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Vital RP. O baclofeno determina alteracGes histologicas sobre a medula espinal e
meninges de coelhos? [tese]. Botucatu: Faculdade de Medicina, Universidade Estadual
Paulista; 2018.

RESUMO

A espasticidade leva a perda na qualidade de vida, capacidade funcional do
individuo e a alteragdes psicossociais. O baclofeno é farmaco relaxante muscular de acéo
central, utilizado no tratamento da espasticidade e € substancia analoga ao acido gama
amino-butirico (GABA). Sua administracdo por via subaracnoidea permite que doses
pequenas sejam utilizadas, minimizando efeitos adversos. A pesquisa consistiu em
determinar os efeitos da administracdo de baclofeno em dose Unica, no espaco
subaracnoideo de coelhos, sobre a medula espinal e as meninges. Foram utilizados
coelhos, divididos em trés grupos: G1, G2 e G3, com injecdo no espago subaracnoideo
de soro fisioldgico, baclofeno 100 pg e 200 ug respectivamente. Posteriormente foram
realizadas as analises histologicas das meninges e medula dos coelhos. Os resultados da
presente pesquisa mostram que o baclofeno, independe da dose administrada, causou
lesdo de tecido nervoso e de meninges em 20% (n=8) dos coelhos estudados. As
alteracOes histologicas foram predominantemente observadas na regido posterior das
meninges. Podemos concluir que neste modelo experimental em coelhos o baclofeno

desencadeou reacdo inflamatoria no tecido nervoso e nas meninges.

Palavras-chave: baclofeno; espasticidade muscular; sindromes neurotéxicas.



ABSTRACT

Spasticity leads to a reduced quality of life, functional capacity limitations, and
changes in the psychosocial well-being of an individual. Baclofen is a centrally acting
muscle relaxant that is used in the treatment of spasticity and is an analog of gamma-
amino-butyric acid. Its administration via the subarachnoid route allows the use of small
doses, thus minimizing adverse effects. The aim of the study was to determine the effects
of administration of a single dose of baclofen into the subarachnoid space of rabbits, on
the spinal cord and meninges. Methods: The rabbits were divided into three groups. The
first group (G1) was injected with saline solution. The second and third groups (G2 and
G3) received 100 and 200 pg of baclofen in the subarachnoid space, respectively.
Histological analysis of the meninges and spinal cord in rabbits was subsequently
performed. The present findings showed that baclofen, regardless of the administered
dose, caused damage to the nerve tissue and meninges in 20% (n = 8) of the tested rabbits.
The histological changes were predominantly observed in the posterior portion of the
meninges. We conclude that, in this rabbit experimental model, baclofen caused an

inflammatory reaction in the nervous tissue and meninges.

Keywords: baclofen; muscle spasticity; neurotoxicity Syndromes.
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1 INTRODUCAO

A espasticidade é fendbmeno de aumento patoldgico do ténus neuromuscular que
consiste na contracdo sustentada de grupos musculares decorrentes da desinibi¢cdo do
motoneurdnio inferior?, Este fendmeno ocorre quando ha lesdo permanente e prolongada
do motoneurdnio superior, seja de origem medular (traumatismos raquimedulares,
esclerose multipla, mielite transversa) ou encefalica (paralisia cerebral, traumatismos

cranioencefalicos, doencas cerebrovasculares)®#.

A espasticidade como sequela neuromuscular leva a perda na qualidade de vida,
a perda da capacidade funcional do individuo e a alteracGes psicossociais, como

ansiedade e depressdo, tanto para o paciente como para seus cuidadores®°?,

O tdnus depende de propriedades de elasticidade e viscosidade do musculo e de
sua placa neural, consiste na resisténcia fisiologica a movimentos passivos. A elasticidade
é a capacidade de as fibras musculares voltarem ao seu estado original apos estiramento,

enquanto a viscosidade é a resisténcia do tecido muscular a deformagao?.

A espasticidade faz parte de uma gama de sintomas que variam desde o0 aumento
isolado do ténus muscular, encurtamento de tenddes até rigidez articular®. Apos a
cronificacdo do quadro, os tecidos conjuntivo e adiposo substituem sarcémeros normais,
causando um ciclo vicioso que culmina em dores locais ou difusas, quedas, contraturas,
e quando mais graves, levam a sindrome de imobilidade com Uulceras de pressdo e

infecches?.

O baclofeno  (4-amino-3-[-4-chlorophenyl]-acido-butirico)***? & farmaco
relaxante muscular de acdo central, utilizado principalmente no tratamento da

espasticidade de origem medular ou enceféalica. Como substancia é -4-chlorophenyl-



14

acido gama aminobutirico)*?**, um analogo ao &cido gama amino-butirico (GABA) e
atua como agonista dos receptores GABA-B na medula espinal, mais especificamente no
ganglio da raiz dorsal e substancia cinzenta da coluna dorsal (Iaminas I e 11 de Rexed)*®16,
O baclofeno é metabolizado majoritariamente pelos rinst, cerca de 69-85% e uma

pequena parte (aproximadamente 15%) pelo figado®31"8,

Em sitios pré-sinapticos, o baclofeno reduz a liberacdo de neurotransmissores
excitatorios (glutamato e aspartato). A ativacdo de receptores GABA-B p04s-sinapticos
leva a hiperpolarizacdo dos neur6nios do corno posterior da medula, reduzindo, entdo, a
excitabilidade dos motoneurdnios®. O efeito antiespastico deve-se, portanto, a inibigdo

dos reflexos mono e polissinapticos, diminuindo a agdo da musculatura antagonista®®.

A eficacia do baclofeno quando administrado por via oral € baixa, uma vez que
sua passagem pela barreira hematoencefalica é limitada, atingindo concentracbes 8.4
vezes menores no liquor que no plasmal’, sendo necessarias altas doses para obtengao de
efeito terapéutico. Estas geralmente sdo acompanhadas por efeitos adversos, tais como
sedacdo e sonolénciall*>2%-22 entre outros efeitos neuroldgicos??3, podendo em casos
mais graves levar a hipotonia muscular?'??, depressdo respiratoria???* e até

cardiomiopatia nos casos mais graves?:242,

A administracdo de baclofeno por via subaracnoidea permite que doses menores
sejam utilizadas, minimizando estes efeitos indesejados?!>%, Este método foi proposto
em 198426 ¢, desde entdo, vem sendo amplamente utilizado?"*!, com eficécia clinica bem
documentada®'-38. O uso do baclofeno via subaracnoidea é aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento de espasticidade em casos refratarios ou de
intolerancia a medicacdo por via oral. A sua utilizagdo pode ser feita tanto em bolus como

em infusdo continua®®?®’.
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A toxicidade do baclofeno, embora evento raro, é relatada quando o farmaco é
administrado pelas vias subaracnoidea®*3®4! e oral**** e esta, na maioria das vezes,

relacionada com sobredose, abstinéncia e/ou pacientes com alteracdo na funcao

rena|11’13'14'21'23*25.

Em relacdo a neurotoxicidade espinal do baclofeno, é de nosso conhecimento a
existéncia de somente um estudo publicado na literatura até o momento, o qual foi
realizado em cées recebendo infusdo subaracnoidea continua de baclofeno por meio de
cateter conectado a bomba de infusdo®. Ndo foram demonstradas alteragdes na histologia
espinal ou meningea relacionadas ao farmaco. Os autores concluiram que ndo ha
neurotoxicidade desencadeada pela administracdo subaracnoidea cronica de baclofeno

em concentragdes até 2000 pg/ml.

Diversas espécies de animais podem ser utilizados para o estudo de
neurotoxicidade dentre elas coelhos, desde o inicio do século passado®®. Diversos autores
pesquisaram, nesta espécie, os efeitos de anestésicos locais®*"®  dos
benzodiazepinicos®°, de anticolinesterasicos™, de antagonistas do receptor N-metil-D-

aspartato®>’, dentre outras solucoes®®.

Na grande maioria destas pesquisas a solucdo foi introduzida no espaco
subaracnoideo por meio de cateter implantado de forma cronical®48-5052%458 ¢ ‘em alguns
estudos, foram observadas, nos animais do grupo controle, células inflamatérias nas
meninges*®°® e no tecido nervoso® ao redor do cateter. Também foram constatadas
alteracdes neuroimunes que se manifestaram pelo aumento de marcadores gliais (OX-42

e GFAP) e pela expresséo de citocinas especificas (1L6 e 1L10)%°.
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A presenca de cateter no espaco subaracnoideo e o tempo de implantacdo do
mesmo podem comprometer a administracdo do farmaco e as respostas desencadeadas
pelo agente estudado®®®!, Somando-se a isto, a cateterizagdo cronica do espago
subaracnoideo e peridural pode produzir alteragcdes histoldgicas no tecido nervoso
medular, em torno do cateter®?®3, Alguns autores®® afirmaram que estas alteraces sio
facilmente distinguiveis daquelas determinadas pelos efeitos tdxicos das solucdes
estudadas e que a técnica de injecdo subaracnoidea com puncao Unica também pode

induzir edema das raizes nervosas, como observado em macacos®*.

Em dois estudos realizados em coelhos*’*!, nos quais os farmacos foram
administrados no espaco subaracnoideo por meio de puncdo unica, ndo foram observadas,
a microscopia éptica, alteracfes histoldgicas do tecido nervoso medular da maioria dos
animais que receberam solucdo fisioldgica (doze coelhos). Em apenas um deles foi
constatada laceracgdo intensa da medula espinal no local da punc&o®, que foi realizada

entre a Ultima vértebra lombar e a primeira vértebra sacral.

A abordagem do espaco subaracnoideo em coelhos foi inicialmente descrita por
Bieter et al., em 1936* que abordaram o espago lombo-sacral para introducio de
solugbes. Posteriormente Ready et al.*’ ressaltaram que, no coelho, o espaco
subaracnoideo poderia ser abordado entre a primeira e a segunda vértebra sacral, pela via
paramediana, e que o volume do liquor era pequeno e nao refluiu através do canhédo da
agulha. Para diminuir a manipulacdo da agulha, e consequentemente, a possibilidade de
trauma do tecido nervoso desencadeado pela puncgdo, o0 espaco subaracnoideo foi

identificado com auxilio de estimulador de nervo periférico®.

Quando se propde a estudar neurotoxicidade, a selecdo da espécie animal deve ser

realizada com critério, especialmente se os resultados obtidos serdo extrapolados para 0s
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seres humanos®. O espaco subaracnoideo de ratos é de tamanho limitado, o que provoca
menores diluicdes e misturas do farmaco no liquor, favorecendo o maior contato da
substancia estudada com o tecido nervoso, podendo induzir resultados superestimados.
Por outro lado, o cdo é uma boa espécie para o estudo de neurotoxicidade, uma vez que
seu espaco subaracnoideo é comparavel ao dos seres humanos*, entretanto sua utilizagao

em trabalhos de pesquisa experimental foi proibida no estado de Séo Paulo.
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2 HIPOTESE

O baclofeno nao causa leséo no tecido nervoso medular ou nas meninges quando

administrado por via subaracnoidea.
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3 OBJETIVO

Determinar os efeitos da administracdo de baclofeno apds puncao Unica, no espaco

subaracnoideo de coelhos, sobre a medula espinal e as meninges.
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4 METODOS

4.1 Animais utilizados

Apobs a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Botucatu (Protocolo CEUA 1135-2105), foram utilizados 42 coelhos adultos
jovens, da raca Grupo Genético de Botucatu, com pesos entre 3000 gramas e 4500 gramas
e comprimento de coluna entre 38 e 40 centimetros, fornecidos pelo Biotério do Campus

de Botucatu da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

A parte experimental da pesquisa foi realizada na Unidade de Pesquisa
Experimental — Unipex dentro da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” em Botucatu. A analise histologica foi realizada no Departamento de Patologia do

Hospital das Clinicas de Botucatu.

Na selecdo dos animais foram incluidos aqueles que ndo apresentaram aspecto

sadio e excluidos os gque tiveram necessidade de mais de uma puncao subaracnoidea.

Os animais foram randomizados em trés grupos experimentais.

4.2  Grupos experimentais

Os animais foram distribuidos por lista gerada por computador e envelopes
selados em trés grupos experimentais, com 14 animais em cada grupo, submetidos,
inicialmente, a anestesia intravenosa com xilazina e cetamina e, em seguida, a puncao
subaracnoidea. Os grupos diferenciaram-se pelo tipo e dose das solu¢des administradas,
ou seja:

Grupo 1 (G1) — solucéo salina a 0,9%
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Grupo 2 (G2) — baclofeno (100 pg)
Grupo 3 (G3) — baclofeno (200 pg)

As doses foram escolhidas baseando-se na dose maxima de 20 pg/kg em seres

humanos e calculando-se a dose equivalente animal (DEA), que corresponde em coelhos

63 ng/kg®®o8,

4.3

Sequéncia experimental

Em todos os animais foi realizada a sequéncia experimental que se segue:
Jejum alimentar de 12 horas com livre acesso a agua.
Pesagem.
Anestesia intravenosa com Xxilazina e cetamina.
Posicionamento do animal em decubito ventral em mesa cirdrgica.
Medida do comprimento da medula espinal.
Limpeza local com &gua e sab&o.
Tricotomia.
Limpeza do local com solucgéo salina fisioldgica estéril.
Antissepsia com gluconato de clorexidina a 2%.
Colocacdo de campo estéril.
Palpacdo e identificacdo dos espacos intervertebrais.
Puncéo subaracnoidea sob orientacdo de ultrassom.
Injecdo da solucdo sorteada.
Retirada do animal da mesa.
Observacéo clinica até recuperagdo da anestesia venosa.

Manutencgédo em cativeiro durante 30 dias sob observacdo clinica.
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Sacrificio do animal.

Remocéo da medula espinal em sua porg¢ao lombar e sacral.

Fixacdo da peca anatbmica.

Analise da histologia

4.4 Técnicas utilizadas

4.4.1 Preparo do animal

Apbs periodo de jejum de 12 horas com livre acesso a agua, os animais foram
pesados e anestesiados com injecdo intravenosa de cloridrato de xilazina, na dose de 3
mg.kg? de peso corporal, e cloridrato de cetamina, na dose de 10 mg.kg™t de peso

corporal.

Apds a anestesia venosa, 0s animais foram posicionados em decubito ventral sobre
a mesa cirurgica e obtido o comprimento da medula espinal, medida pela distancia entre

a base do cranio e o espacgo lombossacral®’.

Foi realizada a limpeza da pele e pélos da regido da coluna vertebral com agua e
sabdo seguida de tricotomia em area de 5 cm ao redor do local onde foi realizada a puncéo,
correspondente ao espaco intervertebral S1 — S2. Esta regido foi lavada com solugéo
salina a 0,9% e, ap6s a antissepsia com solu¢do topica de gluconato de clorexidina a 2%,

foram colocados os campos estéreis.
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4.5 Puncéao subaracnoidea

4.5.1 Técnica de pungao

No coelho, o espaco mais caudal que permite a abordagem do espaco subaracnoideo
encontra-se entre as vertebras S1 e S2. Para a identificacdo deste espaco e a determinacéo
do local da puncéo subaracnoidea, palpam-se as cristas iliacas e se identifica o processo
espinhoso da primeira vertebra sacral deslizando-se o dedo 1,5 cm a 2 cm em direcdo
caudal. O espaco S1-S2 se localiza 1 cm caudal ao processo espinhoso da primeira

vertebra sacral®’.

A pungdo do espago 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 10 MHz.

A puncdo subaracnoidea foi realizada com agulha de Quincke de calibre 25G x 50
mm, por acesso mediano, com angulo de inclinacdo de aproximadamente 45°. A agulha
foi introduzida lentamente, em diregdo cefalica até o ligamento amarelo, entdo guiada por
ultrassom, até penetrar o espaco Subaracnoideo.

Apbs a identificacdo do espago, 0s animais receberam as solucBes e doses

correspondentes. Foram registradas as dificuldades na realizacdo da puncao.

4.5.2 Volume injetado

Foram administrados 5 pL por centimetro de medula espinal (0,2 mL)*, injetados
em 1 segundo, em seringa de 1 mL, descartavel. Foram utilizadas concentra¢6es de 500ug

e 1000ug de baclofeno respectivamente, em G2 e G3.
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4.5.3 Solucao administrada

A solucdo salina 0,9% (Grupo 1) foi sintetizada pela industria farmacéutica
Hipolabor® e o baclofeno sem conservante nas dosagens 100 e 200 ug (Grupos 2 e 3
respectivamente) sintetizado pela industria farmacéutica Citopharma® foram as soluc¢des
utilizadas. As solugdes de baclofeno ndo possuiam conservantes e utilizaram cloreto de

sodio para correcdo de osmolaridade e veiculo.

4.6 Observacéo clinica

Os animais permaneceram em cativeiro durante 30 dias, sob observacéao clinica.
Apbs a injecdo da solucdo sorteada, os animais foram retirados da mesa cirurgica e,
qguando recuperados da anestesia venosa, foram avaliados clinicamente quanto a

motricidade e a sensibilidade dolorosa.

A motricidade foi avaliada pela observacao clinica, baseado no critério estabelecido
por Drummond e Moore®, ou seja: 0 - movimento livre das extremidades inferiores; 1 -
assimetria e limitagdo para sustentar o corpo e para deambular por alteracdo nas
extremidades inferiores; 2- inabilidade para sustentar o corpo pelas extremidades

inferiores; 3 - paralisia das extremidades inferiores.

Na sequéncia, foi avaliada a sensibilidade dolorosa por meio de preensdo nas
extremidades inferiores e superiores, bem como da pele nas regides dos dermatomos
sacrais, lombares, tordcicos e na orelha, com auxilio de pinca dente de rato. A
sensibilidade dolorosa foi avaliada pela observacdo dos seguintes sinais indicativos de
dor: retracdo da pata, mudanca de postura e geméncia apos a aplicacdo dos estimulos

dolorosos descritos acima.
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4.7 Sacrificio

O sacrificio foi realizado por decapitagao, apds anestesia prévia com xilazina e
cetamina pela via venosa. A por¢do lombar e sacral da medula espinal e as raizes da cauda
equina foram retiradas em tempo inferior a trés minutos, para minimizar os riscos de lesdo
tecidual desencadeada por isquemia e apoptose. O tecido medular, as raizes e as meninges
foram fixados em solugdo de formalina tamponada a 10% para posterior exame

histologico.

4.8 Exame histologico

As pecas anatbmicas permaneceram, durante sete dias, em solucdo de formalina
tamponada. Os cortes transversais do tecido nervoso e das meninges se iniciaram,
aproximadamente, dez centimetros acima do local onde foi realizada a puncéo
subaracnoidea, estendendo-se até o final da cauda equina, em intervalos de um (1)
centimetro. Os cortes dos tecidos foram colocados em blocos de parafina e corados pelo
método de hematoxilina-eosina (HE)70-"2,

O exame histoldgico das laminas foi realizado pela microscopia Optica. Os
resultados obtidos pela anélise dos cortes do tecido nervoso e das meninges corados pelo

HE foram classificados como normais, quando ndo apresentaram alteracdes, ou lesados,

determinando-se os achados observados, de acordo com 0s seguintes critérios:

Tipo de leséo:
° 1- Aracnoidite
° 2- Aracnoidite + lesdo nervosa

. 3- lesdo nervosa



Localizacéo da leséo:
o 1- Regido posterior (P)
o 2- regido lateral (L)

o 3- Regido anterior (A)

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

Extensdo da lesdo:

° 1- <10%
. 2- 10-50%
. 3- >50%

Profundidade da leséo:
o 1- Substéncia branca
o 2- Substancia cinzenta
o 3- Substéncias branca e cinzenta
Vaso sanguineo:
o 1- Normal
o 2- Espessamento fibroso
o 3- Trombose
Na presenca de aracnoidite adesiva:
Aderéncia:
e 0-Ausente
e 1- Dura-mater mater (D) + aracnoide (A)

e 2-A+pia mater (P)



o 3-D+A+P

Espessamento de meninge:

0- Ausente

1- Leve

2- Moderado

3- Intenso

Infiltrado inflamatério:

1-1/2+

2- +

3- ++

4- +++

5- ++++

Fibrose:

0- Ausente

1- Leve

2- Moderada

3- Intensa

Na presenca de lesdo de nervo:

1- Vacuolizagédo
2- Infiltrado linfoplasmocitario

3 Macrofagos
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A avaliacdo dos resultados histologicos foi encoberta, realizada por trés

pesquisadores envolvidos no estudo (MEAM, RBV, EMG)

Lesao

Meningea

[\

Lesao

Neural

/ \

Localizagdo

vasos

sanguineos

Localizaga
0

vasos

profundidad
e

caracteristica
S

Organograma da avaliag&o histoldgica

caracteristica celularidade
S
aderéncia infiltrado
espessamento inflamatorio

fibrose

4,10 Modelo de estudo

l

macroéfagos
vacuolizagdo

infiltrado

Este estudo foi 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 e opacos. A preparagdo das solugdes administradas nos animais dos

trés grupos foi realizada por pesquisador ndo envolvido diretamente na realizacdo da

técnica.
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4.11 Método estatistico

Admitindo-se porcentagem de lesdo no grupo controle de 0%, poder de teste igual
a0,80 e erro tipo I igual a 0,05, estimou-se necessarios 14 coelhos por grupo para detectar

diferenca estatisticamente significativa igual ou superior a 5%.

Tendo como objetivo avaliar a homogeneidade dos grupos com relagédo ao peso, ao
comprimento da medula espinal e ao volume da solucdo administrada no espaco
subaracnoideo, foi realizado, como método estatistico, o teste ANOVA (resultados

expressos em meédia e desvio padrao).
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5 RESULTADOS

O peso e o comprimento de medula espinal dos animais dos trés grupos estao

descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Peso (g) e comprimento (cm) de coluna dos animais pertencentes aos trés grupos de
estudo

Gl G2 G3

Peso CM Peso CM Peso CM
1 4100 40 3500 40 3600 40 *f
2 3400 40 3900 40 3800 40
3 3150 38 3400 40 4000 40
4 3900 40 3400 40 3500 40
5 4000 40 3900 40 3700 40
6 3500 40 3000 40*a 3200 40*g
7 3200 40 3700 40 3400 40*h
8 4100 40 3900 40*b 3400 40
9 3900 38 3200 40 3300 40
10 3600 40 3700 40*c 3450 40
11 3200 40 3600 40*d 3000 40
12 3800 38 3750 40 3700 40
13 3200 40 3800 40%e
14 3500 40

CM — Comprimento de medula, *letra mindscula — animais com lesdo de tecido nervoso e meninges

Tabela 2 — Peso (g) e comprimento de medula espinal (cm) dos animais pertencentes aos trés
grupos de estudo. Resultados expressos em média e desvio padrao

Gl G2 G3 Estatistica
Peso (q) 3610+125 3600+80 3500+75 p=0,65
CM (cm) 39,6+0,7 40+0 40+0 p=0,06

CM — Comprimento de medula

Trés animais foram excluidos (1 coelho de G2 e 2 coelhos de G3) da pesquisa
porque a disperséo da substancia injetada no espago subaracnoideo ndo foi visibilizada
pelo ultrassom. Destes um pertencia ao G2 e dois, ao G3. O liquor néo refluiu pela agulha

de puncdo ap0s acessar 0 espago subaracnoideo em nenhum animal.
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Apenas um coelho de G3 (f) apresentou paralisia nos membros posteriores e cauda
elevada apds a recuperacdo da anestesia venosa. No primeiro dia de cativeiro estas
alteracdes desapareceram e o0 animal permaneceu normal sob ao ponto de vista
neuroldgico durante os 30 dias de cativeiro. Os demais permaneceram sem alteracdes de
motricidade e sensibilidade apo6s a introducdo no espaco subaracnoideo das solucdes
sorteadas assim como durante todo o periodo que permaneceram em cativeiro sob

observacao clinica.

Apbs a anélise dos tecidos a microscopia Optica, nenhum animal de G1(solucao
fisioldgica 0,9%) apresentou alteracdo histoldgica do tecido nervoso ou das meninges.
Oito animais apresentaram alteracdes histoldgicas do tecido nervoso e/ou das meninges.
Destes cinco pertenciam ao G2 (100ug de baclofeno), sendo um deles aquele que
apresentou alteracdo histologica do tecido nervoso a microscopia optica e trés ao G3

(200p de baclofeno) (tabela 2 e tabela 3)
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Tabela 3 — Resultados histolégicos do tecido nervoso e das meninges dos animais de ambos 0s
grupos que apresentaram altera¢fes a microscopia Optica. Animais do G2 (letras a-€) e do G3
(letra f-h)

Animal (letra)/ grupo  Resultado Histol6gico

al G2 Infiltrado inflamatério linfocitario focal perivascular na pia- matér,
regido posterior. TN normal

b /G2 Infiltrado inflamatério linfocitario perivascular (+++), com alguns
plasmdcitos no espa¢o Virchow- Robin. Foco de necrose com
presenca de histidcitos na substancia branca da regido central e
anterior, reacdo linflamatdria histiocitaria ao redor do canal
medular

c/G2 Infiltrado inflamatdrio linfocitario(+) perivascular na pia-mater no
espaco de Virchow-robin regido posterior, meninges com infiltrado
inflamatdrio linfocitario em pia-mater, regido posterior. TN normal

d/ G2 Infiltrado inflamatério linfocitario (+) na pia-mater, regido
posterior. TN normal

e/ G2 Infiltrado inflamatdrio linfocitario (+) na pia-maéter, regido
anterior, lateral e posterior. Foco de infiltrado inflamatério
intraparenguimatoso

f/G3 Infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular focal na pia- mater,
regido posterior. TN normal

g /G3 Infiltrado inflamatério linfocitario perivascular focal na pia- mater,
regido posterior. TN normal

h/G3 Infiltrado inflamatério linfocitario perivascular focal na pia- mater,
regido posterior. TN normal

TN - tecido nervoso, G — grupo
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As figuras 1 e 2 mostram a histologia do tecido nervoso e meninges de animal do

G1, sem alteracGes. As figuras 3 a 10 mostram o resultado da andlise histoldgica do tecido

Nervoso, vasos e meninges de animais do grupo G2 (b e e) e do G3 (h).

Figura 1 — Tecido nervoso (A), vasos sanguineos (B) e meninges (C) normais de animal do G1.
H&E 10x.
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Figura 2 — Tecido nervoso (A) e meninges (C) normais de animal do G1. H&E 40x.

Figura 3 — Infiltrado inflamatorio perivascular linfocitario intraparenquimatoso (B) e no espacgo
de Virchow Robin (C), infiltrado inflamatdrio histiocitario intraparenquimatoso (A) e o redor do
canal medular (D) de animal do G2(b). H&E 40x.
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Figura 4 — Infiltrado inflamatorio perivascular linfocitario intraparenquimatoso (B) e no espago
de Virchow Robin (C) e o redor do canal medular (D) de animal do G2(b). H&E 100x.

Figura 5 — Infiltrado inflamatdrio perivascular linfocitério intraparenquimatoso (B), infiltrado
inflamatdrio histiocitario intraparenquimatoso (A) e o redor do canal medular (D) de animal do
G2(b). H&E 100x.
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Figura 6 — Infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular na pia-mater de animal do G2 (e).
HE 100x.

Figura 7 — Infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular na pia-mater de animal do G2 (e).
HE 400x.
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Figura 8 — Infiltrado inflamatorio linfocitario perivascular na pia-mater de animal do G2 (e).
HE 400x.

Figura 9 — Infiltrado inflamatorio perivascular na pia-mater e aracnoide de animal do G3 (h).
HE 40x.
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Figura 10 — Infiltrado inflamatdrio perivascular na pia-mater e aracnoide de animal do G3 (h).
HE 100x.
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6 DISCUSSAO

6.1 Modelo experimental

Em modelos experimentais, com objetivo de estudar a influéncia de diversas
solucdes introduzidas no espaco subaracnoideo sobre o tecido nervoso e as meninges, €
importante excluir a possibilidade de a puncdo subaracnoidea ser o fator determinante de

lesdes’s.

O trauma causado pela puncdo lombossacra e injecdo de solucdes no espaco
subaracnoideo pode gerar lesdo fascicular e lesdo neuronal nos nervos periféricos em
coelhos™. Lesdes neuronais como rotura, degeneracdo axonal distal (Walleriana) e
regeneracdo desorganizada de fibras nervosas foram reportadas em ratos, ap0s introducao

direta de agulha em nervo periférico’™.

De maneira a reduzir o risco de lesdo neuronal causada por pun¢ées raquidianas, o
correto posicionamento da agulha no espaco subaracnoideo é essencial para o sucesso de
pesquisas em modelos experimentais. Com esta finalidade, a utilizacdo da
ultrassonografia em anestesia regional facilita a realizacdo da técnica de puncéo,
permitindo a melhor visibilidade das estruturas a serem abordadas (nervos), assim como
das adjacentes (vasos sanguineos, pulmao, pleura). Além de verificar o correto
posicionamento da agulha no espaco subaracnoideo, possibilita a visibilidade da

dispersio adequada da substancia injetada’™ "3,

Um dos grupos selecionados na pesquisa (G1), recebeu solucdo salina pela via
subaracnoidea, com a finalidade de averiguar se tal volume de solugdo, por si so,

acarretaria lesdo do tecido nervoso. Como descrito anteriormente, 0 espago
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subaracnoideo dos coelhos foi puncionado por entre a primeira e a segunda vértebra
sacral, por via mediana. Sendo este um espaco bastante pequeno e ainda com tecido
medular’®, o volume administrado necessitava ser excluido como ser fator desencadeante

de lesdo neural.

Este grupo serviu ainda para excluir uma eventual injecéo intraneural da solugéo.
Ha na literatura relatos que a injecdo de solucéo salina, em volume de 0.05 ml, no interior
dos fasciculos de nervos periféricos de coelhos foi suficiente para degenerar 0s

axonios’",

Os grupos G2 e G3 ambos receberam a injecdo de Baclofeno, sendo 100 e 200 ug
respectivamente, com o objetivo de avaliar efeitos que o farmaco determinaria sobre o
tecido nervoso. As doses foram baseadas na dose maxima de 20 pg/kg em humanos e

calculo da dose equivalente animal (DEA), que correspondeu a 63 pg/kg®8,

6.2 Discussao dos resultados

Os resultados da presente pesquisa mostram que o baclofeno, independentemente
da dose administrada, causou leséo de tecido nervoso e de meninges em 20% (n=8) dos
coelhos estudados. As alteracdes histoldgicas foram predominantemente observadas na

regido posterior das meninges.

O Baclofeno é um agonista de receptores GABA tipo B*""®, Quando injetado pela
via subaracnoidea liga-se aos receptores GABA-B nos génglios da raiz dorsal e na
substéncia cinzenta da medula, especialmente no corno dorsal da medula espinal nas
laminas | e 11 de Rexed®*®. Apesar do baclofeno ser farmaco levemente lipofilico!322,
apresenta dificuldade em ultrapassar a barreira hematoencefalica'? das células ao longo

do canal espinal, permanecendo, portanto, maior tempo no liquor? e préximo ao seu local
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de injecdo®. O Baclofeno é ativamente transportado por aminoéacidos neutros e B-
aminoacidos®! por meio de sistema chamado L (LAT1 e LAT2 — large aminoacid
transporter)®2, presentes na barreira hematoencefalica, ainda assim apresenta baixa

penetracdo no sistema nervoso central.

Existe uma zona ndo mielinizada na raiz posterior imediatamente antes da sua
entrada na substancia branca da regido posterior da medula espinal, conhecida como zona
de Obersteiner-Redlich (Zona OR) que contém neurdnios desnudos. Parece que estes
axonios sdo mais sensiveis a neurotoxicidade de farmacos introduzidos no neuroeixo®,

como o0s anestésicos locais.

Conforme observado na presente pesquisa, lesdo do tecido nervoso foi encontrada
em 25% dos animais que apresentaram alteracfes histologicas nos tecidos do neuroeixo
(dois coelhos dentre os oito). Estas foram observadas ndo somente na regido posterior,
como também na regido central e anterior do tecido nervoso medular. Estes achados
inferem que o mecanismo de leséo é diferente daquele desencadeado pelos anestésicos
locais’>®, que além de dependentes da concentragdo’?, primariamente localizados na

regido posterior.

As lesbes do tecido nervoso pareceram ser secundarias a inflamacéo das meninges
uma vez que estas se estenderam até o interior do parénquima medular. Em um dos
animais o infiltrado inflamatério medular atingiu o espaco de Virchow-Robin,
(prolongamento da pia-mater ao redor dos vasos, que percorre pequena extensdo no
interior do tecido nervoso), demonstrando a presenga de neurotoxicidade em tecido
profundo. De maneira similar em outro coelho no qual foi observado foco inflamatorio

intraparengquimatoso, a lesdo meningea foi mais extensa.
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No presente trabalho as alteracGes histologicas observadas parecem nao ser dose
dependente e, como a solucdo foi sintetizada desprovida de preservativos ou
conservantes, parece ser o baclofeno o agente causador das lesGes histoldgicas nas

meninges.

Os nossos resultados foram diferentes daqueles observados em cdes, nos quais o
potencial neurotoxico do baclofeno foi avaliado ap6s 28 dias de infusdo continua por
meio de cateter implantado cronicamente, do farmaco na dose de 200 pg ao dia. Os
autores da pesquisa encontraram apenas reacdo fibratica, classificada como leve, ao redor
do cateter de todos os animais estudados (grupo controle e tratado) e concluiram que o

farmaco era indcuo ao tecido nervoso®.

Uma das explicacOes para a discrepancia dos resultados é que, no céo, a quantidade
de liquor presente no espaco subaracnoideo € maior do que no coelho, o que permite
melhor diluicdo do farmaco, podendo resultar em doses menores em contato com as
estruturas do neuroeixo. No coelho, a quantidade de liquor além de menor, inclusive seu
refluxo através da agulha de puncéo dificilmente ocorre*’, o espa¢o mais caudal onde se
consegue introduzir a agulha de puncéo ainda contém o cone medular’®. Além disso, o
baclofeno é eliminado mais lentamente na medula®? e possui tendéncia a ndo disperséo
fora do local de puncéo. Estes fatores podem ter favorecido o maior contato do farmaco

com as meninges e desencadeado as lesdes histoldgicas, no estudo atual.

6.3 LimitacOes do estudo

A pequena quantidade de liquor presente no espaco subaracnoideo de coelhos pode

ter superestimado os resultados histoldgicos obtidos, sendo uma limitagdo deste trabalho.
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N&o obstante, pesquisas utilizando outros farmacos pela via subaranoidea nessa espécie

de animal ja foram realizadas sem desencadear lesdes neuroldgicas.
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7 CONCLUSAO

Podemos concluir que neste modelo experimental em coelhos o baclofeno

desencadeou reacdo inflamatdria no tecido nervoso e nas meninges.
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