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Confeccdo de um modelo experimental in vitro do espacgo subaracnoide equino para teste
de opioides hiperbaricos

Making of an in vitro experimental model of equine subarachnoid space to test hyperbaric opioids

Alexandre da Silva Polydoro' *Alceu Gaspar Raiser" Claudio Corréa Natalini'
Renata Lehn Linardi

RESUMO

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas de
distribuicdo de agentes hiperbaricos no liquido cérebro-
espinhal (LCE) equino, é apresentado um modelo in vitro do
espago subaracnoide confeccionado em policloreto de vinila
(PVC) transparente, no qual se adaptou um cateter para a
infusdo continua de glicose a 10%, morfina hiperbarica,
buprenorfina hiperbarica e metadona hiperbarica marcadas
com azul de metileno para permitir a visualizagdo da
distribuicdo destas substancias no LCE. Avaliaram-se a
distancia alcancada pelos diferentes agentes minuto a minuto
e a forma de distribuicdo dos mesmos. Todas as substancias
testadas mostraram comportamento de distribuicdo vertical a
partir da extremidade do cateter, quando se deu o inicio da
migracdo cranial no LCE, sendo que o avango maximo
registrado foi aos 15 minutos ap6s o término da infuséo, com
migracdo de 15cm para glicose a 10%, 13cm para a morfina
hiperbarica, 18cm para a buprenorfina hiperbarica e 17cm
para a metadona hiperbarica. O modelo proposto mostrou-se
eficiente para a avaliagdo do comportamento fisico dos agentes
hiperbaricos no interior do espago subaracnoéide, oferecendo
a possibilidade de teste de substancias a serem utilizadas pela
via subaracnotide de cavalos.

Palavras-chave: modelo experimental, subaracnoéide,
anestesia, hiperbérico.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the distribution
characteristics of hyperbaric solutions in equine cerebrospinal
fluid (CSF), in an in vitro model of the subarachnoid space.
The model was made with transparent PVC in which a catheter
was adapted to infuse 10% glucose, 10% hyperbaric morphine,
hyperbaric buprenorphine, and hyperbaric methadone, dyed
with methilene blue in order to visualize the solutions distribution
in the CSF. The distance in cm reached by the different agents

every minute as well as the pattern of distribution were
evaluated. All tested solutions distributed itself in a forward
and vertically pattern from the tip of the catheter. Maximum
distance reached after 15 minutes were 15cm for 10% glucose,
13cm for hyperbaric morphine, 18cm for hyperbaric
buprenorphine, and 17cm for hyperbaric methadone. The
proposed model was efficient to evaluate the distribution pattern
of hyperbaric solutions in equine CSF, offering a new possibility
to physically test the administration of solutions in the equine
subarachnoid space.

Key words: experimental model, subarachnoid, in vitro,
hyperbaric.

INTRODUCAO

Poucos sdo os relatos da utilizagdo de
modelos in vitro para investigagfes cientificas
envolvendo farmacos anestésicos e/ou analgésicos
pela via espinhal.

Para ROBINSON etal. (1994), a distribuicéo
da substancia analgésica no interior do espago
subaracnoide é um dos fatores determinantes para o
sucesso da anestesia ou analgesia espinhal, sendo que
modelos in vitro podem ser utilizados para a
investigacdo dos fatores que afetam a distribuigdo do
anestésico no liquido cérebro-espinhal, podendo servir
de base para a posterior utilizagéo clinica. Estes autores
desenvolveram um modelo espinhal plastico simulando
0 espago subaracndide, a medula espinhal e a cauda
equina da espécie humana. O modelo preenchido por
Ringer com lactato de s6dio com gravidade especifica
de 1005g mL, foi submetido a sucessivas injecoes de
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anestésico local hiperbarico corado com azul de
ftalocianina, processadas digitalmente para avaliag&o.

MCELLISTREM et al. (1993) relataram a
utilizacdo de um modelo in vitro para a determinagédo
da permeabilidade da dura-mater de seres humanos a
opioides e anestésicos locais, através da confeccédo de
um aparato constituido de duas camaras de vidro
separadas por uma porcdo de dura-mater de 3cm? e
preenchidas com liquido cérebro-espinhal artificial com
a mesma osmolalidade do liquido cérebro-espinhal. A
permeabilidade foi testada a partir da administracdo do
agente analgésico na cAmara “A” e em tempos pré-
determinados. Os autores também coletaram amostra
na camara “B”, realizando a cromatografia e a
determinacgdo da difusdo das substancias através da
dura-mater.

Na espécie humana, relato de cefaléia ap6s
pungdo subaracndide é uma das complicagdes de maior
ocorréncia clinica e sem davida é motivo de grande
preocupacdo. Modelos experimentais também ja foram
utilizados para teste de diferentes agulhas utilizadas
nos acessos subaracnéides, proporcionando um
conhecimento prévio das possiveis lesdes teciduais
gue possam produzir este tipo de desconforto apds a
puncdo (APAN et al., 2002). Em outro estudo in vitro,
REINA et al. (2000) realizaram sucessivas pungdes em
segmentos de dura-mater retiradas de seres humanos
que realizaram doacéo de érgéos depois de constatada
morte cerebral com o objetivo de determinar o possivel
dano tecidual produzido por diferentes tipos de agulhas
(Whitacre e Quincke). Os autores chegaram a
conclusdo que o tipo de lesdo produzido pelas agulhas
testadas é diferenciado pela caracteristica de corte de
cada uma.

PARLOW et al. (1999) investigaram a
influéncia da adi¢do de morfina e fentanil na densidade
de agentes anestésicos locais hiperbaricos num modelo
experimental in vitro do espago subaracnoide da
espécie humana, em que observaram a dire¢do e a
extensdo de tais substancias marcadas com azul de
metileno.

Em Medicina Veterinaria, ndo ha relatos da
utilizacdo de modelos espinhais in vitro em nenhuma
espécie servindo como base para determinacdo de
caracteristicas fisicas de substancias analgésicas
administradas pela via epidural ou subaracnoide, e
sendo assim, este estudo objetivou relatar a confeccao
e avaliar a eficacia de um modelo experimental in vitro
do espaco subaracnoide na avaliagdo da distribuicdo
de opidides hiperbaricos a serem utilizados
posteriormente in vivo.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi desenvolvido junto ao
Laboratorio de Pesquisa em Eqiinos da Louisiana State

University, School of Veterinary Medicine, Baton
Rouge — EUA, sendo devidamente aprovado pelo
comité de ética em pesquisa da referida universidade.

Desenvolveu-se um modelo experimental do
espaco subaracnoide de um cavalo adulto, utilizando-
se uma coluna de PVC (policloreto de vinila)
transparente?, medindo 165cm de comprimento por
2,5cm de diametro, montada 115cm na posicdo
horizontal e 50cm na posi¢do vertical em angulo de
130°, com capacidade para albergar 600mL de liquido
cérebro-espinhal eqiino (LCE). O dispositivo foi
graduado com uma escala em centimetros estendendo-
se 150cm a partir do ponto onde foi adaptado um cateter
subaracnéide 19G®, colocado a 10cm da extremidade
horizontal do modelo, por onde foram infundidas as
solucBes hiperbaricas testadas. Um segmento de
silicone com 1,2cm de didmetro foi adaptado no interior
da coluna de PVC mimetizando a medula espinhal,
sendo realizado posteriormente o fechamento vedado
da extremidade horizontal do modelo (Figura 1a). O
liquido cérebro-espinhal para o preenchimento dos
modelos foi obtido a partir de equinos sacrificados para
fins de pesquisa no setor de Patologia da Louisiana
State University, sendo 0 mesmo coletado através da
puncéo da cisterna magna com agulha 200x12 logo ap6s
o sacrificio dos animais e acondicionado em bolsas
plasticas destinadas para 0 armazenamento de plasma
e mantido refrigerado a 4°C em um periodo maximo de
48h antes da experimentacdo. Antes do preenchimento
do modelo, o LCE foi aquecido em banho-mariaa 37°C.
Sequencialmente preencheu-se 0 modelo com liquido
cérebro-espinhal equino previamente aquecido,
quando se realizava a retirada de uma amostra do LCE
do interior do modelo para a obtengdo do valor da
densidade do mesmo, determinada por refratometria. A
temperatura do modelo foi mantida constante durante
a experimentacdo através de uma manta com agua
circulante aquecida colocada sob 0 modelo experimental
fixado em bancada (Figura 1b).

Para a obtencdo de substancias hiperbaricas
a serem infundidas no modelo, diluiu-se morfina®,
buprenorfina® e metadona® em igual volume com
glicose’a 5% e 10%. Apos a adigdo de glicosea5% e a
10%, tais agentes hiperbaricos foram marcados com
azul de metileno (0,1mL da solucéo pura de azul de
metileno em 5mL de opidide hiperbérico) e tiveram a
densidade de cada solugdo determinada por
refratometria. As misturas com densidade maior ou igual
a 1030 foram infundidas no modelo experimental para
avaliacdo do comportamento fisico no liquido cérebro
espinhal, em relagdo a difuséo e a distancia percorrida.

O teste dos opidides hiperbaricos constou
da infusdo continua de 5mL em 5 minutos de cada
agente hiperbarico por bomba de infuséo a seringa?,
sendo que ao término da infusdo no modelo e a cada
minuto subsequente, registrou-se o avanco alcangado
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Figura 1 - Desenho esquematico (a) e imagem (b) representativos do modelo experimental subaracnéide eqtino
proposto para avaliagdo de opidides hiperbaricos.

pelo farmaco hiperbarico, até haver a parada da migragdo
das substancias no modelo. Para cada agente testado,
0 modelo foi drenado e preenchido com novo liquido
cérebro-espinhal.

RESULTADOS E DISCUSSAO

LUI et al. (1998) descreveram em uma
pesquisa na qual se investigou a densidade do liquido
cérebro-espinhal (LCE) e de solugdes anestésicas
espinhais que, em termos de baricidade, substancias

com densidade superior a 1030 mostram diferenca
significativa em relacdo a densidade do LCE. No
presente estudo, a determinagdo da densidade do
liquido cérebro-espinhal eqtiino depois de preenchido
0 modelo foi de 1006 + 1,1, sendo que solugdes com
gravidade especifica superior a este valor foram
consideradas hiperbéricas em relagdo ao LCE. A
determinacéo da gravidade especifica de cada agente
infundido no modelo foi de 1043 para glicose a 10%,
1042 para morfina + glicose 10%, 1038 para metadona +
glicose 10% e 1034 para buprenorfina + glicose a 10%.

Ciéncia Rural, v.38, n.2, mar-abr, 2008.
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Os farmacos opioides associados com glicose a 5%
ndo mostraram valores de densidade minimos
considerados aptos para participarem do estudo.

O modelo proposto neste estudo,
preenchido com liquido cérebro-espinhal de cavalos,
foi efetivo na avaliacdo do comportamento fisico das
substancias estudadas conforme metodologia
proposta, permitindo desta forma servir de base para
uma prévia proposicdo do efeito dos agentes in vivo.
ROBINSON et al. (1994) relatam que modelos
experimentais podem ser utilizados para investigacdo
de fatores de distribuicéo de diversas substancias, pois
a distribuicdo do farmaco injetado no espago
subaracndide é um fator determinante para o sucesso
da técnica. Com isso pode-se estimar o comportamento
fisico de distribuicdo previamente ao uso clinico,
minimizando-se o risco de efeitos indesejaveis,
aumentando o sucesso da técnica proposta.

O comportamento dos farmacos opidides
hiperbaricos marcados com azul de metileno durante a
administracéo por infusdo continua a uma taxa de ImL
min, por bomba a seringa no modelo, mostrou que a
morfina a 10%, a buprenorfina a 10% e a metadona a
10% apresentaram movimento vertical no liquido
cérebro-espinhal no ponto de injecdo (extremidade do
cateter subaracnoide), fazendo contato direto com o

segmento de silicone interno do modelo que mimetizou
amedula fazendo uma espécie de depdsito no assoalho
do modelo, quando houve o avanco do agente opidide
hiperbarico na direcdo do segmento angulado do
modelo (Figura 2). PARLOW et al. (1999), em um estudo
in vitro em que utilizaram um modelo de PVC
transparente do espaco subaracndide de um individuo
da espécie humana, comentam que a injecdo lenta das
substancias a serem estudadas deve ser lenta o
suficiente para minimizar ou anular o efeito de
turbuléncia. No modelo aqui testado, ndo foi observado
tal efeito, sendo que a velocidade de administracdo
dos agentes foi a mesma utilizada pelos autores
supracitados.

O registro do avango em centimetros da
glicose a 10% e dos agentes opidides hiperbaricos a
10% no modelo foi realizado até os 15 minutos ap6s o
término da inje¢do por infusdo por bomba a injecao,
tempo este em que houve progressao das substancias,
até uma distancia maxima del5cm para a glicose a 10%,
13cm paraamorfinaa 10%, 18cm para a buprenorfinaa
10%, e 17cm para a metadona a 10%. A Tabela 1 mostra
os resultados do avanco dos agentes testados no
modelo in vitro ao término da administracdo
subaracndide e de minuto a minuto até 15 minutos ap6s
a administracdo. O modelo permitiu a adequada

Figura 2 - Imagem do modelo preenchido com LCE mostrando movimento vertical do opidide hiperbarico (a) e
deposito no assoalho do modelo (b).

Ciéncia Rural, v.38, n.2, mar-abr, 2008.
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Tabela 1 — Registro do avango (em centimetros) dos farmacos
testados no modelo experimental in vitro do espago
subaracndide.

Glicose  Morfina  Buprenorfina Metadona

Tempo(min) =) o0p 10% 10% 10%
0 13 1 15 15
1 13 12 16 15
2 14 12 17 16
3 14 13 17 17
4 15 13 17 17
5 15 13 17 17
6 15 13 18 17
7 15 13 18 17
8 15 13 18 17
9 15 13 18 17
10 15 13 18 17
1 15 13 18 17
12 15 13 18 17
13 15 13 18 17
14 15 13 18 17
15 15 13 18 17

visualizacdo das solugdes que ficaram evidenciadas
pela coloracdo do azul de metileno.

CONCLUSOES

Diante da metodologia proposta neste
estudo, pode-se concluir que: o modelo experimental
in vitro confeccionado em PVC transparente nas
dimensoes propostas e preenchido com LCE equino, é
eficiente para teste de opidides hiperbaricos pela via
subaracnoide permite a visualizacdo direta do
comportamento das substancias hiperbaricas nele
injetadas, e oferece subsidios para escolha de
substancias a serem administradas in vivo, quando for
0 Caso.
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