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RESUMO

Objetivou-se avaliar, por periodo prolongado, o efeito de dose Unica de dantroleno sodico no tratamento
de ratos submetidos ao trauma medular espinhal agudo. Para tanto, foram utilizados 21 Rattus norvegicus,
distribuidos igualmente em 3 grupos. O G1, controle negativo, foi submetido & laminectomia dorsal da
vértebra T13 e recebeu o diluente do medicamento, por via intraperitoneal (IP). Nos demais grupos, além
da laminectomia, os animais foram submetidos ao trauma medular compressivo (TMC). O G2, controle
positivo, recebeu o diluente do medicamento, e 0 G3, 10mg/kg de dantroleno sodico, ambos por via IP em
dose Unica, uma hora apés o TMC. Os animais foram avaliados clinicamente empregando-se os seguintes
testes: deambulacdo em campo aberto (teste BBB) e em barras (capacidade motora), sensibilidade
dolorosa (SD), posicionamentos proprioceptivo (PP) e tatil (PT), e plano inclinado (PI). Os animais foram
eutanasiados apos 31 dias do procedimento cirrgico, as medulas espinhais foram colhidas, sendo obtidas
as secgdes craniais e caudais ao epicentro para avaliagdo morfoldgica (HE), e as craniais para avaliagdo
imunoistoquimica com anticorpo Anti-NeuN. O grupo G3 obteve recuperagdo clinica mais precoce
determinada pelos testes BBB, CM, SD, e Pl em relacdo ao G2, devido a maior integridade neuronal
observada na morfologia e a maior quantidade de neurdnios integros marcados com anticorpo Anti-NeuN.
Deste modo, conclui-se que o dantroleno sédico, em Unica administracdo intraperitoneal, na dose de
10mg/kg, diminui a intensidade das lesdes desencadeadas pelo trauma medular agudo e preserva a
integridade neuronal aos 30 dias pos-trauma.

Palavras-chave: dantroleno sédico, trauma medular, tratamento, ratos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate for a long period the effect of a single dose of dantrolene
sodium in the treatment of rats subjected to acute spinal cord injury. Therefore, 21 Rattus norvegicus
were equally distributed into three groups. In G1, the negative control group, the animals were submitted
to dorsal laminectomy of the T13 vertebra and received the diluent of the drug intraperitoneally (IP). In
the other groups, in addition to laminectomy, the animals were subjected to compressive spinal cord
injury (SCI). G2, the positive control group, received the diluent for the drug, and G3, 10mg/kg of
dantrolene sodium, both intraperitoneally in a single dose, one hour after the SCI. The animals were
clinically evaluated using the following tests: deambulation in open field (BBB test) and beam walking
test (motor capacity), pain sensitivity (PS), proprioceptive (PP) and tactile positioning (PT), and inclined
plane (IP). The animals were euthanized 31 days after injury and the spinal cords were collected.
[Sections cranial and caudal to the epicenter were obtained for morphological (HE) evaluation, and
cranial sections, for immunohistochemical staining with Anti-NeuN antibody. The G3 had earlier clinical
recovery determined by the tests BBB, motor capacity, PS, and IP as compared to G2, due to increased
neuronal integrity observed in the morphology and the greater amount of intact neurons stained with Anti-
NeuN antibody. Concluding, dantrolene sodium, in a single intraperitoneal administration, at a dose of 10
mg/kg, reduced the severity of injuries triggered by acute spinal cord injury and preserves neuronal
integrity at 30 days post-trauma.

Keywords: dantrolene sodium, spinal cord injury, treatment, rats.
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1 - INTRODUCAO

A lesdo medular dependendo do grau de
acometimento do sistema nervoso central pode
inferir em graves alteragGes neurologicas devido
aos danos axonais, a morte neuronal e glial, bem
como a desmielinizacdo que podem permanecer,
gerando sequelas (Wrathall et al.; 1994; Aslan
et al., 2009). Na medicina veterinaria os animais
sdo encaminhados por apresentarem dor,
déficits de locomogdo e alteracbes em outras
funcdes como na micgdo e na defecacdo. Esses
distirbios em conjunto podem desencadear
complicagBes como, anorexia, escaras de
declbito, alteracbes pulmonares, retencdo
urinéria, comprometimento renal (De Groat et
al., 1998; Silveri et al., 21313006; Wuermser et
al., 2007), constipacdo, e também incontinéncia
urinaria e fecal dependendo da localizacdo da
lesdo, que geralmente comprometem a
qualidade de vida dos pacientes (Das et al.,
1989; Wuermser et al., 2007).

Os individuos acometidos, independentemente
da espécie, estdo sujeitos a dois tipos de trauma
medular, o intrinseco e o extrinseco. A lesdo
intrinseca pode ocorrer devido a herniacdo de
discos intervertebrais, ao espessamento de
ligamentos, a ma-formacéo vertebral, bem como
decorrente de massas adjacentes a medula
espinhal. Fraturas, luxacbes e subluxacoes
decorrentes de atropelamentos, quedas ou
acidente por projétil comp8em o tipo extrinseco,
sendo geralmente de natureza mais grave
(Bagley et al., 1999).

A contusdo, concussdo e laceracdo decorrentes
do trauma medular provocam compressao e
sec¢do do tecido nervoso, assim como alteracéo
vascular direta, e constituem a lesdo primaéria,
geralmente irreversivel (Wrathall et al.; 1994;
Alatorre et al.,, 2007; Aslan et al., 2009).
Adicionalmente, ocorrem 0s  eventos
secundarios, que podem permanecer por horas,
dias ou meses e que se caracterizam
principalmente pela isquemia e por suas
consequéncias como, actimulo intracelular de
célcio, reducdo da energia metabolica,
inflamacdo e producdo de radicais livres

(Wrathall et al.; 1994; Liu et al., 1997; Faulkner
et al.; 2004; Alatorre et al., 2007; Mattson,
2007; Aslan et al., 2009; Simon et al., 2009).
Essas alteracGes podem induzir a morte celular
por necrose ou apoptose, principalmente do
tecido circunjacente normal. Mas, apesar disso,
essas lesdes secundarias podem ser manipuladas
através de tratamentos, devido a sua potencial
reversibilidade (Mautes et al., 2000; Alatorre et
al., 2007; Mattson, 2007; Mitchell e Lee, 2008;
Colak et al., 2009).

Contudo, visando impedir ou reduzir a perda
celular e conseqiientes déficits neurolégicos
permanentes, existem hoje varias pesquisas em
torno da patogenia e tratamento do trauma
medular agudo. Vérios medicamentos com
capacidade de reduzir as alteracdes bioguimicas
secundérias que desencadeiam a apoptose tém
sido testados com resultados positivos,
confirmando a importancia da lesdo secundaria
para o agravamento do trauma mecanico
primario (Colak et al., 2009). Torres (2008)
verificou que o dantroleno sodico foi capaz de
reduzir a perda neuronal pela redugdo da
apoptose, mas devido ao periodo de avaliacdo
composto por oito dias, ndo foi possivel
presenciar a recuperacdo clinica associada,
somente uma tendéncia de melhora da
sensibilidade dolorosa.

Em virtude dos resultados obtidos por Torres
(2008) e devido a escassez de investigacdes
cientificas em relacdo ao uso do dantroleno
sodico no trauma medular agudo, o objetivo
dessa pesquisa foi avaliar a existéncia do efeito
terapéutico  deste farmaco através da
preservacdo do tecido nervoso, porém com
avaliacdo clinica por periodo mais longo. Para
verificar essa  hipbtese, instituiu-se a
comparacao entre trés grupos, controle negativo
(animais ndo submetidos ao trauma), controle
positivo (animais submetidos ao trauma e
tratados com placebo) e grupo dantroleno
sodico (animais submetidos ao trauma e tratados
com dantroleno s6dico) para verificar a
presenca de neuroprotecdo promovida pelo
tratamento através da avaliagdo clinica
composta por 31 dias, avaliacdo histologica e
imunoistogquimica.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Isquemia e o desequilibrio da
homeostase intracelular de célcio

A fisiopatogenia do trauma medular agudo,
assim como a fisiologia do sistema nervoso
central sdo extremamente complexas e, ainda
ndo se tem uma informacdo completa sobre as
mesmas (Colak et al., 2009). Portanto, para
compreensdo sobre o modo de agdo dos
medicamentos é necessario conhecer sobre as
alterag@es intracelulares decorrentes do trauma e
sobre as funcdes celulares, que juntas formam
uma rede interconectada (Lee, et al., 2008).

No momento da lesdo medular, ocorre
transferéncia da forca mecanica para as células
da medula espinhal, 0 que pode determinar o
rompimento das membranas plamaéticas. Isso
compromete a manutencdo da homeostase
intracelular, acarretando em alteracdo na
propagacao dos impulsos neuronais.
Dependendo da intensidade do distdrbio, as
celulas podem morrer por necrose ou apoptose
(Simon et al., 2009).

A lesdo priméria também compromete os vasos
da medula espinhal, principalmente os da
substancia cinzenta (Mautes et al., 2000; Kwon
et al., 2004). Essa alteracdo culmina com
hemorragia em diferentes compartimentos,
como nos espagos epidural e subaracndide, bem
como no proprio tecido. A presenca de
hemacias no espaco extravascular ativa células
fagociticas, que por sua vez liberam ions
determinando a produgdo de radicais livres
(Mautes et al., 2000; Kwon et al., 2004; Colak
et al., 2009). Além disso, ha extravasamento de
glutamato, liberagéo de substancias vasoativas e
formacédo de edema. Esses fatores determinam a
reducdo da perfusdo e o desenvolvimento de
alteracBes secundarias (Mautes et al., 2000;
Kwon et al., 2004).

A isquemia decorrente da lesdo vascular
ocasiona reducédo do fornecimento de oxigénio e
de nutrientes para as células do tecido nervoso,
0 que pode provocar degeneragdo ou morte
(Kwon et al., 2004). A hipdxia inibe a
utilizacdo de O, na respiracgao celular induzindo

modificacfes no metabolismo (Madjo e Joris,
1995; Kwon et al.,, 2004; Mattson, 2007;
Mitchell e Lee, 2008). A energia remanescente
na forma de ATP ¢é redirecionada para as
bombas ibnicas e para a sintese proteica. Com a
reducéo da producdo de ATP pelas mitocondrias
ocorre glicélise anaerdbica com sintese de ATP
no citosol, o que induz o consumo de NAD e
geracdo de NADH2. Essa molécula reage com o
acido pirtvico favorecendo a sintese de acido
latico que por sua sua vez provoca reducédo do
pH celular (Madjo e Joris, 1995; Pereira, 2006;
Mattson, 2007; Mitchell e Lee, 2008).

Devido a sintese menos eficiente de ATP,
ocorre também reducdo da atividade das
bombas ibnicas dependentes deste substrato,
como a Na'/K* ATPase presente na membrana
plasmatica e Ca®* ATPase encontrada na
membrana do reticulo endoplasmatico (RE),
cujos funcionamentos estdo associados ao
elevado consumo de energia (Madjo e Joris,
1997; Mattson, 2007; Mitchell e Lee, 2008). O
compromentimento da atividade das bombas
ibnicas induz o aumento do sddio no citosol e
nas organelas, provocando despolarizacdo
neuronal e degeneracdo hidrépica (Kwon et al.,
2004).

Com a progressdo da hipoxia a célula perde a
capacidade de controlar a homeostase do calcio,
favorecendo seu excesso no meio intracelular.
Essa elevacdo pode ocorrer devido a dois
mecanismos, incluindo o influxo pelos canais
permeaveis ao fon situados na membrana
plasmatica e/ou pelos estoques contidos nas
organelas. Portanto, ha liberacéo do célcio para
0 citoplasma através da estimulacdo dos
receptores rianodinos e inositol trifosfato (IP3)
presentes na membrana do RE, a principal
organela para estoque do mesmo (Ogawa et al.,
2000; (Gepdiremen et al., 2002; Thorell et al.,
2002; Mattson, 2007; Chen et al., 2008; Huang
et al., 2008; Roy e Hajndczky, 2008; Gemes et
al., 2009; Muehlschlegel e Sims, 2009).

Fisiologicamente, o fon Ca*" um dos principais
mensageiros intracelulares é o responsavel pelas
respostas neuronais aos estimulos quimicos e
elétricos. Assim, o influxo de célcio através de
CDVC (canais dependentes de voltagem para
calcio) e a ligacdo desse cation na membrana
plasméatica  determina a liberacdo de
neurotransmissores no terminal pré-sinaptico
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(Mattson, 2007; Huang et al., 2008). Durante
essas atividades fisioldgicas, a concentracdo
intracelular do fon permanece discretamente
elevada durante segundos, sem acarretar efeitos
deletérios para as células (Mattson, 2007).

Outra organela especialmente importante na
manutencdo da homeostase do célcio é a
mitocondria (MT), que em condi¢cGes como as
observadas no trauma tém seu funcionamento
comprometido. Assim, a intensidade da injuria e
a capacidade energética da mitocondria em
conjunto determinam o tipo de alteracdo celular,
que pode variar de degeneracdo a morte celular,
esta por apoptose ou por necrose (Kwon et al.,
2004; Pereira, 2006; Mattson, 2007; Gwak et
al., 2008).

A apoptose pode ocorrer quando ha alteracdes
precoces das mitocondrias (MTs), sendo com
isso liberadas calpainas e caspases que
aumentam a permeabilidade da membrana
mitocondrial o que provoca edema na propria
organela (Wrathall et al.,1994; Popescu et al.,
2002; Pereira, 2006; Mattson, 2007; Gwak et
al., 2008; Roy e Hajnoczky, 2008). A alteracdo
no funcionamento dessa membrana induz a
morte de neurdnios e células da glia através da
liberacdo de fatores promotores da apoptose
como citocromo-c, pro-caspases e caspases
(Takuma et al., 2004; Huerta et al., 2007; Roy e
Hajno6czky, 2008).

Alternativamente na necrose, a célula apresenta
membranas mais frageis devido a reducdo da
sintese de seus componentes e as alteracOes
eletroliticas (Budd e Lipton, 1998; Popescu et
al., 2002; Kwon et al., 2004), sendo que o
aumento da concentracdo de calcio no citosol
contribui para essa fragilidade, pois esse ion
ativa fosfolipases que degradam a membrana
plasmética formando o &cido aracdénico (Kwon
et al., 2004).

2.2 - Resposta inflamatoria

O processo inflamatério possui  especial
importancia para o desenvolvimento da lesdo
secundaria e ndo se restringe ao periodo agudo,
sendo também responsavel pela degeneracdo da
substancia branca na fase tardia (Batchelor et al.
2008; Mautes et al., 2000). A resposta
inflamatdria também se desenvolve apos a leséo
primaria, sendo desencadeada pela dispersdo de

estruturas intracelulares decorrentes do processo
de necrose (Kwon et al., 2004). Com isso, hé a
estimulagdo da matriz metaloproteinase-9
(MMP-9), uma protease presente nas células da
glia e na micrdglia. Essa enzima degrada a
parede dos vasos causando desintegracdo da
barreira hemato-espinhal, o que favorece
influxo de células inflamatérias, hemécias e
proteinas, inclusive de neurotransmissores como
o0 glutamato (Noble et al., 2002).

O recrutamento dos neutréfilos  ocorre
principalmente nas primeiras 24 horas ap6s a
lesdo, ocorrendo reducdo dessas células no
terceiro dia (Mautes et al., 2000; Kwon et al.,
2004). Com esse declinio, as células da
micrdglia sdo rapidamente recrutadas e ativadas,
ocorrendo também migracdo de macréfagos
séricos para o tecido, que juntos fagocitam os
debris  decorrentes da injaria medular.
Aproximadamente no sétimo dia, é observado
elevado nimero dessas células, que de forma
gradual sdo substituidas por linfécitos (Mautes
et al.,, 2000; Batchelor et al., 2008). Estas
células agravam o processo inflamatorio através
da liberacdo de citocinas e com isso causam
lesbes axonais, morte de oligodendrdcitos e de
neurdnios (Matute, 2007; Batchelor et al., 2008;
Mitchell e Lee, 2008; Baloui et al., 2009).

Assim, tanto as células inflamatdrias provocam
degeneracdo da mielina e peroxidagdo lipidica
através da geracdo de espécies reativas
derivadas do oxigénio (ERDO), radicais livres e
citocinas (Mautes et al., 2000; Noble et al.,
2002; Batchelor et al., 2008). Algumas das
citocinas produzidas induzem a expressdo da
enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) que atua no
cido aracdbnico e com isso sdo formandas as
prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos.
Essas substdncias possuem  caracteristicas
vasoativas promovendo aumento da
permeabilidade vascular, agregacdo plaguetéria
e vasoespasmo (Kwon et al., 2004).

Ap6s o evendo isquémico, os tecidos sédo
reoxigenados e a prépria reperfusdo provoca
alteragBes celulares agravando o trauma
primario (Takuma et al. 2004). A lesdo de
reperfusdo ndo é somente caracterizada pela
indugdo do estresse oxidativo, sendo também
visualizada uma maior captagdo de calcio pelas
céelulas apos reestabelecimento da circulacdo e a
stbita presenca de plasma na superficie da
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membrana plasméatica permeével induz edema
com subsequente ruptura celular (Takuma et al.
2004; Pereira, 2006).

Na hipoxia o tecido isquémico sintetiza xantina
oxidase e ap0s a reorganizacdo vascular essa
enzima converte as moléculas de O, em
superoxido do qual se originam outros radicais
capazes de danificar as membranas (Pereira,
2006). Essas substancias causam elevado
consumo de enzimas anti-oxidantes o que leva a
insuficiéncia desse mecanismo protetor. O
sistema nervoso € particularmente sensivel ao
estresse oxidativo, por possuir células cujas
membranas sdo ricas em acidos graxos
polissaturados e por conter quantidade reduzida
destas enzimas (Mautes et al., 2000; Sentiirk et
al., 2008; Aslan et al., 2009).

O excesso de calcio no meio intracelular
também participa da oxidacdo interferindo no
acido aracdonico. Esse processo provoca retro-
alimentacdo positiva com conseqlientemente
formacdo das ERDO, como radical superéxido,
peroxido de hidrogénio e radical hidroxil que
também atuam sobre as membranas (Mattson,
2007). A oOxido nitrico sintetase calmodulina-
dependente (ON) é uma importante enzima
ativada pelo célcio, que resulta na formacao de
Oxido nitrico (Popescu et al., 2002; Gwak et al.,
2008; Muehlschlegel e Sims, 2009). Essa
ERDO reage com superéxido, formando
peroxinitrito, e ambos Oxido nitrico e o
peroxinitrito provocam fragmentacdo do DNA
(Gepdiremen et al.,, 2002; Muehlschlegel e
Sims, 2009).

A oxidagdo provocada pelas ERDO e pelos
radicais livres associada as membranas
prejudica a fungdo das bombas ibnicas Na*/K*
ATPase e Ca*”*ATPase o que resulta
reespectivamente na permanéncia de sddio e
liberacdo de mais ions célcio do RE para o
citosol (Wei et al., 2000; Gepdiremen et al.,
2002; Mattson, 2007). Essas substancias
oxidantes atuam sobre a mitocdndria reduzindo
a sintese de ATP (Gepdiremen et al., 2002) e
também favorecem a formacdo dos poros de
permeabilidade transicionais (PPT), com
consequente liberagdo de citocromo-c e ativacdo
das caspases, induzindo apoptose (Popescu et
al., 2002; Gwak et al., 2008).

2.3 — Glutamato

O excesso de célcio no citosol também ocasiona
0 aumento da liberagdo de neurotransmissores,
como o glutamato (Huang et al., 2008;
Muehlschlegel e Sims, 2009). Este é um
aminoacido excitatdrio que promove acentuada
despolarizacdo de membrana celular, induzindo
excitotoxicidade, deplecdo energética (Wrathall
et al., 1994; Popescu et al., 2002; Kwon et al.,
2004; Mattson, 2007; Mitchell e Lee, 2008;
Muehlschlegel e Sims, 2009) e morte neuronal
por apoptose ou necrose (Wrathall et al., 1994;
Popescu et al., 2002; Mitchell e Lee, 2008;
Muehlschlegel e Sims, 2009). Entretanto, o
glutamato possui fungBes cruciais para o
adequado funcionamento do sistema nervoso
(Popescu et al., 2002).

Esse neurotransmissor exerce suas fungdes ao se
ligar aos receptores de membrana &cido N-
metil-D-aspartato (NMDA), 4cido alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico (AMPA)
e kainato (KA), dispostos em canais para calcio.
Os receptores NMDA sdo responsaveis pela
excitotoxidade aguda, mediada pelo rapido
influxo dos ions célcio e sodio, ja a crénica é
determinada pelos receptores AMPA/kainato,
cujo influxo é lento (Wrathall et al., 1994). A
estimulacdo destes receptores promove a
entrada do calcio contido no espaco extracelular
para o citosol (Dlzenli et al., 2005; Mattson,
2007; Huang et al., 2008; Muehlschlegel e
Sims, 2009). A liberacdo de glutamato pelo
receptor KA além de provocar a
excitotoxicidade, induz a ativagdo de Vérias
caspases (Popescu et al., 2002).

Essa presencga de célcio no citosol proveniente
do meio extracelular estimula o efluxo do ion
contido nos RE e MT em outras células
(Wrathall et al.,, 1994; Huang et al., 2008;
Muehlschlegel e Sims, 2009), induzindo a
liberacdo de glutamato na sinapse, estimulando
novos receptores (Chen et al.,, 2008). Além
disso, 0 excesso do cation reduz a atividade dos
transportadores do glutamato, aumentando sua
presenca na fenda sindptica, exacerbando sua
fungdo (Mattson, 2007).
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2.4 - Caracteristicas
anatomoistopatolégicas e
imunoistoquimicas da  medula
espinhal

Morfologicamente, na regido mais central da
medula espinhal (ME) esta presente a substancia
cinzenta que contém corpos neuronais, células
da macroglia (astrdcitos e oligodendrocitos) e
micrdglia. Mais ao centro delimitado pelas
células ependimérias epiteliais  colunares
ciliadas esta o canal central ou ependimério por
onde circula o liquido cérebro-espinhal ou
liguor. A substancia branca  disposta
externamente a cinzenta €& composta
principalmente de axdnios mielinizados e
oligodendrécitos. Todo tecido medular é
revestido por uma membrana externa, a pia-
mater (Summers et al., 1994; Maxie e Youssef,
2007).

O neurdnio é uma célula de tamanho e forma
variaveis, podendo ser esférico, piriforme ou
anguloso. Essas células possuem um grande
nucleo com nucléolo evidente e citoplasma com
corpusculos de Nissl. Esses corpusculos,
geralmente encontrados em maior quantidade
nos neurénios motores, sdo visualizados como
estruturas basofilicas dispersas, cuja
constituicio é reticulo endoplasmético e
ribossomos. Cada neur6nio origina apenas um
axbnio com comprimento e didmetro variaveis.
Os axbnios e dendritos dispostos ao redor das
células da substancia cinzenta formam uma
estrutura eosinofilica denominada neurépio
(Summers et al., 1994; Maxie e Youssef, 2007).

Os astrécitos e oligodendrdcitos possuem
somente o nucleo visivel, basofilico, porém os
primeiros sdo maiores e menos corados em
funcéo da frouxidao da cromatina (Summers et
al., 1994; Maxie e Youssef, 2007). Os
astrdcitos atuam na manutencdo de um ambiente
adequado para funcionamento do sistema
nervoso, que pode ser observado pela nutri¢do
dos neur6nios (Takuma et al., 2004; Ito et al.,
2009) atraves da sua comunicacdo com
capilares e também pela atuacdo de seus
neurotransmissores reguladores da funcgéo
neuronal. Além de serem responsaveis pela
sustentacdo do tecido nervoso, estas células
possuem acdo fagocitaria e participam na

formagdo da barreira hemato-espinhal (Ito et al.,
2009).

Os astrdcitos também limitam a acdo do
glutamato em decorréncia da captacdo desse
neurotransmissor na fenda sinaptica, protegendo
0s neurdnios desse tipo de excitotoxicidade.
Essas células da glia sintetizam fatores ou
neurotrofinas que promovem a sobrevivéncia
neuronal, como por exemplo, o fator
neurotrofico derivado do encéfalo (Takuma et
al., 2004).

Os oligodendrécitos, principais células da
substancia branca formam a bainha de mielina
que envolve os axonios e facilita a propagacédo
do impulso neuronal. A mielinizagdo, um
processo complexo, é mediada pela acdo de
fatores tréficos e neurotransmissores em
receptores presentes nos oligodendrécitos. A
neurotransmissao dependente de calcio promove
um mecanismo pelo qual a atividade neuronal
acaba por regular o desenvolvimento das células
mielinizadoras (Butt, 2006).

No tecido nervoso encontram-se células com
nucleo pequeno, alongado e basofilico, as
células da micréglia, observadas com maior
frequéncia na substancia cinzenta e ao redor dos
vasos (Summers et al., 1994; Maxie e Youssef,
2007).

Ap6s lesdo medular traumatica os neurdnios
desenvolvem alteracoes histoldgicas
caracteristicas de degeneragdo, necrose ou
apoptose (Pereira, 2006). Na degeneracdo
neuronal observa-se marginalizacdo nuclear,
edema e degeneracdo dos corpusculos de Nissl
ou cromatolise. Associada a estas alteracdes
ocorre também proliferacdo e aumento do
tamanho das células da glia, ou seja, gliose
(Summers et al., 1994; Maxie e Youssef, 2007).

Os principais achados da necrose celular sdo
alteragcBes nucleares caracterizadas por intensa
contragdo e condensacdo da cromatina, tornando
0 nucleo intensamente baséfilo, homogéneo e
bem menor que o normal, processo denominado
picnose nuclear. Outras alteracbes sdo a
caridlise, digestdo da cromatina e fragmentacao
do ndcleo ou cariorrexe (Madjo e Joris, 1997).
Esses trés eventos sdo decorrentes da reducao
do pH e da agdo das proteases que determinam a
condensacao e a digestdo da cromatina (Pereira,
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2006). Apds o processo de necrose ocorre a
neuroniofagia, que se caracteriza pela remocéo
de fragmentos neuronais, por macréfagos,
células de Gitter e oligodendrécitos (Summers
et al., 1994; Maxie e Youssef, 2007).

Na apoptose, assim como na necrose, observa-
se picnose nuclear e retracdo citoplasmatica,
devido a desnaturacdo protéica induzida pelo o
acumulo de calcio. O nucleo se desloca para
periferia e adquire formato de “meia lua” ou de
“foice”. Ha também a cariorrexe, contudo a
célula emite processos contendo particulas
nucleares, que se fragmentam formando corpos
apoptoticos. Estes sdo fagocitados por células
vizinhas ou macréfagos (Madjo e Joris, 1995).

As lesBes neuronais observadas na morfologia
através da coloracdo por hematoxilina e eosina
podem ser quantificadas através de técnicas de
imunoistoguimica como o anticorpo monoclonal
Neuronal Nuclei (Anti-NeuN). Esse detecta a
proteina nuclear especifica dos neurdnios de
animais  vertebrados  denominada  NeuN
(Chemicon International Inc., Lutherville, MD)
(Mullen et al., 1992; Jongen-Rélo e Feldon,
2002; Casella et al, 2004; Collombet et al.,
2006; Kumar e Buckmaster, 2007), tornando-se
um excelente método de diferenciacdo das
demais células do sistema nervoso (Mullen et
al.,, 1992; Jongen-Rélo e Feldon, 2002;
Collombet et al., 2006; Kumar e Buckmaster,
2007).

Autores sugerem que a proteina NeuN pode ser
sintetizada no citoplasma e migrar para o ndcleo
neuronal (Mullen et al., 1992; Jongen-Rélo e
Feldon, 2002; Portiansky et al., 2006; Kumar e
Buckmaster, 2007), portanto ao utilizar o
anticorpo para marcé-la, observa-se coloracdo
citoplasméatica e nuclear, essa Ultima mais
proeminente. E ainda, esse anticorpo produz
marcacdo satisfatdria em todos tamanhos de
neurdnios e ndo atua somente em grandes
COrpos neuronais como o anticorpo para a
enosale neuronal especifica (Jongen-Rélo e
Feldon, 2002; Casella et al, 2004). As fung¢des
da proteina NeuN também ndo estdo
completamente esclarecidas, mas parece exercer
acOes regulatorias no nucleo neuronal (Mullen
et al., 1992; Gill et al., 2005) e ainda no
citoplasma (Mullen et al., 1992; Jongen-Rélo e
Feldon, 2002; Portiansky et al., 2006; Kumar e
Buckmaster, 2007).

Quando ocorre trauma mecéanico e a hipoxia ha
reducdo da expressdo dessa proteina (Jongen-
Rélo e Feldon, 2002; Collombet et al., 2006;
Kumar e Buckmaster, 2007), reducdo de sua
antigeneicidade ou deplecdo nas células
neuronais (Collombet et al., 2006). Portanto, a
auséncia de marcacdo para proteina NeuN
indica redugdo da funcionalidade do neurénio,
ou seja, degeneracdo ou morte neuronal
(Mullen et al.,, 1992, Sun et al., 2009). A
utilizacdo desse anticorpo promove delimitacéo
mais precisa real da lesdo neuronal em relagéo a
avaliagdo morfologica e estd relacionado com
grau de alteracdo clinicas (Jongen-Rélo e
Feldon, 2002).

De acordo com Collombet et al. (2006) a
reducdo da antigeneicidade da proteina NeuN é
devido a sua ligacéo as proteinas de choque, que
sdo produzidas em decorréncia de lesdes
neurologicas. Essas células neuronais ndo
marcadas podem ndo apresentar outras
caracteristicas de degeneracdo ou necrose, mas
essas posteriormente evoluem para morte
neuronal semanas apos.

Usualmente apds o trauma sdo observados na
substancia branca dilatacdo dos tubos de
mielina, contendo axdnios edemaciados ou
fragmentados, o que gera aparéncia de rarefacdo
tecidual ou de esponja, determinando a
degeneracdo Walleriana. A dilatacdo dos tubos
de mielina pode conter axénios degenerados e
células fagociticas, indicando processo de
remogdo de ambos, cuja alteracdo denomina-se
camara de digestdo. Associada a essa
degeneracdo pode haver proliferacdo e maior
reatividade das células da glia (Summers et al.,
1994; Maxie e Youssef, 2007).

Os astrocitos tornam-se hipertrofiados e se
multiplicam (Summers, 1994; Faulkner et al.,
2004; Baloui et al., 2009; Ito et al., 2009). Além
disso, essas células também aumentam a
expressdo da proteina 4acida fibrilar glial
(GFAP), formando uma rede de processos gliais
gue se extendem da lesdo priméaria para a
periferia em resposta as alteracBes dos
neurbnios e oligodendrdcitos (Summers et al.,
1994; Faulkner et al., 2004, Ito et al., 2009).

A ativacdo de astrécitos no estagio inicial apos

lesdo do sistema nervoso central é benéfica para
0s neurdnios. A astrogliose tenta propiciar a
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regulagdo extracelular de fons, controlar a
liberagdo de neurotransmissores e permitir
reparacdo da matriz. Estes sdo processos
bioldgicos necessarios para que ndo ocorra a
progressdo da lesdo inicial (Takuma et al.,
2004). Entretanto, existem inibidores potentes
da regeneracdo axonal e da plasticidade
neuronal, incluindo moléculas que séo expressas
na matriz extracelular  constituida de
proteoglicanos (sulfato de condroitina) e na
cicatriz glial (Garcia-Alias et al., 2009; Ito et al.,
2009) .

Mais tardiamente, no epicentro da lesdo ha
presenca de cavidade cistica resultante da morte
celular,  principalmente  de  neurdnios,
acompanhada por infiltracdo de macrdfagos e
por células da micréglia ativadas que passam a
ser denominadas células de Gitter, podendo
permanecer no local por tempo prolongado
(Summers et al., 1994; Basso et al., 1995, Maxie
e Youssef, 2007; Batchelor et al., 2008; Chen et
al., 2009). As células de Gitter possuem nucleo
periférico, picnético, ja o citoplasma apresenta-
se pouco corado devido ao vacuolo lipidico
(Summers et al., 1994; Maxie e Youssef, 2007).
Nessa fase também podem ser observadas
adesdes entre as meninges ou entre a dura-mater
e 0 periosteo (Maxie e Youssef, 2007). Em
conjunto, a presenca da cavidade cistica no local
da lesdo associada a gliose formam uma barreira
fisica (cicatriz glial) contra a regeneracao axonal
(Chen et al., 2009). Portanto, para que ocorra
plasticidade, os ax6nios tém que ultrapassar essa
barreira e alcangar as fibras da outra
extremidade (Bareyre et al., 2004; Chen et al.,
2009).

2.5 — Dantroleno sédico

O dantroleno sédico é um medicamento que tem
sido estudado para o tratamento do trauma
medular agudo, assim como encefalico. Esse
farmaco foi originalmente sintetizado por
Snyder et al. em 1967, os quais observaram
propriedade relaxante dos musculos
esqueléticos apds administracdo intravenosa em
animais, acdo decorrente da depressdo na
contragdo muscular (Krause et al., 2004).

Em seguida, verificou-se que determinadas
racas de suinos apresentavam uma sindrome

devida a espasticidade muscular provocada por
agentes anestésicos inalatorios halogenados,
semelhante & hipertermia maligna dos humanos.
Esses dados serviram de modelo experimental
para o estudo da patofisiologia dessa doenca e
da terapia com o dantroleno sédico, quando em
1975 houve o primeiro relato da eficécia do
mesmo. A ocorréncia da hipertermia maligna foi
associada com metabolismo anormal do célcio
na musculatura esquelética, provocado pelo
aumento da duracdo do estimulo aos receptores
rianodinos (RIR) presentes no RE (Protasi,
2002; Thorell et al., 2002; Gwak et al., 2008). A
acdo farmacoldgica do dantroleno sodico ocorre
através da reducdo da permeabilidade da
membrana do RE, a partir do bloqueio dos RIR
com conseqiente diminuicdo da liberagdo de
calcio para o citosol. Portanto, sua utilizacdo
pode ser promissora para tratar doencas
neuroldgicas que cursam com o desequilibrio da
homeostase do calcio (Sutko e Airey, 1993;
Salomone et al., 2009).

Existem trés isoformas dos receptores RIR nos
mamiferos e sua a expressao parece ndo ser
especifica dos tecidos. O RIR-1 é a isoforma
mais presente na musculatura esquelética, RIR-
2 no miocardio, mas também pode ser
encontrada em pequenas quantidades no
encéfalo e a isoforma RIR-3 é distribuido pelo
tecido nervoso (Giannini et al., 1995; Salomone
et al., 2009). O receptor RIR-3 pode ser ativado
indiretamente pela ligacdo com o célcio ou
diretamente, liberando o célcio como resposta,
cujo fendbmeno é denominado indugdo pelo
calcio e liberacdo de calcio (ICLC) (Ogawa et
al., 2000).

O dantroleno sodico age diretamente nos
receptores RIR-1 (Fruen et al., 1997; Zhao et
al., 2001) e 3 (Zhao et al., 2001), reduzindo a
ativacdo dos canais para célcio e a sensibilidade
de receptores estimulados por esse ion (Fruen et
al., 1997; Zhao et al., 2001). Pode ter acédo
direta sobre o receptor inositol trifosfato ou sua
acdo no receptor rianodino minimiza a acéo do
inositol trifosfato, o medicamento diminui a
morte neuronal (Popescu et al., 2002; Chen et
al., 2008).

Esse medicamento, assim como os demais
bloqueadores de canais para calcio, pode
promover neuroprotecdo contra o glutamato,
pois impede a liberacdo exacerbada deste
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neurotransmissor e com isso reduz a morte
celular (Wei et al., 2000; Gepdiremen et al.,
2002; Gwak et al., 2008). Outra acdo importante
¢ a de inibir a producdo de superéxido e Oxido
nitrico, minimizando assim o estresse oxidativo
apos reperfusdo tissular (Wei et al., 2000; Aslan
et al., 2009).

A neuroprotecéo proporcionada pelo
medicamento também foi associada com sua
acdo anti-apoptética decorrente do aumento da
expressdo da proteina Bcl-2, presente em
diferentes organelas, como MT e RE e que
impede a ativacdo da cascata das caspases (Wei
et al., 2000; Kim et al., 2002).

Torres (2008) verificou que o medicamento foi
capaz de reduzir a morte neuronal na medula
espinhal submetida ao trauma agudo, assim
como Aslan et al. (2009), evidenciando sua acéo
benéfica para tratamento desse disturbio.

O dantroleno sddico é composto por 1-(((5-(4-
nitrofenil)-2-furanil)-metileno)amino)-2,4-
imidazolidino diono sal de sddio, uma pequena
molécula com alta afinidade lipidica e com
restrita solubilidade em &gua. Apesar de ser um
derivado da hidantoina semelhante a alguns
anestésicos locais, ndo possui tais propriedades
(Krause et al., 2004; Aslan et al., 2009).

O efeito do dantroleno sodico é dose-
dependente (Duzenli et al., 2005), ndo devendo
ultrapassar a DL 50 que é maior ou igual a
500mg/kg para ratos (Borowicz et al., 1997).
Em contrapartida, Chen et al. (2008) relataram
toxicidade e Obito quando doses parenterais
iguais ou superiores a 25-50mg/kg foram
administradas nessa espécie. Na administracdo
intravenosa a dose terapéutica do dantroleno é
mantida por cinco horas e a meia-vida €
verificada em 12 horas (Flewellen, et al., 1983).

O medicamento demonstra dificuldades em
penetrar a  barreira  hemato-encefélica,
entretanto, devido sua alta lipossolubilidade a
substdncia se acumula nas membranas
plasmaticas, atingindo concentraces suficientes
para bloguear os receptores rianodinos (Chen et
al., 2008). A eliminacdo do dantroleno sédico
ocorre pela urina e bile, posteriormente a
metabolizacdo microssomal hepética (Lietman,
et al., 1974).

A administracdo oral pode provocar diarréia e
guando prolongada é associada com
hepatotoxicidade (Krause et al., 2004; Chan,
1990). Esse efeito deletério ndo foi observado
por Flewellen et al. (1983), Krause et al. (2004),
Chen et al. (2008) e Torres (2008). Exemplo
disso foi demonstrado por Chen et al. (2008)
que ao utilizarem 5mg/kg duas vezes por
semana, durante dez meses, em ratos, nao
verificaram efeitos colaterais. Paralelamente, o
dantroleno sodico apresentou propriedades
hepatoprotetoras nessa espécie (Yamagishi, et
al., 1993).

Outros efeitos colaterais incomuns podem ser
observados com a administracdo prolongada,
como anorexia, gastrite, colica abdominal,
constipagdo, disfagia, distdrbios visuais e acne
(Krause et al., 2004; Mowbray et al., 2008;
Muehlschlegel e Sims, 2009).

2.6 — Modelos de trauma medular

Com intuito de favorecer a realizacdo de
pesquisas na area de trauma medular varios
tipos de equipamentos tém sido utilizados para
desenvolver trauma ou alteracbes isquémicas
medulares em animais de laboratdrio,
principalmente em ratos (Von Euler et al., 1996;
Mautes et al., 2000; Kwon et al., 2004; Aslan et
al., 2009).

Os modelos de trauma medular utilizados
incialmente eram induzidos por agentes foto-
guimicos, posteriormente utilizou-se secgéo de
medula e técnicas de obliteracdo de vasos (Von
Euler et al., 1996; Mautes et al., 2000).
Entretanto, esses modelos ndo correspondem ao
tipo de lesdo decorrente do trauma mecanico,
seja ele intrinseco ou extrinseco, que
normalmente se desenvolve nos seres humanos
e animais (Kwon et al., 2004). A utilizagdo de
cateter-baldo para angioplastia (Kwon et al.,
2004; Aslan et al., 2009) e pincas compressivas
também sdo empregados para mimetizar o
trauma (Kwon et al., 2004), sendo contudo a
aplicacdo de peso sobre a medula espinhal
exposta a forma mais precisa de lesdo
contusiva/compressiva (Mautes et al., 2000).
Para tanto, foram confeccionados diferentes
tipos de aparelhos esterotdxicos, como 0s
realizados por Gruner em 1992, Farooque em
2000, Noble et al.,, 2002 e o da Escola de
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Veterinaria (EV) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) por Torres et al. (2010).

2.7 — AvaliagOes comportamentais

Os testes comportamentais sdo fundamentais
para analise do efeito dos tratamentos sobre a
lesdio medular e até mesmo da recuperagao
clinica espontanea (Basso et al., 1995; Von
Euler et al., 1996). Com este intuito, foram
elaboradas avaliacfes, sendo relatado por
Tarlov e Klinger o primeiro modelo de
avaliacdo. Inicialmente, os testes eram descritos
como simples formas qualitativas com
sensibilidade reduzida, até alcancar formas mais
complexas que tenderam a quantificar a
recuperacéo neuroldgica e correlaciona-la com a
quantidade de tecido nervoso preservado (Basso
et al., 1995; Basso, 2004).

O objetivo das avaliagGes comportamentais é
verificar o grau de déficit sensorial, motor e até
mesmo as disfun¢Bes autonémicas provocadas
pela lesio medular experimental (Sedy et al.,
2008). Contudo, esses exames devem requerer
pouco treinamento, ndo provocar estresse para 0
animal e fornecer avaliacdo clinica compativel
com o grau de lesdo instalada (Von Euler et al.,
1996). Por ndo existir um método de avaliacdo
ideal torna-se necessaria a associacdo de
diferentes técnicas de avaliagdo, como
sensibilidade dolorosa (SD), posicionamento
tatil (PT), plano inclinado (PI) (Von Euler et al.,
1996; Silva et al., 2008; Torres et al., 2010),
posicionamento proprioceptivo (PP) (Silva et
al., 2008; Torres et al., 2010), bem como a
deambulacdo em barras (Chen et al., 2008; Silva
et al., 2008; Torres et al., 2010) além do teste de
Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (Basso et al.,
1995).

A avaliacido do PP pode ser realizada pela
flexdo da articulagdo tibio-tarsica-metatarsica
com o objetivo de apoiar a face dorsal dos
metatarsos em uma superficie plana para que
seja verificada a velocidade e precisdo em
retornar 0 membro para posi¢do normal (Torres
et al., 2008). O posicionamento tatil é avaliado
ao manter o animal suspenso para que possa
tocar a face dorsal e lateral dos pés em uma
borda de mesa, considerando-se a velocidade e
precisdo em reposicionar 0 membro sobre o

obstaculo (Kunkel e Bregman, 1993; Metz et
al., 2000).

O exame do plano inclinado avalia a habilidade
do animal em se manter posicionado sobre uma
rampa com superficie anti-derrapante, colocada
em véarios angulos. A inclinacdo é aumentada
gradualmente para posicao vertical até atingir o
angulo em que o animal ndo consegue se
manter, sendo considerado como escore 0 maior
angulo alcancado. Os ratos podem ser testados
com a cabeca para cima, para baixo, com lado
direito ou esquerdo, sendo observados nestas
posi¢cOes durante 5 segundos (Fehlings e Tator,
1995; Von Euler et al., 1996).

A sensibilidade dolorosa mensura o grau de
integridade da comunicacdo aferente entre
medula espinhal e encéfalo, podendo ser
realizada através de pressdo aplicada na prega
interdigital do animal, que normalmente induz
nocicepcado visualizada pela retirada do membro
e vocalizacdo (Gale et al., 1985; Silva et al.,
2008; Torres et al., 2010).

A deambulacdo do animal em um campo aberto
é comumente realizada nas diferentes avaliacdes
comportamentais. Situacfes em que o animal
apresenta discreta alteracdo da locomocdo €
acompanhada da avaliacdo em barras suspensas,
como proposto por Silva et al. (2008) e Torres
et al. (2010). Essas barras apresentam 7,7 a 1,7
cm de largura, sendo interessante o seu emprego
para quantificar o déficit sensério-motor através
do equilibrio (Tab. 2). Além disso, a
deambulacdo pode ser observada a partir da
marcacdo das patas dos membros toracicos e
pélvicos com tinta atéxica de cor diferente entre
ambos, sendo entdo avaliados o comprimento e
a existéncia de passos sobrepostos (Chen et al.,
2008).

Existem outros exames que podem ser aplicados
como avaliacgdo da movimentacdo na agua,
testes de extensdo do membro e sensibilidade ao
calor (Wrathall et al., 1994).

O escore de deambulacdo desenvolvido por
Basso, Beattie e Bresnahan, assim denominado
de teste BBB, aperfeicou a escala de Tarlov. O
teste BBB contém 22 escores em ordem
crescente  (0-21), elaborados a partir da
recuperacdo de ratos submetidos ao trauma
medular agudo, capazes de diferenciar graus de
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lesdio neurolégica, aumentando assim, a
sensibilidade e confiabilidade do teste. A
recuperacdo é organizada pela escala em trés
fases, inicial, intermediaria e tardia. Na fase
inicial sdo observados movimentos discretos de
uma ou duas articulagdes do membro pélvico.
Ao final dessa fase os animais conseguem fazer
movimentos extensos e simultaneos das
articulagbes coxo-femoral, fémoro-tibio-patelar
e tibio-tarsica. A partir da observacdo desses
movimentos é escolhido escore correspondente
que variade O a 7 (Tab. 3) (Basso et al., 1995).

A fase intermedidria de recuperacio €
caracterizada pelo tipo de posicionamento da
pata e pelo grau de coordenacdo entre os
membros  tordcicos e pélvicos, sendo
subdividida nos escores de 8 a 13. Nessa fase, 0
posicionamento da pata pode variar durante o
apoio de peso, com a superficie dorsal e plantar,
sendo que a primeira geralmente precede a
segunda. As passadas dos membros pélvicos
ocorrem inicialmente em menor nimero em
relacdo as dos membros toracicos, mas
eventualmente podem ser sincronizadas. Essa
coordenagdo entre 0s membros toracicos e
pélvicos é classificada em ausente, ocasional
(freqiiéncia < 50%), frequente (freqiéncia 51-
94%) ou consistente (freqiéncia 95-100%).
Nessa fase, 0 animal passa a apresentar apoio de
peso, sendo visualizado como contracdo dos
musculos do membro pélvico e bem como pela
elevacdo da pelve. A cauda geralmente
permanece em contato com o piso, funcionando
como apoio adicional (Tab. 3) (Basso et al.,
1995).

Na Ultima fase de recuperacdo sdo descritos os
escores 14 ao 21, sendo visualizados aspectos
de aprimoramento dos detalhes da locomocéo,
como posicionamento da pata paralela ao
tronco, elevagdo dos dedos durante as passadas,
estabilidade de tronco e elevacdo da cauda (Tab.
3) (Basso et al., 1995).

Portanto, o teste BBB possui propriedades de
reduzir a variacdo entre os avaliadores, através
da descricio minuciosa dos padrGes de
deambulacdo (Basso, 2004) e o treinamento
desses minimiza a subjetividade do exame
(Sedy et al, 2008). Para aumentar a
sensibilidade dessa escala podem ser feitos
subescores, uma vez que alguns atributos podem
melhorar, mas, ndo corresponder ao escore
determinado (Basso, 2004).
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3 - MATERIAL E METODOS

O Comité de Etica em Experimentagio Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) avaliou e aprovou a execugdo
do projeto, cujo protocolo foi 011/2009
(Anexo).

3.1 — Animais

Foram utilizados 21 ratos da espécie Rattus
norvegicus variedade Wistar, com quatro meses
de idade e peso médio de 356g . Os animais
foram distribuidos de forma aleatoria em trés
grupos de sete animais (Tab. 1) e acomodados
em caixas plasticas com trés ou quatro animais
por caixa. Foram mantidos por 14 dias no
Biotério do CEPA (Centro Experimental de
Pequenos Animais) para aclimatagdo e durante
todo o experimento. Esse ambiente fornecia
condicbes de controle da luminosidade, com
ciclos de 12 horas alternadas por claro e escuro.
O recinto também foi monitorado por
termdmetro ambiental e mantido na temperatura
média de 25°C. Quando o ambiente interno
encontrava-se abaixo de 20°C, os aquecedores
ambientais eram utilizados para elevar a
temperatura do local, prevenindo assim, a
hipotermia dos animais. Os ratos receberam
dgua e racdo comerciall a vontade.
Desverminagdo foi realizada com tiabendazol
na dosagem de 100mg/kg/VO, em duas doses
intervaladas de 14 dias. Os animais foram
submetidos aos testes comportamentais trés dias
antes da cirurgia com o intuito de adapta-los as
avaliacg@es, reduzindo assim o estresse e 0 medo.

Os grupos foram caracterizados em Gl
(controle  negativo): os animais foram
submetidos a laminectomia dorsal e receberam
placebo; G2 (controle positivo): os animais
foram submetidos & laminectomia, ao trauma
compressivo de medula e receberam placebo;

! Nuvilab CR-1°, Nuvital Nutrientes S/A,

Colombo, Parana, Brasil.
2 Thiaben®- UCI Farma, Sdo Bernardo do
Campo, Sao Paulo, Brasil.

G3 (datroleno sédico®): os animais foram
submetidos & laminectomia, ao trauma
compressivo de medula e receberam dantroleno
sodico (Tab. 1). O placebo foi constituido da
agua para injetaveis sem  conservantes,
especifica para diluicdo do dantroleno sédico.
As administragdes do dantroleno sddico e do
placebo foram feitas pela via intraperitonial,
uma hora ap6s o trauma medular.

3 Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda, S3o Paulo, Sdo Paulo, Brasil.
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Tabela 1 — Discriminagdo dos grupos G1, G2 e G3.

Grupos

G1 - Controle negativo
(n=7)

G2 — Controle positivo  Animais submetidos a

Discriminacéo

Animais submetidos a laminectomia dorsal e administracao de placebo.

laminectomia dorsal, ao trauma medular

(n=7) compressivo e & administracdo de placebo.

G3 — Dantroleno
sadico
(n=7)

Animais submetidos a
compressivo e administracdo de dantroleno sédico.

laminectomia dorsal, ao trauma medular

3.2 - Procedimento cirdrgico e
trauma medular agudo

Os animais foram premedicados com cloridrato
de tramadol* na dose de 2mg/kg/SC, e a
antibioticoterapia profilatica foi realizada com
administracdo de cefalotina sédica® na dose de
30mg/kg/IV. Foram depilados entre as regides
vertebrais T1-L6, fixados em placa de vidro e,
posteriormente  colocados sobre a mesa
cirirgica. Uma bolsa térmica aquecida a 80°C
foi colocada sob a mesa cirdrgica, permitindo a
transferéncia de calor para o animal evitando
assim, hipotermia. A antissepsia do campo
cirirgico foi realizada com iodopovidona
degermante e alcool iodado.

A anestesia cirtgica foi induzida e mantida com
isoflurano® através de camara fechada e mantida
por meio de mascaras adaptadas para ratos, com
concentracdo aproximada de 3 vol. %.

* Pfizer Sadde Animal, Chacara Santo Antoénio,
Séo Paulo, SP, Brasil.

> ABL Antibiéticos do Brasil, Cosmépolis, SP,
Brasil.

® Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda S3o Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

A incisdo paraespinhal entre T8 e L4 foi
realizada englobando pele e tecido subcutaneo e
as insercbes dos musculos epaxiais foram
seccionadas e esses afastados. O processo
espinhoso da Vvértebra tordcica 13 (T13) foi
removido com pinga hemostatica de Kocher. A
Idmina dorsal dessa vértebra foi retirada com o
emprego de drill pneumético neuroldgico’ e
auxilio de microscopio cirdrgico®, até
visualizacdo dos vasos espinhais dorsais, ou
seja, até permanéncia de delicada lamina dssea
semi-transparente. Essa delgada lamina dssea
foi removida com a utilizacdo de uma pinga
hemostatica mosquito e, apds sua remogao foi
possivel visualizar parte da medula espinhal
intacta (Fig. 1A).

Construido o defeito dsseo sem danificacdo da
pia-mater com aproximadamente 0,5cm de
didmetro, o aparelho estereotaxico adaptado ao
descrito por Silva et al. (2008) e Torres et al.
(2010), foi posicionado. Assim, uma haste
previamente esterilizada foi acoplada ao
aparelho e cuidadosamente colocada sobre a
medula. Finalmente um peso de 72g foi liberado
a 0,5cm de distdncia sobre a haste, onde

’ With ECCOS® Aesculap - Laboratérios B. Braun
S.A.
® Opto Science in Sight — F104.
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permaneceu durante cinco minutos (Fig. 1B).
Apos isso, visualizou-se formacdo de grande
coagulo e auséncia da arquitetura macroscopica
do vaso espinhal dorsal. Apos realizagdo do
trauma, realizou-se a sutura da musculatura com
padrdo Riverdin com fio polipropileno 3-0, no
subcutdneo  empregou-se  sutura  simples
continua utilizando o mesmo tipo de fio, assim
como na dermorrafia com padrdo simples
separado. Subseqiientemente, no periodo de
recuperacdo anestésica 0s animais foram
mantidos em oxigenioterapia e aquecimento até
observar o retorno da consciéncia, sendo entdo
devolvidos para caixa de procedéncia. O
cloridrato de tramadol® foi administrado no
periodo pos-operatorio, durante trés dias, na
dosagem de 2mg/kg/VO/BID durante trés dias.
Os animais do grupo G2 e G3 (traumatizados)
foram monitorados quanto as retencdes fecais e
urinarias e submetidos a massagem abdominal
trés vezes ao dia.

3.3 — Tratamentos

Apo6s uma hora do término do trauma o0s
animais dos grupos Gl e G2 receberam 0
placebo na mesma quantidade equivalente ao
dantroleno  sédico  diluido  pela  via
intraperitoneal em dose Unica. O dantroleno
sodico foi administrado na dosagem de 10mg/kg
por via intraperitoneal em dose Unica (Tab. 1),
da mesma forma que Torres e colaboradores
(2008). Os animais foram  pesados
imediatamente antes da cirurgia para calculo das
doses.

3.4 — AvaliacBes comportamentais

A avaliacdo comportamental iniciou-se 24 horas
apds o procedimento cirdrgico e realizada em
estudo cego, pela mesma pessoa. Foram
adotados as seguintes avaliagBes
comportamentais, teste de Basso Beattie
Bresnahan (BBB), sensibilidade dolorosa (SD),
capacidade motora (CM), posicionamento
proprioceptivo (PP), posicionamento tétil (PT) e
plano inclinado (PI).

Para realizar o exame Basso Beattie Bresnahan
(BBB), o animal foi colocado em superficie

9 . ~ .
Pfizer, Guarulhos, S3o Paulo, Brasil.

plana de um metro de didmetro e filmado
durante dois minutos e meio. O objetivo do
exame foi visualizar o padrdo de deambulacdo
(Tab.3), mas o estado mental também foi
observado. Apds a captacdo das imagens, a
deambulacdo dos animais foi avaliada através
da escala de Basso et al. (BBB) (1995) (Tab. 3).

O teste de capacidade motora (CM) foi
realizado na mesma superficie descrita acima.
E aqueles animais que ndo apresentaram déficit
ou demonstraram discretas alteracfes na
deambulacdo, foram colocados em barras de
madeira acomodadas sobre cavaletes de 60cm
de altura. Essas barras apresentavam largura de
7,7 a 1,7cm, com diferenga entre elas de um
centimetro. Primeiramente o animal foi
colocado para deambular na barra mais larga e
subsequentemente em ordem decrescente nas
demais. E para a determinacdo do escore foi
considerada a Ultima barra em que o animal
conseguiu caminhar com apoio dos quatro
membros, sem se desequilibrar (Tab. 2) (Fig.
1C).
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Tabela 2 — Discriminagdo dos escores da avaliagdo neurologica.

ESCORE AVALIACAO NEUROLOGICA

SENSIBILIDADE DOLOROSA (SD)

0 Ausente.
1 Diminuida.
2 Normal.

CAPACIDADE MOTORA (CM)
Auséncia de movimento nos membros pélvicos, sem apoio de peso.
Movimento sutil, desconexo dos membros pélvicos, sem apoio de peso.
Movimento bem visivel nos membros pélvicos, sem apoio de peso.
Apoio de peso nos membros pélvicos, deambulagdo com déficit acentuado.
Deambulacdo com déficit moderado
Deambulacdo com déficit discreto e ndo consegue andar na barra de 7,7cm.
Deambulagdo normal ou com déficit discreto e consegue andar na barra de
7,7cm.
7 Consegue deambular na barra de 6,7cm.
8 Consegue deambular na barra de 5,7cm.
9 Consegue deambular na barra de 4,7cm.
10 Consegue deambular na barra de 3,7cm.
11 Consegue deambular na barra de 2,7cm.
12 Consegue deambular na barra de 1,7cm.

o0k wWwNE O

POSICIONAMENTO PROPRIOCEPTIVO (PP)
0 Ausente.
1 Diminuido.
2 Normal.

POSICIONAMENTO TATIL (PT)
0 Ausente.
Normal.

[N

PLANO INCLINADO (PI)
Consegue ficar em angulo 10°.
Consegue ficar em angulo 20°.
Consegue ficar em angulo 30°.
Consegue ficar em angulo de 40°.
Consegue ficar em angulo de 50°.
Consegue ficar em angulo de 60°.
Consegue ficar em angulo de 70°
Consegue ficar em angulo de 80°.
Consegue ficar em angulo de 90°.

O©CoO~NO O WNPE

(Adaptado de Silva et al., 2008)
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Tabela 3 — BBB — Discriminagdo dos escores do teste de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) e
classificacdo das fases de recuperacéo.

ESCORE

0 ~NOoOUhR~,WwW N RO

10

11
12
13

14

14

15

16

17

18

19

20

21

DEFINICAO

Nenhum movimento observavel dos membros.

Movimento discreto de uma ou duas articulag@es, geralmente coxo-femoral e/ou do joelho.
Movimento extenso de uma articulagdo OU

Movimento extenso de uma articulacdo e discreto de outra.

Movimento extenso de duas articulagdes.

Movimento discreto das trés articulacoes.

Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da terceira.

Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da terceira

Movimento extenso das trés articulacdes.

Pedalada sem suporte de peso OU

Apoio plantar sem suporte de peso.

Apoio plantar com suporte de peso na fase de apoio OU

Passada dorsal com suporte de peso ocasional, freqliente ou consitente ou

Auséncia de passada plantar.

Passo plantar com suporte de peso ocasional e auséncia de coordenacédo entre membros toracicos e
pélvicos.

Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e auséncia de coordenacéo.

Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e coordenagéo ocasional.

Passo plantar com suporte de peso fregiiente a consistente e coordencéo fregiiente.

Passo plantar com suporte de peso e coordenacdo consistentes. Com rotacéo externa OU interna da
pata no contato inicial com piso e antes de elevar a cauda (final da fase de apoio).

OU passo plantar freqliente, coordenacédo consistente e passos dorsais ocasionais.

Passo plantar com suporte de peso e coordenacdo consistentes. Com rotagdo externa ou interna da
pata no contato inicial com piso e antes de liberar os dedos (final da fase de apoio).

OU passo plantar freqliente, coordenacédo consistente e passos dorsais ocasionais.

Passo plantar e coordenacgdo consistentes e dedos encostam constantemente ou freqiientemente no
piso durante a elevagdo do membro. A pata esta predominantemente paralela ao corpo no contato
inicial.

Passo plantar e coordenagéo consistentes e 0s dedos encostam ocasionalmente durante o avango do
passo. A pata esta predominantemente paralela no contato inicial e rotacionada quando se eleva
durante o avangar do passo.

Passo plantar e coordenagdo consistentes, dedos encostam ocasionamente no piso, a pata esta
paralela no contato inicial e quando animal avanca.

Passo plantar e coordenacéo consistentes, os dedos praticamente ndo encostam mais na superficie.
A pata esté paralela no contato inicial e rotacionada no momento de elevagdo da pata.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no piso, a pata esta
paralela no contato inicial e quando animal avanca. A cauda esta baixa parte ou todo tempo.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no piso, a pata esta
paralela no contato inicial e quando animal avanca. A cauda esta consistentemente para cima,
porém hé instabilidade do tronco.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no piso, a pata esta
paralela no contato inicial e quando animal avanca. A cauda esta consistentemente para cima e ha
estabilidade do tronco.

Fase inicial de recuperacdo |  Fase intermediéria de recuperagio | Fase tardia de recuperagdo

(Basso et al., 1995).
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Para realizacdo dos exames de sensibilidade
dolorosa (SD), posicionamento proprioceptivo
(PP), posicionamento tatil (PT) e plano
inclinado (PI) os animais foram avaliados nos
dias zero, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, e os testes
BBB e capacidade motora (CM) foram
analisados nos dias zero, 1, 5, 9, 13, 17, 21, 25,
29 e 31. Além disso, foi obtido para escore o
membro mais alterado nas primeiras 24 horas
apos o trauma medular.

A sensibilidade dolorosa (SD) dos animais foi
avaliada através da compressdo digital do
avaliador no espaco interdigital do animal, o
grau de vocalizacdo e o desconforto foram
obtidos como pardmetros e classificados em
escores, ausente, reduzido e normal.

O posicionamento proprioceptivo (PP) foi
testado através da flexdo da articulacdo tibio-
tarsica induzindo apoio dorsal dos metatarsos

em uma superficie plana (Fig. 1E). Foram
observadas velocidade e precisdo com que o
animal retornou a pata para posi¢cdo normal,
denotando os escores ausente, reduzido ou
normal. O posicionamento tétil foi realizado
através da suspensdo do animal e toque da face
dorsal dos metatarsos em uma superficie plana.
O exame foi avaliado pela presenca ou auséncia
da tentativa de retorno da superficie plantar em
cima da mesa (Fig. 1D).

O teste de plano inclinado (PI) foi realizado em
superficie emborrachada anti-derrapante que
apresentava graus de inclinacédo variaveis de 10°
a 90° portanto, o grau obtido para
transformac&o em escore foi 0 maior angulo em
que o animal conseguiu permanecer por cinco
segundos em uma Unica posicdo, com o sentido
da cabeca para cima (Fig. 1F).
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Figura 1 — Fotografias do procedimento cirlrgico e dos testes comportamentais: (A) Laminectomia com
exposicdo da medula espinhal (seta); (B) Compressdo da medula espinhal com aparelho estereotéxico; (C)
Capacidade motora (CM), deambulacéo em barra, observar posicionamento dos membros, animal do G1
(laminectomia) (D) Teste de posicionamento tatil (PT), animal do G2 (trauma medular e placebo); (E)
Teste de posicionamento proprioceptivo (PP), animal do G3 (trauma medular e dantroleno sodico); (F)
Teste de plano inclinado (PI), animal do G2 (trauma medular e placebo).
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3.5 — Avaliacdo anatomo-patolégica
da medula espinhal

No trigésimo primeiro dia apés o trauma, 0s
animais foram eutanasiados com sobredose de
isofluorano, seguido de pungdo cardiaca com
finalidade de provocar hipovolemia.
Posteriormente, foi administrado cloridrato de
xilazina® por via intraperitoneal e o isofluorano
foi mantido até observacdo de faléncia cardio-
respiratdria. Foi coletada a coluna vertebral
contendo a medula espinhal de todos os
animais. O material foi fixado em formaldeido
tamponado a 10% e a medula dissecada, sendo
dividida em trés cortes transversais de 0,5cm
cada, formados pelo epicentro, segmentos
cranial e caudal a ele. Posteriormente, todas as
seccBes foram incluidas em parafina pela
técnica de rotina e, seccBes de 4-5 micrometros
foram obtidas e coradas pela técnica de
hematoxilina e eosina.

Avaliacdo morfolégica da medula espinhal foi
realizada através do microscopio 6ptico com
ocular de 10X e objetiva de 40X, nas porcoes
cranial e caudal ao epicentro para visualizacdo
do grau e extensdo da lesdo nas substancias
branca e cinzenta.

3.6 — Avaliacdo imunoistoquimica
da medula espinhal

Para caracter quantitativo das lesdes neuronais
foi realizada a técnica de imunoistoquimica em
secgbes craniais subsequentes através do
anticorpo Anti-NeuN™. A técnica foi realizada
da seguinte forma: (1) seccbes de 4-5
micrometros foram obtidas em [&minas
silanizadas'?, colocadas por 15 minutos na
estufa a 65°C; (2) sec¢Bes mantidas em estufa a
37°C foram colocadas em xileno xilol por uma
hora; (3) trés banhos de alcool absoluto, com
duracdo de 5 minutos cada; (4) banho de élcool

10 Bayer Schering Pharma Brasil® - Santo Amaro
- Sdo Paulo — SP — Brasil.

1 Anti-NeuN, clone A60, monoclonal antibody,
cat. MAB377, Lot. LVv1634819, Milipore
(Chemicon Temecula), EUA.

1 (3-Aminopropyl) triethoxysilane, Sigma-
Aldrich, EUA.

90%; (5) banho de alcool 80%; (6) banho de
alcool 70% durante 5 minutos; (7) banho de
agua durante 5 minutos; (8) recuperacdo
antigénica - laminas imersas em solucéo
tamponada (NaOH - pH 5,9-6.1) de acido citrico
0,21% (solucéo retriever), colocados em banho
maria a 98°C, durante 30 minutos; (9)
Resfriamento em temperatura ambiente durante
10 minutos; (10) Trés banhos de PBS com
duragdo de 5 minutos cada; (11) bloqueio das
peroxidases enddgenas com solucdo de metanol
e peroxido de hidrogénio (3%) durante 30
minutos, em cdmara escura; (12) Trés banhos de
PBS; (13) bloqueio de ligacbes inespecificas
com soro blogueio™® em camara escura Umida
durante 30 minutos; (14) retirada do excesso de
soro blogueio e anticorpo primério (Anti-NeuN)
na diluicdo de 1:800, overnight em cémara
escura e Umida; (15) trés banhos de PBS; (16)
anticorpo secundario™ durante 45 minutos em
camara escura e Umida; (17) estreptovidina-
peroxidase’® durante 30 minutos em camara
escura e Umida; (18) Trés banhos de PBS; (19)
Revelagdo com 3-3’ diaminobenzina peroxidase
(DAB)™ durante 90 segundos; (20) banho de
agua corrente durante 10 minutos; (21) contra-
coloragdo com hematoxilina durante 4
segundos; (22) banho de agua corrente durante
10 minutos; (23) banho em alcool 70% durante
3 minutos; (24) banho em alcool 80% durante 3
minutos; (25) banho em &lcool 90% durante 3
minutos; (26) trés banhos em alcool absoluto
durante 10 minutos cada; (27) banho de xileno
xilol durante 30 minutos; (28) montagem das
laminas com béalsamo. Em todas as baterias
dessa reacédo foram utilizados controles positivo
e negativo.

As secgdes foram avaliadas em microscopio
Optico em ocular 10X e objetiva de 40X, com
auxilio de graticula de 121 pontos e em estudo
cego. As células neuronais que exibiram
marcacdo marrom (DAB) foram consideradas
integras e, portanto quantificadas. Foram
considerados oito campos de cada secgdo da
substancia cinzenta/animal por ser o numero
minimo de campos obtidos em todas as seccoes,
e entdo a média obtida. A exclusdo dos campos

B3 protein Block (Serum Free), DAKO, EUA.
“LsAB™, Link for AP/HRP, DAKO, EUA.

> LsSAB™, Streptavidin/HRP, DAKO, EUA.
' DAB, DAKO, EUA
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excedentes foi realizada através de sorteio
englobando todos os campos.

4 — ANALISES ESTATISTICAS

O delineamento do experimento foi inteiramente
casualizado. As varidveis nao paramétricas
foram comparadas entre os dias através do
método de Friedman e entre os grupos pelo
Kruskal-Wallis. As seccfes medulares foram
submetidas a andlise morfolégica em
microscopio  Optico e a técnica de
imunoistoquimica com o anticorpo Anti-NeuN,
cuja analise paramétrica entre grupos foi obtida
pelo método de Tukey. Adotou-se 95% como
nivel de significancia (p-valor <0,05) para
indicar diferenca minima entre dados. Os dados
foram analisados com auxilio do programa
GraphPad InStat, versao 3.10.

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Procedimento cirargico e
trauma medular agudo

A laminectomia foi minuciosamente realizada
com auxilio de microscépio cirlrgico, o que
permitiu delicado desgaste das laminas dorsais
vertebrais e ndo provocou lesdo a medula, o que
pode ser confirmado na observacdo clinica do
grupo G1 (controle negativo) que ndo
apresentou diferenca entre os 31 dias de
avaliacdo nos testes de sensibilidade dolorosa
(SD), de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB),
capacidade motora (CM), posicionamento
proprioceptivo (PP) e posicionamento tatil (PT),
assim como na histologia.

Os animais ndo apresentaram hiperalgesia no
periodo pos-operatério, sendo bem controlada
com cloridrato de tramadol administrado como
medicacdo pré-anestésica e no pés-cirdrgico.

O modelo experimental de trauma compressivo
utilizado foi capaz de determinar alteragdes
clinicas caracterizadas por paraparesia ndo
deambulatéria, auséncia do PP e do PT, reducéo
ou auséncia da SD nos membros pélvicos e
permanéncia em angulo de 50° no teste PI, além
de alteragBes histologicas graves. Essas
alteracdes também foram observadas por Torres

et al. (2010), porém com maior gravidade
observada pela perda total de sensibilidade
dolorosa e paraplegia 24 horas ap6s a realizacéo
do trauma. Esta diferenca entre os resultados
pode ser devido a modificacdo do modelo do
aparelho estereotaxico empregado por Torres et
al. (2010).

A administracdo de 10mg/kg de dantroleno
sodico em dose Unica por via intraperitoneal nao
provocou alteracdes ao exame fisico, estando de
acordo com as observacbes clinicas e
laboratoriais (uréia, creatinina, ALT, AST,
albumina, proteinas totais e bilirrubina)
realizadas por Torres (2008), sendo nessa
dosagem um medicamento seguro.

As retengBes urinaria e fecal ocorreram nos
animais traumatizados secundariamente a
disfuncdo neuroldgica, o que também foi
verificado por Rivlin e Tator (1977), Wrathall et
al. (1994) e Torres (2008). Havia grande presséo
vesical ao tentar realizar massagem, sugerindo
aumento de tonus do esfincter uretral. Algumas
vezes essas alteracBes estavam associadas com
coagulos na wurina e, posteriormente, ela
permanecia limpida. Observou-se que a
realizacdo de massagem vesical foi essencial
para a normalizacdo dessas fun¢des, prevenindo
0 desenvolvimento de cistite bacteriana,
pielonefrite, septicemia e uremia. Estas
consideracBes também foram ressaltadas por
Coates (2000) e Meyer et al. (2003).

A reten¢do urinaria apds lesdo medular ocorre
devido a dissinergia vesico-uretral, determinada
pela auséncia de sincronizagdo entre a contragdo
do musculo detrusor da bexiga e o relaxamento
simultdneo de ambos os esfincteres interno e
externo da uretra (Lane, 2000).
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5.2 - AvaliagOes comportamentais

5.2.1 — Teste Basso, Beattie e
Bresnahan (BBB)

A realizagdo do teste BBB exige treinamento
prévio dos avaliadores, pois se trata de uma
escala complexa e detalhada.

Os animais foram filmados para posterior
aplicacdo do teste BBB, 0 que permitiu maior
qualidade para sua realizacdo. Com isso pode-
se realizar treinamento dos avaliadores e o
aplicar o teste duas vezes para alcancar um
resultado final fidedigno.

Os animais do grupo controle negativo G1
deambulavam com rapidez apoiando o0s quatro
membros, sem arrasta-los, com coordenacdo
visualizada pela associacdo da passada do
membro toracico seguida pelo membro pélvico
do mesmo lado. Ainda, durante a deambulacéo
esses animais erguiam completamente a cauda e
apresentavam também estabilidade de tronco,
visualizada por permanecerem somente com
apoio dos membros pélvicos e da cauda sobre a
superficie, explorando o ambiente.

Os ratos do grupo controle positivo G2 e
dantroleno sdédico G3 logo ap6s o trauma
apresentaram paraparesia ndo deambulatdria,
demonstrando déficits neuroldgicos moderados
a graves. [Esses animais apresentaram
recuperacdo répida até aproximadamente o
quinto dia, mas ainda caracterizada por
paraparesia ndo deambulatéria, porém com
movimentacdo evidente das trés articulacoes.
Posteriormente, ao longo dos 26 dias restantes,
evidenciou-se recuperacdo lenta, mas, havia
evolugdo para paraparesia deambulatdria.

Ao realizar teste BBB observou-se que o0s
grupos traumatizados G2 e G3 apresentaram
semelhantes entre si e diferentes do grupo
controle negativo G1, o que ja se esperava, uma
vez que esse Ultimo ndo foi submetido ao
trauma medular. Esta diferenca permaneceu por
toda avaliagdo, denotando que os animais nao
recuperaram totalmente funcdo motora mesmo
31 dias ap6s o trauma (Tab. 4).

Quando se verifica a probabilidade encontrada
na comparagao com o grupo G1 no 1° dia ap6s

0 trauma, observa-se que o G3 obteve pior
escore do que G2. Isto é, considerando a funcao
motora, 0s animais do grupo dantroleno estavam
clinicamente piores logo apés o trauma, o que
também é evidenciado pelo gréfico (Fig. 2).

Entretanto, ao final de 31 dias esses grupos
denotaram recuperacdo parcial da funcdo
(Tab.4) (Fig. 2), apresentando déficit motor e
proprioceptivo classificados de acordo com a
tabela BBB como 9,5 e 10. Esses escores
demonstraram deambulacdo caracterizada por
passo plantar com suporte de peso durante o
apoio ou passada dorsal com suporte de peso, e
passo plantar com suporte de peso ocasional
(freqiiéncia < 50%), ainda com incoordenagéo
entre membros pélvicos e toracicos.
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Tabela 4 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sodico (G3 — dantroleno) no teste de

Basso, Beattie, Bresnahan (BBB).

Dias
0
1
5
9

13
17
21
25
29
31

Grupos
Gl G2 G3
212 212 212
21° 5,5° 17
21° 7° 6"
21° Q° g°
21° 11° o°
21° 10,5° 9
21° Q° 9
21° Q° 9
21° 11,5° 9
21° 10° 9,5

Medianas seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05). *p < 0,05,**p < 0,001.

25
20 - e * ¢ ¢ ¢ & > &>
w 15 -
2
o
a
w10 A o
5 -
0 T T T T T T T
0 1 5 13 17 21 25 29 31
Dias avaliados

Figura 2 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sddico (G3 — dantroleno) no teste de

Basso, Beattie, Bresnahan (BBB).
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Ao comparar 0s animais de cada grupo em
relacdo aos dias de avaliagdo dentro do grupo,
observou-se que 0 grupo G3 apresentou inicio
da recuperacdo motora no 9° dia apds o trauma,
permanecendo durante todo o periodo de
avaliacdo (Tab. 6). JA& no grupo G2, essa

melhora clinica ocorreu mais tardiamente, no
13° dia, permanecendo também por todo o
periodo (Tab. 5). Portanto, a melhora clinica foi
mais precoce no grupo G3, cujos animais foram
tratados com dantroleno sédico.

Tabela 5 — Diferengas encontradas entre os dias do G2 (controle positivo) ao comparar os valores de p no

teste de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB).

Grupo G2
Dias Escores
0x1 21%x 5,5
0x5 218x 7°
0x9 21°x 9°
0x13 21%e 117

Medianas seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05).

Tabela 6 — Diferencas encontradas entre os dias do G3 (dantroleno) ao comparar os valores de p no teste

de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB).

Grupo G3
Dias Escores
0x1 21%x 1°
0x5 21°x 6°
0x9 21%x 8*

Medianas seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si (p>0,05).

Esse teste avalia o conjunto da fungéo
neurolégica que atua na elaboracdo da
deambulacdo, ou seja, tanto a propriocepgao
quanto a funcdo motora (Basso et al., 1995). A
propriocepcdo, dor, temperatura, pressao e tato
sdo informagdes periféricas que sdo formadas
pelas vias sensitivas. Esses neurénios sensitivos
localizados na coluna dorsal da medula espinhal
recebem informagdes periféricas e originam as
fibras ascendentes, responsaveis por transporta-
las as estruturas nervosas supra-espinhais
(Cosenza, 2005).

A motricidade  somatica  resulta  do
funcionamento integrado de diferentes regides
do sistema nervoso central. As vias eferentes

oriundas do encéfalo alcancam os neurénios
motores na medula espinhal através do nucleo
rubro, que envia fibras denominadas trato rubro-
espinhal situadas no funiculo lateral. Os nicleos
vestibulares e da formagdo reticular tambem séo
integrantes da fun¢do motora e enviam fibras
eferentes denominadas trato vestibulo-espinhal
e reticulo-espinhal reespectivamente. Esses dois
tratos alcangam os neurdnios motores através do
funiculo dorsal (Cosenza, 2005).

J& o cortex cerebral da origem ao trato cortico-
espinhal que parte sofre decussacéo e alcanca os
neurdnios motores pelo funiculo lateral e a outra
parte pelo funiculo dorsal. Entre o cértex, tronco
encefélico e cerebelo hd a intercomunicacdo
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necessaria para elaboracdo dos movimentos.
Portanto, lesbes medulares dependendo da sua
gravidade podem acarretar em déficits motores
devido a interrupcdo dessa comunicagdo, como
foram verificados em todos o0s animais
submetidos ao trauma nesse experimento
(Cosenza, 2005).

5.2.2 — Sensibilidade dolorosa
(SD)

O teste de sensibilidade dolorosa ndo exige
treinamento prévio e é simples de ser obtido.
Para realizar o teste foi necessaria a contencdo
fisica do animal para ergué-lo gerando certo
grau de estresse. Ao aplicar o estimulo
nociceptivo através da pressdo digital na prega
interdigital do animal s8o testadas as vias
sensoriais compostas pelos neur6nios sensitivos
presentes no corno dorsal e o trato
espinotalamico lateral que envia o estimulo para
regiGes talamicas e conseqilientemente para as
corticais (Cosenza, 2005).

Ao exame da sensibilidade dolorosa observou-
se que no 1° dia o grupo G2 apresentou-se
diferente a0 Gle semelhante a G3. Este
resultado era esperado uma vez que se tratava
de animais com lesdes medulares. Porém,
constatou-se semelhanca do grupo G3 em
relacdo ao G1 (p>0,05), também no 1° dia (Tab.
7) (Fig. 3). Este resultado sugere um possivel
efeito do dantroleno j& nas primeiras horas ap6s
0 trauma, 0 que poderia ter preservado a
integridade dos neurbnios e das fibras

relacionadas a esta fungdo no local do trauma.
Aslan e colaboradores (2009) ao realizar um
estudo do medicamento na mesma dosagem em
coelhos, também observaram melhora clinica
constatada pela escala de Tarlov, 24 horas ap0s
trauma. Essa recuperagdo foi associada a
reducdo do numero de células apoptéticas
avaliadas pela técnica de TUNEL.

Interessante observar que, ainda para a
sensibilidade dolorosa, o grupo G3 apresentou
piora de seu escore no 5° dia (G3 p<0,05) e que
apesar disso  permaneceu com  melhor
probabilidade, mesmo sendo semelhante ao
grupo G2. Isso pode ser explicado considerando
as consequéncias progressivas da lesdo
secundaria decorrente do trauma medular. No
15° dia, observou-se que G3 ja era semelhante
ao G1, enquanto que o G2 se manteve diferente
e, somente no 20° dia, tornou-se semelhante aos
demais grupos (Tab. 7) (Fig. 3).

A recuperacdo mais precoce dos animais do
grupo G3 pode ser explicada pela maior
integridade das fibras decorrentes talvez da
reducdo da morte celular, ja observada desde o
1° dia (Tab. 7) (Fig. 3). E, o retorno total da
sensiblidade dolorosa em ambos 0s grupos se
deveu, provavelmente pela plasticidade
neuronal, pois nos primeiros trés meses apds
lesdo medular ocorre significativa recuperacao
clinica em ratos. Grande parte dessa evolucdo é
decorrente de novos brotamentos e regeneracao
axonais e ainda por alteragdes na qualidade das
sinapses (Bareyre et al. 2004; Batchelor et al.,
2008; Garcia-Alias et al., 2009).
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Tabela 7 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sodico (G3 — dantroleno) no teste de

sensibilidade dolorosa (SD).

Dias

0

1
5
10
15
20
25
30

Grupos
G1 G2 G3
22 22 22
2a 1b 2 ab
22 17 1%
22 1° 1°
22 1° 22
22 22 22
22 22 22
22 22 22

Medianas seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si (p>0,05). *p < 0,05,**p < 0,001.

2,5 +

Escores

0,5 -

A { & ¢ i o o A
1,5
=Gl
1 - = ol

=i—-G2
G3

10 15 20

Dias avaliados

25

30

Figura 3 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sédico (G3 — dantroleno) no teste de

sensibilidade dolorosa SD.

A precocidade das recuperacfes motora e
sensibilidade dolorosa observada no grupo G3
quando comparada ao G2, pode ser devida a
maior integridade do tecido nervoso pela agdo
do dantroleno sddico fornecida nas primeiras
horas, reduzindo a propagagdo dos eventos

secundarios relacionados ao trauma.
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5.2.3 - Capacidade motora
(CM)

Esse teste é mais simples e mais facil de ser
aplicado em relacdo ao BBB, mas pode sofrer
influéncia do medo dos animais ao caminhar nas
barras, apesar de terem sido treinados para
reduzir essa interferéncia. Portanto, alguns
animais demonstraram receio ao deambular
sobre as barras, o que interferiu no tempo de
realizagdo do teste prolongando-o.

Na avaliacdo da capacidade motora no 1° dia
apos o trauma, ndo foi observada diferenca entre
0s grupos G2 e G3 e, ambos apresentaram
diferentes de G1, 0 que se esperava uma vez que
foram comparados animais traumatizados e néo-
traumatizados. Porém, esta  diferenca
permaneceu por todo o periodo de avaliagao,
corroborando com os achados do teste BBB
(Tab. 8) (Fig. 4).

Tabela 8 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sodico (G3 — dantroleno) no teste de

capacidade motora (CM).

Grupos
Dias G1 G2 G3
0 122 122 122
1 12° 1,5° 1°
5 12° 2° 2°
9 12° 2,5 3
13 12° 4.5° 3
17 12° 4.5° 3
21 12° 3,5° 3
25 12° 3,5° 3
29 12° 4° 6"
31 12° 4.5° 3

Medianas seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 4 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sodico (G3 — dantroleno) no teste de

capacidade motora (CM).

Ao realizar as comparagBes entre dias no
mesmo grupo, observou-se que os animais do
grupo G3 tornaram-se semelhantes ao dia zero,
no 9° dia, ao passo que os do grupo G2
demonstraram essa similaridade somente no 13°
dia. Esses resultados demonstraram recuperacao

mais tardia dos animais do grupo G2 (controle
positivo) quando comparados com 0s do grupo
G3 (dantroleno), os quais foram semelhantes
aos dados encontrados no teste BBB (Tab. 9,
10).

Tabela 9 — Diferencas encontradas entre os dias do G2 (controle positivo) ao comparar os valores de p do

teste capacidade motora (CM).

Grupo G2
Dias Escores
0x1 12°e1,5°
0x5 128 x 2°
0x9 128x 2,5
0x13 12%x 4,5°

Medianas seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si (p>0,05).
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Tabela 10 — Diferengas encontradas entre os dias do G3 (dantroleno) ao comparar os valores de p do teste

de capacidade motora (CM).

Grupo G3
Dias Escores
0x1 12°x 1°
0x5 122 2°
0x9 128 x 3%

Medianas seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05).

O teste de deambulacdo em barras parece ser
correspondente ao teste de Basso, Beattie e
Bresnahan (BBB), pois o0s resultados da
comparacdo entre dias foram semelhantes entre
eles. Sendo, portanto, dois testes que poderdo
ser complementares para confirmacdo de
resultados.

A melhora clinica mais precoce do G3
(dantroleno) foi demonstrada pelos exames
BBB e CM resultado compativel com a
recuperacdo da SD. Apesar de terem sido
semelhantes estatisticamente, o teste BBB
apresentou melhor execucédo clinica em relacdo
a CM. Pois, este teste oferece maior
detalhamento da deambulagdo, permitindo
avaliacdo mais minuciosa e é mais facil de ser
realizado, porque ndo hd o estresse da
deambulacdo em barras. Portanto, deve-se
adotar um teste com maior discriminagdo, mas
que possa ser aplicado, pois testes mais simples
algumas vezes podem ndo ser capazes de
demonstrar diferencas clinicas discretas e
experimentos iniciais podem denotar sutis
resultados (Basso, 2004).

5.2.4 - Posicionamento
proprioceptivo (PP)

O teste de posicionamento proprioceptivo foi
simples e de facil realizacdo, porém ha variacao
da resposta no mesmo individuo ao longo do
dia, 0 que também ocorre no exame neuroldgico
em cdes com anormalidades proprioceptivas.
Portanto, esse exame demonstrou que pode ser
subjetivo, assim como relatado por Silva et al.
(2008), e o que poderia melhorar sua qualidade
seria fazé-lo vérias vezes e obter uma media por
dia.

Os grupos traumatizados foram semelhantes
entre si, e diferentes do grupo G1 (controle
negativo) durante todo o experimento (Tab. 11)
(Fig. 5). Quando foi realizada a comparacédo
entre dias ndo houve diferenca em ambos os
grupos traumatizados, mas apesar disso, 0 grupo
G3 permaneceu com melhor probabilidade
(Tab. 12, 13). Torres (2008) também ndo
observou nenhuma diferenca entre os grupos ao
aplicar esse teste.
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Tabela 11 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sodico (G3 — dantroleno) no teste de
posicionamento proprioceptivo (PP).

Grupos
Dias G1 G2 G3
0 2 22 2
1 22 0° 0
5 2 0° 0
10 22 1° 1°
15 2 1° 1°
20 2 1° 1°
25 2 1° 1°
30 28 1° 1°

Medianas seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05).

Tabela 12 — Diferencas encontradas entre os dias do G2 (controle positivo) ao comparar os valores de p
do teste de posicionamento proprioceptivo (PP).

Grupo G2
Dias Escores
0x1 2°e 0™
0x5 22x 0™

Medianas seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si (p>0,05). *p<0,001.

Tabela 13 — Diferencas encontradas entre os dias do G3 (dantroleno) ao comparar os valores de p do teste
de posicionamento proprioceptivo (PP).

Grupo G3
Dias Escores
0x1 2%e 0™

0x5 22 x 0"
Medianas seguidas de mesma letra na linha néo diferem entre si (p>0,05).*p<0,01, **p<0,05.
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Figura 5 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sodico (G3 — dantroleno) no teste de

posicionamento proprioceptivo (PP).

Apesar da diferenca entre 0s grupos
traumatizados e o controle negativo, verificou-
se que houve melhora da propriocepcdo nestes
grupos no 10° dia e que essa permaneceu
estavel até o final do periodo de observacdo
(Tab. 11) (Fig. 5).

Quando foi realizada comparacdo entre os dias
nos grupos traumatizados (G2 e G3) ndo houve
semelhanca com o dia zero. Este resultado era
esperado, pois apesar de verificar evolugdo da
fungdo motora e sensibilidade dolorosa, sabe-se
que a propriocepcdo é o ultimo pardmetro a
retornar a normalidade. Isso € decorrente da
distribuico das fibras pela periferia da
substancia branca e ao seu grande didmetro
denotando, portanto maior suscetibilidade
dessas (Lorenz e Kornegay, 2006).

O teste de posicionamento proprioceptivo (PP)
mensura  principalmente a  propriocepcao
consciente que é captada por fibras periféricas,
penetram na raiz dorsal e ndo fazem sinapse
com neurbnios da medula. Essas fibras sdo
enviadas para o bulbo e cérebro através dos
fasciculos grécil relacionados com 0os membros
pélvicos, e cuneiforme associado com membros
toracicos, ambos localizados no funiculo dorsal
da medula espinhal (Cosenza, 2005).

Ja a propriocepcdo inconsciente € responsavel
pelo controle automatico da motricidade, uma
das funcdes do cerebelo. As fibras periféricas
penetram pela raiz dorsal e fazem sinapse com
neurbnios da coluna dorsal. Esses neur6nios
enviam axo6nios para o funiculo lateral e formam
0 trato espinocerebelar (dorsal e ventral),
alcancando o cerebelo (Cosenza, 2005).
Contudo, lesbes medulares podem acarretar em
alteragBes nessas estruturas responsaveis pela
propriocepcdo e fungdo motora, induzindo
déficits visualizados pela reducdo ou auséncia
do reposicionamento do membro, apos
inferéncia de posicdo andmala (Lorenz e
Kornegay, 2006).
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5.2.5 — Posicionamento tatil
(PT)

O teste de posicionamento tatil também avalia
as capacidades proprioceptiva, motora e ainda a
visual (Lorenz e Kornegay, 2006).

Ao realizar 0 exame de posicionamento tatil
(PT) observou-se que o0s animais alternavam sua
resposta devido a resisténcia ao método de
contencdo, onde eram suspensos através do
tronco para induzir contato da face dorsal dos
metatarsos com uma superficie. Fato concluido
devido a variagcdo da resposta encontrada nos
animais do grupo G1 (controle negativo), pois
hora o PT apresentava-se normal e ora ausente o
que também foi observado por Metz et al.
(2000).

Durante essa avaliagdo observou-se grande
variagdo em cada grupo, provavelmente devido
a existéncia de apenas dois escores, e
conseqlientemente, ndo houve uma ldgica na
comparagdo entre os grupos e também em
relacdo aos resultados dos demais testes.

Essa oscilacdo revela a possibilidade de se tratar
de um teste subjetivo corroborando com
Forssberg et al. (1974), que também obtiveram
esse tipo de resposta inconstante no emprego
deste teste. Quanto a comparacao entre G2 e G3

e entre dias ndo houve diferenca estatistica, ou
seja, o parametro ndo foi recuperado devido a
auséncia de normalizagdo da propriocepcéo,
também observada no teste de posicionamento
proprioceptivo.

5.2.6 — Plano inclinado (PI)

O exame do plano inclinado foi de facil
realizagdo, mas foi necessario o treinamento do
animal para reduzir o estresse e para obtencéo
de resultados reais. Inicialmente devido ao
medo os animais ficavam pouco tempo sobre a
superficie e inclusive alguns pulavam do
aparato, por isso foram treinados no periodo
pré-operatorio. Nesse periodo os animais foram
capazes de se manter em 70° ou 80° de
inclinacdo (escores 7 e 8, respectivamente)
(Tab. 14), escore discretamente inferior em
relacdo aos animais do experimento de Torres
(2008) nesse mesmo periodo.

No 1° dia ap6s o trauma os grupos G2 e G3
foram diferentes em relacdo ao grupo G1 e
semelhantes entre si. Essa semelhanca
permaneceu por todo o periodo de avaliacdo.
Porém, no 10° dia o grupo G3 tornou-se
semelhante ao grupo G1, ao passo que, 0 grupo
G2 alcancou essa semelhanca somente no 15°
dia (Tab. 14) (Fig. 6).

Tabela 14 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sédico (G3 — dantroleno) no teste de

plano inclinado (PI).

Grupos
Dias G1 G2 G3
0 8 S
1 9 55 g
5 9 65 7P
10 8 TG G
15 8 7?7
20 g 75 8
25 8 7?7
30 7?75 T

Medianas seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si (p>0,05).
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Figura 6 — Medianas obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sédico (G3 — dantroleno) no teste de

plano inclinado (PI).

Observa-se ainda que em alguns dias os animais
do grupo controle negativo G1 permaneceram
em angulo superior em relacdo ao periodo pré-
operatdrio. Este resultado pode ser uma resposta
normal de animais higidos em decorréncia do
condicionamento e como o grupo G3 se
assemelhou ao G1 ao 10° dia, somando-se com
a presenca de escore superior ao do treinamento,
ele se aproximou da normalidade (Tab. 14) (Fig.

6).

O teste PI é correlacionado com a integridade
do trato rubroespinhal e outros circuitos extra-

piramidais. Esse feixe €

pela

resposta descendente do mesencéfalo que
controla o estimulo excitatério ou inibitdrio dos
interneurdnios, e esses por sua vez modulam os

neurdnios motores (Fehlings e Tator, 1995).
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5.3 - Avaliacdo
anatomoistopatolégica da medula
espinhal

Macroscopicamente, os animais do grupo G1
ndo apresentaram qualquer alteracdo na medula
espinhal. Observou-se neste grupo, medula com
coloracdo esbranquicada, sem aderéncias das
meninges no local da laminectomia. Nos grupos
G2 (controle positivo) e G3 (dantroleno) foram
observadas &reas focais de aderéncia entre dura-
mater e vértebra, o que dificultou a dissecacéo,
mas ndo havia congestdo e hemorragia ao longo
da medula, como descrito por Torres (2008) ao
oitavo dia, provavelmente devido ao maior
tempo decorrido do trauma e eutandsia, nesse
experimento.

A avaliagdo microscopica das medulas
espinhais, os animais do G1 (controle negativo)
apresentaram estrutura morfolégica compativel
com a normalidade. Observou-se substancia
cinzenta em forma de “H”, constituida pelos
cornos dorsais, ventrais e substancia intermédia.
Esse material estava circundado pela substancia
branca, apresentando aspecto circular, as vezes
achatado nas regides dorsais e ventrais. A
substancia branca se dividia morfologicamente
em funiculos dorsais, laterais e ventrais e
apresentava ax6nios envoltos por mielina com
poucas células da glia e da micréglia (Fig. 7D).
Todo o tecido medular estava envolvido pela
pia-mater (Summers et al., 1994).

Os neurbnios desses animais apresentavam
tamanhos e forma vériaveis, sendo o corpo
celular esférico, piriforme ou anguloso. Essas
células possuiam grande nlcleo com um
nucléolo também evidente, principalmente nos
cornos ventrais do 6rgédo. O citoplasma neuronal
possuia estruturas basofilicas dispersas ou
corplsculos de Nissl bem visiveis, em maior
quantidade nos neurbnios motores. Havia
também células da glia e da microglia dispersas
por toda substancia cinzenta e (Fig. 7A), no
centro da medula se localizavam as células
ependimarias, delimitando o canal central ou
ependiméario (Summers et al., 1994; Maxie e
Youssef, 2007) .

J& nos grupos traumatizados (G2 e G3) ambos
apresentaram alteragdes morfoldgicas

confirmando que o modelo de trauma medular
utilizado foi capaz de induzir graves alteracdes
no epicentro. Elas eram representadas por areas
de cavitagdo (malacia) contendo células de
Gitter ao redor, células da glia, e tecido medular
danificado remanescente (Fig. 7F). Na regido
mais externa correspondente a substancia branca
também foi observada degeneracdo Walleriana
grave, fatos que corroboram com resultados de
Torres (2008) e Sparrey et al. (2009). Essa lesdo
levou a distor¢do do formato anatémico de “H”
ou “borboleta” da substéncia cinzenta. Ressalta-
se que as alteragGes morfologicas demonstradas
nessa regido, ou epicentro, foram basicamente
as mesmas.

Devido a elevada intensidade de destruicdo
tissular nesta regido, optou-se por analisar 0s
eventos nas seccBes craniais e caudais, uma vez
gue a lesdo secundaria ocorre ao longo da
medula o que permitiu uma melhor
caracterizacdo das alteracbes. Essa forma de
avaliacdo também foi relatada por Lee e et al.
(2008), pois concluiram que, para verificar a
eficacia dos medicamentos na lesdo medular é
necessaria a manutencdo das células e da
estrutura da medula, sendo muitas vezes
verificadas somente nas areas adjacentes.

Nas regides craniais e caudais ao epicentro, 0s
grupos traumatizados (G2 e G3) apresentaram
em geral, neurbnios alterados com
caracteristicas morfolégicas de degeneracdo
com cromatolise central e marginalizacdo
nuclear, assim como de retracdo citoplasmatica,
condensacdo da cromatina, auséncia de
defini¢do do nucléolo (Fig. 7C) e algumas vezes
essas estruturas encontravam-se intensamente
eosinofilicas o que sugeria a ocorréncia de
“neurdnio vermelho”. As lesdes neuronais
aconteceram em vérios focos da substéncia
cinzenta e estavam sempre acompanhadas de
gliose, com poucas figuras caracteristicas de
neuroniofagia.

Devido a semelhanca morfoldgica da picnose
nuclear e retracdo citoplasmaética existente entre
0s mecanismos de morte celular por apoptose e
necrose ndo foi possivel afirmar presenca ou
auséncia de ambos através de técnicas de
coloragdo de rotina e pela observagdo com
microscépio Optico (Huerta et al., 2007).
Portanto, o termo “morte neuronal” utilizado na
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analise anatomoistopatoldgica para definicdo
desses eventos foi 0 mais adequado.

Na substdncia branca houve degeneracdo
Walleriana, com perda de axonios, dilatacdo e
fragmentacdo do tubo de mielina, cujo aspecto
era semelhante a esponja. Havia também
presenca discreta a moderada de distrofia axonal
ou baldo axonal e camaras de digestdo
acompanhadas por gliose, porém menos intensa
em relagdo a da substancia cinzenta (Fig. 7E).
Essa lesdo apresentou varios tipos de
distribuicdo, desde focal a difusa. Nao havia
infiltragdo de leucdcitos nos segmentos craniais
e caudais ao epicentro, assim como ndo se
observou congestdo, pois essas alteracOes
ocorrem nas primeiras semanas ap6s a lesdo
primaria, de acordo com Torres (2008) e Colak
et al. (2009).

As alteragOes histoldgicas evidenciadas nessa
pesquisa puderam ser observadas ap6s um longo
periodo porque o desenvolvimento das lesGes
secundarias é lento e gradativo o que determina
também uma estabilizagdo tardia (Wrathall et
al., 1994).

Ao analisar cada grupo individualmente, a
regido cranial ao epicentro do grupo G2
apresentou degeneracdo e morte neuronal (Fig.
7C) discretas a moderadas multifocais com
gliose  moderada difusa, associadas a
degeneracdo Walleriana (Fig. 7E) focalmente
extensa acentuada e gliose menos acentuada. Ja
no grupo G3 (dantroleno), a maioria dos
animais (6/7) ndo apresentou lesdes neuronais
(Fig. 7A), porém havia gliose moderada difusa,
mas a substancia branca denotou lesdo
focalmente extensa acentuada acompanhada por
gliose menos intensa.

Na regido caudal ao epicentro no grupo G2
ocorreram 0s mesmos padrdes de lesdo de
corpos neuronais em relacdo a regido cranial. A

substancia  branca  denotou  degeneracdo
Walleriana difusa moderada também associada
a gliose difusa moderada. No grupo G3
(dantroleno) a maioria dos animais (4/7)
também ndo apresentou alteracfes neuronais
visiveis. Entretanto, todos apresentavam gliose,
predominantemente moderada difusa. E na
substancia branca desse mesmo grupo G3 as
alteracbes variaram de degeneracdo axonal
difusa acentuada a discreta e, ausente de gliose.

Portanto, observou-se que os animais do G3
(dantroleno) apresentaram maior integridade
neuronal, corroborando com os resultados
histologicos e imunoistoquimicos obtidos por
Torres (2008), onde foi visualizada menor
intensidade de apoptose e maior quantidade de
corpos neuronais integros marcados com
anticorpo monoclonal Anti-NeuN.

Essa maior integridade neuronal visualizada no
grupo G3 (dantroleno) estd associada aos
resultados obtidos pelos testes de BBB, CM,
SD, Pl onde os animais deste grupo
demonstraram recuperagdo mais rapida em
relacdo ao grupo G2 (controle positivo).

A maior preservacdo da morfologia dos
neurdnios visualizados neste estudo pode estar
relacionada a presenca marcante dos astrocitos.
A inibicdo dos astrécitos reativos ap6s trauma
aumenta a degeneracdo das substéncias branca e
cinzenta, devido ao acimulo de glutamato e
consequente excitotoxicidade, levando ao déficit
motor decorrente da grave desmielinizacdo
(Faulkner et al., 2004). Portanto, sera que a
presenca marcante destas células nessa regido
podem ter impedido a exacerbagdo das lesGes
medulares, uma vez que, quando reativas
estimulam a reparacdo tissular e, subsequente
recuperacdo funcional (Faulkner et al., 2004; Ito
et al., 2009)?
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Figura 7 — Fotomicrografias de sec¢Bes transversais histoldgicas e imunoistoquimicas da medula
espinhal. (A), (B), (C) Substancia cinzenta. (A) HE, 300X. Grupo dantroleno sodico (G3), neurbnios
integros, corpusculos de Nissl (seta). (B) Anti-NeuN, 430X. Grupo dantroleno sddico (G3), neurdnios
integros. (C) HE, 500X. Grupo controle positivo (G2), degeneracdo neuronal (seta fina) e morte neuronal
(seta grossa). (D), (E) Substancia branca. (D) HE, 360X. Grupo controle negativo (G1), substancia branca
integra, axénio (seta). (E) HE, 220X. Grupo controle positivo (G2), degeneracdo Walleriana: tumefagio
axonal (seta fina) e camara de digestdo (seta grossa). (F) HE, 220X. Grupo controle positivo (G2),
Epicentro, mal&cia, cicatriz glial (seta fina) e células de Gitter (seta grossa).
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Além disso, um dos grandes problemas que
influenciam negativamente o tratamento do
trauma medular agudo é o tempo entre sua
ocorréncia e inicio da intervencdo. Apesar de se
ter melhores efeitos com administracdo em até
40 minutos ap6s o0 trauma (Niebauer e
Gruenthal, 1999), o dantroleno sédico acarretou
bons resultados mesmo sendo administrado apds
uma hora. O medicamento conseguiu atingir o
tecido nervoso danificado, provavelmente pela
interrupcdo da integridade da barreira hemato-
espinhal provocada pelo trauma efou se
acumulou nas membranas por ser lipossoltvel.

5.4 — Avaliacdo imunoistoquimica
da medula espinhal

Ao realizar a técnica de imunoistoquimica para
quantificagdo de neurbnios integros com
anticorpo  Anti-NeuN observou-se que 0s
animais do grupo G1 (controle negativo)
apresentaram maior quantidade de neurdnios
marcados pelo DAB, demonstrando coloragéo
marrom do citoplasma e ndcleo dos neurdnios.
Esse resultado é compativel com a técnica
cirrgica na qual esses animais foram

submetidos, pois foi realizada somente a
laminectomia dorsal minuciosa (Tab. 15).

Os animais do grupo G2 (controle positivo)
apresentaram estatisticamente menor quantidade
de neurénios marcados pelo DAB em relacdo ao
G3 (dantroleno sédico) (Fig. 7B) (Tab. 15, 16),
0 que corrobora com resultados da
histopatologia e avaliagBes comportamentais. E
ainda, a média de corpos neuronais do grupo
tratado G3 (dantroleno sodico) apresentou maior
aproximagdo com quantidade de neurénios
normais demonstrada pelo grupo G1 (controle
negativo) (Tab. 15, 16). Portanto, a
administragdo de dantroleno sddico reduziu a
morte neuronal por apoptose e/ou necrose
preservando o tecido medular, resultado
encontrado também por Torres (2008). Mas com
esse experimento pode-se afirmar que isto
conseqlientemente acarretou na recuperacgdo
clinica mais precoce.

Tabela 15 — Médias obtidas de ratos Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao
trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com dantroleno sédico (G3 — dantroleno) na

quantificacdo de neurdnios com anticorpo Anti-NeuN.

Variavel

Numero de neurdnios
integros

Gl G2 G3
42,674% 18,525 31,975°

Médias seguidas de letras diferentes na linha diferem entre si (p>0,05).

Tabela 16 — Valores de p em relacdo ao nimero de neurdnios integros obtidos de ratos Wistar submetidos
a laminectomia (G1 — controle negativo), ao trauma medular (G2 - controle positivo) e tratados com

dantroleno sédico (G3 — dantroleno).

Variavel
Valores de p em relacdo
ao numero de neurénios

integros

G1xG2 GIxG3  G2xG3

p<0,001 p<0,05 p<0,01
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Figura 8 — Média de nimero de neurdnios integros e reespectivos desvios padrdes obtidos de ratos
Wistar submetidos a laminectomia (G1 — controle negativo), ao trauma medular (G2 - controle positivo) e
tratados com dantroleno sédico (G3 — dantroleno) na avaliacdo imunoistoquimica com anticorpo Anti-

NeuN.

6 - CONCLUSOES

O dantroleno sédico, em Unica administracdo
pela via intraperitoneal, na dose de 10mg/kg,
diminuiu a  intensidade das  lesdes
desencadeadas pelo trauma medular
compressivo apés 31 dias do mesmo. Fato
também associado a recuperacdo clinica precoce
determinada pelos testes BBB, CM, SD, e PI
durante esse periodo. Resultados decorrentes do
efeito do dantroleno sodico sobre os
mecanismos fisiopatoldgicos do trauma medular
agudo permitindo maior preservacdo da medula
espinhal.

7 - PERSPECTIVAS

A fisiologia e fisiopatogenia do sistema nervoso
revelam a existéncia de uma complexa relago
entre 0s componentes do tecido nervoso
(Takuma et al., 2004; Butt, 2006; Ito et al.,
2009), o que o torna alvo para inGmeras
pesquisas. Ao observar menor preservacdo da

substancia branca em relagdo a cinzenta com o
tratamento proposto, é interessante e necessario
ressaltar a inter-relagdo oligodendrécito e
axonio. Essa célula da glia é responsavel pela
sintese de mielina que envolve os axdnios
(Mitchell e Lee, 2008) e ainda o préprio axonio
estimula a mielinizacdo e a sobrevida da
mesma, portanto, ha uma dependéncia entre
essas estruturas (Butt, 2006). Mas, o0s
oligodendrdcitos sdo altamente vulneraveis aos
distdrbios intracelulares de célcio,
particularmente pela excitotoxicidade provocada
pelo glutamato (Popescu et al., 2002; Butt,
2006; Matute et al., 2005; lIbarretxe et al., 2006;
Chen et al., 2008) através da estimulagdo dos
receptores NMDA, AMPA e KA (lbarretxe et
al., 2006).

Portanto, o funcionamento inadequado de um
dos componentes do tecido nervoso interfere no
sistema como um todo, reduzindo a capacidade
de recuperacdo. Sabendo-se da acdo do
dantroleno sédico na liberacdo de célcio e
glutamato e, conseqlientemente, sobre o0s
mecanismos de apoptose (Wei et al., 2000) e
necrose neuronal (Mautes et al., 2000; Kwon et
al., 2004; Alatorre et al., 2007; Mattson, 2007 e
Mitchell e Lee, 2008) e, de sua importancia na
perfusdo tissular (Gwak et al., 2008;
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Muehlschlegel et al., 2009; Salomone et al.,
2009), pode-se também cogitar sua agdo sobre
as demais células da glia, o que, resultaria em
uma acdo indireta sobre os neurdnios.

A associacdo de substancias que atuam em
diferentes células e estruturas do sistema
nervoso  também  poderia  proporcionar
sinergismo, permitindo maior preservagdo ou
até mesmo a regeneracdo do tecido nervoso.
Dizenli e colaboradores (2005) verificaram
acdo neuroprotetora  dose-dependente  do
dantroleno sodico em cultura de neurdnios
granulares do cerebelo expostas a estimulacdo
pelo glutamato. Porém associado a nimodipina
(bloqueador CCDV, canais para calcio
dependentes de voltagem) ou ao ruthenium red
apresentou melhores resultados em relagdo ao
seu uso isolado.

Outras pesquisas relatam acdo benéfica da
metilprednisolona sobre os oligodendrdcitos no
tratamento do trauma medular agudo. Isso
ocorre porque 0s receptores especificos para
essa substancia nos oligodendrécitos ativam
vias diferentes nas demais células do tecido
nervoso, e quando incitadas aumentam a
expressdo de proteinas anti-apoptoticas, como
Bcl-xL, reduzem a ativagdo da caspase-3 e
consequentemente a inibem a fragmentacdo do
DNA. Outra caracteristica importante para o
tratamento é considerar a suscetibilidade de
cada célula apds um distdrbio e essas foram as
principais células a apresentar reagdo positiva
para 0 anticorpo anti-caspase-3, sugerindo
também maior sensibilidade ao trauma em
relacdo as demais (Lee et al., 2008).

Portanto, sera a associa¢do do dantroleno sodico
com outro medicamento como, a
metilprednisolona que age sobre os
oligodendrécitos mais eficaz que sua agdo
isolada?

Outra caracteristica que deve ser considerada
para o sucesso do tratamento do trauma medular
é o0 processo fisiopatolégico em cada célula do
sistema nervoso. Exemplo disto sdo o0s
oligodendrécitos  que  apresentam  ondas
apoptéticas tardias, cujo platd ocorre no setimo
dia, entdo como suprimir esses eventos?
Administrando mais doses do dantroleno
sodico? Além disso, sera que administragdo de
doses superiores poderia ser mais eficaz visto

que sua acdo € dose-dependente? Portanto, a
avaliacdo da dose ideal deverd ser investigada
em experimentos futuros, podendo ser
aumentada, pois de acordo com Chen et al
(2008) a toxicidade ocorre quando atinge
25mg/kg.
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