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RESUMO

Os meios de contraste iodados s&o substanciaspaad® utilizadas em
mielografias e, muito embora o iohexol e o iopamikam considerados seguros na
rotina mielogréfica de humanos e animais, eventh®&raos sdo relacionados ao seu
uso. O iobitridol foi desenvolvido mais recenteneergendo seu desenho molecular
obtido apds pesquisas sobre a conformacgédo, digibue natureza permanente da
estrutura hidrofilica; no entanto, estudos refergi@dt neurotoxicidade do iobitridol com
administragdo subaracndide sdo escassos e incepnslu® objetivo do presente
trabalho foi comparar a neurotoxicidade do iobdridom a do iohexol, por via
intracisternal em ratos Wistar, como avaliagcéo ghiiea da utilizagdo deste como
agente mielografico. Foram utilizados 75 animaividilos em trés grupos
experimentais de 25 animais: iobitridol, iohexal@Cl 0,9% (grupo controle), e; estes
subdivididos em cinco subgrupos com cinco animadaccom doses distintas de 200,
400, 600, 800 e 1000 mg I/kg, sendo utilizado nggrcontrole o volume equivalente
aos meios de contraste testados. Os animais foralia@s no momento da aplicacao
do iohexol e iobitridol quanto a alteragcfes dootraispiratério, e posteriormente, aos 5,
15, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos apés este pimeeatb, quanto a sinais de depressao
e excitacao, reflexos tatil de agarramento palift@xor, extensor, palpebral, pupilar e
da pina, reacao de endireitamento e posicionanemnésposta auditiva. Nos sete dias
subsequentes, foram avaliados diariamente quantestas parametros, e ainda
mensurados o0 peso e a ingestdo de racao e deN#@udoram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupotades com meios de contraste, em
nenhum dos parametros avaliados. Nesse modelo lamimbitridol demonstrou baixa
neurotoxicidade, comparavel a observada com o @hetnando-o uma possibilidade

alternativa para utilizacdo pela via subaracnopega realizacdo de mielografias.

Palavras-chave meio de contraste, iobitridol, iohexol, neurotiddade, intracisternal,

mielografia



ABSTRACT

The iodinated contrast agents are radiopaque sutrsta used in myelography,
and although the iohexol and iopamidol are consdesafe in human and animal
myelographic routine, adverse events are relatedth®ir use. The iobitridol was
recently developed, and its molecular designs obethi after research on the
configuration, distribution and permanent nature lofdrophilic structure; however,
neurotoxicologic studies of iobitridol in subaradid administration are scarce and
inconclusive. The purpose of this study was to emenghe neurotoxicity of iobitridol
with iohexol, by intracisternal administration inistar rats, as pre-clinical evaluation
of the use of this substance as myelographic agsmtenty five animals were used,
divided into three experimental groups with twelintg animals: iobitridol, iohexol and
NaCl 0,9% (control group); and they are dividedarfive subgroups of five animals
each, with different doses of 200, 400, 600, 808 #00 mg I/kg, while the control
group received the equivalent volume of contrastlimméested. The animals were
evaluated during injection of iohexol and iobitridm changes of respiratory tract, and
subsequently at 5, 15, 30, 60, 120, 180 and 24@itesnafter this procedure, for signs
of depression and excitement, tactile palmar grapxor, extensor, palpebral,
papillary and pinna reflexes, surface righting apthcing reactions, and auditory
startle test. The evaluations were assessed dailgdven days these parameters, and
the body weight and food and water intake were atsgasured. There were no
statistically significant differences between greupsted with respect to any of the
evaluated parameters, in other words, in this ariimadel, the iobitridol demonstred
low neurotoxicologic potential, comparable to tHeserved with iohexol. In conclusion,

iobitridol should be a safe alternative to myelqging.

Key words. Contrast media, iobitridol, iohexol, neurotoxicitgtracisternal,

myelography
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1. INTRODUCAO

O diagnéstico por imagem tem sido uma parte integrda medicina desde a
descoberta dos raios X por Roentgen em 1895. Umaque o0s raios X ndo sao
suficientemente absorvidos pelo tecido mole, oomedée contraste (MC) séo utilizados
para realcar 6rgédos e afeccdes, atuando atravasrdento da diferenca na atenuacéo
da radiagdo entre varios tecidos e 6rgéos, pedoitinelhor visualizagdo das estruturas
dentro do corpo (WEINMANN et al., 2005; ASPELINadt, 2009).

Uma das possiveis formas de divisdo dos MC radmddgé em positivo e
negativo. Os MC positivos atenuam os raios X maiguk os tecidos moles do corpo e
podem ser divididos em agentes & base de iodobérite (ASPELIN et al., 2009). A
molécula de iodo efetivamente absorve os raios &mjindo uma excelente
visualizacdo da estrutura anatdbmica (BOURIN et1897). J& os negativos, atenuam
menos os raios do que os tecidos moles do corpBEAB et al., 2009), incluem o ar
ou diéxido de carbono, e sdo de pouco interesse gmfarmacologistas (BOURIN et
al., 1997).

O MC positivo ideal confere opacificagdo dos vasasguineos, tecidos ou
orgdos sem acompanhamento de toxicidade ou alteragd funcéo fisiologica
(BOURIN et al., 1997). Além de biologicamente ieerdeve ser altamente sollvel em
agua, ter estabilidade quimica e ao calor, baigeogidade, excre¢do seletiva e custo
razoavel (SPENCER; GOA, 1996).

Os MC iodados sdo utilizados em angiografias, rgraliias, tomografias
computadorizadas (TC) e outras pesquisas radi@égiconvencionais, podendo
inclusive ser administrados diretamente nas caetsldo trato gastrointestinal e do trato
urinario (ASPELIN et al., 2009). Eles estdo entsefdrmacos mais utilizados pela via
intravascular, e sua farmacocinética é relativamsimples: quando administrados via
intravascular, passam por rapida distribuicdo asadesse espaco, e rapidamente se
espalham através de todo o espago extravascularex@fietados essencialmente pela
filtracdo glomerular, com meia vida menor do quen@i@utos, e; ha minima ligagédo
protéica e minima excre¢do hepatica, mesmo na rgrasele disfuncdo renal
(BETTMANN, 2005; CHRISTIANSEN, 2005). Excec¢fes aa&$orma de ligacdo com
a proteina sérica e a eliminagdo, sdo 0os meiodaste iodados biliares, como o
iotroxato de meglumine (BOURIN et al., 1997).



15

Na mielografia, a administragcdo de MC via subara@® € requerida para
permitir o delineamento da medula espinhal e ddgesanervosas, do fluido
cerebroespinhal circundante e cobrir as meningesT&AAMA et al., 2001). Nao
apenas a existéncia, mas também a localizacdo efesl espinhais pode ser
diagnosticada pela mielografia (SHIMIZU, 2008). &ur sabe-se que essa via de
administragdo € muito mais toxica do que a injeg&ravascular, e que; indiferente ao
agente utilizado, a toxicidade aumenta com a ddsa@rgstrada e o tempo de contato
com o sistema nervoso central (SNC) (TORVIK; WALDAN95).

Com a introdugéo de procedimentos de imagem n&sivios € mais precisos
como a ressonancia magnética (RM) e a TC, a mifiegem humanos ficou reservada
a casos em que os achados através da avaliacaogea, junto com a RM e a TC,
ndo sdo conclusivos ou necessitam de elucidacéam por exemplo, em alguns casos
onde ha artefatos de metal decorrentes de fixagéogica (MALY et al.,, 1995a;
KATAYAMA et al., 2001). Deve-se lembrar que, apeshr ser mais invasiva, a
mielografia € de fato muito superior aos demaisTe& citados acima, no que diz
respeito a visualizacao das raizes nervosas (PALBI&Ral., 2002). Ela também pode
ser utilizada no diagnostico de algumas doencasdidgsas, carcinomatose de meninge,
alteracdes aracnoideas ou lesBes vasculares (KATAY At al., 2001).

O interesse dos efeitos colaterais associadodizagéio dos MC iodados em
mielografia e a procura por um meio menos téxiamkém € importante porque, no
gue se refere a Medicina Veterinaria, a mielografiatinua sendo o método de escolha
devido a maior viabilidade do equipamento. Mesmapafses como os EUA, em que a
tomografia computadorizada € mais difundida no madterinario, a mielografia é
considerada uma alternativa rapida e econdmica peaiacdo da medula espinhal
(NEGRIN et al., 2009).

Dados disponiveis a respeito da habilidade da TGdentificar com sucesso a
herniacdo de disco em cédes em comparacao a migdogga limitados (ISRAEL et al,
2009), assim, esta continua sendo o método dehaspakra diagnosticar herniacdo de
disco intervertebral (TANAKA et al., 2004). Outrdados importantes na selegdo da
modalidade de diagndstico por imagem (TC ou miglii@y, mesmo quando o
equipamento estd disponivel, deve ser baseada tmesfacomo custo, tempo de
anestesia, viabilidade de pessoal de suporte, rprefi@ pessoal e possibilidade

potenciais efeitos adversos; além disso, a midiegdeve ser preferida em caes com
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menos de 5 kg enquanto a TC em casos de suspai@edea crénica. (ISRAEL et al,
2009).

Embora o iohexol e o iopamidol sejam consideradegu®s na rotina
mielografica de humanos e animais, eventos adverstzionados ao uso Sao
observados, tais como nauseas, vomitos e convuldées iobitridol, outro MC tri-
iodado que assim como o iohexol e o iopamidol, émomémero, ndo ibnico, com
baixo peso molecular e alto grau de hidrofilicidatio tem a indicacéo por esta via por
possuir estudos escassos e inconclusivos referéntesurotoxicidade (WIDMER,
1992).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Contribuir para o conhecimento da neurotoxicidade theios de contraste
radioldgicos, através da avaliagdo comparativaotiaabilidade do SNC ao iobitridol
em ratos, verificando sua viabilidade para util@macomo alternativa em mielografias,
bem como, em aplicagbes venosas ou arteriais emenpage com possibilidade de
disfuncdo da barreira hematoencefalica, onde oatmmo meio de contraste com o

SNC torna-se maior devido sua maior difusdo atrdesta.

2.2 Objetivos especificos

Avaliacdo do ensaio pré-clinico da utilizagdo dbitiidol como agente de
contraste mielogréfico, através da sua utilizagiadisternal em ratos.

Determinacao do risco neurologico da utilizacacatisternal de iobitridol em
ratos, comparado ao iohexol.

Avaliacéo da eficacia do método de contencao atllizatravés do aparelho de
estereotaxia, com posterior manutengdo da agut@mpresséo digital local por um
minuto para a mensuragdo da neurotoxicidade detédiss aplicadas por via
intracisternal.

Avaliacdo de testes de reflexos tatil de agarramealmar, flexor, extensor,
palpebral, pupilar e da pina, reacdo de endireitdmne posicionamento e resposta
auditiva como padrao para avaliacdo de neurotad@dios MC iodados.
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3. HIPOTESE

A neurotoxicidade do iobitridol, quando aplicada VC em ratos, é menor do
gue a observada pelo iohexol, o qual se constitni MC iodado rotineiramente

empregado em mielografias, tanto em animais quemtbumanos.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Aspectos historicos dos meios de contraste ioids

A primeira descri¢éo do uso de meios de contrastealizada em menos de um
ano apos a descoberta dos raios X por Roentger98m fia médo de um cadéaver, cujos
vasos sanguineos foram preenchidos com suspens@iendo calcio e mercurio
(ALMEN, 1995; BETTMANN, 2005).

Os primeiros relatos de meios de contraste utitigadvivo foram o bismuto e o
iodeto inorganico (WEINMANN et al., 2005). Foi olbgedo que o iodo de sdédio
inorganico era muito téxico para uso na rotinaicin mas o desenvolvimento de
componentes organicos levou a um uso mais ampleanponentes iodados (SAGE,
1983; BOURIN et al., 1997). Na década de 1920, emifB Binz e Réth sintetizaram
uma molécula organica iodada, a piridona ndo iboaa apenas um iodo aderido, a
gual Swick usou em estudos clinicos em 1929 conmegmo meio de contraste para
urografia, o Uroselectan; e desde entdo o iodo pemmanecido como o agente
radiopaco mais amplamente utilizado para inje¢cédeito vascular (BOURIN et al.,
1997; BETTMANN, 2005; WEINMANN et al., 2005). Em d&réncia dos estudos
iniciais, a urografia tornou-se de uso global e @m houve um continuo
desenvolvimento de meios de contraste solUveis ¢omm,arevelando niveis de
toxicidade decrescentes, primeiro para urografiageografia e depois para mielografia,
TC, e outras aplicagbes (ALMEN, 1995).

Nos trés anos subsequentes, Binz e Réath desersolverma série de
componentes adicionais (BETTMANN, 2005). Durantseqseriodo, mais precisamente
em 1931, foi proposto a utilizacdo do metoidal ddiGg um meio de contraste mono-
iodado, para emprego em mielografias, que foi us#d01970, principalmente nos
paises escandinavos (TORVIK; WALDAY, 1995). Em 193®ick utilizou um anel de
benzeno substituido, o iodopurato de sddio, o sgi@onstitui a base de todos 0s meios
de contraste iodados subsequentes (MCCLENNAN, 1BE&T,TMANN, 2005). Vinte

anos mais tarde Wallingford e Hoppe desenvolveramanel de benzeno totalmente
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substituido, tri-iodado, denominado diatrizoadgue apresentava reduzida toxicidade
(BETTMANN, 2005).

Apesar do fato de existirem varios atomos com masamr e que seriam
melhores atenuadores da radiacdo do que o iod@trizdato produz poucos efeitos
adversos bioldgicos, se comparados aos outros ¢momEs ndo iodados. Solugdes de
contraste solUveis em agua baseados em cobaltelnégbre, zinco, bromo, estrdoncio,
cadmio, lantanio, césio, gadolinio, itérbio, chungbismuto, ja foram testados, mas
apesar da eficacia em gerar radiopacidade, tod@sngefeitos adversos mais sérios
(ALMEN, 1995).

Almén, no final dos anos 1960, desenvolveu o priongiond6mero ndo-idnico, a
metrizamida, o qual ainda era derivado do anelcidoébenzdico com trés atomos de
iodo por molécula, porém sem o grupo carboxilazanie. Esses componentes eram
solaveis por incluir grande numero de grupos hitlcols nas cadeias laterais
(STACUL, 2001). A metrizamida comecou a ser tesgdaanimais e seres humanos no
inicio da década de 1970 (MCCLENNAN, 1987), e saixdtoxicidade intravascular
(com DL50 - dose efetiva capaz de provocar morte56f dos animais - de 15-20 g
I/kg de rato) e a baixa toxicidade subaracnéiddsb(D> 1500 mg I/kg no rato), a levou
a ser o primeiro meio de contraste soluvel em apiaiso clinico generalizado na
mielografia. De 10 a 30 vezes mais tolerada se acgd@ aos meios de contraste até
entdo existentes, a administracdo subaracndideanetezamida, além da menor
osmolalidade, de duas a trés vezes se comparadoausneros ibnicos, foi marcada
principalmente pela reducéo da quimiotoxicidadejdtea auséncia do grupo carboxila
e presenca de grupos hidroxila (ALMEN, 1995).

No entanto, a metrizamida n&do foi tdo amplamenteada por possuir duas
desvantagens: reduzida estabilidade a autoclavagerendo que fosse produzida
uma substancia liofilizada que deveria ser diluila &gua antes do uso, e;
consequentemente, esse processo de liofilizacadtaesno aumento dos custos
levando a ter um preco final muito alto para us@lgée grandes doses (SAGE, 1983;
ALMEN, 1995).

No final dos anos 1970, o desenvolvimento de MCadod de baixa
osmolalidade, i6nicos (ioxaglato de sédio/meglumisaguido por MC n&o-ionicos
(iohexol, iopamidol, etc) resultou em marcada réduga incidéncia de efeitos adversos
menores, assim como efeitos fisiologicos ligadoalta osmolalidade das solugdes
injetadas (DONADIEU et al., 1996). Como pode sesestrado na Tabela 1 o iohexol e



21

iopamidol possuem DL50 maior do que a metrizanodaseja, toxicidade IV menor do
qgue esta, 0 que € decorrente da presenca das éateiais carreantes de hidroxila

igualmente distribuidos ao redor da molécula dardeicontraste (ALMEN, 1995).

Tabela 1 - Valores de DL50 dos meios de contrastedos em camundongos IV.

Meio de contraste DL50/g. kg

12 geracao lodeto de sodio 0,9*
Methiodal 2,5%
Uroselectan 2,9*

22 geragéo Diatrizoato 7,2
loxaglato 10

32 geracédo Metrizamida 18,1
lohexol 18,4
lopamidol 21,8

* Dados nao disponiveis em camundongos e extraieloatos
Nota: adaptado de Bussi & Morisseti, 2005.

Outro ponto a ser salientado, no que se referelagdo dos meios de contraste
trata-se da esterilizacdo. Wallingford descobrie gequenas quantidades de céations
(ppm) podem catalizar a remogdo do iodo durantsteritizacdo e que a adicdo de
EDTA de calcio diss6dio como agente sequestrantie poevenir tal processo. Fora
isso, 0 iohexol e outros meios de contraste sigsléinham a tendéncia a se deteriorar
levando & liberacdo de iodo inorganico quando stidoge as altas temperaturas
requeridas na auto-clavagem (120°C). Com o pH al@ex5,5, o iohexol tolera a auto-
clavagem sem deteriorizagdo, porém o meio de iatfara angiografia ndo poderia
ser usada em solugdes de pH tdo baixo, pois isderipocausar grande reducdo na
pressao aodrtica. Uma solucdo encontrada para egderpa foi a dissolugéo do iohexol
na solucdo tampdo TRIS (2-amino-2[hidroximetil]-pf®panediol), também
denominado trometamol, com pH 7,3 a 20°C, mas qgieenperatura de 120°C leva o
meio a pH igual a 5. Apds auto-clavagem, quandozidd a temperatura, o pH retorna
a seu valor inicial (ALMEN, 1995; SARMENTO et &000).

O iobitridol foi desenvolvido posteriormente adésol e ao iopamidol, sendo
0s primeiros trabalhos encontrados na literatutand de 1994 (BOURRINET et al.).

Seu desenho molecular foi obtido apds pesquisa® solbonformacéo, distribuicéo e
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natureza permanente da estrutura hidrofilica (LUREE 1995), e ele é caracterizado
por alto nivel de estabilidade tridimensional doapgs hidrofilicos em torno dos
lipofilicos do anel de benzeno tri-iodado, sendmsiderado um meio de contraste
eficiente e causador de poucas reagbes adversasuaautilizacdo intravenosa
(PETERSEIN et al., 2003).

4.2 Consideragfes quimicas sobre os meios de costeaiodados

O componente responsavel pela radiopacidade dosolNHeios é o iodo, sendo
gue o restante da molécula carrega e protege amatde iodo no anel de benzeno
(SPENCER; GOA, 1996). Todos os MC iodados dispasire mercado sao derivados
tri-iodados do anel de benzeno, com atomos de madposicdo 2, 4 e 6 (exemplos
disponiveis na Figura 1); enquanto as demais pesi¢6 anel séo ocupadas por cadeias
laterais destinadas a dar a alta solubilidade emna ag baixa toxicidade
(CHRISTIANSEN, 2005).

OH OH
i CONHCH,CHCH, ~CHa0H
L2 CONHCH
(— \[ 5.1 CHOH
EH,CHCHzN "7 CONHCH,CHCH, CH,OH
OH OH col OH OH CHsﬂl?HCOHN T CONHCH
(:H:3 OH CHEOH
OH OH

?Ha OH OH CONHCH CHCHE

CONCH,CH CHz \
N A /J
/ \) HECH,CON 2 CONHCH;CHCHE
OHCH, ~
oHCH, _CHGOHN > \/CONCHECH CH; CH | OH OH
CHs OH OH CH,OH
ydixano
(:H3 COCH, OH OH OH OH
-+ Na* CH,CHCH,NHCO CONHCH,CHCH,
‘ml l[/A}I Y OH IK”\\!
HNOC A s J
T NHOCCH,NHOC I/ CONHCHg, CH:CHCHQNHCOK“_'} NCHECHCHEN 7 CONHCH,CHCH,
(:H2 OH OH 1 co co; OHOH
CH30H CH, CH,

Figura 1 — Estrutura molecular de alguns meiosot¢raste iodados.

Nota: adaptado de ASPELIN et al., 2009.
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Os meios de contraste podem ser subdivididos enrogtipos: monémeros
idnicos, dimeros i6nicos, mondmeros ndo ibnicos Bmebs n&o-idnicos
(CHRISTIANSEN, 2005). Os monémeros contém um arelbénzeno tri-iodado,
enquanto os dimeros contém dois; e, a diferenciagéie ibnico e ndo idnico é baseada
na solubilidade em &gua, a qual no primeiro é glmda pela formagédo de sal e no
segundo ndo (VIOLON, 2001; ASPELIN et al., 2009)adua no corpo é polarizada de
forma irregular com os polos positivos em torno dttsnos de hidrogénio e os polos
negativos em torno dos atomos de oxigénio. Os agedé contraste iGnicos sao
soluveis em &gua por se dissociarem em ions posiEwnegativos, 0s quais atraem as
moléculas positivas e negativas da agua (ASPELEN. e2009). Nesses casos 0 anion é
0 acido tri-iodobenzoico, enquanto o céation € geealte sodio, calcio ou, a melhor
tolerada, meglumina (DICKINSON; KAM, 2008). J& ogeates de contraste nao-
ibnicos ndo se dissociam e sdo sollveis em aguaquy grupos OH, pois os polos
elétricos destes grupos sdo atraidos pelos poksices das moléculas da &gua
(ASPELIN et al., 2009). Desta forma, observa-se guaimero de grupos hidroxila
correlaciona-se em parte com a hidrofilicidade dente (STACUL; THOMSEN,
1996).

As geragOes de contrastes mais novos sao do tipdmeryo ndo-idnicos, que
possuem longas cadeias laterais ricas em gruposxh& uniformemente distribuidas
em torno do nucleo de benzeno (CHRISTIANSEN, 2085)es podem possuir de 4 a 6
grupos hidroxila (quatro: iopromida; cinco: iopawmlidiomeproliopentol; seis: iohexol,
iobitridol, ioversol) (STACUL; THOMSEN, 1996). Duadessas cadeias laterais sao
geralmente idénticas, dando aos componentes umduestbivalente. Diferentes MC
sdo bastante similares na estrutura e podem passidrou duas cadeias laterais em
comum (CHRISTIANSEN, 2005).

Os MC iodados podem ser classificados conformenalgatores, como 0s
mencionados acima: numero de grupos hidroxila eofiididade; e, outros tais como:
estrutura quimica, osmolalidade, viscosidade, ¢mfttede iodo, DL50, EB50 (a dose
efetiva capaz de provocar distirbio de comportamesth 50% dos animais) e
possibilidade de cristalizagdo (STACUL; THOMSEN,969 DICKINSON; KAM,
2008).

A osmolalidade parece ser inversamente proporciamalhidrofilicidade
(VIOLON, 2001). A indicacdo de osmolalidade do agegyode ser dada pela divisdo do

ndamero de &tomos de iodo na solugdo pelo nimepadiulas na solu¢do. Assim, 0s
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mondmeros ibnicos tem razdo de 1,5 (trés atomosodi® por duas particulas na
solucdo), os mondmeros ndo-ionicos e o0s dimeraso®iem a razao de 3 (trés atomos
de iodo por particula na solucdo) e os dimerogaréocos tem a razdo de 6 (seis &tomos
de iodo por particula de solugéo) (ASPELIN et2009).

Desta forma, os MC iodados mais antigos, os mond@sn&mnicos, tém alta
osmolalidade e dependendo da concentragdo de éodmiveis maiores do que 1000
mOsm/kg HO - para efeitos de comparagdo é importante termamte que a
osmolalidade do sangue é de 300 mOsm/kg (SPENCERA, @996; STACUL;
THOMSEN, 1996). Exemplos destes sdo o diatrizoatoetrizoato, metrizoato,
iotalamato, iodamida e ioximalato, e englobam osvddos do &cido benzdico tri-
iodado combinados com o sodio e/ou meglumina (SHENGOA, 1996; BOURIN et
al., 1997). Por serem hipertdnicos em solucéo,raatea tonicidade do plasma,
acarretando a frequéncia comum de reacgOes e efelt@ssos (BOURIN et al., 1997).
Dentre estes citados, os comumente utilizadosentla ion de iotamalato e diatrizole
(DICKINSON; KAM, 2008).

Os trés tipos de MC iodados de baixa osmolalidadeém os: monémeros nao
ibnicos, dimeros i6nicos e ndo idnicos. Nas comaedies comumente usadas (25-76%)
de monbémeros ndo idnicos, a osmolalidade variaeeP®0 e 860 mOsm/kg. Séo
exemplos deste o iohexol, iopromida, iopamidol mwersol. O Unico dimero iénico
clinicamente usado € o ioxaglato, utilizado em ramtgafias (DICKINSON; KAM,
2008). Ele que tem osmolalidade de 600 mOsm/kg, tendo uma posicdo
intermediaria entre a ibnica e a ndo ibnica. Mlariodixanol sdo dimeros nao idnicos,
0S quais sao isotdnicos com o sangue (300 mOsniZky BOURIN et al., 1997).

A viscosidade da solugdo depende da estrutura mateccom moléculas
menores demonstrando menor viscosidade (VIOLON1R0® viscosidade do sangue
normal é de 4 cP (centi-Poise - unidade de visaedsidlinAmica) do plasma é de 1,2 cP,
e a de alguns meios de contraste de baixa osnaalipodem ser observados na Figura
2. Em relagdo a administracdo, a viscosidade pedgrande importancia, porque a
tendéncia tem sido a utilizacdo de cateteres menoaea lumens menores. Quanto
maior a viscosidade, maior pressdo tem que secaali para injetar o meio de
contraste. Por aguecimento do meio de contraste,@eblema pode ser de certa forma
superado, sendo que a reducdo da concentracddoéntaoma possibilidade; mas em
angiografia coronariana, por exemplo, area esta oncbnsumo € muito alto, solugdes
mais fracas, ndo sdo aplicaveis (STACUL; THOMSED94).
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0 P B
Iupamidoli loversol |
lopromida  lohexol
Figura 2 — Viscosidade de alguns meios de contidetbaixa osmolalidade (300 mg

I/kg).
Nota: adaptado de Stacul & Thomsen, 1996.

A osmolalidade, viscosidade, hidrofilicidade e &didade s&o inter-
relacionadas e ndo podem ser todas otimizadas ejunto, porque todos os critérios
gue melhoram a solubilidade, osmolalidade e hilicafade, sdo inversamente ruins
para a viscosidade (BOURIN et al., 1997; VIOLONQ2pD Apesar disso, na prética
clinica as diferencas de viscosidade presentes eatmeios de contraste ndo tem sido
consideradas como fator de maior importancia (STACUHOMSEN, 1996).

Quanto ao EB50, que reflete neurotoxicidade diestestem algumas diferencas
importantes entre os MC iodados. Por exemplo, anvgol tem um EB50 que é trés
vezes maior do que a iopromida. Essa maior neuoidaxie € a razdo pela qual a
iopromida ndo € apropriada para mielografia. Jatgua DL 50, para todos os MC de
baixa osmolalidade, em camundongos ela € muitorieu@eobservada nos MC de alta
osmolalidade, o que levou a um aumento da dosenmaaseécomendada de 1000 mg
I’/kg para 2000 mg I/kg. As diferencas entre os MCbdixa osmolalidade é menor do
que a observada entre monomeros idnicos e NA®BHETACUL; THOMSEN, 1996).

A importancia da cristalizagcéo, ainda € controvefdguns acreditam que nao
tem importancia, enquanto outros séo da opinido aguenicrocristais na circulagéo
sanguinea podem ser lesivos (STACUL; THOMSEN, 1996)
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4.3 Utilizagéo de meios de contraste iodados em taigrafias

Sabe-se que a administracdo subaracnoide de meiordaste radiologico é
muito mais téxica do que a injecao intravascul@®@RVIK; WALDAY, 1995). Reacbes
neurologicas severas aos meios de contraste iodadfosnielografias, tais como
convulsdes e risco de aracnoidite cronica, redoesa com a substituicdo dos meios
ibnicos por nao-ibnicos; no entanto, mesmo esshstdncias ndo-idnicas ndo sao
completamente in6cuas, uma vez que eventualmemia aéo observados esses efeitos
colaterais e outros menores, tais como: nauseadéotabeca e vomito (HARIA;
BROGDEN, 1997).

Deve-se também ter em mente que o tipo e a frequéias reacdes adversas
associadas a mielografia sdo sensiveis indicaddeeseurotoxicidade do meio de
contraste e € capaz de predizer rea¢fes neuraddgiversas seguidas da administragéo
intravenosa (IV) em pacientes com problemas nalarhematoencefalica (MALY et
al., 1995b). Essa, apos ser danificada, acarretaxaserbacdo da exposicdo das células
neurais, o que pode ser observado, por exemplaasms de tumores intracerebrais,
esclerose multipla, edema cerebral isquémico, A&tno e na sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (LUZZANI et al., 1996).

O MC adequado para mielografia deve ter trés pedpdes béasicas: produgéo
de nivel de radiopacidade radioldgica aceitavesag@dmisturar com o liquido cérebro-
espinhal — LCE (isto €, deve produzir imagens caeaada qualidade diagnéstica);
exibicdo de completa absorgédo do compartimento@® ém pouco tempo, seguida por
rapida excregcdo sistémica, e; deve ser seguro e todsmado pelos pacientes
(KATAYAMA et al., 2001). Os mais comumente utilizzglnesse procedimento, tanto
na medicina humana, quanto veterinaria, sdo o @hexo iopamidol, que s&o
substancias hidrossolaveis, ndo-idnicas e compeoaadte eficazes no diagnostico
(SARMENTO et al., 2002).

Ha pouca informacéo a respeito do risco de coneslgiuzidos por outros MC
ndo-ibnicos, que ndo a metrizamida, e os resultaodioensaios disponiveis na
literatura sao conflitantes (KLEIN et al., 2004).udpdo avaliados os efeitos
neurotéxicos em humanos, os quadros de convulsesasos, porém efeitos adversos
menores, tais como: dor de cabeca, vomito e na&eaobservados com incidéncia
maior do que 50%, tanto com utilizacdo do iohexargo do iopamidol (LARSEN et

al.,, 1995). Outros sinais adversos observados entltonturas, cansaco, disturbios
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visuais e alteracdes na pressao sanguinea (FIIR®AAR al., 1995). Mudancas
psiquicas transitérias tém sido demonstradas comsideravel frequéncia apos
mielografias com iohexol; e a meningite asséptictomatica € outra complicacao,
apesar de rara (TORVIK; WALDAY, 1995; BENDER et, &004). Os efeitos adversos
em humanos aparecem geralmente de 2 a 12 horasaapiecdo e geralmente
desaparecem em 24-72h. (TORVIK; WALDAY, 1995)

Em caes, as complicacbes mielogréaficas associadasratoxicidade incluem:
demora para recuperacdo da anestesia, intensidicdeasinais neurologicos preé-
existentes, hipertermia, hiperestesia, apnéia, tednsbnvulsao, meningite asséptica,
arritmias cardiacas, assistole, hemorragia intnéwaiaa subaracnéide e morte (LEWIS;
HOSGOOD, 1992; WIDMER et al., 1992; SARMENTO et, &000; ISERI et al.,
2004; HECHT et al., 2009; ISRAEL et al., 2009). @d@ comparados ao homem, a
frequéncia de convulsdes na rotina clinica de psagi@nimais induzida pelos agentes
mielograficos é maior e constitui o efeito adversais frequentemente observado
(SARMENTO et al., 2000). O risco de convulsdesaamws caes, conforme o trabalho
pesquisado, de 0- 21% dos casos. Fatores queenatierfnessa disparidade incluem o
peso do animal, local da administracdo (incidénomior de efeitos adversos na
aplicacdo cervical, se comparado a lombar), gérraga (machos e dobermans com
maior risco), achados clinicos e a frequéncia deimidtracdes (LEWIS; HOSGOOD,
1992; FATONE, 1997; BARONE et al., 2002).

Com a utilizacdo do iopamidol, Vesce et al. (20@&liaram mielografias em
114 cées e seis gatos, e observaram casos de siew@m 12% dos cées e 17% dos
gatos, ocorrendo durante ou logo apds a recupekga@mimal. Também observaram
outras reacfes adversas como apnéia, bradicaniiatensao.

As alteragfes nas frequéncias respiratérias eamaslinesses animais ndo séo
raras. Em um estudo realizado por Fatone et a.7(1@urante a aplicagéo de iohexol e
iopamidol em cées, observou-se que 11% apresentdtaracdo do padrédo respiratorio
e 0,4%, da frequéncia cardiaca. Essa alteracasittaa pode ser explicada pelo
aumento da presséo do fluido cerebroespinhal dueaaplicacdo do contraste.

A neurotoxicidade do MC é associada as suas pogmes, como a
guimiotoxicidade e osmolalidade. A quimiotoxicidadsta relacionada a fatores de
lipossolubilidade (quanto mais lipossoltvel, maoneurotoxicidade) e a sua estrutura

molecular; enquanto a osmolalidade aumentada paowocdesbalango neuronal ibnico
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e permite que um grande namero de moléculas emteelfiguido cerebrospinal e fluido
extracelular (BARONE et al., 2002).

Embora o iopamidol e iohexol sejam consideradosurssg na rotina
mielografica de humanos e animais, sdo observackrgas adversos relacionados ao
uso; no entanto, estudos referentes a neurotorieida iobitridol com administracéo
subaracndide séo escassos e inconclusivos (WIDMER, €992). Este trata-se de um
agente de contraste tri-iodado, monémero, ndo-dQmmom baixo peso molecular e que
possui um alto grau de hidrofilicidade devido a ssmgular estabilidade
conformacional, ou seja, € uma molécula que néce stdformacdo em contato com
membranas lipofilicas, limitando assim risco deefatdo com o meio biolégico
(TROCHERIE et al.,1995; DECAUSSE et al., 1996; LMRE et al., 1996). Nao se
liga a proteinas plasméticas e é principalmentairéido na urina, podendo inclusive
ser dialisado (BOURRINET et al., 1995). Ele ¢ iadio, segundo o fabricante, para
utiizagcdo em angiografia e urografia excretorap f@avendo indicacdo para sua

utilizagdo mielografica por auséncia de estudos@8pos.

4 .4 Testes de neurotoxicidade dos meios de contmsbdados

A neurotoxicidade pode ser mensurada através dmesvdmrarametros que
dependem do MC, modo de administracdo e animatadid (CAILLE; ALLARD,
1988). Testes clinicos que expdem amostras reta¢inte pequenas de uma populagéo
de pacientes, com injecdo subaracnoidea de dds&sasldesses meios, provavelmente
irdo demonstrar diferengas marginais entre eldalbardo ao indicar a possibilidade de
reacfes adversas severas que podem acontecer egrande numero de exames
realizados na rotina; assim sendo, métodos queerpdem o SNC a quantidade
elevada de determinado MC n&o-ibnico, ndo permigssifica-lo conforme sua
neurotoxicidade (MALY et al., 1995b).

A neurotoxicidade ja foi anteriormente testada cdel@ em varias espécies
animais como camundongos, ratos, porquinhos da,indelhos, gatos, caes e macacos,
utilizando uma variedade de métodos comportamemtaetrofisiolégicos para esta
avaliacdo (MALY et al., 1995a).

Estudos comportamentais em animais sdo sensivdiens indicadores da
neurotoxicidade clinica de varios meios de corgrgsarém, diferentemente dos efeitos

excitatorios, os efeitos depressivos no comportéonanimal podem ser mais dificeis
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de interpretar em termos de reacfes adversas nsenorbomem, tais como dor de
cabecga, tonturas, ndusea e alteragbes psiquicADGREEN et al., 1995; TORVIK;
WALDAY, 1995).

A falta de homogeneidade entre os dados obtidog&odos que avaliam o
potencial téxico dos meios de contraste tem sidputada a variacdes de peso dos
individuos da amostra, local de administracdo dotraste, género, raca, achados
clinicos, numero de administragfes e historico owdA padronizacdo das variaveis
intercorrentes e homogeneidade podem ser obtidas ecaitilizacdo de ratos como
modelo experimental (LEWIS; HOSGOOD, 1992; HARIA;RBGDEN, 1997,
BARONE et al., 2002).

Geralmente a neurotoxicidade dos MC é avaliada a@bninistracéo intratecal
(subaracndidea) em roedores (TAKAHASHI et al., 298&ntre os métodos utilizados
para esta avaliacdo em ratos existem 0s estudopocmmentais e motores apos:
injecdo intracisternal (cisterna cerebelomedulanjecdo pericerebral (ventriculo
lateral); e, condicionamento aversivo apoés injagi@cisternal (SOVAK et al., 1980;
LUZZANI et al., 1996).

A administracéo intracisternal (IC) em ratos poeersalizada de duas formas:
sem ou com a implantacdo cronica de uma canulgorMeeiro caso, os animais sdo
anestesiados e colocados em um suporte que mardeabla com a cabeca flexionada
ventralmente, entédo é introduzida uma agulha eradirado o MC que se deseja testar,
realizando avaliagbes apos término do efeito datesia (WIBLE et al., 1995). J4 a
utilizacdo do método com implantagdo cronica deulgdg@ realizada com cateter que
permite o livre movimento do rato na caixa e temamtagem de eliminar a anestesia no
momento do teste, porém possui desvantagens comaistraumatico e invasivo; o
procedimento cirurgico € complicado, a canulacdxede animal altamente susceptivel
a infecgdes; e, a canula pode facilmente ocluirM8K et al., 1980; TAKASUGI,
2005).

A via pericerebral em ratos também pode ou ndoresdizada com canulas
cronicamente implantadas no ventriculo lateralsistimdo na insercdo de uma canula
20G através de fissura na area atras do arco ztgmmdelineado pela parte anterior da
bula timpanica e borda posterior do osso escan®80VAK et al., 1982; SPECK et al.,
1988; NOCE et al.,, 1994). As vantagens e desvamsada implantacdo crbénica das
canulas é similar as observadas no método de atragdo intracisternal
(TAKASUGI, 2005).
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Para a realizagcdo do teste de averséo condicipnadalas sdo implantadas de
forma crénica no ventriculo cerebral dos ratosdeepresas no cranio com cimento
dentario (NOCE et al., 1996). O rato quando expastna substancia que causa mal-
estar aprende a evitd-la no futuro, assim é adrads o MC em uma dada
concentracdo e ao mesmo tempo oferecido agua @wworitante especifico. Depois,
para indicar o grau de aversdo, é mensurada atdéiogeslativa da dgua com esse
flavorizante anteriormente utilizado e outro difeee(SOVAK et al., 1980; SOVAK et
al., 1982).

Dos métodos relatados, o de administracdo inteanel sem implantagdo de
canula, além da vantagem de nao necessitar de dim@m®o cirdrgico para sua
realizagdo, trazendo maior conforto ao animal aatepos a aplicagéo, € bem tolerado
pelo rato, facilmente realizado por uma Unica pesséo necessita conhecimento de
cirurgia estereotéxica, requer pouco tempo parabzacio e, os materiais utilizados

séo baratos e de facil aquisicdo (TAKASUGI, 200RRQGI et al., 2009).

4.5 Resultados de testes de neurotoxicidade

4.5.1 Testes de neurotoxicidade com o iobitridol

O unico teste de toxicidade aguda realizado ensratar via intracisternal, com
o iobitridol, foi realizado apenas na dosagem den88 I/kg foi compararado ao
iohexol, ndo sendo observadas mortes com a doséadaj Também ndo houve
diferenca de massa corporal em comparagcdo ao gaoole e ao iohexol. A Unica
alteracdo observada foi insuficiéncia pulmonar ddoaaproximadamente 5 minutos,
sendo atribuida a anestesia, visto que ocorreurepofgdes similares entre 0s grupos
tratados e o controle (DONADIEU, 1996).

Em cées, h& na literatura apenas um trabalho damuesua utilizacdo para
mielografia. Trata-se de um estudo de 2 casoscobnirealizado por Trindade &
Trindade (2006), no qual o iobitridol se mostroiead, ndo sendo observadas alteragdes

neurotoxicas associadas a sua utilizacao.
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4.5.2. Testes de neurotoxicidade com outros metosodtraste iodados realizados em

ratos e camundongos

Para a avaliacdo do potencial neurotoxico da adimagao intracisternal do
ioversol, Ralston et al. (1989) fizeram um testeratas, onde os Unicos efeitos toxicos
observados foram hipoatividade, hiperatividade, imewtos dos musculos
mastigatorios e o ato de se limpar. Os ratos solenetes ganharam peso até o término
do periodo de observacdo em 14 dias. Intensa hagi@rfoi observada em torno das
meninges dos ratos que foram a 6bito imediatanags a injecdo, no entanto néo foi
observado sinais de leséo tecidual ou anormalidadeérebro naqueles eutanasiados
apos 14 dias de observacdo. Quando comparado exolat iopamidol ele apresentou
menor DL50.

Ja Larssen et al. (1995) compararam em camundoBgeoatos, por via
intracisternal, a administracdo de iotrolan e déixenol. Os animais que morreram
foram trés camundongos com iodixanol e um rato idralan. Movimentos espasticos
do corpo foram observados iniciando cerca de 3Wtm$napds a injecdo e persistindo
por pelo menos uma hora e meia, sendo notado eys tedmachos que receberam 1,5¢g
I/kg de iotrolan, os quais voltaram ao normal apii&o horas. Um ou mais sinais
clinicos como cabecga inclinada, andar em circulosep palpebral e aparéncia rigida
foram relacionadas a provavel lesdo acidental daupala insercdo da agulha ou por
aumento da pressao hidrostatica, sendo observadoapeoximadamente 25% dos
camundongos e dispersos aleatoriamente nos griEpasies macro e microscopicos
nos orgdos nao revelaram alteragdes.

Noce et al. (1994) fizeram um trabalho com camugdsenencontrando uma
DL50 maior para o iopamidol e iomeprol, do que aemsbada no iohexol, iodixanol e
iotrolan. Dos camundongos que foram a Obito (esterreu principalmente cinco
minutos apdés a administracdo) todos apresentaramvulsdes. Esticamento dos
membros seguido por sedagdo e dispnéia foram osigais sinais observados nos
animais sobreviventes, estes se recuperaram ddmt?d horas. O exanp®st-mortem
nestes animais que morreram ndo apresentou qualgiberacdo macroscopica
significativa.

Em 1996, Luzanni et al. realizaram um estudo deittxde aguda com injecao
intracerebroventricular em camundongos e intratiateem ratos com MC iodados

mondmeros (iomeprol, iopamidol, iohexol, iopentayersol, iopromida) e dimeros
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(iofratol, iodixanol e iotrolan), onde os sinaistdgicidade observados foram: episodios
convulsivos, hipoatividade, esticamento, seguida pedagdo e dispnéia. Nos
camundongos todas as mortes ocorreram duranteéo? minutos apos o término da
administragdo Os animais que sobreviveram se rem@me dos sintomas em no
méximo 24 horas. Os examegsost-mortem ndo revelaram qualquer alteracéo
macroscopica, exceto congestdo pulmonar nos anguaiseceberam iopentol (4 de 14
animais) e iopromida (2 de 17 animais). Os diméeetados foram consistentemente
mais neurotdxicos do que a maior parte dos mon&@nef@uando injetados
intracisternalmente em ratos, 0s sintomas obsesvddoam essencialmente de
depressdo de sistema nervoso central (sedacdmémisprostacdo, e reducdo da
atividade motora), com alguns episédios de conwulgdrecuperacdo dos sintomas
ocorreu, com quase todos os meios de contrastdrodde 24 horas. Nenhuma
anormalidade foi encontrada no exapwst-mortemO iopentol e iopromida exibiram
neurotoxicidade maior do que os demais. Diferenteéenda rapida ocorréncia de 6bito
apos a administracdo intracerebroventricular emucaongos, as mortes apos a
administragdo intracisternal em ratos foram maidida, ocorrendo até 4 horas apos o
tratamento.

Wible et al., em 1995, fizeram um estudo compawatentre o iohexol,
iopamidol, ioversol e iopromida, com administracédracisternal em ratos. A
administragdo do ioversol, iohexol e iopamidol maosou mortes em doses até 1000
mg I/kg. Sinais de toxicidade desses trés agentdgiiam convulsdes, apnéia, dispnéia
e hipoatividade. Os com ioversol apresentaram tresne vocalizagdo. O iohexol e
iopamidol também causaram hiperatividade, sendo mqueprimeiro foi observado
também ataxia, enquanto no segundo, sensibilidadecque. Todos apresentavam-se
normais apos 24 horas de inje¢do. Com o iopronmaddose de 50 mg I/kg houve 6bito
de 4 dos 5 animais e com a dose de 100 mg I/kgstowrreram dentro de 10 minutos
apoés a injecdo. Todos os sobreviventes ganharamrueperiodo de observagdo de 7

dias.
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4.5.3 Testes neurotoxicidade com outros meios deasie realizados em coelhos

Maly et al. (1995b), realizaram um estudo compavatm coelhos entre o
iodixanol, iopamidol e iotrolan, no qual verificaraque o iotrolan apresentou maior
efeito excitatério do que o iopamidol e o iodixanol

Sundgreen et al. (1995), compararam os efeitosdisternais do iohexol,
iodixanol e iotrolan, ndo encontrando efeitos edo6iios com o iohexol. Os efeitos
excitatorios mais severos foram observados nos cdotnolan (convulsdes
generalizadas) em cinco dos dez coelhos testad@s dnimais que receberam
iodixanol apresentaram convulsdes generalizadasodéa 60 minutos apos a injecao e
um apresentou convulsdo parcial. A injecdo de todesMC induziu sinais de
depressao, sendo que o iohexol apresentou efgtest#vo mais acentuado do que o
iodixanol e o iotrolan. Na necropsia dos coelhaws convulsdo ndo foram observadas
anormalidades macroscopicas no cérebro, ou henmsagaracnoéide, intraventricular
ou intracerebral.

Em 1995, Maly et al. realizaram uma meta-analise paaliagcdo comparativa
de meios de contraste administrados por via irgt@cial em coelhos. Dessa forma,
verificaram que a metrizamida produziu efeitos sevemais depressivos do que o
iohexol, iopamidol e iodixanol. O iohexol causounoe efeitos depressivos do que a
metrizamida e o iopamidol, mas efeitos mais seveoogue o iodixanol e iotrolan. Com
relacdo aos efeitos excitatorios, os efeitos fosgmificantemente mais severos na
metrizamida do que no iohexol e iopamidol. O iohéxj@tado no espaco subaracnoide
de 108 coelhos ndo produziu efeito excitatorio.ofamidol gerou efeito excitatorio
significantemente maior do que o iohexol, do megmaw que o iotrolan e iodixanol e
significativamente menor do que a metrizamida.

Outro estudo realizado posteriormente por Maly let(E#96) comparou o
iohexol, iopamidol, iotrolan e iodixanol e encontrque o iohexol ndo apresentou
efeitos excitatérios, enquanto o iopamidol aprementonvulsbes em 20% e
hiperexcitabilidade em outros 40%; o iodixanol apregou convulsbes generalizadas
em 20% e parciais em 40%, e o iotrolan apresenfeitog excitatérios mais
significativos, com convulsGes generalizadas emsna& 50% dos animais. Efeito

depressivo foi mais intenso com o iohexol do qua odotrolan e iodixanol.
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4.5.4 Testes de neurotoxicidade com outros meie®Easte realizado em caes

Estudos em cées comparando os efeitos adverso®h#xol e iopamidol
(WIDMER et al., 1992) e destes com o ioversol (WAN et al., 1989), ndo
encontraram diferenca estatistica na ocorréncefai®s adversos.

Com relagéo aos achados histopatolégicos, Van@&rak (1991) compararam o
iohexol e o iotrolan em cdes necropsiados 14 ¢iés a administracdo subaracnoidea e
ndo encontraram alteracbes macroscopicas nem édigtogicas. J& Sarmento et al.
(2002), encontraram 14 dias apo6s utilizacao dorsmleinfiltrados discretos de células
inflamatdrias mononucleares na fissura ventral ralcaentral. Esses achados foram

considerados discretos e sem sinal de irritabigdadneurotoxicidade significativa.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 75 ratos Wistar, machos, entre &ré@uatro meses de idade
com massa corporal média de 340 g, padrdo sanitérigencional provenientes do
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animaidatmratorio da UFRGS
(CREAL).

Os animais foram alojados e mantidos individualmeahirante o experimento
no Biotério Setorial do Departamento de Farmacalalgi Instituto de Ciéncias Basicas
da Saude (ICBS), em caixas de polipropileno comedsfo de 40 x 33 x 16,5 cm
forradas com maravalha limpa, sendo a limpezareca tlas caixas realizada trés vezes
por semana. Foi respeitado um periodo de adap@edbd dias antes do inicio do
experimento, com temperatura de 21%22§, umidade entre 30 e 70% e com ciclo de
luz claro-escuro de 12 horas (das 8:30 as 20:38shoDs animais foram alimentados
com racdo comercial Nuvital CR 1 ( Nuvital, ColorfibR) e dguad libitum durante
todo o periodo experimental.

O alojamento, manejo, tratamento e eutanasia dowvaan obedeceram as
normas publicadas pelo Colégio Brasileiro de Expentacdo Animal (COBEA, 1996),
aLein®11.794, de 8 de outubro de 2008 e o0 Decr®6.899, de 15 de julho de 2009.
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5.2 Substancias utilizadas na administragéo intrasternal

Nome comercial: Henetix

Fabricante: Guerbet Produtos Radioldgicos Ltda

Composicgéo declarada na bula:

[0 o1 1T o] P SPPP 658,1000 mg
VEICUIO 0. weiieiitiiiee ettt ettt ettt e et e e e e nneaeeens 1mL

Contém: cloridrato de trometamol, trometamol, etdetiissodico de célcio diidratado e
agua para injecdo. Equivalente a 300 mg de iodonhor

Registro no Ministério da Saude 1.4980.0003

Lote: 09WC356A

Nome comercial: Omnipaqtie

Fabricante: GE Healthcare (Shangai) Co. Ltd. Shaijana.

Importado por: Farmasa-Laboratério Americano derféaoterapia S. A.

Composicgéo declarada na bula:

IONEXOL. .. ———— 647 mg

RV Y ToU ] (o T o T T 1mL

Contém: trometamol, edetato calcico de sodio, gmara injecdo e acido cloridrico.
Equivalente a 300 mg de iodo por mL.

Registro no Ministério da Saude: 1.0394.0525.002-1

Lote: 10821470

Nome comercial: Solucao de Cloreto de Sodio 6,9%

Fabricante: Industria Farmacéutica Texon S. A.

Composicgéo declarada na bula:

(0101 1= (o o [=IE=T0 o [ To TR PPN 0,9%
Agua para iNJEGAOD 0. S. Prveeveereereeveireiemeemeeceeeseeeieeeeeeeeresteeseeeeeseenens 100%
Lote: 09420178, 09420180 e 0942181
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5.3 Grupos experimentais

Para a realizagdo do estudo cego, foram constiuiés grupos experimentais
com 25 animais cada, sendo um grupo para cada deioontraste (iobitridol e
iohexol), e um grupo controle (NaCl 0,9%). Conforpuele ser observado na Figura 3,
cada grupo foi subdividido em cinco subgrupos camecc animais cada. Nos grupos
gue receberam os meios de contraste por via isteawal, cada subgrupo recebeu uma
dose distinta equivalente a 200, 400, 600, 80008 1y I/kg. O grupo controle recebeu
pela mesma via, solucdo estéril de NaCl 0,9%, elmm® equivalente ao empregado

nos meios de contraste testados.

25 x E?D;g 25 x E{\g 25 x ZT_‘j
| lobitridol | iuau o.sﬂ/]

200mal kg |600mgl /kg | 1000 mg lkg 200mal /kg® | 600 mgl /kg’| 1000 mg lkg’

5x 22f 5x 20f sx sx 22 5x £ sx 20

| lohexol I . .
400mgl/kg 800 mgl /kg 400 mgl/kg" 800 mgl /kg

sz?:sg 5x J:'P:g | | 5x 5?35 515’3vg

200 mal /kg 600 mgl /kg| 1000 mg Ifk%
5x g{\g 5x g‘:& 5x £0

400 mgl/kg 800 mgl /kg

51.{’;\g Sxf_)g

Figura 3 — Esquema da distribuicdo aleat6ria dtmsram trés grupos experimentais
com 25 animais cada, sendo um grupo para cada deioontraste, e um grupo
controle. Cada grupo foi subdividido em cinco supgs com cinco animais cada. Nos
grupos que receberam os meios de contraste pomtracisternal, cada subgrupo
recebeu uma dose distinta equivalente a 200, 41, 80 e 1000 mg I/kg. O grupo
controle recebeu pela mesma via, solucao estéNladal 0,9%, em volume equivalente
ao empregado nos meios de contraste testadosdqtume equivalente a dose utilizada

dos meios de contraste na concentracdo de 300rhy I/m
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5.4 Protocolo experimental
5.4.1 Preparacao dos animais e anestesia.

Antes do procedimento de administragdo das subagpor via intracisternal,
todos os animais foram identificados, pesados)aeados em caixas de polipropileno e
levados ao Hospital de Clinicas Veterinarias da GER

Os ratos foram submetidos a inducao anestésicaisoflurano em camara
anestésica. Apos verificagdo de que os mesmoscamtesvam em plano anestésico,
realizou-se tricotomia da regido atlanto-occipgaposicionamento no estereotaxico
com auxilio das barras auriculares, mantendo olérenire a cabeca e o corpo em 90°,
0 que permitiu que a superficie puncionada ficgesécionada horizontalmente. Para
gue essa angulacao fosse obtida, e o correto poaioento do animal fosse alcangado,
foi colocado embaixo do animal uma base de madgue, permitia que as barras
auriculares ficassem suspensas a uma distancia aderbda base do corpo do rato, e a
parte dorsal da cabeca do rato foi fixada com ealde fixagdo em um angulo de 110
em relagcdo a superficie horizontal (Figura 4). Astesia foi mantida com isoflurano
através de mascara e a antissepsia do local méaddo foi realizada com alcool
iodado 70% (Figura 5).

Barra de fixacao

L\__."{
lHL’J

Figura 4 — Posicionamento do rato no estereotagmm, as barras auriculares suspensas

Barras auriculares

- 52 min

L

a uma distancia de 52 mm da base do rato, e agiadal da cabeca do rato fixada com
a barra de fixagdo em um angulo de 1H@m relagdo a superficie horizontal,

permitindo a correta introducéo da agulha.
Nota: adaptado de Lebedev et al., 2004.
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Figura 5 — Rato apés inducdo anestésica e tricatatai regido cervical, preso no
estereotaxico através das barras auriculares eidmanbm isoflurano através de

mascara.

5.4.2 Identificacéo do local a ser puncionado

ApoGs prévia palpacdo entre o osso parietal e anaoltertebral, uma pinca
hemostatica foi utilizada para determinar o pontsnmével nessa superficie (ponto
médio entre o occipital e o atlas, na linha mé¢kagura 6). O lugar puncionado foi
determinado a partir do ponto médio sendo realizadom cranial a este. A agulha
introduzida apresentava calibre de 0,45 x 13, preente colocada na torre dorsal
acoplada a uma seringa de 1 mL. A agulha foi inizath com a profundidade de 5,5 a
6,5 mm de acordo com a massa corporal (conformesdde Lebedev 2004). A
introducdo da agulha foi baseada nas caractedstispaciais da Figura 7, sendo a
correta profundidade verificada pelo efluxo de dtuicerebroespinhal translicido
(Figura 8). Nos casos onde n&o houve efluxo deldlwerebroespinhal, na posi¢éao
inicial de 5,5 mm nos ratos até 250 g, e 6 mm naqumm mais de 250 g, a agulha era

introduzida de 0,2 em 0,2 mm até que o mesmo fusservado.
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Figura 6 — Rato anestesiado com isoflurano, pres@aparelho de estereotaxia com
auxilio das barras auriculares, com a correta gexdo da cabeca. Apds antissepsia
com alcool iodado, determinacdo do ponto mais méwugéle 0 osso parietal e coluna

vertebral no rato Wistar, para determinacao dd ldeantroducdo da agulha.

4 8mm —_—

Pele

4.5-5.5 mm

Duramater |

1.5 mm

Figura 7 — Caracteristicas espaciais da cisterrebid@ de ratos Wistar. Distancia no
ponto médio entre o 0sso parietal e coluna vertetfeapele até a dura mater varia de

4,5 a 5,5 mm, conforme peso do animal.
Nota: adaptado de Lebedev et al., 2004.
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Figura 8 — Rato corretamente posicionado no aparele estereotaxia, com
ventroflexdo da cabeca. Apoés introdugcdo da agutbafirmacdo do ponto correto

através do efluxo de fluido cerebroespinhal trazidh

5.4.3 Administracdo das substancias e realizacioadtiografias

Apos a retirada de 0,04 a 0,06 mL de liquor, fapada uma nova seringa
previamente preenchida com o volume da substansé atilizada, isto €; iobitridol,
iohexol e NaCl 0,9%, todas pré-aquecidas em bardrtand 37°C antes da aplicacdo
(Figura 9).

A velocidade de administragdo manual foi de apredamente 0,05

mL/segundo.



42

Figura 9 — Rato no aparelho de estereotaxia, presoas barras auriculares. Apos a
troca da seringa, por uma previamente preenchida @wolume de substancia a ser

utilizada, foi realizada a administragdo da mesmantracisternal.

Ap6s a administracdo os animais foram mantidos eanm posi¢cdo por um
minuto sem a retirada da agulha. Transcorrido é=sgo, eles foram retirados do
estereotdxico e mantidos por mais um minuto compeessdo digital no local da
aplicacdo (Figura 10). Ao término deste periodarforrealizadas radiografias nos
animais para verificagdo da presenca do meio déraste no espaco subaracnoide
(Figura 11), e em seguida os animais foram recdlmxaem caixas, deixando-0s

moverem-se livremente.

Figura 10 — Compressado manual no local da injegiiam minuto antes da realizagéo

das radiografias.
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Figura 11 — Radiografia da regido cervical do regalizada dois minutos ap6s término
da administracdo de meio de contraste iodado recesgubaracnoide, onde se verifica

a correta localizagdo do mesmo.

5.4.4 Avaliacdes clinicas

Os animais foram avaliados quanto a sinais de agéamit depressao e reflexos
nos tempos 5, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 minutds aptérmino da injecdo, €;
posteriormente uma vez ao dia durante sete diagisSie alterac&o do trato respiratorio
também foram avaliados, tanto no momento do pratemtio, quanto posteriormente
nos tempos acima citados. A massa corporal, inged¢éd agua e de racao foram
mensurados diariamente a partir do dia do procetdimneor sete dias.

Os sinais de excitacdo e depresséo foram ponteadésrme descrito na Tabela
2, onde os sinais de excitagdo foram mensuradaséatrda observagdo do estado de
alerta e padrdo de locomocao, e os de depressi@sitda presenca de movimentos

involuntarios, tais como convulsdes, e sinais aeeaio de responsividade.
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Tabela 2- Avaliacdo, por pontuacéo, dos ratos stidosea aplicagéo intracisternal de

iobitridol, iohexol e NaCl 0,9%, conforme sinais dgcitacdo (estado de

alerta e padrdo de locomogédo), e de depressacefgesle movimentos

involuntarios e sinais de aumento de responsividade

0 1 2 3
Depressédo Rato cheirando, Desorientagéo Imével, Paresia e/ou
sentando e/ou apatia e/ou mas imovel e
espontaneamente lentiddo dos responsivo irresponsivo.
e com movimentos. ao toque.
responsividade
Excitacdo normal ao toque. Irritabilidade Convulsbes  Convulsdes
Sem sinal de elou parciais. generalizadas
alteracao. hiperreflexia.

Nota: adaptado de Sovak et al., 1980; Sundgreain, 4995; Maly et al., 1995b

Também foram avaliados os reflexos: tatil de agaergo palmar, flexor,

extensor, palpebral, pupilar e da pina, reacdodeetamento e posicionamento e

resposta auditiva, conforme dados apresentadoalraldl 3.
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Tabela 3 — Descricdo da forma de avaliagéo, partiftcacéo de respostas normais dos reflexoséoede endireitamento e posicionamento, e
teste auditivo.

Parametro Descricao do teste Normal Alterado
Avaliado
Reflexos Tétil de Permite-se que o rato encoste Forca de agarramento Forca de
agarramento em uma grade com os membros normal. agarramento pobre
palmar anteriores e se exerce tragédo ou ausente.

na base da cauda caudalmente
para avaliar a forca

de agarramento.

Flexor Segura-se o rato pelo Flexdo do membro. Auséncia de flexao.
térax na porgéo dorsal e aperta-se

os dedos do mesmo.

Extensor Segura-se o rato pelo térax na Extensdo do membro. Auséncia de
porgéo dorsal, pressiona-se a extensao.
superficie plantar de um dos

digitos dos membros posteriores.

Palpebral Leve toque no canto medial Fechamento palpebral Fechamento

e observa-se o fechamento palpebral. completo. palpebral reduzido

a ausente.
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Pupilar direto

Pina

Reacédo de endireitamento

Reacé&o de posicionamento

Teste auditivo

llumina-se os olhos com

auxilio de lanterna.

Leve toque na superficie interna

da pina com fio de nylon.

Rato é colocado de carstas

uma superficie horizontal.

Segura-se o rato pelalaase
cauda e o desloca em direcao
a superficie horizontal

(p. ex.: mesa).

Estala-se os dedos.

Constricao presente. Constricao ausente.

Presenca de movimento Auséncia de

da orelha apés o teste. movimento da

orelha.

Resposta normal, isto €, Resposta demorada

ele se vira imediatamente  (maior do que 1
e fica em posicao segundo).

guadripedal.

Quando a vibrissa toca Resposta reduzida

essa superficie, a resposta a ausente.
normal é a extensao
do pescogo, tronco
e membros anteriores.
Reacédo de¢@sita Auséncia de

apos o estalar de dedos. hesitagdo apos

estalar de dedos.

Nota: adaptado de Sovak et al., 1980; Ross, 200€5,R002.
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Com relacdo ao trato respiratorio, foram avaliagloais de alteracéo do padréo
respiratorio, como dispnéia, bradipnéia e apnéjxesenca ou ndo de secre¢cdo nasal
durante e apoés a aplicacdo da substancia. Quaisgtres alteracdes observadas com o
animal na caixa e a manipulagdo, como presencatdeestipia (sequéncia invariavel
ou repetitiva de movimentos ou gestos especifizog)lteracées de marcha como ataxia
ou retropuls@o (movimento persistente de locom@géia trds ou movimentos subitos e

forcados com os membros posteriores) também foegiatrados.

5.5 Eutanésia e necropsia

Para a realizacdo da necropsia, os ratos foram etidws a eutanasia,
respeitando as normas do COBEA e legistagdo vigesite camara de GOe
posteriormente posicionados em decubito ventral ffexdo ventral da cabeca de 90°.
Realizou-se incisdo da pele na regido atlanto-deatipivulsdo dos musculos para
permitir perfuracdo da membrana atlanto-occipitath @osterior dissecacao e remocao
do cérebro, cerebelo, medula espinhal cervicagctoa e lombar com auxilio de alicate.
Os orgaos foram analisados macroscopicamente, @ luaisvesse alteragfes estas
seriam registradas. Aleatoriamente, dois animaispbgrupo foram fixados em formol
10%, os orgédos coletados foram submetidos aos ggoseotineiros de preparacéo,
passando por uma série gradativa de solugbes mlmpdté 100% e acrescidos de
parafina derretida até seu resfriamento e endueston A parafina foi aparada em
forma de bloco e cortada em fatias pelo micrétoEsses cortes foram lavados com
xilol para remover a parafina e corados com henilataxe eosina, segundo técnica de
Ross et al(1989), sendo realizadas trés laminas de histologya cada 6rgéo coletado.
Os exames histopatologicos foram realizados norS#doPatologia Veterinaria da
UFRGS.

5.6 Andlise estatistica

A metodologia utilizada na analise estatisticauilcbs testes de Qui-quadrado
exato de Fischer e analise de variancia (ANOVAYaRwaliar a associagdo entre as
doses e as variaveis, e o farmaco e as variaveitiliaado o teste de Qui-quadrado

exato de Fischer. Para as variaveis quantitatefssantes a influéncia das diferentes
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substancias e doses testadas sobre a massa cang@stidoes de agua e de racdo, foram
utilizadas analise de variancia (ANOVA) de medidgsetidas.

Todas as variaveis citadas respeitaram os valgtatsticamente significativos,
com uma confianca de 95% (p<0,05). Os programésaatos para efetuar essa analise
foram o SpSS 18 e 0 EXCEL.
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6. RESULTADOS

6.1 Sinais de depresséo e excitagao.

6.1.1 Sinais de depresséao

A Figura 12 apresenta os sinais de depresséo alesrvio comportamento dos
ratos a partir de 5 minutos da aplicagéo da sutist@iohexol, iobitridol ou NaCl 0,9%)
por via intracisternal em cinco doses diferentegiivalentes a 200, 400, 600, 800 e
1000 mg I/kg no caso dos meios de contraste, duoneequivalente de NaCl 0,9%.

Nao houve diferenca estatisticamente significaties paréametros avaliados
para verificacdo de sinais de depresséo entresas @oos farmacos (p> 0,05).

Todos os animais que apresentaram sinal de dépressavaliacao depois de 1
hora ap0s a administracdo da substancia, apresentatros sinais neurologicos, como

inclinagcdo da cabeca, andar em circulos e ataxia.

6.1.2 Sinais de excitagdo

A Figura 13 mostra os sinais de excitacdo obses/aocomportamento dos
ratos a partir de 5 minutos do término da aplicad@substancia (iohexol, iobitridol,
NaCl 0,9%), por via intracisternal em cinco dos#erentes, equivalentes a 200, 400,
600, 800 e 1000 mg I’/kg no caso dos meios de iate 0 volume equivalente de
NaCl 0,9%. Independente do tempo de avaliacdostodoanimais permaneceram em
observacéo nas 4 horas seguintes a administraggidbdtincia para verificar a presenca
de qualquer episddio convulsivo. Nenhum animalsgreu convulsdo fora dos tempos
pré-determinados

Houve apenas dois casos de convulsdo: uma totakeoclo em um animal do
grupo iohexol na dose 400 mg | /kg, enquanto aadoirparcial, acometendo apenas os
musculos da face, com o iobitridol na maxima destata.

Verificou-se auséncia de diferenca estatisticamsignificativa (p>0,05) entre

as doses e os farmacos testados com relacdo assd@rexcitacdo avaliados.
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Figura 12 — Sinais de depressdo no comportamergaalos de 5 a 60 minutos do término da aplicagdo d
substancia (iohexol,iobitrido e NaCl 0,9%) por vdracisternal. Em cima das tabelas constam assdose
diferentes e ao volume correspondente de NaCl Oore O = rato cheirando, sentando espontanearaent

com responsividade normal ao toque. Escore 1 =riéesacao e/ou apatia e/ou lentiddo dos movimegissore
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2 = imdvel, mas responsivo ao toque. Escore 3 esjEe/ou imével e irresponsivo.
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Figura 13 — Sinais de excitacdo no comportamensordios de 5 a 60 minutos do término da aplicagéo d
substancia (iohexol, iobitridol e NaCl 0,9%) poa vhtracisternal. Em cima das tabelas constam assdo

diferentes e ao volume correspondente de NaCl OE3ore O = rato cheirando, sentando espontanearaent
com responsividade normal ao toque. Escore 1 tahilidade e/ou hiperreflexia. Escore 2 = convutsde

parciais. Escore 3 = convulsfes generalizadas.
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6.2 Obitos e alteragdes no trato respiratorio

6.2.1 Obitos

Tanto na Figura 12, quanto na Figura 13, constagbiies observados durante
0 experimento. Todos ocorreram apos quadro de aptdiante ou até 2 minutos apés
o término da aplicagdo da substancia testada. @cadito em cinco animais no total,
dois pertencentes ao grupo iohexol e trés do galptiidol.

Nao houve diferenga estatisticamente significaiv®% entre o numero de
mortes em cada grupo e nem em relacdo as doseteptade Qui-quadrado exato de

Fischer.

6.2.2 Alteracdo no padrao respiratorio

A Figura 14 apresenta o percentual do nimero dmasi com sinais de
alteracdo no padrédo respiratério, com algum siaabrddipnéia durante a aplicacao da
substancia (iohexol, iobitridol ou NaCl 0,9%), poa intracisternal em cinco doses
diferentes, equivalentes a 200, 400, 600, 800 & 10§ I/kg no caso dos meios de
contraste e ao volume equivalente de NaCl 0,9%.03 o0k casos ocorreram no
momento da aplicacdo, persistindo por cinco minafmss a aplicagdo em dois animais
do iohexol (400 e 800 mg I/kg), um do iobitridolO@mg I/kg) e um do NaCl 0,9%
(equivalente a 400 mg I/kg); e por 30 minutos emdamobitridol (400 mg I/kg) e do
NaCl 0,9% (equivalente a 1000 mg I/kg).

N&o houve diferenca estatisticamente significagiveie os grupos (p>0,05).

6.2.3 Secrecao nasal

Secrecdo nasal foi observada em 48 dos ratodésstaonforme consta na
Figura 14, ocorrendo durante ou imediatamente afdicacdo da substancia testada.

Nao houve diferenca estatisticamente significateatre as doses e as
substancias utilizadas (p>0,05).
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NaCl 0,9%) por via
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6.3 Teste dos reflexos, reagdes e resposta auditiva

6.3.1 Teste dos reflexos tatil de agarramento palilexor e extensor

No Figura 15 constam o numero de animais com dgxmf normais de
agarramento, flexor e extensor a partir de 5 mewdo término da aplicacdo da
substancia (iohexol, iobitridol ou NaCl 0,9%) paa \ntracisternal, em cinco doses
diferentes, equivalentes a 200, 400, 600, 800 & 10§ I/kg no caso dos meios de
contraste e o volume equivalente de NaCl 0,9%.

Todas as auséncias de reflexo foram observadasrimeiga avaliagdo, 5
minutos apdés o procedimento. Nenhum dos animaisd&finits dos reflexos flexor ou
extensor apresentou sinais de alteracdo em avediagdsteriores. Com relagdo ao
reflexo de agarramento, 0s sinais persistiram engdogranimais, do grupo iohexol 800
mg I/kg até 24 horas apos o procedimento.

Verificou-se auséncia de diferenca estatisticaensignificativa na resposta dos

reflexos entre as doses e os farmacos.
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Figura 15 — Freqiéncia de animais com os reflereseptes e ausentes de agarramento, flexor e extens
ap6s 5 minutos do término da aplicacdo da substafichexol, iobitridol ou NaCl 0,9%) por via
intracisternal. Doses de 200, 400, 600, 800 e HO@I0’kg, nos casos dos meios de contraste, e aoneol

correspondente de NaCl 0,9%.
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6.3.2 Testes dos reflexos palpebral, pupilar einia p

A Figura 16 mostra o numero de animais com osxe$lgpalpebral, pupilar e da
pina normais a partir de 5 minutos do término décagfo da substancia (iohexol,
iobitridol ou NaCl 0,9%) por via intracisternal,aainco doses diferentes, equivalentes
a 200, 400, 600, 800 e 1000 mg I/kg no caso dowsnéé contraste e o volume
equivalente de NaCl 0,9%.

Dentre os animais avaliados, como se pode obsemgarFigura 16, 26
apresentaram alteragéo do reflexo palpebral, engismmente um foi acometido com
alteracdo do reflexo pupilar e dois com o da pibareflexo palpebral foi o Unico
reflexo que persistiu ausente em alguns animaisy@s do que 24 horas, com dois
casos perdurando por trés dias; envolvendo um é&diongrupo iohexol (600 mg I/kg) e
outro do iobitridol (1000 mg I/kg).

J& no caso do reflexo pupilar, este apresentaveegeal 15 minutos apds a
aplicacéo, e tratava-se de um animal do grupo w30 mg I/kg, enquanto o da pina
envolveu um animal do grupo iobitridol 800 mg I&gutro do controle equivalente a
800 mg l/kg, sendo que o reflexo ja apresentavaesenal na avaliagdo 30 e 15
minutos, respectivamente.

Nao houve diferenca estatisticamente significatigsaresposta entre as doses e
os farmacos relacionada a alteracao dos reflexdl@p), exceto em relacdo ao reflexo
palpebral, com a dose de 200 mg I/kg se comparadiemais doses, havendo uma

tendéncia de reducgéo deste reflexo com o aumerdosia
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Figura 16 — Fregiiéncia de animais com os refleatigepral, pupilar e da pina presentes e ausenéess ap
5 minutos do término da aplicagédo da substancieexiol, iobitridol ou NaCl 0,9%) por via intracistat.
Doses de 200, 400, 600, 800 e 1000 mgl /kg, nosscaws meios de contraste, e ao volume

correspondente de NaCl 0,9%.
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6.3.3 Teste da reacéo de endireitamento, posicientne resposta auditiva

Na Figura 17 constam o numero de animais com rededendireitamento e
posicionamento, e resposta auditiva normais arpdéi5 minutos do término da
aplicacdo da substancia (iohexol, iobitridol ou N&®%) por via intracisternal, com
utilizagc&o de cinco doses diferentes, equivaleat280, 400, 600, 800 e 1000 mg I/kg
no caso dos meios de contraste e o volume equieadenNaCl 0,9%.

Nenhum animal apresentou auséncia na reagédo deeitardiento nos tempos
observados. Todas as respostas alteradas referamtésste de posicionamento e
resposta auditiva foram observadas 5 minutos apésdnainistracdo da substancia,
excetuando-se um animal do grupo iobitridol 600nigy,l em que os sinais de
deficiéncia na resposta auditiva ocorreram a pd#gi0 minutos, persistindo por até
pelo menos quatro horas. No grupo iohexol, houviei@iacia na resposta auditiva por
pelo menos 15 minutos em um animal da dose 400/kggel 1000 mg I/kg, e; por no
minimo 2 horas em um da dose 600 mg I/kg.

A auséncia da reacao de posicionamento péde servaldse em um animal até
30 minutos ap6s a administracdo da substanciayupo dobitridol 600 mg I/kg e no
controle (equivalente a 800 mg I/kg).

Esses testes foram também foram realizados nosdeetesubsequentes, ndo
sendo observadas alteracdes nesses momentos.

Verificou-se auséncia de diferenca estatisticaensighificante na resposta entre

as doses e os farmacos (p>0,05).
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Figura 17 — Frequéncia de animais com o0s reacdendeeitamento, reacdo de posicionamento e

resposta auditiva presentes e ausentes apos 5Sosiidattérmino da aplicagdo da substancia (iohexol,
iobitridol, NaCl 0,9%) por via intracisternal. Dasde 200, 400, 600, 800 e 1000 mg I/kg, nos cagss d

meios de contraste, e ao volume correspondentea@é WN9%.
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6.3.4 Outras alteragfes neuroldgicas observadas

Dentre os animais tratados com o iohexol, houvérgwimais com outro tipo
de alteracéo neuroldgica, cada qual com uma dieselie:

- 200 mg I/kg — inclinagdo da cabeca para o ladeitdi sendo observado uma
hora apds o procedimento e persistindo até pel@sieés horas depois

- 400 mg I/kg —grooming por pelo menos dois minutos ininterruptamente 15
minutos apos a aplicacéo.

- 600 mg I/kg — retropulsédo, com movimentos suhitms membros posteriores

- 800 mg I/kg — ataxia iniciada uma hora apés &apdo e persistindo por pelo
menos trés horas. Quatro horas apés o procedimsnteerificou que o animal tinha
sinais de retropulsdo, andando para trds. Essé pémsistiu até o terceiro dia de
avaliacao.

Dos tratados com iobitridol, apenas dois animaiesgntaram outro tipo de
alteracao:

- 600 mg I/kg passando as patas dianteiras nadfaman as maos juntas sem
apreensédo da grade 15 minutos apds o procedimento.

- 1000 mg I/kg cabeca virada para o lado direitobiam 15 minutos apds o
procedimento.

No grupo controle foi observado ataxia em um ahgum volume equivalente a
800 mg I/kg desde 15 minutos apds o procedimetdéopelo menos 4 horas, ndo sendo

observado 24 horas depois.
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7.4 Massa corporal e consumo de racao e agua (%)

7.4.1 Massa corporal

A Figura 18 mostra a variacdo na massa corporaéparal (%) dos animais em
relacdo ao dia do procedimento de aplicacdo da&uba (iohexol, iobitridol ou NaCl
0,9%) por via intracisternal, em cinco doses difegs, equivalentes a 200, 400, 600,
800 e 1000 mg I/kg no caso dos meios de contrastez@dume equivalente de NaCl
0,9%.

Verificou-se auséncia de diferenga estatisticamsigtaficativa entre as doses e

os farmacos (p>0,05).
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Figura 18 — Variagcdo da massa corporal percenptps animais nos dias subseqiientes a aplicagéo da
substancia (iohexol, iobitridol ou NaCl 0,9% paa intracisternal), em comparagéo ao dia 0. Doses d
200, 400, 600, 800 e 1000 mgl /kg, nos casos dossnue contraste, e ao volume correspondente de

NaCl 0,9% (n= 5 animais por grupo).
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7.4.2 Consumo percentual de ragéo (%)

A Figura 19 mostra o consumo de ragdo percentuglef® relacdo a massa
corporal dos animais ap6s o procedimento de aglicada substéncia (iohexol,
iobitridol, NaCl 0,9%) por via intracisternal. ermco doses diferentes, equivalentes a
200, 400, 600, 800 e 1000 mg l/kg no caso dos mee&<sontraste e o volume
equivalente de NaCl 0,9%. O célculo foi efetuadmagir do consumo diario de ragéo
(9), relacionado a massa corporal diaria (g).

Verificou-se auséncia de diferenga estatisticamsigtaficativa entre as doses e

os farmacos (p>0,05).
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Figura 19 — Variacdo no consumo percentual de réigdiem relacdo & massa corporal dos animais nos
sete dias subsequentes a aplicacao da substétwad], iobitridol e NaCl 0,9% por via intracistet).
Doses de 200, 400, 600, 800 e 1000 mgl /kg, nossca®s meios de contraste, e ao volume

correspondente de NaCl 0,9% (n= 5 animais por grupo
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7.4.3 Consumo percentual de agua (%)

A Figura 20 mostra o consumo de agua percentualef@)relagdo a massa
corporal dos animais ap0s o procedimento de a@licaga substancia (iohexol,
iobitridol, NaCl 0,9%) por via intracisternal. ermco doses diferentes, equivalentes a
200, 400, 600, 800 e 1000 mg I/kg no caso dos meesontraste e o volume
equivalente de NaCl 0,9%. O célculo foi efetuadpadir da ingestdo didria de agua
(mL), relacionado & massa corporal diaria (g).

Verificou-se auséncia de diferenga estatisticamsigtaficativa entre as doses e

os farmacos (p>0,05).
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Figura 20 — Variagdo no consumo percentual de ég)aem relacdo a massa corporal dos animais nos
sete dias subsequentes a aplicacao da substéiwad], iobitridol e NaCl 0,9% por via intracistet).
Doses de 200, 400, 600, 800 e 1000 mgl /kg, nossca®s meios de contraste, e ao volume

correspondente de NaCl 0,9% (n= 5 animais por grupo
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7.5 Achados de necropsia e analise histopatologica

A avaliagdo macroscopica do cérebro, cerebelo, laedapinhal cervical,
tordcica e lombar ndo revelaram quaisquer altesagberfologicas que pudessem
indicar sinais de alteracdo, mesmo naqueles aniemaigue o0 Obito ocorreu durante a
realizagédo do procedimento, conforme pode ser ebdema Figura 21.

A andlise histopatoldgica destes mesmos 6Orgaolzada tanto nos animais

eutanasiados, quanto naqueles que foram a Obiemiduo procedimento, ndo revelou

sinais de alteracéo circulatéria, inflamatoria, efegrativa ou necraética.

Figura 21 — Necropsia de um dos ratos do experonante foi a Obito durante o

procedimento, ndo havendo sinais de alteracéo saapca.
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8. DISCUSSAO

Por razbGes éticas e por ndo haver na literaturahumen experimento
estabelecendo a DL50 do iobitridol por via IC ertosaas substancias foram testadas
em apenas cinco animais por dose, sendo utilizé@asenor para a maior dose, e caso
0s cinco animais de uma dose em particular momessees de alcangar 1000 mg I/kg,
essa seria a Ultima dose utilizada. Esse mesmagaeér utilizacdo em doses crescentes
com 200, 400, 600, 800 e 1000 mg I/kg foi ante§zado com MC iodados por Wible
et al., 1995, onde este pdde determinar a dodelketapromida.

Testes de neurotoxicidade aguda podem ser utikzpdm avaliar uma série de
efeitos incluindo: estimulagéo e depresséo do S@urbacao de reflexos, dano aos
nervos periféricos, efeitos cognitivos no aprendtiza memoria, efeitos na atividade
motora e alteragdes neuropatolégicas. Quando aelakzem ratos, esses testes incluem
avaliacdo através da bateria de observacao fuicmmrehecida como FOB (criada pelo
Agéncia Protetora do Meio Ambiente dos Estados énjghra mensuragdo quantitativa
e qualitativa de alterag@es clinicas de agente®ticos.), e neuropatologia (HAM, et
al., 2006; HODGSON; CUNNY, 2010). A FOB engloba laagbes: neuromusculares,
como observagfes de marcha, endireitamento e agarta; hiperexcitabilidade, com
observacdo de movimentos tdnicos e clonicos; &giohs, como através da
mensuragdo de peso; reatividade sensoriomotoranatrglo a reacdo do rato ao ser
tocado e estimulo auditivo; comportamento bizaenm que pode ser observado o
animal andando para trds e/ou apresentando componta estereotipado, e; resposta
autondmica, como resposta pupilar ao estimulo losi{TEGERIS; BALSTER, 1994;
BAIARD et al., 1997; WINNEKE, 2006).

Parte desses testes, como avaliacdo dos reflestimué auditivo e alteragdes
autonOmicas, ndo sao relatados em qualquer dashoabpesquisados sobre meios de
contraste, mas optou-se por adiciona-los, em ctmgom a mensuragao de ingestdo de
adgua e comida objetivando obtencdo de dados maipletos para comparagdo sobre
os efeitos adversos e colaterais associados aodassas substancias pela via
intracisternal.

E importante lembrar que os componentes somatosaisse somatomotores da
funcdo dos nervos craniais sédo dificeis de avaharescala maior do que a categérica

presente/ausente. Nao obstante, os reflexos dogsnaranianos sdo Uteis para
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descrever a severidade dos efeitos de depressmmestéma nervoso, Como anestésicos
gerais (ROSS, 2002).

7.1 Sinais de depresséo e excitacao.

7.1.1 Sinais de depresséao

Apesar do grupo controle (NaCl 0,9%) nao ter aprezslo nenhum animal com
paresia nos tempos avaliados, ou seja, com es@icg do que 1, e o iohexol ter sido o
Gnico grupo com animais apresentando imobilidadteesposividade; estatisticamente
ndo houve diferenca significativa entre os grupstados.

Wible et al. (1995) ao compararem dentre outros idldados, o iohexol e o
iopamidol em ratos, verificaram hipoatividade maiom o uso do iopamidol, uma vez
gue esta foi observada em todas as doses testadazext(r de 200mg I/kg) e com
iohexol apenas nas doses iguais ou superiores mg0kg.

Luzzani et al. (1999), no intuito de comparar nd¥€ diferentes (iomeprol,
iopamidol, iohexol, ioversol, iopentol, iopromidapfratol, iotrolan e iodixanol)
realizaram a administracdo IC em ratos (segundécaida descrita por Jeffers e
Griffith, 1942), e ICV em camundongos. Infelizmentara efeitos de comparagéo, ndo
foi descrita a incidéncia da ocorréncia dos siohiicos em separado para cada meio
de contraste, mas foram observados essenciaimempesddo do sistema nervoso
(sedacdo, dispnéia, prostracao e reducdo da atevistora) com alguns episddios de
convulsao.

Em coelhos, Sundgreen et al. (1995) observaramagmistracéo do iohexol,
iodixanol e iotrolan, sinais de depressédo mais ymoiados com o iohexol. Ja em um
trabalho realizado por Maly et al. (1995a), halateede que o iohexol produziu efeitos
depressivos menos severos do que o iopamidol e seaesos do que o iodixanol e o
iotrolan, quando administrados no espac¢o subarden&endo a diferenca com o
iodixanol e o iotrolan n&o significativa.

Conforme observado, estatisticamente ndo houvessih@a depressdo mais
acentuados com o uso de um ou outro meio de ctmtriaslicando que este efeito
neurotéxico foi similar entre os grupos. Diferenéarie dos efeitos excitatérios, efeitos
depressores como dor de cabeca, tontura, nausdtera;oes psiquicas, determinados

por meios de contraste no comportamento animal re&@ds dificeis de serem
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interpretados em termos de reagfes adversas merdwesque no homem
(SUNDGREEN et al., 1995). Porém sabe-se da impcgédo valor preditivo dos
estudos neurotéxicos de ratos e coelhos para efe#torotoxicos em humanos (MALY
et al.,1995a; LUZZANI et al., 1997). Um exemplostisem ratos é a iopromida, que
apresentou uma toxicidade maior para o SNC emstestdizados nessa espécie, e
depois quando testado em humanos por via IV, tamtsmou uma incidéncia maior
de efeitos adversos envolvendo especificamente 6 S& comparado tanto com o

iomeprol quanto com o iopamidol (LUZZANI et al.,a8d.

7.1.2 Sinais de excitagao

Os sinais de excitagdo observados tanto com o @blygsanto com o iobitridol,
envolveram irritabilidade, hiperreflexia e convids@movimentos tdnicos e clénicos).

Os sinais de convulsdo parcial envolveram os masald face, acometendo um
animal do grupo iobitridol 1000 mg I/kg, enquante@anvulsdo generalizada ocorreu
com o iohexol 400 mg I/kg. Convulsdes sdao comumaiservadas como efeito
neurotéxico em trabalhos realizados em ratos ehoeajue comparam os MC. Em um
estudo realizado por Shaw e Potts (1985), por ekengiteracbes locomotoras e
epiteleptogénicas em ratos foram muito mais fretpsere mais severas apos
administragédo do iopamidol do que do iohexol.

Ja Wible et al. (1995), administraram MC iodados€ixol, ioversol, iopamidol
e iopromida) via IC em ratos, e os sinais de neuicidade incluiram, além dos sinais
de depresséo, convulsdes parciais e generalizadasyres e sensibilidade ao toque.
Todos o0s grupos apresentaram animais com sinat®meaillsdo, porém em ndmeros
dispersos entre as doses, uma vez que pbdde sevaitze em um animal dentre cinco
quando utilizados o ioversol 1000 mg I/kg, iohe®0 mg I/kg, iopamidol 400, 600 e
800 mg I/kg e iopromida 100 mg I/kg (a qual foiléinda dose testada onde os cinco
animais ndo morreram).

Quando utilizado em coelhos, o iohexol ndo causfmitoe excitatério no
comportamento destes, enquanto o iopamidol produefeitos convulsivos
(WHELLER; DAVIES, 1985; MALY et al., 1995a; MALY etl., 1995b; SUNDGREN
et al., 1995). Quando comparados o iopamidol, wlex e o iodixanol em coelhos,

encontrou-se alteracdes excitatorias mais sevdessndo significantemente mais os
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animais tratados com iotrolan, enquanto o iodixgroduziu efeitos excitatérios em
namero semelhante ao iopamidol (MALY et al., 1999LY et al., 1996).

Quanto ao tempo entre a aplicagédo e a ocorréncipuagros convulsivos, estes
foram observados, no presente trabalho, 5 e 15 tosnapos a administracao,
persistindo por poucos segundos, porém nos trabgésquisados utilizando ratos, ndo
foram citados o tempo decorrido entre a aplicacacapresentacdo de convulsdes. Ja
em coelhos, Maly et al. (1995b) observou o ini@s donvulsées entre 5 e 60 minutos
ap6s completa injecdo da substancia.

Sinais excitatorios também sédo observados em estedtizados com o iohexol
e o iopamidol em cées, incluindo fascicula¢des deaulo temporal e facial, rigidez da
musculatura cervical e também convulsdes (FATON®H. gt997).

Neste estudo observamos sinais de irritabilidad®i dfiperreflexia em 17
animais, envolvendo tanto os grupos dos MC quantorrole. Ralston et al. (1989)
também relatam como sinais toxicos excitatoriogniaglos ao testar iohexol, ioversol,
iopamidol e metrizamida por via IC: hiperatividadgtooming € movimentos
mastigatorios; porém néo relatam a incidéncia esta gaupo testado separadamente.

E importante lembrar, que o desenvolvimento de l8oo@, letargia,
irritabilidade e hiperreflexia podem estar assam$adao aumento da pressao
intracraniana, dessa forma, parte dos sinais oBrbservados pode nao ser decorrente
somente dos efeitos neurotoxicos das substanciN$BI; DHAWAN, 2008; KILE,
2008; POLLOCK; WONG, 2008). Como nao houve difeeeastatistica entre as doses,
nem em comparacao entre os MC e o grupo contrese, Enal clinico de irritabilidade
elou hiperreflexia presente neste trabalho, difereante do observado nos quadros
convulsivos, parece realmente estar mais assoc@olo aumento de presséo

intracraniana, do que a neurotoxicidade do meicotdraste em si.
7.2 Obitos, alteragBes no trato respiratorio
7.2.1 Obitos
Foram observados cinco oObitos (trés com o iobitral@ois com o iohexol),
sendo que quatro destes ocorreram nas duas mdmses (trés com 800 mg I/kg e 1

com 1000 mg I/kg). Apesar do indice de 6,6% de odbindo houve diferenca

estatisticamente significativa entre 0os gruposites.



72

Dentre os trabalhos pesquisados, ao avaliarmositiss @m ratos relacionados
ao uso do iohexol, had o relato de Ralston et #8%L com doses semelhantes as
maximas aqui testadas e Wible et al. (1995), qiuizaram iohexol em doses de até
1000 mg I/kg, e em nenhum desses trabalhos forasanaddos Obitos relacionados a
sua administracdo. Ja com relagdo ao iobitriddhioo trabalho que o utiliza em ratos
por essa via, ndo encontrou 6bitos em doses degd8tkg (DONADIEU, 1996).

Com relagéo aos outros MC iodados néo ionicosdestam ratos pela via IC,
todos os animais testados com doses tdo baixasogdari50mg I/kg de iopromida a
30%, foram a o6bito, diferentemente de outros M@hekol, iopamidol e ioversol —
testados pelos mesmos pesquisadores na mesma ttag@en com doses de até
1000mg I/kg (Wible et al., 1995), onde ndo houviadbrelacionados. Ja Ralston et al.
(1989) verificaram Obitos com o ioversol com a ddee430 mg I/mL, permitindo a
determinacdo do DL50 para machos, em 1000 mg Fkgteriormente, esses mesmos
autores compararam a toxicidade do ioversol 350/mlg com o iohexol e iopamidol,
encontrando uma toxicidade menor no ioversol, gagemo na dose de 1200 mg I/kg
nao levou a 6bito nenhum animal.

Semelhante ao encontrado no presente trabalho toddg os animais morreram
durante ou em até 2 minutos ap0s a aplicacdo,drRatdttal. (1989) encontraram, na
mesma espécie, todos os Obitos ocorrendo imediatanap0ds a injecdo. Enquanto
Wible et al. (1995) relataram a ocorréncia dosogbéntre 10 minutos a 24 horas apés,
e; Luzzani et al (1996) em até 4 horas.

Diferengas entre os trabalhos relacionadas ao mirder dbitos e tempo
transcorrido até a sua ocorréncia podem estarioakatas a metodologia empregada,
tanto com relagdo a forma de contencdo do rato ggrancdo na cisterna, quanto a
concentracdo do meio de contraste utilizado, oopodd anestésico empregado, a
velocidade de administracdo e o aquecimento pdvimeio de contraste.

Enquanto alguns autores, como Donadieu et al. {1986 descrevem a técnica
empregada para a administragdo intracisternal &, réd/ible et al. (1995) e Ralston et
al. (1989) utilizaram o método descrito por Meratit al. (1970), no qual os animais
eram levemente anestesiados com éter e colocadosatmator de madeira que permitia
a flexdo cervical. Neste estudo, optamos pelazatiio do estereotaxico, apos um pré-
teste comparativo entre este método e o utilizano Nperlatin et al. (1970), onde
verificamos que com a metodologia empregada aqui @@stereotaxico houve menos

perda de meio de contraste para o espago subcutBosteriormente avaliamos a
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diferenca quanto a manutencdo da agulha no locainjggdo por 1 minuto e a

compressao digital local por mais 1 minuto, o qoengarativamente acarretou uma
ocorréncia ainda menor de perda do meio de coetrpstra fora do espago

subaracnoide. Frente a necessidade do menor esdraeato possivel de meio de
contraste, para a avaliagdo da neurotoxicidadea @s8-avaliacdo foi de suma
importancia, pois nos gerou dados mais confidwdrsgue se tivéssemos utilizados a
outra técnica.

A concentragdo de meio de contraste empregada gietle a neurotoxicidade
do meio de contraste, uma vez que maiores congéeBade iodo sabidamente
aumentam o risco de efeitos colaterais decorredtesaumento de osmolalidade
(FATONE et al. 1997). Dentre os estudos realizaglmsratos, somente Wible et al.
(1995) relataram exatamente quais os grupos de M@e os Obitos ocorreram, ou
seja, apenas nos animais em que utilizaram iopamitstes utilizaram somente
concentracdo de MC de 300 mg I/mL, enquanto Luzeamil. (1996) utilizaram MC
diferentes com concentragfes variando entre 30D er®) I/mL, e Ralston et al. (1989)
utilizaram 430 e 350 mg I/mL. Wible et al. (199@&nt emprego do iohexol na mesma
concentracdo por nos utilizada, ndo relataram dGtatacionado, porém no presente
trabalho observamos dois. Cabe lembrar que apesao, dndo houve diferenca
estatistica com relacdo ao grupo controle.

O éter anteriormente utilizado pelos autores psagiois, ndo foi utilizado no
presente trabalho, tanto devido sua naturezariteifaue causa aumento das secrecdes
das vias aéreas, quanto por ser inflaméavel, repie@sgo um risco na realizagdo do
experimento. O protocolo anestésico utilizado,vésada inducdo e manutencdo com
isoflurano, foi selecionado por ser de rapida i@du@ recuperagdo, permitindo a
posterior avaliagdo dos efeitos neurotoxicos logposa a administracdo
(WAYNFORTH; FLECKNELL, 1992).

Alguns pesquisadores como Wible et al. (1995),taedan a velocidade de
administragdo - velocidade constante de 0,05 mlgsgue as substancias foram pré-
aquecidas a 37C antes da aplicacdo. Os demais autores ndo regtataobre a
velocidade de utilizagdo, nem algum cuidado sobréeraperatura da substancia
aplicada, o que é um fator importante quando sézaeaomparacdo entre dados
encontrados por pesquisadores diferentes, em pdifeesntes, onde ao utilizar-se os
MC & temperatura ambiente pode afetar bastantes@sidade, visto que com o

aumento da temperatura do MC iodado, tem-se a &eddg sua viscosidade e
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consequentemente na neurotoxicidade. No caso dexabhe do iobitridol, o
aquecimento de 2CQ para 37C, que foi a temperatura padrao utilizada neséailtia,
significa uma reducédo de quase metade na viscasidadseja, de 11,6 cP para 6,1 cP,
e de 11 cP para 6 cP, respectivamente (TORVIK; WAYD1995; UCHIYAMA et al.,
2006).

7.2.2 Alteracd@o no padrao respiratorio

Conforme pbde ser observado, em todos os grupogehamimais com sinal de
alteracdo do padréo respiratorio (dispnéia, braigpe apnéia). Véarios artigos relatam a
presenca de apnéia como complicacdo da administ@ganeio de contraste por via
intracisternal, ocorrendo durante ou logo ap0s rairidtracdo, ndo sendo observado
somente nos ratos, mas também em caes e gatosAk/gis causas descritas para
explicar essas alteragdes sdo a rapida administdadneio de contraste e o elevado
volume do contraste e 0 aumento da pressdo intiacg Apds administrados, 0s
efeitos desaparecem rapidamente em quase tode@sos abservados (FATONE et al,
1997; TUDURY, 1997; PATSIKAS, 1999b), o que realteencorreu neste trabalho,
excetuando-se os casos dos animais que forama Obit

Donadieu et al., em 1996, compararam o iohexol odobitridol em ratos via
IC, onde o dunico sinal clinico observado foi insiéfinicia pulmonar durando
aproximadamente 5 minutos, e que no caso foi dtltba anestesia inalatoria, uma vez
gue ocorreu em todos 0s grupos em propor¢des iguais

Tudury et al. (1997) observaram apnéia em caes coimversol, enquanto
Fatone et al. (1997), observaram também sinaidtel@gdbes na frequéncia respiratéria
e cardiaca durante a administacdo de iohexol emigjgh Ja em experimentos
realizados em gatos, Patsikas et al. (1999b) erarant apnéia transitéria de apenas
alguns segundos durante a aplicagdo, como Unitio @f@gverso observado com o uso
do iotrolan e da solucédo salina (grupo controle).

O que chama a atencdo ao se querer justificar éiaajpela velocidade e/ou
volume administrado, € que aqui o volume empregddd aumentando
progressivamente, atingindo uma quantidade altaps®garado ao tamanho do animal,
€ mesmo assim, ndo se observou aumento da suéarinigiccom o aumento do volume

administrado. Um fator que ndo pode ser descartad® possibilidade de uma
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sensibilidade menor dos ratos quanto ao volumetaihe se comparada a outras

espécies animais.

7.2.3 Secrecao nasal

Apesar da alta incidéncia em torno de 70% no ptesemperimento, a
ocorréncia de secrecao nasal durante a aplicagisulstancias nao foi relatada em
nenhum dos artigos pesquisados. Talvez por nasider considerado relevante nas
avaliacOes realizadas, ou talvez a presenca @naasesteja relacionada ao método
utilizado pelos demais autores.

A administracdo IC das substancias por esta téfmicelecionada por acarretar
menos perda de MC para 0 espaco subcutaneo, seaaapa técnica de Griffith &
Farris (1942) e Merlatin et al. (1974). Talvez atadelogia empregada tenha sido um
fator importante para observacdo dessa secrecda dasante o procedimento,
acarrentando um rapido aumento da pressao intianere a resultante necessidade de
drenagem do LCE pelo organismo do animal. RinowtéiaCE é um dos sinais clinicos
observados em casos de aumento de pressao inteaeram humanos. Sabe-se que o
meio de contraste injetado no espaco subaracnafiea@vido através das meninges ou
granulacdes aracndideas e que o grau de absorgafiuénciado pela estrutura
molecular do meio de contraste e provavelmente pédaosidade. Evidéncias
experimentais parecem ser a favor da visdo de m#esignificante porcdo do LCE é
removida do espaco subaracndide também pelos Vagécos nasais em varias
espeécies animais. Em ratos sabe-se que o LCE dacarbulbo olfatério no espacgo
subaracnoide e flui através do forame da placariftiime junto com os nervos
olfatérios (JOHNSTON, 2004; KOH et al.,, 2007; TEOEAUM et al., 2007;
SHIMAZU, 2008). Entdo a combinacdo desses fatate=nfgem do LCE pelos vasos
nasais linfaticos, reducdo da viscosidade pelocunasto do MCs e a aplicacéo destes
com auxilio do estereotaxico e da torre dorsal)egarter contribuido para a
apresentacao desse sinal clinico. Assim como,zasedbitos observados podem estar
relacionados a uma caracteristica individual deizielh capacidade de drenagem do

LCE por esse forame.
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7.3 Teste dos reflexos, reagdes e resposta auditiva

7.3.1 Teste dos reflexos de agarramento palmanrfie extensor

O reflexo de agarramento pode ser influenciadocparpostos farmacolégicos,
tratando-se de uma resposta envolvendo o toquseesacao proprioceptiva, aferentes
sensoriais para o tdlamo e cOrtex sensorial, emfss motores do cortex motor via
sistema motor eferente para os musculos dos memdmuslvidos na resposta.
(CLASSEN, 2000).

Os componentes somatosensoriais e somatomotor eftexos espinhais
também podem ser testados pelo reflexo flexor eflexo extensor. O primeiro é
provavelmente mais efetivo como indice da forcaaulas dos membros do que um
teste de nociceptores mecéanicos. No entanto, awsséncia pode fornecer importante
informacgé@o na avaliacdo geral de depressores do @N@e anestésicos. Ja o reflexo
extensor assessa a integridade da resposta perifigentrais sensoriomotoras, sendo
utilizado para avaliar a funcdo dos receptoresregspo e receptores de estiramento nas
patas, assim como nervos motores para 0s muscukrsseres dos membros inferiores
(CLASSEN, 2000; ROSS, 2002).

No presente experimento observou-se sinais dec@edwo reflexo de
agarramento em quatro animais, e o flexor e exteasv dois, dispersos entre 0s
grupos, nao apresentando diferenca estatisticansgtgficativa entre as doses e
substéncias testadas.

Com relacdo ao reflexo de agarramento, os sinaisisgeam em um dos
animais, do grupo iohexol 800 mg I/kg até 24 hoap®s o procedimento. Isso
provavelmente tenha sido decorrente do efeito né@iom do iohexol.

Ja as auséncias de reflexo flexor e extensor fovhservadas na primeira
avaliagdo aos 5 minutos apds o procedimento, ndenda animais com déficits em
avaliagbes posteriores. Todos estes animais coniciédefia desses reflexos,
apresentaram no mesmo momento outros efeitos d@mres por apresentarem no
minimo algum sinal de desorientacéo e/ou apatia lefttiddo dos movimentos. Esses
sinais podem ser decorrentes do préprio aumenpredsao intracraniana, uma vez que

ndo ha diferenca estatisticamente significativeeeos grupos.
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N&o h&d como comparar os dados encontrados noxagfleom o de outros
autores, visto que nenhum dos artigos pesquisamosMC iodados realizou esse tipo

de teste.

7.3.2 Testes dos reflexos palpebral, pupilar einia p

Conforme anteriormente citado, a presenca ou aizséecreflexos dos nervos
cranianos também sao (teis para descrever a saderitbs efeitos de depressores do
SNC, sendo que o componente somatosensorial doqran de nervo craniano (nervo
trigémio), e o somatomotor do sétimo par (nervdafjcpode ser testado em ratos
usando os reflexos palpebral e da pina, enquactonponente autonémico dos reflexos
dos nervos craniais é avaliado pelo tamanho da lgpupi reflexo pupilar
(O’'DONOGHUE, 1996; ROSS, 2002).

Dentre os animais avaliados, 26 apresentaramagdterdo reflexo palpebral,
enquanto somente 1 animal foi acometido com alierdo reflexo pupilar e dois com o
da pina. O reflexo palpebral foi o Unico reflexeqersistiu ausente em alguns animais
por mais do que 24 horas.

A auséncia mais significativa do reflexo palpebeal tendéncia de reducdo do
reflexo com o aumento do volume administrado, paestar relacionada ao aumento de
pressédo intracraniana por dois motivos: primeiroges um sinal clinico observado de
forma dispersa entre os grupos, incluindo no gagrdrole, e; segundo porque paralisia
do sétimo par de nervo craniano é descrito em pgsecom aumento de pressdo
intracraniana (POLLOCK; WONG, 2008). O importanteé fjue apesar da auséncia
mais duradoura do reflexo palpebral em alguns &smjns® comparado aos demais
reflexos testados, houve reversdo do quadro emé&ximmo quatro dias, indicando ser
uma leséo temporaria a nivel de SNC.

A auséncia do reflexo da pupilar e da pina podemb&m terem sido
consequéncia do aumento de pressao intracraniargue um dos dois animais com

auséncia do reflexo da pina pertencia ao grupaaent
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7.3.3 Teste da reacéo de endireitamento, posicientne resposta auditiva

A propriocepc¢do inconsciente é testada por umadade de reacdes posturais,
incluindo reacdo de endireitamento e de posicionégmnd\ primeira tem sido avaliada
por neurocientistas por muitos anos, particularmeydra quantificar os efeitos dos
depressores do SNC. Apesar de ter curta duracd@remais normais (média de
duragdo menor do que 0,4 s) trata-se de um reftowmplexo requerindo agéo
coordenada de diferentes musculos do pescoco,otrenmembros. Por ser um teste
facilmente realizado em roedores de laboratéritéi@® necessitar de pré-treinamento, é
geralmente incluida como um dos testes padrao g@abacdo neurotoxicoldgica e
farmacologica (ROSS, 2002; METZ, et al., 2005).

Com relacdo a reacdo de posicionamento, apesatadee@ (2000) descrever
como dependente de uma resposta visual, mesmo estores, Ross (2002) ja afirma
que em virtude de sua viséo fraca, a respostacariente iniciada por informacao tatil
fornecida pelas vibrissas.

J& o teste auditivo, assim como a resposta ao,tagoemensuram sensitividade,
e sim reatividade ao estimulo. Em conjunto, esset®s ddo uma melhor mensuragao
dos estimulantes e depressores do SNC do que atatedteracdes na sensagao por si
sO. A reducao da reatividade ao estimulo auditimméndicador util de comportamento
depressivo transitorio resultante de efeitos faoldmicos. No entanto, em testes de
toxicidade, a reducgdo da reatividade deve serprgtda em contexto com indicadores
de indisposi¢cdo e mal-estar, como perda de pesoer#o dogroominge hipotermia.
(ROSS, 2002)

Nenhum animal apresentou alteracdo na reagédo desitardento nos tempos
observados. Todas as respostas alteradas referamtésste de posicionamento e
resposta auditiva foram observadas 5 minutos apésdnainistracdo da substancia,
excetuando-se um animal do grupo iobitridol 600migy,l em que os sinais de
deficiéncia na resposta auditiva ocorreram a pd#il60 minutos, persistindo por até
pelo menos quatro horas. No grupo iohexol, houviei@iacia na resposta auditiva por
pelo menos 15 minutos em um animal da dose 400/kggel 1000 mg I/kg, e; por no
minimo 2 horas em um da dose 600 mg I/kg.

Apesar da auséncia de resposta auditiva ter sideredda também no grupo
controle, neste caso ela ocorreu na avaliagdo aeinbitos apos o procedimento,

enquanto o animal ainda apresentava com sinaisadite de estado de alerta e
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locomogé&o, enquanto nos demais casos, que ocoreanos MC, ela apresentou-se
em animais que estavam ja com estado de alert@omérdo normais, parecendo
refletir mais neurotoxicidade do que resposta awestio de pressao intracraniana.

A auséncia da reacao de posicionamento péde servaldse em um animal até
30 minutos apo6s a administragdo da substanciarupo dobitridol 600 mg I/kg e no
controle (equivalente a 800 mg I/kg). Como afetomente dois animais, sendo um do
grupo controle, este foi provavelmente relacioragl@umento de pressao intracraniana.

Da mesma forma que os testes de reflexo acimdositan@o ha como realizar
comparagdes com 0s experimentos realizados nadpiafia consultada, justamente por

ndo ter sido descrito esse tipo de avaliagdo eraswig contraste radioldgicos.

7.3.3 Outras anormalidades encontradas

Outras anormalidades neuroldgicas encontradasnfotaservadas com as trés
substancias, onde o nimero de animais afetadamdmr com o iohexol do que no
iobitridol.

Das alteragbes observadas, inclinacdo da cabeca aatar em circulo,
estereotipia e ataxia ja foram descritos por outowres (RALSTED et al.,, 1986;
LUZANNI et al. 1996) com a utilizacdo de MC iodagorém a retropulséo néo.

A retropulsdo € uma anormalidade de marcha incomgum, indica tanto
persistente andar para tras, quanto forcado e tiepemovimento com os membros
posteriores. Tivemos a oportunidade, neste casopldervar os dois tipos. A
retropulsdo tem sido ocasionalmente relatada camad de retirada de drogas que
causam dependéncia, e como efeito de varios neirattes que afetam a funcéo
vestibular ou sistema motor supraespinhal (ROS82)2Assim, a provavel causa do
aparecimento desse sinal clinico foi a neurotoaédo iohexol.

Outra anormalidade de marcha, observada em de@scé a ataxia, que tem
sido relatada como um sinal de neurotoxicidade pawdos agentes quimicos, entre
eles, os da familia dos anestésicos, farmacosgisios, solventes organicos, metais
pesados e inseticidas (ROSS, 2002). Porém, comobieervado em um animal do
grupo controle e em outro animal com iohexol naedogis baixa testada, tal sinal
clinico pode ter sido decorrente de lesdo acideatabora tenhamos selecionado um
método baseado em menores chances de ocorréresfide



80

J& estereotipia estd associada com agentes quiguieadireta ou indiretamente
afetam as sinapses dopaminérgicas ou colinérgicaitbro (ROSS, 2002), e como
ela foi observada apenas em um animal do grupx@bhe um do iobitridol, € mais
provavel que o seu aparecimento seja relacionaga@toxicidade destes MC.

Larsen et al., 1995, observaram em camundongo®star o iodixanol por via
intracisternal head-tilt andar em circulo e ptose palpebral, em aproximadée 25%
dos animais, e atribuiram esse achado ao aumenpoedsdo hidrostatica ou a leséo
acidental causada pela inser¢cdo da agulha umaueZog observada dispersamente
entre 0s grupos teste e controle. Dessa formajsaadesses animais que apresentaram
cabeca virada para o lado e andar em circulo, pgadéo ser relacionada a
neurotoxicidade, j4 que se apresentou apenas gugande foi utilizado MC (um de
cada), quanto pelo rapido aumento da pressao latiana, ou lesdo acidental. A
escolha da velocidade de administracdo foi baseadeabalho de Wible et al. (1996),
porém se comparada ao tamanho do animal e ao va@dmaistrado, acreditamos ser
uma velocidade rapida, sujeita a causar transtara@nimal em decorréncia da rapida

elevacao da presséo intracraniana.

7.4 Massa corporal e consumo de racao e agua (%)

7.4.1 Massa corporal

Assim como em humanos, onde a nausea e o vOmite aginistracéo
subaracnoide de iohexol e outros meios de contsigieefeitos adversos observados
(CARROLL, et al.,1997), em cédes o uso de iohexwolbgém j& foi associado a vomitos
(SARMENTO, 2000). Com o intuito de estimar a naudsedisposicdo e mal-estar
desses animais, a massa corporal, 0 consumo peatesd racdo e agua foram
mensurados diariamente durante o periodo de olgserwde sete dias, porém, assim
como dados publicados por Donadieu et al. (1996),massas corporais quando
comparadas com o controle ndo obteve diferencdistist@mente significativa entre
eles. Donadieu et al. (1996), assim como no pregdeatbalho, comparou o iohexol com
o iobitridol, porém com doses de 380 mg I/kg, difde daqui onde utilizou-se doses
menores e maiores do que essa, visando uma nwlhygaracdo da neurotoxicidade

dos dois farmacos.
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7.4.2 Consumo percentual de ragdo e agua (%)

Nao houve diferencga estatisticamente significatintie o grupos utilizados, ndo
indicando sinais de indisposi¢édo, nausea e/ou stalecom a utilizacdo desses meios
de contraste nessa espécie animal. Isso poderrafied menor susceptibilidade desses
sinais clinicos, nessa espécie animal, quantoliaagéio de MC iodados, porém mais
estudos seriam necessarios, com um numero maiocandeais, para realizar tal

afirmacao.

7.5 Achados macroscépicos e analise histopatolégica

Assim como dados encontrados em outros experimertdzados em ratos,
utilizando MC iodados solUveis em agua por via IC,exame macroscopico e
microscopico dos 6rgaos coletados no presente iexg@o ndo revelou qualquer sinal
de alteracdo, nem mesmo naqueles que foram a dbitmte o procedimento. Esse
achado é semelhante ao observado por Larsen(&98b) que realizaram experimentos
em camundongos e; Luzzani et al., (1996), quezatdim nove MC por via IC e ICV
em ratos e camundongos e ndo encontraram anoraediager exampost-mortemJa,
Ralston et al. (1989) diferentemente dos anterioteneitados, encontraram sinais de
hemorragia grosseira da meninge somente apos I&Crdps animais que morreram
durante e imediatamente apds o procedimento, pagrhum outro sinal de lesdo ou
anormalidade foi observado.

Sundgreen et al. (1995) também ndo encontraramagdie macroscopica no
cérebro e nem hemorragia subaracnoide, intravetdriou intracerebral em coelhos
que entraram em convulsdo ap6s adminitracdo dedd&los por via IC.

A aracnoidite é frequentemente encontrada apoés régtraicdo de meio de
contraste oleoso para mielografia, mas raro apésolis/eis em agua, portanto, sua
presenca realmente ndo era esperada, uma vezeypemmento foi realizado somente
com MC hidrossolaveis (SHAW; POTTS, 1985; TORVIKAMDAY, 1995).

Em cdaes, alguns trabalhos apresentaram sinaigetac@io no sistema nervoso
central apds testarem-se alguns meios de contEasteim estudo testando o iodixanol,
qguando este foi utilizado na dose 256 mg I/kg, smmecausou inflamagédo de meninge
e/ou necrose em 2 de 16 cdes (SPENCER; GOA, 1986jutro estudo envolvendo
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iohexol, iopamidol e ioversol em cédes, com dosesl@i@ e 240 mg I/kg, nao
apresentaram sinais de alteragfes apés 14 digdicecdo (RALSTON et al., 1995).

7.6 Avaliacédo geral dos dados obtidos

A tolerdncia ao meio de contraste é influenciadamamiamente pela
quimiotoxicidade. Varios parametros tem impactaearotoxicidade dos MC iodados.
Alguns pesquisadores enfatizam uma correlagéo saventre a hidrofilicidade dos
compostos e seu grau de neurotoxicidade, ou seatq mais hidrofilico for o meio de
contraste, menor serd sua neurotoxicidade, issgupor membrana celular protege os
neurdnios da penetracdo dos meios de contrast#dgidos, e uma vez dentro da célula
0 agente pode romper o metabolismo do carboidoatiornover do fosfatidilinositol e
conducdo de potenciais de acdo podendo causarpbiperacdo do potencial de
membrana em repouso. O MC mais hidrofilico terasnaificuldade de atravessar a
membrana e causar neurotoxicidade. Essa informag¢éspeito da hidrofilicidade pode
ser obtida pelo coeficiente octanol:agua (BREE let1891; WIBLE et al., 1995;
LUZZANI, 1996; SARMENTO, 2000).

Quanto mais a osmolalidade do produto se aproxindadaCE, menor o seu
efeito sobre o tecido nervoso, pois se sabe quec@ed hipertbnicas provocam
desequilibrio  ibnico neuronal desencadeando frdgowmnte convulsdes.
(SARMENTO, 2000). No que tange a aplicacdo IV, teele que o papel da
osmolalidade ainda seja maior na neurotoxicidad®@o ja que estes causam difusédo
da &gua para fora das células endoteliais, causgeridratacdo e reducdo no tamanho
das mesmas, o que facilitaria a abertura das jgrigieentre as células endoteliais da
barreira hematoencefalica permitindo que 0os megosothtraste entrem em contato com
os tecidos neuronais (WOOD et al., 1985; WIBLE let 995; UCHIYAMA et al.,
2006).

Estdo descritas na Tabela 4 as caracteristica®-fisiimicas do iohexol e do
iobitridol, e como pode ser observado eles séo lbamies em termos de hidrofilicidade
(coeficiente de particdo octanol/agua), osmolakdadviscosidade. Esse ultimo fator
também tem sido citado como responsavel por camsarotoxicidade, por isso a
indicacdo benéfica de aquecimento do MC antes dain&gtracdo (TORVIK;
WALDAY, 1995)
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Tabela 4 — Propriedades fisico-quimicas do iohexdw iobitridol.

lohexol (300 mg I/kg)  lobitridol (300 mg I/kg)

Coeficiente de particdo (octanol:agua®,71 -2,63
Osmolalidade (mOsm/kg) 690 695
Viscosidade (cP a 2Q) 11,6 11
Viscosidade (cP a 3C) 6,1 6
Peso molecular 614 835

Nota: adaptado de Wible et al., 1995; Hoogewoude¥8mer, 1996; Dencausse et al., 1996; Donadieu,
1996; Violon, 2001; Davidson et al., 2006.

Segundo Luzzani et al. (1996) e Patsikas et a@9dPa neurotolerabilidade dos
meios de contraste ndo ibnicos parecem dependeosm@® caracteristicas fisico-
quimicas das formulacdes farmacéuticas do meicodgaste e mais na sua estrutura
quimica, que é o que certos receptores reconheterapacidade ligante do MC as
membranas neuronais e sua concentracdo intracedélaros fatores chave para
neurotoxicidade. A férmula do iobitridol é baseata hidrofilicidade balanceada, e
diferentemente do iohexol, sua molécula tem umaddpde limitada de deformacéo
em contato com membranas hidrofilicas, o que daveruzir o nUmero de reacdes
adversas (DENCAUSSE et al, 1995; TROCHERIE etl@95; DONADIEU, 1996); no
entanto, ndo foi encontrada diferenca estatistictensignificativa entre 0s grupos
testados, ou seja, nesse modelo animal o iobitrdkrinonstrou ser tdo pouco
neurotéxico quanto o iohexol, tornando-o uma pdgiiodle de alternativa para
utilizagéo pela via subaracnoidea para realizagamielografias. O iobitridol preenche
a maioria dos demais requisitos necessérios paraitdizado para mielografia; €
miscivel no liquor, hidrosoluvel e radiopaco.

E importante ter em mente, independentemente dadd&lo selecionado para
administragdo subaracnoidea, que em caso de desi@ilvaessa deve ser corrigida antes
da mielografia, caso contrario, além dos riscost#seos, ocorre reabsorcéo retardada
do meio de contraste resultando em neurotoxiciddenecessaria. Também com
relacdo a anestesia, € impressindivel a verificagoantecedentes convulsivos,
tolerancia a anticonvulsivantes, reacdes antermm®gas anestésicas, além do estado
organico geral do paciente. (SARMENTO, 2000).
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8. CONCLUSAO

- Quando utilizado neste modelo animal, o iobitrigmr via subaracnéide nao
demonstrou acarretar sinais de neurotoxicidade nesido que as observadas com o

iohexol (MC iodado tipicamente recomendado pat&atido mielografica).

- O iobitridol preenche a maioria dos demais ratpssnecessarios para ser utilizado
para mielografia; é miscivel no liquor, hidrosolyvadiopaco, e apresentou sinais de
neurotoxicidade similares ao iohexol nas dosesdastde 200, 400, 600, 800 e 1000

mg I/kg, apds prévio aquecimento a 37°C.

- O método selecionado de contencdo, com utilizat#i@aparelho de estereotaxia,
correto posicionamento do paciente, manutencdogdiha apés a administracdo do
farmaco por 1 minuto e posterior compressao nd k&agulha por mais 1 minuto se

mostrou eficaz para comparacao de neurotoxicidadribstancias aplicadas por via IC

- Os testes de reflexos: tatil de agarramento palilexor, extensor, palpebral, pupilar e
da pina; reacdo de endireitamento e posicionament@sposta auditiva se mostraram

eficientes na determinacgéo da neutotoxicidade dosddados.

- Mais estudos séo recomendados em cées e gatgsdanindicacédo do iobitridol como
agente mielografico para estas espécies, poréra dagdes sugerem a possibilidade de

sua utilizagdo como uma alternativa.
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