de condigdo incomum, cujos sintomas dificiimente
podem ser separados daqueles que a principio levaram muitos pacientes a receberem

injegbes peridurais de corticosteroides.'?

Preocupagdes quanto ao potencial neurotdxico das suspensdes de
corticosteroides surgiram durante o tratamento de casos avangados de esclerose

multipla com acetato de metilprednisolona subaracnoideo, pois, em um grupo de 23



67

pacientes, dois desenvolveram aracnoidite adesiva apos repetidas injegdes. Um caso
de aracnoidite documentada por mielografia também foi reportado apos injecao
subaracnoidea inadvertida deste farmaco para dor lombar.'?

No presente estudo, 92% dos animais apresentaram reacgao inflamatoria nos
tecidos do neuroeixo em resposta a injegdo da dexametasona no espaco
subaracnoideo. As alteragcdes foram primariamente perivasculares nos vasos da pia-
mater e depois se distribuiram pela pia-mater e aracnoide, o que poderia evoluir para
quadro de aracnoidite adesiva. Essas alteragdes observadas foram desencadeadas
por alguma das substéancias contidas na solugdo de dexametasona.

Quando um farmaco produz toxicidade, nem sempre é facil determinar qual dos
componentes da sua formulagdo é o agente causador.’> A solugdo injetavel de
dexametasona utilizada nesta pesquisa possui, em sua apresentagcao comercial,
fosfato dissddico de dexametasona 2,19 mg (equivalente a 2 mg de dexametasona
acido fosforico) e, como excipientes, citrato de sodio, edetato dissddico,
metilparabeno, propilparabeno, bissulfito de sédio e agua.

O metilparabeno € o metil éster do acido p-hydroxibenzoico produzido pela
esterificacdo do metanol. E o preservativo contido nos anestésicos locais.*¢ Ja foi
descrito que neurotoxicidade seria um possivel efeito adverso do metilparabeno,
entretanto ndo foram encontradas evidéncias nos trabalhos publicados na literatura

de que a substancia fosse de fato téxica.*’

Em nervos de ratos e ovelhas expostos ao metilparabeno contido na
preparagado de neostigmine ndo se observou alteragdes histologicas apds a solugao
ter sido injetada no espago subaracnoideo.*” Por outro lado, concentragdes elevadas
desta substancia (acima de 0,1%) causaram supressao do potencial de agdo do nervo
vago isolado de coelho, potencial que foi restabelecido apds os nervos terem sido
lavados. Nestes nervos, depois da recuperagao do potencial de agdo, ndo foram

constatadas alteragdes histologicas a microscopia optica e eletronica.*®

Outras substancias presentes em formulagdes de corticosteroides também
foram associadas a possivel neurotoxicidade, como o polietileno-glicol, o benzil alcool

e o cloreto de benzalconio, porém com resultados conflitantes na literatura.'?4°
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A despeito de muitos pesquisadores atribuirem aos preservativos contidos nas
solucdes de esteroides a responsabilidade pelos casos de neurotoxicidade, estudo
em que se realizou multiplas injecdes subaracnoideas de acetato de metilprednisolona
com diminuicdo de preservativos em caes revelou inflamagcdo meningea dose-
dependente. Isso leva a hipétese de que a prépria metilprednisolona atuaria como
fator desencadeador da resposta inflamatoria.?® Os autores deste trabalho acreditam
que a natureza particulada da metilprednisolona possa ser uma das causas da
inflamacédo. Eles também especulam que a presenca de particulas no espaco
subaracnoideo pode promover a migragao de células inflamatdrias e questionam se

as formulagdes particuladas deveriam ser contraindicadas por esta via.?3

Nesse contexto, o uso da solucdo de dexametasona, devido ao pequeno
tamanho de suas particulas (5um) e ao fato de ndo formarem agregados, apresentaria

possivel vantagem em relagdo aos demais corticosteroides no neuroeixo.%°

Relatos de complicagbes catastroficas incluindo cegueira, paralisia e morte
apos injecao de corticosteroides peridurais, na maioria, ocorreram com a utilizagéo de
solugbes particuladas durante o bloqueio cervical transforaminal. Esses casos
levaram investigadores, agéncias reguladoras e sociedades cientificas a
recomendarem, entre outros cuidados, o uso de corticosteroides néo particulados na
coluna cervical. Conquanto mais raros, casos com sérias lesdes neurologicas
associadas ao uso de corticosteroides peridurais particulados também ocorreram em

injegdes no nivel toracico, lombar e sacral.'®

As complicagbes acima citadas apds as inje¢des peridurais de corticoides
particulados podem ser resultado, entre outros, de lesdes neuroldgicas por isquemia.
Acredita-se que as particulas da solugdo seriam grandes o suficiente para ocluir
arteriolas e para sofrerem embolizagdo distais a vasos colaterais quando ha injegcao

intra-arterial."?

Estudos em porcos®' e em ratos®® mostraram, respectivamente, que a injegéo
de metilprednisolona, corticosteroide particulado, dentro da artéria vertebral®' e da
carétida interna®? pode levar a graves lesdes neuroldgicas, que ndo ocorreram apos
a injecao de dexametasona nesses experimentos. Apesar desses achados, ha relato

na literatura de infarto medular apds bloqueio peridural transforaminal ao nivel de L4
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com dexametasona. Portanto, outros motivos n&o relacionados a natureza particulada
dos corticosteroides injetados no espago peridural devem estar envolvidos na
patogénese das complicagbes observadas, como vasoespasmo induzido pela ponta
da agulha de bloqueio e formagao de trombo na artéria espinal anterior.5® Além disso,
ainda que a dexametasona seja ndo particulada, foi verificado que a mistura com
ropivacaina, anestésico local amplamente utilizado, leva a formacao de cristais, ou
seja, essa associagdo possui 0 mesmo risco de embolizagdo e dano nervoso que as

suspensdes de corticosteroides.*

Os resultados observados no presente estudo foram, em alguns aspectos,
similares ao encontrados em caes que receberam, pela via subaracnoidea em injegao
Unica, a betametasona e a metilprednisolona.'”?® Nestes animais, a aracnoidite
adesiva iniciou-se a partir de reagao inflamatéria na area perivascular dos vasos da
pia-mater e aracnoide, porém, nos caes, a toxicidade do tecido nervoso ocorreu em
regides superficiais da medula, proximas aos focos de aderéncias entre as meninges,
podendo ser resultantes de diminuigdo do fluxo sanguineo local. J& com a
dexametasona, as alteracbes do tecido nervoso apareceram em areas mais

profundas, proximas aos vasos sanguineos.

E possivel que o carater ndo particulado da dexametasona, por facilitar sua
dispersao no neuroeixo, contribua para o aparecimento de reagao inflamatoria no
interior dos vasos do parénquima e ao redor dos prolongamentos da pia-mater que
acompanham estes vasos, conforme visto nesta pesquisa, porém essa hipotese

precisaria ser melhor pesquisada.

Alguns autores aventaram, ainda, a hipdtese de que aumentos agudos no
volume do liquor poderiam, por elevar a pressdo liquérica, comprometer o fluxo
sanguineo e causar isquemia medular, resultando em lesdes neuroldgicas.®® Para
avaliar essa possibilidade, neste estudo, o grupo controle (G1) recebeu injecao de
salina 0,9% em volume correspondente ao injetado de dexametasona. Este grupo
também teve o objetivo de excluir eventual injecdo neural da solugao, visto que esta
descrito na literatura que a injecédo de solugao salina em volume de 0,05 ml no interior
dos fasciculos de nervos periféricos de coelhos foi suficiente para degenerar os

axo6nios.%¢-5” Como n&o houve alteragdes histoldgicas nos animais do grupo G1, pode-
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se concluir que estes mecanismos nao determinaram lesdo, apesar de o espacgo

subaracnoideo dos coelhos ser pequeno.%®

Também foi verificado no presente estudo que, embora a injecao
subaracnoidea de dexametasona tenha induzido inflamagéo nos coelhos do grupo 2,
nesses animais houve menor porcentagem de células marcadas pelo GFAP. Na
realidade, considerando-se que astrocitos sofrem hipertrofia em resposta a uma
variedade de condigdes, incluindo insultos fisicos e quimicos, doencas

neurodegenerativas e envelhecimento®, o contrario seria esperado.

Inicialmente acreditava-se que a ativagdo astrocitaria e o aumento da
expressao de GFAP estivessem associados a exacerbagao da degeneragao neuronal,
mas trabalhos recentes mostraram que existem diferentes subtipos de astrécitos
reativos, com diferentes fenotipos, ou seja, alguns estdo associados a morte celular
enquanto outros a reparacgdo tecidual. Isso significa que, ainda que tenha havido
reducdo da ativagdo astrocitaria no grupo submetido a injecdo com dexametasona,
ndo é possivel concluir que esse efeito seria benéfico ao tecido lesado.3¢

Os mecanismos que controlam essas diferentes acdes dos astrocitos ativados
permanecem desconhecidos.*¢ Ha estudos publicados na literatura que especulam se
as respostas astrocitarias a lesbes cerebrais poderiam ser reguladas por
glicocorticoides. Em ratos sadios que receberam corticosterona foi verificada
diminuicdo na expressdao de GFAP. Nesse mesmo experimento, também foi
constatado que em ratos adrenalectomizados ocorria aumento da expressdo de
GFAP, enquanto que em ratos adrenalectomizados que receberam corticosterona
exodgena foi verificado diminuigdo da concentracdo de GFAP. Em contraste, o uso de

corticosterona em outro grupo de ratos nos quais foi induzida les&o cerebral ndo

atenuou o0 aumento da concentragcao de GFAP nesse trabalho.>®

Além disso, a analise da celularidade medular foi estimada a partir da avaliagao
da area imuno-histologicamente marcada pelo GFAP apenas nos cornos dorsais e
ventrais da medula, o que significa que € possivel que areas com lesdo induzida pela

dexametasona nao tenham sido incluidas nessa analise.
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Diante do exposto, acreditamos que seja necessario realizar novos estudos
para melhor elucidacédo dos efeitos que a solucdo de dexametasona exerce sobre o
tecido nervoso espinal, quando introduzida no espago subaracnoideo.

6.1 LIMITACOES DO ESTUDO

O coelho possui pequena quantidade de liquor e, quando um
farmaco € introduzido no espaco subaracnoideo, sofre diluicdo em menor proporgcao
do que quando administrado em animais de maior porte ou no ser humano. Tal fato
pode exacerbar as possiveis alteragdes desencadeadas pela substancia estudada,
haja vista que concentragdes mais elevadas entram em contato com o tecido nervoso

e as meninges.

Como o coelho é animal que ndo expressa bem suas reagdes em
vigéncia de dor ou outra sensacgéo desagradavel, s é possivel detectar clinicamente
alteragdes neurologicas quando as lesdes histologicas do tecido nervoso e das
meninges s&o mais extensas. E possivel que este seja um dos fatores responsaveis
por ndo ter sido possivel detectar alteragdes clinicas no exame neuroldgico durante o

periodo de cativeiro.

Apesar de o intervalo de tempo de cativeiro de 21 dias ter sido
suficiente para desencadear quadro de aracnoidite em caes, talvez, se os coelhos
tivessem permanecido mais tempo em cativeiro, as alteragbes histologicas das

meninges tivessem sido mais exuberantes.'”28:45



CONCLUSAO



73

7. CONCLUSAO

Neste modelo experimental em coelhos, a solucdo de dexametasona
desencadeou alteragdes histoldégicas no tecido nervoso da medula espinal e,

principalmente, nas meninges.
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