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RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos do dantrolene sédico, do succinato sédico de metilprednisolona,
bem como a associacdo desses medicamentos, no tratamento de ratos submetidos a trauma
medular espinhal compressivo agudo. Para tanto, foram utilizados 25 Rattus norvegicus,
distribuidos igualmente em cinco grupos. No G1 (grupo controle negativo) os animais foram
submetidos a laminectomia dorsal da vértebra T12, e receberam solucéo fisioldgica. Nos demais
grupos, além da laminectomia, os animais foram submetidos ao trauma medular compressivo,
sendo que o G2 (grupo controle positivo) recebeu solucao fisiologica 0,9%, o G3 (SM) 30mg/kg
de succinato sédico de metilprednisolona, o G4 (SM/DS) 10mg/Kg de dantrolene sédico e
30mg/kg de succinato sédico de metilprednisolona, e 0 G5 (DS) 10mg/kg de dantrolene sddico.
Realizou-se avaliagdo clinica dos animais empregando-se o teste BBB. Os animais foram
eutanasiados oito dias apds o procedimento cirurgico, as medulas espinhais foram colhidas,
sendo obtidas as secgdes craniais e caudais ao epicentro para avaliagdo morfologica (HE), pela
imunoistoquimica com anticorpo Anti-NeuN, e pela técnica de TUNEL. N&o houve diferenca
significativa entre os grupos G2, G3, G4 e G5 nos resultados obtidos apds avaliacdo da
atividade motora utilizando o teste BBB, nem entre as médias de neurdnios marcados pelo
anticorpo anti-NeuN e células marcadas pela técnica de TUNEL (P<0,05). Deste modo,
conclui-se que o succinato sodico de metilprednisolona, o dantrolene sédico e, a associagdo
desses dois medicamentos ndo foram capazes de promover melhora na fungdo motora, e de
reduzir a morte de neurbnios e células da glia em ratos submetidos ao presente modelo
experimental de trauma medular compressivo agudo, com avaliacdo sendo realizada oito dias
apos o trauma.

Palavras-chave: Dantrolene sddico, metilprednisolona, trauma medular, ratos.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the effects of dantrolene sodium,
methylprednisolone, and their association in the treatment of rats subjected to compressive acute
spinal cord injury. Therefore, 25 Rattus norvegicus were equally distributed into five groups. In
G1 (negative control group), the animals were submitted to dorsal laminectomy of the T12
vertebra and received 0,9 % saline. In the other groups, in addition to laminectomy, the animals
were subjected to compressive spinal cord injury, G2 (positive control group) received 0,9 %
saline, G3 (SM) 30mg/kg of methylilprednisolone, G4 (SM/DS) 10mg/Kg of dantrolene sodium
and 30mg/kg of methylprednisolone, and the G5 (DS) 10mg/kg of dantrolene sodium. The
animals were clinically evaluated using the BBB test. The animals were euthanized eight days
after injury and the spinal cords were collected. Cranial and caudal sections to the epicenter
were obtained for morphological evaluation (HE), for immunohistochemical staining with Anti-
NeuN antibody, and for TUNEL staining. No significant statistical differences were found
between groups G2, G3, G4, and G5 in clinical recovery determined by the BBB test, means of
intact neurons stained with Anti-NeuN antibody and TUNEL stain cells (P<0,05). Concluding,
methylprednisolone, dantrolene sodium and the association of these two drugs have not been
able to promote motor function improvement, and to reduce neurons and glia cells death, in rats
subjected to the present experimental model of acute compressive spinal cord injury, with
evaluation being carried out eight days after trauma.

Keywords: Dantrolene sodium, methylprednisolone, spinal cord injury, rats.
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1- INTRODUCAO

O trauma agudo da medula espinhal é um
problema comum nas medicinas veterinaria
e humana, que pode levar a déficits
neuroldgicos permanentes das fungdes
motora, sensorial e autonémica (Olby,
2010). Estima-se que 2% dos casos
admitidos em hospitais veterinarios séo de
trauma a medula espinhal. Os individuos
acometidos estdo sujeitos a dois tipos de
trauma medular, o intrinseco e o extrinseco.
A lesdo intrinseca pode ocorrer devido a
patologias de discos intervertebrais, e 0 tipo
extrinseco pode ser provocado por fraturas,
luxagbes e subluxacbGes decorrentes de
atropelamentos (Webb et al. 2010). Nos
cdes, as causas mais comuns Ssdo as
herniagdes agudas de disco intervertebral,
embolismo fibrocartilaginoso e
atropelamentos. Nos gatos, ocorrem as
mesmas patologias, porém com diferenca
na frequéncia, sendo os traumas decorrentes
de acidentes com automoveis mais comuns,
seguidos por herniagbes de disco
intervertebrais e tromboembolismo (Olby,
2010).

Nos seres humanos, as causas mais comuns
sdo traumas decorrentes de acidentes
automobilisticos, quedas no trabalho ou
durante a pratica de esportes, e violéncia
(Sekhon e Fehlings, 2001; Rowland et al.,
2008). Esta patologia exerce impacto
econdmico e social ndo s6 nos individuos
acometidos, mas em suas familias e em toda
sociedade, pois esses individuos passam a
depender de seus familiares para realizarem
atividades de seu cotidiano, e necessitam de
altas despesas com cuidados médicos. A
média de dias de hospitalizacdo de um
paciente nos dois primeiros anos apds
trauma medular é de 171 dias, com um
custo médio nesse periodo inicial de 95203
dolares (Sekhon e Fehlings, 2001).

A complexidade da fisiopatogenia do
trauma agudo & medula espinhal, associada
ao carater progressivo da injaria decorrente
dos eventos secundarios, dificultam as
intervencdes terapéuticas nesta patologia.

Apesar de décadas dedicadas a pesquisas
objetivando a recuperacdo funcional e a
qualidade de vida dos pacientes, e da
disponibilidade de propostas de tratamento,
como antiinflamatorios esteroidais e néo
esteroidais, terapia celular, dentre outros, o
tratamento para esta condigdo ainda
continua frustrante (Hamann e Shi, 2009).

Dentre  alguns estudos  promissores,
ressalta-se o de Torres et al. (2010) que
avaliaram a utilizacdo do dantrolene sodico
no trauma medular agudo e observaram
diminuicdo da morte de neurdnios por
apoptose. Outro trabalho com resultados
favoraveis, foi o de Lee et al. (2008) que
observaram que 0 succinato sodico de
metilprednisolona diminuiu a apoptose de
oligodendrécitos apés trauma medular
experimental agudo. Os oligodendrécito sdo
responsaveis pela formacdo de bainha de
mielina de diversos axonios, logo, a
preservacdo destas células pode reduzir a
desmielinizacdo dos axbnios e o0
comprometimento da funcdo axonal que
ocorre apds trauma medular (Matute, 2009).

Baseado nesses dois estudos sugere-se a
hipotese de que a associacdo desses dois
farmacos pode reduzir a morte de neurdnios
e de oligodendrdcitos, determinando maior
neuroprotecdo e preservagdo do tecido
nervoso.

Portanto, o presente trabalho teve como
objetivo geral avaliar o efeito do succinato
sodico de metilprednisolona, do dantrolene
sodico, da associacdo desses medicamentos
em ratos submetidos a trauma medular
agudo. Os objetivos especificos foram
avaliar esses tratamentos na recuperacdo da
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funcdo neurolégica, na reducdo da
intensidade de lesdo, e diminuigdo da morte
de neurdnios e células da glia, ap6s trauma
compressivo agudo a medula espinhal.

2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Fisiopatogenia do trauma medular
agudo

A fisiopatogenia do trauma medular agudo
compreende  mecanismos de injarias
primarias e secundérias. O evento primario
¢ 0 dano mecénico direto as membranas
celulares e aos vasos  sanguineos
constituintes da medula espinhal, o qual
desencadeia 0s mecanismos secundarios,
que sdo responsaveis por expandir e
exacerbar a lesdo (Bartholdi e Schwab,
1995). Os principais eventos secundarios
sdo isquemia (Sakurai et al., 2003; Alatorre
et al., 2007), excitotoxicidade (Gomes-Leal
et al.,, 2004; Bernards e Akers., 2006),
estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica
(Christie et al., 2008; Sun et al., 2010),
inflamacdo (Gomes-Leal et al., 2004),
necrose e apoptose (Liu et al., 1997; Das et
al., 2005; Colak et al., 2009).

2.1.1 - Isquemia

O trauma mecénico a medula espinhal
provoca espasmos nos vasos superficiais, e
hemorragia no interior do parénquima
medular. O tamanho da area hemorragica é
proporcional a gravidade do impacto.
Inicialmente, a  hemorragia  ocorre
principalmente na substancia cinzenta, que
¢ mais vascularizada, e posteriormente
estende-se para substancia branca (Taoka et
al., 2001; Alatorre at al., 2007). No
epicentro da lesdo, a hemorragia atinge
quase toda a substancia cinzenta e
quantidades variadas de substancia branca.
Nos segmentos cranial e caudal ela localiza-
se principalmente no centro do funiculo
dorsal (Grossman et al., 2001). Acredita-se
que a hemorragia danifica o tecido, pois as

areas hemorrégicas sdo substituidas pela
formagdo de uma cavidade. Esses eventos
provocam isquemia, pois tanto 0s
vasoespasmos quanto as areas hemorragicas
comprometem o fluxo sanguineo para o
parénquima medular (Mautes et al., 2000).
A isquemia provoca falha nas bombas
ibnicas responsaveis pela manutencdo do
gradiente ibnico através das membranas
celulares. Isso ocorre porque elas
necessitam de oxigénio e glicose para obter
0 ATP utilizado no transporte ativo desses
fons. Dessa forma, o comprometimento
desse transporte i6nico resulta em
desequilibrio osmético, tumefacéo celular, e
morte dessas células por necrose (Sakurai et
al., 2003; Crack e Taylor, 2005; Hamann e
Shi, 2009).

Outro mecanismo desencadeador de injuria
celular é a reperfusdo dos tecidos apds
isquemia. A reperfusdo resulta na geragao
de radicais livres derivados do oxigénio,
qgue danificam diversos constituintes
celulares (Shan et al., 2010). Os neurdnios
motores sdo as células constituintes do
sistema nervoso central (SNC) mais
vulnerdveis a isquemia (Sakurai et al.,
2003).

2.1.2 - Excitotoxicidade

No trauma medular, as injarias mecanica e
isquémica aos neurbnios provocam intensa
despolarizagdo de suas  membranas
celulares, e por isso induz a liberagdo de
grande quantidade de glutamato (Bernards e
Akers, 2006). O glutamato é o principal
neurotransmissor responsavel pela
transmissdo sinaptica excitatoria no SNC. A
interacd0 desse neurotransmissor com 0S
receptores N-metil-D-aspartato  (NMDA),
acido proprionico a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol (AMPA) e cainato (KA),
promove abertura dos canais e o influxo de
fons Na', K*, e Ca*" (Alberdi et al., 2002).
Apobs trauma medular, a ativacdo desses
receptores por uma quantidade excessiva de
neurotransmissores resulta em um grande
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aumento nos niveis intracelulares desses
fons, sendo que o Ca®* exerce um papel
central como desencadeador de morte
celular (Liu et al., 1997; Li e Stys, 2000;
Thorell et al., 2002). A despolarizacdo das
membranas provocada pela ativacdo dos
receptores induz a abertura dos canais para
Ca®* dependentes de voltagem, resultando
em mais influxo desse ion. Além disso, com
0 aumento na concentracdo intracelular de
Na’, as células tentam diminuir a
quantidade intracelular ~ desse  ion
eliminando-o para o meio extracelular em
troca de mais Ca*" para o meio intracelular
(Alberdi et al., 2002). Esse processo de
morte celular induzida por quantidade
excessiva de glutamato € denominado
excitotoxicidade (Li e Stys, 2000; Liu et al.;
2002; Das et al, 2005; Liu et al., 2010).

Outra molécula importante envolvida no
controle do fluxo de Ca** é o ATP. Em
condigdes normais, o ATP funciona como
um sinalizador extracelular que regula as
funcdes bioldgicas dos neurdnios e células
da glia (Amadio et al., 2002; Liu et al.,
2010). Porém, apds insulto téxico, ocorre
liberacdo de grande quantidade dessa
molécula no meio extracelular. Em poucos
segundos, ela ativa receptores P2X, e
provoca um rapido aumento nos niveis
intracelulares de Ca** (Peng et al., 2009). O
aumento deste ion induz a liberacdo de mais
glutamato, contribuindo para propagacéao da
excitotoxicidade e da injuria secundaria
(Agrawal e Fehlings, 1997; Amadio et al.,
2002; Wang et al., 2004; Peng et al., 2009).

Além dos neurbnios, a excitotoxicidade
também pode afetar células da glia, pois
elas possuem receptores do tipo AMPA,
KA (Agrawal e Fehlings, 1997; Gallo e
Ghiani, 2000; Park et al., 2003) e P2X
(Peng et al., 2009). Os astrocitos sdo as
células da glia mais abundantes no SNC e
as mais resistentes a excitotoxicidade. Eles
possuem diversas fungdes como, fornecer
suportes estrutural e metabdlico para outras
células, e participar das sinapses regulando

as concentracdes de ions e de glutamato no
espacgo extracelular (Gallo e Ghiani, 2000;
Takuma et al., 2004). Portanto, a morte
dessas células contribui ainda mais para
propagacdo da excitotoxicidade (Agrawal e
Fehlings, 1997; Park et al., 2003; Takuma
et al., 2004; Liu et al, 2010). Os
oligodendrocitos sdo células da glia
encontradas principalmente na substancia
branca. Eles formam a bainha de mielina
que isola os axbnios e facilita a propagacao
dos potenciais de agdo (Matute, 2009).
Como sdo muito  susceptiveis a
excitotoxicidade (Park et al., 2003;
Sanchez-Gomez et al., 2003), a sua morte
apos trauma medular provoca
desmielinizagdo dos axonios e
comprometimento da funcdo axonal. As
células da microglia sdo responsaveis pela
resposta imune no SNC (Matute, 2009) e
sdo rapidamente recrutadas no local da
lesdo por citocinas, mas também pela
ativacdo dos receptores AMPA e KA.
Quando ativadas, elas liberam citocinas
pro-inflamatérias que contribuem para
propagacdo da injdria secundaria (Gallo e
Ghiani, 2000). A excitotoxicidade pode
provocar necrose por até sete dias apos o
evento primario (Gomes-Leal et al., 2004).

2.1.3 - Liberac&o de célcio pelas reservas
intracelulares

O aumento de Ca*" intracitoplasmatico que
ocorre apds trauma medular ndo se deve
somente pelo seu influxo do meio
extracelular, mas também através de sua
liberagdo a partir de reservas intracelulares.
O Ca”* proveniente de reservas internas é
liberado do reticulo endoplasmatico por
canais associados a receptores para inositol
trifosfato (IP3), e receptores sensiveis a
rianodino (RIRs) (Thorell et al., 2002;
Ouardouz et al., 2003). Acredita-se que
este tipo de liberacdo seja dependente do
influxo desse fon do meio extracelular.
Dessa forma, apos a ativacdo dos receptores
AMPA pelo glutamato, ocorre abertura dos
canais ionicos, influxo de Ca?*, que por sua
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vez desencadeia a liberacdo desse ion do
reticulo endoplasmatico através de canais
ligados a RIRs e a IP3 (Liu et al., 1997
Morton-Jones et al., 2008). Em condicdes
normais, a associacdo da liberacdo das
reservas internas ao influxo através de
canais ligados a receptores para glutamato
tem a finalidade de amplificar a sinalizagéo
dependente de Ca®*. Este processo esta
envolvido em funcdes fisioldgicas dos
neurdnios, como transporte axonal e
geracdo do potencial de a¢do (Morton-Jones
et al., 2008). Entretanto, o excesso de
glutamato decorrente de trauma medular
estimula a liberacdo de grandes quantidades
de Ca®* intracelular proveniente de reservas
internas, 0 que pode determinar a morte
celular por apoptose. Portanto, a apoptose é
decorrente do esgotamento das reservas
internas de Ca®*', ou pela ativacdo de
proteases e endonucleases que degradam
alguns constituintes celulares (Lam et al.,
1994; Wang et al., 2002; Ouardouz et al.,
2003).

2.1.4 - Necrose e apoptose

Necrose e apoptose sdo duas formas
distintas de morte celular, que provocam
diferentes alterages nos tecidos adjacentes.
O tipo de morte celular depende da
intensidade e da duracdo de exposi¢cdo aos
insultos, e de sua interferéncia na funcéo
mitocondrial e no metabolismo energético
celular. A necrose frequentemente ocorre
quando as células sofrem injurias fisica ou
guimica intensas (Wang, 2000; Sanchez-
Gbmez et al., 2003; Das et al., 2005), e na
presenca de grande reducdo no
metabolismo celular e nas concentragdes de
ATP (Sakurai et al., 2003). E um processo
passivo, em que ocorre tumefacdo das
células e de suas organelas, com ruptura e
extravasamento de seu conteddo interno
para 0 meio extracelular. Este processo
resulta em infiltracdo do local por células
inflamatdrias, que colaboram para expansao
da leséo (Ankarcrona, et al., 1995). Dentro
das primeiras 24 horas ap6s trauma

medular, ocorre intensa necrose neuronal
(Liuetal. 1997).

A apoptose é a morte celular programada
que ocorre em condigdes fisioldgicas, e é
necessaria para manter a populagdo de
celulas normais nos diversos tecidos.
Entretanto, ela ocorre em condigdes
patoldgicas como forma de mecanismo de
defesa quando as células sdo danificadas
por diferentes condicdes e fatores tdxicos
(Aslan et al., 2009). As caspases sdo as
principais proteinas desencadeadoras de
apoptose. Podem ser ativadas pela calpaina
(Ray et al., 2003; Das et al., 2005; Colak et
al., 2009), e pelas vias intrinseca e
extrinseca. A calpaina é uma protease
intracelular que é ativada pelo Ca* e
degrada proteinas do citoesqueleto (Liu et
al., 2002; Das et al., 2005), de receptores de
membranas (Wang, 2000) e da mielina,
podendo provocar morte celular por necrose
ou apoptose (Ray et al., 2003; Colak et al.,
2009). A mitocbndria exerce um papel
fundamental na via intrinseca, pois para
tentar controlar a homeostase do Ca** ela
retira 0 excesso desse ion do citoplasma, e
com isso ele se acumula em seu interior,
provocando  despolarizacdo de  suas
membranas (Carriedo et al., 2000; Sanchez-
Gémez et al, 2003). Quando as
concentracdes de Ca** continuam elevando-
se, e a despolarizacdo torna-se persistente,
ocorre abertura  dos poros de
permeabilidade de suas membranas
(Ankarcrona, et al., 1995, Kruman e
Mattson, 1999). H& liberacdo de citocromo
C no citoplasma, que ativa a caspase-9, e
em seguida a caspase-3 (Kruman e Mattson,
1999; Wang, 2000; Liu et al., 2002;
Sanchez-Gomez et al., 2003). A caspase-3 é
uma protease que degrada proteinas do
citoesqueleto, enzimas, e proteinas
relacionadas & reparagdo do DNA,
desencadeando morte celular por apoptose
(Wang, 2000; McEwen e Springer, 2005;
Colak et al., 2009). A via extrinseca ocorre
mediante acdo de citocinas  pro-
inflamatérias como o fator de necrose
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tumoral alfa (TNF-a) que, ao se ligarem a
seus receptores, ativam a caspase-8, e em
seguida a caspase-3, desencadeando a morte
celular também por apoptose (Gross et al.,
1999).

A abertura dos poros de permeabilidade,
que estdo diretamente envolvidos na
apoptose, pode ser influenciada pelas
proteinas da familia BCL-2. Esta familia é
composta por proteinas pré-apoptoticas,
como por exemplo a Bax (Dargusch, et al.,
2001), e anti-apoptoticas, como a Bcl-2 e
Bel-x, (Lam et al., 1994; Sanchez-Gomez
et al., 2003; Lee et al., 2008). As proteinas
pré-apoptoticas localizam-se no citoplasma,
e apoOs serem ativadas sofrem alteracéo
conformacional e ligam-se as membranas,
especialmente da mitocondria, onde atuam
promovendo abertura dos poros de
permeabilidade (Gross, et al., 1999;
Dargusch et al, 2001). Por outro lado, as
anti-apoptéticas sdo encontradas  nas
membranas perinucleares do reticulo
endoplasmético e das mitocondrias, onde
exercem suas funcBes anti-apoptéticas
através do bloqueio da abertura do poro de
permeabilidade na superficie da
mitocondria (Lee et al., 2008), da inibicao
da peroxidacao lipidica (Kruman e Mattson,
1999), e também pela redugdo na liberagdo
de Ca* de reservas internas (Lam et al.,
1994). Dessa forma, a proporcdo entre Bax
e Bcl-2 ou Bcl-x, determina a ocorréncia ou
ndo de apoptose (Gross et al., 1999;
Dargusch et al., 2001; Ray et al., 2003).

Portanto, a apoptose provocada pelo trauma
medular  contribui para 0o aumento
progressivo da lesdo inicial, e ndo se
restringe somente ao local da injuria
mecanica direta, nem ao periodo imediato
ap6s a injuria. Dentro das primeiras 24
horas, neurdnios e células da glia, tanto na
substancia branca como na cinzenta,
morrem por apoptose. Apo6s oito dias,
ocorre uma segunda onda de apoptose de
oligodendrocitos da substancia branca (Liu
et al., 1997; McEwen e Springer, 2005).

Uma vez que cada oligodendrécito é
responsavel pela formacdo da bainha de
mielina de diversos axoénios, a apoptose de
apenas uma célula leva a desmielinizacéo
de muitas fibras, mesmo as que ndo foram
acometidas diretamente pelo trauma inicial
(Liu et al., 1997; Dong et al., 2003). A
desmielinizacdo compromete a transmisséo
do impulso e pode favorecer a destruicdo de
axbnios e a morte dos corpos neuronais
(Dong et al., 2003).

2.1.5 - Estresse oxidativo e peroxidacao
lipidica

As reacdes metabdlicas normais das células
que utilizam oxigénio produzem radicais
livres, o0s quais sdo removidos por
moléculas antioxidantes enddgenas.
Entretanto, apds o trauma medular, diversas
alteracdes como a reperfusdo apos isquemia
(Shan et al., 2010), despolarizacdo e
alteragdbes no  funcionamento  das
mitocondrias pelo excesso de Ca* (Carriedo
et al, 2000), e reacdo inflamatdria
acarretam em producdo de grandes
guantidades de radicais livres (Diaz-Ruiz et
al.,, 2009). Nas condicbes em que o
organismo ndo consegue remover 0 excesso
de radicais livres, eles se tornam
citotoxicos, processo denominado estresse
oxidativo. A  peroxidacdo lipidica
corresponde a reacdo dessas moléculas com
os  fosfolipideos  constituintes  das
membranas  celulares, resultando no
aumento de sua permeabilidade e no
comprometimento de sua funcéo (Christie
et al.,, 2008). Como a medula espinhal
possui uma grande proporcdo de &cidos
graxos  polinsaturados, este  evento
secundario exerce um papel importante na
fisiopatologia do trauma medular (Crack e
Taylor, 2005). Existem dois picos de
peroxidacdo lipidica ap6s o0 trauma
medular, o primeiro depois de uma a seis
horas, e o0 segundo de 24 a 120 horas
(Christie et al., 2008).
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Os radicais livres também podem danificar
diversas proteinas celulares e &cidos
nucléicos, resultando na disfuncdo de
organelas, alteracdo da homeostase do Ca?",
e geracdo de mais radicais livres (Shan et
al.,, 2010), que também pode provocar
morte celular por necrose ou apoptose
(Ankarcrona, et al., 1995, Kruman e
Mattson, 1999).

2.1.6 - Inflamacéao

A inflamacdo é um mecanismo de defesa e
reparo que ocorre em resposta a injdria
tecidual. O trauma mecénico a barreira
hematoespinhal provoca aumento de sua
permeabilidade e extravasamento de
proteinas plasmaticas para o interior do
parénquima medular e atracdo de células
inflamatérias para o local da lesdo (Mautes
et al., 2000). Além disso, a injaria as células
endoteliais e aos astrocitos que constituem a
barreira  hematoespinhal, estimula a
liberacdo de citocinas proinflamatorias
como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de
necrose TNF-o que recrutam mais células
inflamatdrias para o local da lesdo (Wang et
al., 2004). Essas citocinas atuam por
quimiotaxia e, promovem aumento na
expressdao de moléculas de adesdo na
superficie endotelial (Carlson et al., 1998).

Os neutréfilos sdo as primeiras células
inflamatérias a chegarem ao local da
injaria, e se distribuem principalmente ao
redor das areas de necrose provocadas pela
hemorragia e excitotoxicidade (Bartholdi e
Schwab, 1995; Gomes-Leal et al., 2005).
Essas células fagocitam debris celulares,
liberam proteases e radicais livres derivados
de oxigénio, danificam as células
endoteliais, provocam aumento da
permeabilidade vascular e expansdo da area
inicial de necrose (Carlson et al., 1998;
Gomes-Leal et al., 2005). Em seguida, os
macréfagos e as células da microglia sdo
atraidos para o local da lesdo (Loane e
Byrnes, 2010). Inicialmente, as células da
micréglia sdo mais encontradas na

substancia cinzenta, posteriormente
invadem a substdncia branca, e sao
identificadas em maior quantidade em torno
de trés a sete dias apds o trauma. Assim
como os neutrdéfilos, elas também fagocitam
debris celulares e liberam radicais livres
derivados de oxigénio (Carlson et al., 1998;
Gomes-Leal et al., 2005). A infiltragdo do
parénquima medular por essas células
resulta em maior lesdo tecidual, diminui a
regeneragdo axonal e provoca a morte de
neurdnios em locais adjacentes ao epicentro
da injuria (Weaver et al., 2005; Gomes-Leal
et al., 2005; Loane e Byrnes, 2010). Estas
células interagem com os ax6nios que
foram seccionados, provocando a retragdo
de sua porcdo cranial (Gomes-Leal et al.,
2005; Horn et al., 2008). Além disso, os
macrofagos e as células da micréglia
ativadas secretam mais IL-1 e TNF-a
(Carlson et al., 1998; Gomes-Leal et al.,
2005).

Diversos efeitos responsaveis pela expansao
da lesdo apds trauma medular foram
observados associados ao aumento nos
niveis do TNF-o. Acredita-se que esta
citocina aumenta a sensibilidade dos
neurbnios a excitotoxicidade (Han e
Whelan, 2010), a expressdo de receptores
para glicocorticdides enddgenos (Yan et al.,
1999), interage com receptores e ativa
alguns genes proé-inflamatérios (Xu et al.,
1998). Os oligodendrécitos sdo muito
sensiveis a0 TNF-a, e sua morte apos
exposicdo a esses fatores exerce um papel
importante na desmielinizagdo (Gallo e
Ghiani, 2000). Ele também estimula a
proliferacdo de astrdcitos formando uma
cicatriz glial que compromete a regeneracéo
axonal por constituir uma barreira fisica e
quimica, uma vez que 0s astrocitos também
liberam mais citocinas pro-inflamatorias
(Hausmann, 2003; Takuma et al., 2004).
Portanto, a utilizacdo de agentes que
diminuem a infiltragdo do tecido lesado por
células inflamatorias pode ser benéfica e
reduzir a lesdo tecidual (Weaver et al.,
2005).
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2.2 - Tratamento do Trauma medular

2.2.1 - Modelos experimentais para
desenvolvimento e avaliacdo de terapias

Os modelos experimentais sdo importantes
ferramentas para o desenvolvimento e
avaliacdo de terapias (Mautes et al., 2000).
Existem diversos tipos de modelos
experimentais de trauma, mas 0s principais
sdo contusivo (Yan et al., 1999; Lee et al.,
2008; Bernards e Akers, 2006; Torres, et
al., 2010b), compressivo (Braughler et al,
1987; Taoka et al., 2001; Christie et al.,
2008), isquémico (Alatorre et al., 2007), por
transecgdo (Nash et al., 2002) e por
hemiseccdo (Weaver et al., 2005; Alatorre
et al., 2007). Cada modelo provoca injurias
que reproduzem alguns aspectos do dano
mecanico  primario e dos eventos
secundarios, e resultam na formacgdo de
uma lesdo que acomete tanto a substancia
branca como a cinzenta (Mautes et al.,
2000).

Como a possibilidade de recuperacdo da
funcdo neuroldgica aumenta quanto menor
for o tamanho da lesdo, e maior a
guantidade de tecido preservado, devem ser
utilizados métodos de analises morfoldgica,
morfométrica e técnicas como a
imunoistoquimica, para descrever e avaliar
a gravidade da lesdo, bem como quantificar
a sua extensdo e o tecido preservado
(Braughler et al., 1987; Fehlings e Tator,
1995; Hausmann, 2003).

Na andlise morfoldgica, o trauma medular
contusivo ou compressivo, de intensidade
moderada a grave, resulta em uma area
central de malacia (epicentro), com
formagdo de uma cavidade. Esta cavidade
apresenta-se  preenchida  por  debris
celulares, e circundada por macréfagos, e
por ceélulas gitter, que sdo microglias
ativadas repletas de vactolos formados em
decorréncia da fagocitose de mielina. Ao
redor da é&rea de cavitacdo € possivel
identificar uma faixa de substancia branca

Cuja arquitetura permanece preservada, mas
onde podem ser encontrados axonios em
degeneracdo, tumefacdo das bainhas de
mielina, e camaras de digestdo (Fehlings e
Tator, 1995; Liu et al., 1997, Grossman et
al., 2001; Rabchevsky et al., 2002; Colak et
al.,, 2009). A tumefacdo da bainha de
mielina corresponde ao acimulo de liquido
e a separagdo da bainha de mielina de seus
ax0nios, provavelmente como conseqliéncia
de excitotoxicidade (Gomes-Leal et al.,
2005). As camaras de digestdo sdo axonios
degenerados sofrendo  fagocitose por
macrogagos e células da microglia. No
epicentro da lesdo essas alteragdes sdo mais
graves, aproximadamente 2mm cranial e
caudal ao epicentro elas tornam-se
moderadas, enguanto que a 4mm no sentido
cranial e caudal ao epicentro a leséo
restringe-se principalmente ao funiculo
dorsal (Grossman et al., 2001).

A quantificacdo de células neuronais é um
meio efetivo para medir o tecido integro,
sendo importante para definir a intensidade
da injaria e para avaliar tratamentos. Para
isso sdo necessarios métodos que facilitem
a identificacdo e a contagem precisa dessas
células (Jongen-Rélo e Feldon, 2002;
Casella et al., 2004). Em 1992, Mullen et al.
desenvolveram um anticorpo monoclonal
que reconhece uma proteina nuclear
especifica dos neurdnios, que se expressa
nos nucleos e no citoplasma dos corpos
neuronais. Desde seu desenvolvimento, esse
anticorpo (NeuN) tem sido utilizado como
marcador neuronal para imunoistoguimica
em estudos com culturas celulares e em
diagndsticos  histopatolégicos. Isto €
possivel porque a reatividade dessa proteina
diminui em  diferentes  condicOes
patologicas como apds isquemia (Unal-
Cevik et al., 2004), e excitotoxicidade
(Jongen-Rélo e Feldon, 2002) e trauma
(Lee et al., 2008).

J& a técnica de TUNEL (Terminal

deoxynucleotidyl-transferase mediated
dUTP nick-end labeling) possibilita
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identificar a fragmentacdo de DNA, que é
uma caracteristica da apoptose. Por esse
motivo, ela & muito utilizada em estudos
para detectar morte de neurbnios e de
oligodendrécitos apds injuria & medula
espinhal (Liu et ., 1997, Wang et al., 2004;
McEwen e Springer, 2005; Aslan et al.,
2009; Shan et al., 2010).

Os testes comportamentais possuem como
principal objetivo avaliar a recuperacao
funcional dos animais submetidos ao
trauma medular experimental. O primeiro
modelo de avaliacdo elaborado com este
intuito foi relatado por Tarlov e Klinger
(1954) citado por Basso et al. (1995).
Inicialmente, esses testes eram meramente
qualitativos, e apresentavam sensibilidade
reduzida. Este modelo foi sendo
aperfeicoado com tendéncia a quantificar a
recuperacao neuroldgica, e a correlaciona-la
com a quantidade de tecido nervoso
preservado (Basso et al., 1995; Basso,
2004).

Com este objetivo, surgiu o escore de
deambulagdo desenvolvido por Basso,
Beattie e Bresnahan, denominado teste
BBB. O teste BBB contém 22 escores em
ordem crescente, que foram elaborados a
partir da recuperacdo de ratos submetidos
ao trauma medular agudo. A recuperacédo é
organizada pela escala em trés fases, inicial,
intermediéria e tardia. Na fase inicial sdo
observados movimentos discretos de uma
ou duas articulagdes dos membros pélvicos.
A partir da observacdo desses movimentos
é escolhido um escore correspondente que
varia de 0 a sete. Ao final dessa fase, 0s
animais conseguem fazer movimentos
completos de extensdo das articulagdes

desses membros. A fase intermediaria é
caracterizada pelo posicionamento da pata
sobre o piso, com inicio de apoio de seu
peso e pelo grau de coordenagdo entre 0s
membros toracicos e pélvicos (escores de
oito a 13). O posicionamento da pata pode
variar entre apoio da superficie dorsal ou
plantar sobre o piso. O animal comega a
sustentar seu peso de forma progressiva, 0
gue pode ser visualizado pela contragdo dos
muasculos do membro pélvico e também
pela elevacdo da pelve. A cauda geralmente
permanece em contato com 0 piso para
auxiliar no equilibrio de apoio do animal.
Inicialmente, as passadas dos membros
pélvicos ocorrem em menor ndmero em
relacdo as dos membros toracicos. Essa
coordenacdo entre os membros toracicos e
pélvicos é classificada em ausente,
ocasional (freqliéncia < 50%), freqliente
(freqliéncia  51-94%) ou  consistente
(frequiéncia 95-100%). Na ultima fase de
recuperacao cujos escores variam de 14 a
21, o animal consegue  sustentar
completamente  seu  peso, apresenta
coordenacdo motora consistente, e s&o
avaliados detalhes da locomocéo, como
posicdo da pata em relacdo ao tronco,
elevacdo dos dedos durante as passadas,
estabilidade de tronco e elevagdo da cauda
(Tab. 1) (Basso et al., 1995).

A escolha do teste utilizado é fundamental,
pois ele deve gerar dados confiaveis e
reprodutiveis (Basso, 2004). O BBB tem
sido muito utilizado em estudos para avaliar
o efeito de tratamentos na recuperacéo
funcional apds lesdo medular (Rabchevsky
et al., 2002; Wang et al., 2004; Weaver et
al., 2005; Peng et al. 2009; Torrres et al.,
2010; Wu et al., 2010).
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Tabela 1 — BBB - Discriminacdo dos escores do teste de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) e
classificacdo das fases de recuperacéo.

ESCORE DEFINICAO

0 Nenhum movimento observavel dos membros.

Movimento discreto de uma ou duas articulac@es, geralmente coxo-femoral e/ou do

. joelho.

Movimento extenso de uma articulagdo OU

2 Movimento extenso de uma articulag&o e discreto de outra.

3 Movimento extenso de duas articulagdes.

4 Movimento discreto das trés articulagfes.

5 Movimento discreto de duas articula¢fes e extenso da terceira.

6 Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da terceira

7 Movimento extenso das trés articulagdes.

Pedalada sem suporte de peso OU

8 Apoio plantar sem suporte de peso.

Apoio plantar com suporte de peso na fase de apoio OU

9 Passada dorsal com suporte de peso ocasional, frequiente ou consitente ou
Auséncia de passada plantar.

Passo plantar com suporte de peso ocasional e auséncia de coordenacéo entre membros

10 toracicos e pélvicos.

11 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e auséncia de coordenagéo.

12 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenacéo ocasional.

13 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordencdo frequente.
Passo plantar com suporte de peso e coordenacdo consistentes. Com rotacdo externa ou
interna da pata no contato inicial com piso e antes de liberar os dedos (final da fase de

t apoio).

OU passo plantar freqiiente, coordenacao consistente e passos dorsais ocasionais.
Passo plantar e coordenacdo consistentes e dedos encostam constantemente ou

15 freqlientemente no piso durante a elevacdo do membro. A pata esta predominantemente
paralela ao corpo no contato inicial.

Passo plantar e coordenacdo consistentes e os dedos encostam ocasionalmente durante o

16 avanco do passo. A pata estd predominantemente paralela no contato inicial e rotacionada

quando se eleva durante o avancar do passo.

17 Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos encostam ocasionamente no piso, a pata




esta paralela no contato inicial e quando animal avanca.

18

Passo plantar e coordenacdo consistentes, os dedos praticamente ndo encostam mais na

superficie. A pata esta paralela no contato inicial e rotacionada no momento de elevacéo

da pata.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no piso, a

19 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

20 pata esta paralela no contato inicial e quando animal avanca. A cauda esta

consistentemente para cima, porém ha instabilidade do tronco.

Passo plantar e coordenacdo consistentes, dedos praticamente ndo encostam no piso, a

21 pata esté paralela no contato inicial e quando animal avanca. A cauda esta

consistentemente para cima e ha estabilidade do tronco.

2.2.2 - Terapias farmacoldgicas para o
tratamento do trauma medular

Uma vez que o paciente sofreu trauma
medular, a inibicio dos processos
secundarios de injaria pode ser 0 meio mais
importante de intervencdo para terapias.
Entretanto, apesar de a injUria secundaria
ser a principio passivel de prevencdo, ndo
existe atualmente opcbes de tratamento
efetivas (Nash et al., 2002; Christie et al.,
2008; Rowland et al., 2008; Peng et al.,
2009). Nesse contexto, uma variedade de
terapias tem sido investigadas, como por
exemplo, o uso da N-acetilcisteina com
antioxidante (Liu et al., 2002; Shan et al.,
2010), antagonistas de receptores para ATP
como o Brilliant Blue G (Wang et al, 2004,
Peng et al., 2009), blogueadores de canais
de calcio como a Nimodipina e nifedipina
(Thorell et al., 2002), e inibidores da
calpaina (Ray et al., 2003; Das et al., 2005;
Colak et al., 2009). Entretanto, apesar de
alguns desses farmacos demonstrarem bons
resultados em pesquisas com modelos
experimentais, eles ndo foram eficientes
quando testados em estudos clinicos
(Rowland et al., 2008).

2.2.3 - Succinato sodico de
metilprednisolona

Até a Ultima década, a utilizacdo de altas
doses de metilprednisolona foi considerada
a Unica terapia aceita para tratamento do
trauma medular. Pesquisas com modelos
experimentais de  trauma  medular
demonstraram que a administracdo desse
farmaco em altas doses obteve resultados
positivos como, reducdo na éarea de
hemorragia, da peroxidagdo lipidica (Taoka
et al., 2001; Shan et al., 2010), da apoptose
de oligodendrécitos (Lee et al., 2008), da
guantidade de células inflamatérias ativadas
no local da injaria (Weaver et al., 2005; Wu
et al., 2010), e melhora da recuperacéo da
fungdo motora (Braughler et al. 1987;
Taoka et al., 2001).

Com base nesses e em diversos outros
estudos, como o segundo do National Acute
Spinal Cord Injury (NASCIS 1), a
utilizacdo da metilpredinisolona passou a
ser implementada como terapia de rotina
em pacientes com trauma medular. O
protocolo utilizado neste estudo e adotado
na rotina consistia em administracdo de
uma dose inicial de 30mg/kg em bolus, até
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oito horas ap6s trauma, seguida por infusdo
de 5,4 mg/kg por hora, durante as primeiras
24 horas. Com a utilizacdo desse protocolo
de tratamento, os pacientes alcancaram
melhora na fun¢do motora de acordo com o
NASCIS II. E interessante ressaltar que os
resultados foram favordveis com a
administracdo da primeira dose nas
primeiras oito horas ap6s trauma medular
(Bracken et al., 1990), pois é nesse periodo
gue demonstrou-se a maior expressdo de
receptores glicocorticGides nos corpos
neuronais e nas células da glia (Yan et al.,
1999).

Apesar do mecanismo de agdo da
metilprednisolona ainda ser desconhecido,
acredita-se que ela ative receptores
glicocorticoides, que se ligam a sequéncias
de DNA especificas, e interferem na
regulacdo génica e na producéo de diversos
fatores (Yan et al., 1999). Esse mecanismo
esta associado ao aumento na expressao da
proteina antiapoptética Bcl-x, (Lee et al.
2008), e na reducdo de fatores
préinflamatorios como o TNF-a (Xu et al.,
1998; Yan et al., 1999).

A utilizacdo de metilprednisolona para
tratamento de trauma medular tem sido
guestionada e discutida. Em estudos
retrospectivos realizados com humanos que
sofreram trauma medular, e receberam
tratamento segundo o protocolo proposto
pelo NASCIS, foi observado que ndo houve
melhora significativa na funcdo motora dos
pacientes (Lee et al., 2007; Suberviola et
al., 2008). Além disso, também em modelos
experimentais utilizando este mesmo
protocolo, ou com outros diferentes, ndo
ocorreu redugdo da peroxidacdo lipidica
(Christie et al.,, 2008), da resposta
inflamatéria (Bartholdi e Schwab, 1995;
Bernards e Akers, 2006; Christie et al.,
2008; Torres et al., 2010), da morte de
neurénios e oligodendrdcitos (Wu et al.
2010), e nem houve recuperagédo funcional
(Rabchevsky et al., 2002).

Outra desvantagem da utilizacdo de altas
doses de metilprednisolona séo os efeitos
colaterais como complicagdes respiratdrias,
gastrointestinais (Diaz-Ruiz, et al., 2000;
Matsumoto et al., 2001; Lee et al., 2007,
Christie et al., 2008), e hiperglicemia
(Suberviola et al., 2008).

Apesar de todas essas consideragdes, a
metilprednisolona ainda continua a ser
utilizada por muitos médicos no tratamento
do trauma medular agudo, e tem sido
estudada em associacdo com diferentes
terapias (Diaz-Ruiz et al., 2000; Nash et al.,
2002; Wu et al., 2010).

2.2.4 - Dantrolene sodico

O Dantrolene sddico é um antagonista de
receptores rianodinos (RIRs) (Zhao et al.,
2001). Ele é constituido por moléculas
pequenas, muito lipossollveis e apo6s sua
administragéo endovenosa, mantém
concentracdes citoplasmaticas dentro da
faixa terapéutica por cinco horas. Ele possui
meia-vida de eliminacdo de 12 horas,
metabolizacdo hepéatica e excrecdo pela
urina e bile (Flewellen et al., 1983; Krause
et al., 2004).

O dantrolene é aprovado pela Food and
Drugs Alimentation para o tratamento da
hipertermia maligna (Muehlshlegel et al.,
2009). A hipertermia maligna é uma
desordem genética em que individuos
expostos a anestésicos volateis apresentam
liberacdo excessiva de Ca®* do reticulo
endoplasmatico, provocando contraturas
musculares, e aceleragio de seu
metabolismo. A  administragdo  desse
farmaco  nestes  pacientes  promove
relaxamento muscular através do bloqueio
da liberacdo de Ca®* do reticulo
endoplasmatico, que consiste em um
processo  necessdrio  para  contragdo
muscular (Zhao et al, 2001; Krause et al.,
2004).
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Como o Ca®* exerce um papel central na
funcdo e na injaria neuronal, acredita-se
gue o dantrolene pode ser utilizado como
agente neuroprotetor (Wei et al., 2000;
Muehlschlegel e Sims, 2009). Partindo
dessa  hipoGtese, estudos in  vitro
demonstraram que este medicamento
promoveu neuroprotecdo em  células
neuronais submetidas a isquemia (Wang et
al., 2002), a excitotoxicidade (Dizenli et
al., 2005), e a estresse oxidativo
desencadeado por exposicao a toxinas (Wei
et al.,, 2000). Além disso, o dantrolene
também determinou neuroprotecdo em
modelos  experimentais de  doenga
degenerativa (Chen et al., 2008) e de status
epilepticus (Niebauer e Gruenthal , 1999), e
foi capaz de inibir parcialmente a
vasoconstricdo em estudo in  vitro
(Salomone et al., 2009), e em estudo clinico
em pacientes apOs trauma craniano
(Muehlshlegel et al., 2009).

O dantrolene sddico também foi avaliado
em modelo experimental in vitro de
compressdo medular, onde as medulas
tratadas apresentaram recuperacdo na
atividade eletrofisiolégica (Thorell et al.,
2002), e também in vivo, no qual a
administracdo deste farmaco imediatamente
apés o0 trauma preveniu  déficits
neurolégicos, peroxidacao lipidica (Aslan et
al., 2009) e apoptose (Torres, 2010).

Por outro lado, o dantrolene demonstrou
forte acdo inibitéria na atividade de
glutationa redutase que é uma importante
enzima antioxidante. Como a diminuicéo da
atividade dessa enzima pode causar
aumento do estresse oxidativo, e com isso
provocar morte celular por apoptose, esse
seria um efeito indesejavel para o seu uso
(Senturk et al, 2008).

A dose normalmente utilizada em estudos
com modelos experimentais é de 10mg/kg,
e quanto mais precoce a administragdo
desse medicamento maior o efeito
neuroprotetor (Niebauer e Gruenthal , 1999;

Aslan et al., 2009; Muehlschlegel e Sims,
2009: Torres et al., 2010a). Como o
dantrolene é um potente relaxante muscular
gue possui efeitos sedativos, os animais
ficam bem menos ativos nas primeiras
horas ap0s a sua administracdo (Chen et al.
2008). Nos seres humanos, os efeitos
colaterais mais comuns sdo tonturas,
fraqueza e sonoléncia (Muehlschlegel e
Sims, 2009).

Portanto, o tratamento do trauma medular
agudo objetiva diminuir os eventos
secundarios, e com isso impedir a expansdo
da lesdo (Hausmann, 2003). Como diversos
fatores e mecanismos estdo envolvidos na
injaria secundaria, é improvavel que o
tratamento com um U(nico agente seja
eficaz. Logo, a associagdo de agentes
terapéuticos que atuem em diferentes vias
envolvidas na injaria secundaria pode ser
um tratamento mais efetivo (Nash et al.,
2002; Weaver et al., 2005; Shan et al.,
2010).

3 - MATERIAL E METODOS

A execucdo deste estudo foi aprovada pelo
Comité de FEtica em Experimentacio
Animal (CETEA) da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), sob certificado
de nimero 172/10 (Anexo ).

3.1 - Animais

Foram utilizados 25 ratos machos da
espécie  Rattus norvegicus, linhagem
Wistar, com aproximadamente trés meses
de idade e com peso médio de 350g. Os
animais foram igualmente divididos em
cinco grupos, e receberam &gua e ragdo
comercial para roedores ad libitum. Foram
mantidos em trés animais por caixa plastica
forrada com maravalha, e permaneceram no
biotério do Centro Experimental de
Pequenos Animais (CEPA) da Escola de
Veterinaria da UFMG durante todo periodo
experimental, sendo submetidos a ciclos de
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12 horas com luz e 12 sem luz e
temperatura controlada.

Antes do inicio do experimento, 0s animais
foram submetidos a um periodo de
aclimatacdo (14 dias), com a finalidade de
adaptacdo ao manejo, incluindo a avaliagédo
da capacidade motora pos-traumatica.
Durante esse periodo, os animais foram
desverminados com tiabendazol*, na dose
de 100mg/kg, por via oral, totalizando duas
doses intervaladas de 14 dias.

3.2 - Procedimento cirdrgico

Imediatamente antes do procedimento
cirdrgico, os animais foram pré-medicados
com o antibidtico cefalotina sédica?, na
dose de 60mg/kg, e analgésico cloridrato de
tramadol®, na dose de 4mg/kg, ambos por
via subcutnea. A inducdo e manutencéo
anestésica  foram realizadas com
isoflurano®, administrado por meio de
mascara em sistema semi-aberto.

Sob anestesia, 0s animais tiveram a regido
toracolombar dorsal depilada, sendo entdo
posicionados em declbito esternal e fixados
sobre uma placa de vidro. Esta, por sua vez,
foi colocada sobre uma mesa cirlrgica
confeccionada com duas placas de
polietileno paralelas entre si e separadas por
quatro hastes de aluminio. Entre as duas
placas foi colocada uma bolsa térmica com
agua aquecida a 80°C. A placa em contato
com o animal era perfurada permitindo
maior troca de calor entre 0 animal e a
bolsa térmica. Foi realizada antissepsia na
regido previamente depilada, utilizando-se
iodopovidona degermante® e solugdo de

Thiaben ®, Uci-farma, S&o Paulo, Brasil.

2 Cefalotina sodica injetavel 1g., Antibi6ticos do
Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil.

® Tramadon ®, Cristélia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
* 1soforine ®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira, Sdo Paulo, Brasil.
> Biotrat®, LMFarma. S&o José dos Campos,
S&o Paulo, Brasil.

alcool iodado. A seguir, foi realizada
incisdo mediana dorsal de pele e tecido
subcutaneo entre a 10% vértebra toracica e a
1% vértebra lombar (T10 a L1). As inser¢des
dos musculos epaxiais foram seccionadas, e
estes afastados lateralmente. Com o auxilio
de uma goiva realizou-se ostectomia do
processo espinhal da 12% vértebra torécica
(T12). Em seguida, foi retirada a lamina
dorsal da  vértebra  (laminectomia),
empregando-se drill pneumatico®
neurolégico e microscopio cirdrgico’ (Fig.
1a). A broca do drill foi irrigada de forma
intermitente com solucdo fisioldgica® para
evitar o aquecimento tecidual.

Apos visibilizagdo da medula espinhal, foi
realizado trauma mecanico compressivo
sobre a duramater com emprego de um
aparelho estereotaxico modificado a partir
do modelo proposto por Silva et al. (2008).
O trauma foi realizado posicionando-se por
cinco minutos sobre a medula uma haste
estéril de inox cirdrgico com peso de 70g,
exercendo pressdo em uma superficie de
1mm? (Fig.1b). Posteriormente a retirada da
haste, o local foi irrigado com solugdo
fisioldgica e, em seguida, os musculos
foram aproximados com sutura padréo
Reverdin. O espaco morto foi reduzido
empregando-se sutura padrdo simples
continua, e a dermorrafia foi realizada com
pontos simples separados. Todas as suturas
foram  realizadas  utilizando-se  fio
polipropileno® 3-0.

® With ECCOS ®, Aesculap Laboratdrios B.
Braun S.A.

" Opto DM Plus, Opto Eletronica S.A., Sdo
Carlos, S&o Paulo, Brasil.

8 Cloreto de sédio a 0,9%, Laboratério Sanobiol
Ltda., Sdo Paulo, Brasil.

° Prolene®, Ethicon Incorporations, Brasil.
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Figura 1 — A) Fotografia do procedimento de trauma medular compressivo em ratos Wistar, demontrando

a laminectomia (seta); B) trauma medular utilizando aparelho estereotéxico (seta).

Apbs a cirurgia, os animais receberam
oxigenoterapia e foram mantidos em caixa
aquecida a 37°C até recuperacao anestésica,
e devolvidos a suas caixas originais. No
po6s-operatdrio, receberam, por via oral,
cloridrato de tramadol, na dose de 4mg/kg,
a cada oito horas, por trés dias
consecutivos, e cefalexina', na dose de
60mg/Kg, a cada 12 horas por sete dias
consecutivos. Massagem vesical para
auxilio da miccéo foi realizada em todos o0s
animais, duas vezes ao dia, durante os oito
dias de avaliag&o.

3.3 - Grupos experimentais

Os animais foram divididos igualmente em
cinco grupos experimentais:

G1 — Controle negativo (CN): Os animais
foram submetidos a laminectomia, e
receberam solucdo fisioldgica pelas vias
intraperitoneal (uma hora apds) e
intravenosa (trés horas apos).

G2 — Controle positivo (CP): Os animais
foram submetidos a laminectomia associada

10 Keflex®, Laboratério Quimico Farmacéutico
Bergamo Ltda., Brasil.

a trauma compressivo, e receberam solucéo
fisioldgica pelas vias intraperitoneal (uma
hora ap6s) e intravenosa (trés horas apés).

G3 — Succinato sodico de metilprednisolona
(SM): Os animais foram submetidos a
laminectomia  associada a0  trauma
compressivo, ap6s uma hora receberam
solucdo fisioldgica pela via IP, e trés horas
apos succinato sodico de metilprednisolona
(30mg/kg) pela via IV.

G4 — Associacdo de dantrolene sédico e
succinato sodico de metilprednisolona
(SM/DS): Os animais foram submetidos a
laminectomia  associada a0  trauma
compressivo, ap6s uma hora receberam
dantrolene sédico (10mg/kg) pela via IP, e
trés horas ap6s succinato sddico de
metilprednisolona (30mg/kg) pela via IV.

G5 — Dantrolene sodico (DS): Os animais
foram submetidos a laminectomia associada
ao trauma compressivo, ap6s uma hora
receberam dantrolene sodico (10mg/kg)
pela via IP, e trés horas ap6s solucdo
fisioldgica pela via V.

O volume administrado de solugéo
fisioldgica foi equivalente ao que o animal



receberia se fosse tratado com succinato
sodico de metilprednisolona e dantrolene
sodico. A administracdo IV foi realizada na
veia da cauda, e a administracdo
intraperitonial com os animais contidos
manualmente.

3.4 - Avaliacdo motora

A atividade motora dos animais foi avaliada
utilizando-se o teste BBB (Basso et al.,
1995). As avaliagOes foram realizadas 24
horas antes do procedimento cirtrgico e,
diariamente, iniciando-se 24 horas apés a
intervencdo cirurgica até o sétimo dia. No
oitavo dia, ou seja, no dia da eutandsia, ndo
foi realizada avalicdo da atividade motora.
Nos dias de avaliacdo os animais foram
filmados, e posteriormente os videos foram
avaliados sempre pelos mesmos dois
observadores, que sem saber a qual grupo
pertenciam os animais, classificaram o tipo
de atividade motora, segundo o teste BBB
(Tab. 1).

3.5 - Avaliacdo anatomopatoldgica da
medula espinhal

No oitavo dia ap6s o trauma, 0s animais
foram eutanasiados com sobredose de
tiopental sodico™ (100mg/kg), por via IP.
Imediatamente ap06s, foi realizada perfuséo
com tampédo fosfato (200ml) (pH 7,4) e
formaldeido tamponado a 4% (200ml),
ambos por via intracardiaca. As colunas
vertebrais foram retiradas e fixadas em
solucdo de formaldeido tamponado a 4%
(pH 7,4). Apos sete dias de fixacdo do
tecido, as medulas espinhais foram
dissecadas, e 0s segmentos medulares entre
T8 e L3, com aproximadamente 2,8 cm,
foram coletados e divididos em secgdes:
cranial ao epicentro, epicentro, e caudal ao
epicentro da lesdo. Estes foram processados
de acordo com técnicas rotineiras para
inclusdo em parafina histologica. Os

1 Thiopentax ®, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Brasil.

segmentos medulares foram cortados em
micrétomo, em cortes sequienciais de 4um,
provenientes do epicentro, e 4 mm cranial e
caudal a este. Os cortes foram corados por
hematoxilina-eosina para avaliagdo pela
microscopia Optica e realizagdo de analise
morfoldgica descritiva.

3.6 - Imunoistoquimica

Cortes  histoldgicos  provenientes  de
segmentos medulares localizados 4 mm
cranial ao epicentro da lesdo foram
submetidos & imunoistoquimica para
avaliagdo de corpos neuronais, utilizando-se
anticorpos  monoclonais  (anti-NeuN)*.
Estes segmentos foram escolhidos por
possuirem arquitetura tecidual com melhor
preservacdo quando comparados aos cortes
oriundos da regido de epicentro e caudal.
SecgBes foram montadas em laminas
silanizadas™ e posteriormente  foram
desparafinadas e desidratadas, segundo
protocolo  padrdo. Foram realizados
recuperacdo antigénica por meio de
aquecimento das laminas por 40 minutos
em solucdo de acido citrico a 0,05% (20
minutos em banho maria e 20 minutos em
repouso na mesma solucdo); bloqueio das
peroxidases endogenas em solucdo de
metanol e perdxido de hidrogénio (3%
H,0,), por 30 minutos, em camara escura;
blogueio de epitopos inespecificos com
protein block™, por 30 minutos também em
camara Umida e escura . Em seguida, as
seccbes histolégicas foram incubadas
overnight, na cdmara imida e escura, com 0
anticorpo primario monoclonal (Neu-N
1:1000). Apds este periodo, o anticorpo
secundario™ foi adicionado, e os cortes
incubados da mesma forma por 45 minutos.
Em seguida, foi acrescido o complexo

12 Anti-NeuN, Chemicon Temecula, EUA.

13 (3-Aminopropyl)triethoxysilane, ~ Sigma-
Aldrich, EUA.

“ Protein Block(Serum Free), DAKO, EUA.

B LSAB™ Link for AP/HRP, DAKO, EUA.
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estreptoavidina biotina peroxidase® e
novamente incubado por mais 30 minutos.
As reagdes foram reveladas com 3-3’
diaminobenzina peroxidase (DAB)*" por 30
segundos, lavadas em é&gua corrente por 10
minutos, e contra coradas com hematoxilina
de Harris. Apoés estas etapas, procederam-se
a desidratacdo padrdo, e montagem das
laminas com laminulas e balsamo do
Canada.

A contagem de corpos neuronais marcados
pelo anticorpo monoclonal Neu-N foi
realizada com auxilio de graticula de 121
pontos™, e com objetiva de 40x, sendo
contados dez campos localizados na
substancia cinzenta de cada corte. Em
seguida, foram obtidas as médias de células
marcadas por campo.

3.7 - TUNEL

A fragmentacdo do DNA de células da glia
na substancia branca da medula espinhal foi
avaliada pelo método TUNEL (TdT
mediated dUTP nickendlabeling) utilizando
o kit comercial®. Foram obtidos cortes de
segmentos medulares localizados
aproximadamente 4 mm craniais ao
epicentro da lesdo. Os cortes foram
montados em laminas silanizadas que
posteriormente foram desparafinadas e
desidratadas segundo protocolo padréo para
técnica de tunel. Inicialmente, os cortes
foram permeabilizados com triton X-100,
0,5% em agua destilada, durante 10 minutos
e em seguida, tratados com proteinase K,
durante 20 minutos a temperatura ambiente.
A inativacdo da peroxidase enddgena foi
realizada através de imersdo das laminas em
solugdo de H,O, e metanol, a 3%, por 30
minutos. Apds serem lavados em TBS,
foram encubados com TdT Equilibration

1% sSAB™ Streptavidin/HRP, DAKO, EUA.
'"DAB, DAKO, EUA.

'8 Olympus

19 FragEL® DNA Fragmentation Detection Kit
TdT Enzime, Merck, Darmstadt, Germany.

buffer, por 20 minutos a temperatura
ambiente e, posteriormente com TdT
Labeling Reaction Mixture, por 90 minutos,
em camara Umida, a 37°C. Apds este
procedimento, a reagdo foi blogueada com
Stop Solution, também a 37°C, por cinco
minutos. Em seguida, foram adicionados
Blocking Buffer a temperatura ambiente por
dez minutos e o anticorpo 1x conjugado por
30 minutos, em camara Umida a
temperatura ambiente. Finalmente, as
laminas foram marcadas com DAB e
contracoradas com Methyl Green.

Para quantificacdo de células marcadas,
foram contados 15 campos localizados na
substancia branca, com auxilio de graticula
de 121 pontos, em objetiva de 40x. Em
seguida foram obtidas as médias de células
marcadas por campo.

3.8 - Andlises estatisticas

As medianas dos escores obtidos a partir
das avaliagbes motoras (BBB) foram
comparadas entre grupos pelo teste de
Kruskal Wallis, e entre os dias dentro de
um mesmo grupo pelo teste de Friedman.
As médias de neurbnios marcados obtidos a
partir da imunoistoquimica com anticorpo
anti-NeuN foram comparadas entre grupos
pelo teste de SNK. As médias de células
marcadas pela técnica de TUNEL foram
transformada pela funcdo Log(X), e
posteriormente comparadas também pelo
teste SNK. Todas as analises estatisticas
foram realizadas com o auxilio do software
GraphPad InStat® 3.05, com 95% como
nivel de significancia (p-valor < 0,05 indica
diferenca significativa).

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo empregado induziu trauma grave
em todos animais, achados semelhantes a
realidade da neurologia em pronto
atendimento, em que a maioria dos
pacientes sdo acometidos por lesdo com
essa intensidade (Sekhon e Fehlings, 2001).
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Alguns animais tiveram retencdo urinaria
secundariamente a disfuncdo neuroldgica, e
algumas vezes essas alteracBes estavam
associadas & hematuria. Assim como nos
seres humanos, alteragbes como infecgdes
urinarias e faléncia renal sdo complicagoes
comuns decorrentes da retencdo urindria
apo6s trauma medular (Sekhon e Fehlings,
2001). Dessa forma, a realizacdo de
massagem vesical foi essencial para
prevenir essas complicacdes. Distrbios
como infec¢do ou deiscéncia de pontos na
ferida cirdrgica ndo foram observados. Os
animais ndo apresentaram hiperalgesia apés
trauma medular, devido a analgesia com
cloridrato de tramadol, administrado como
medicagdo pré-anestésica e no pos-
operatorio.

Optou-se em realizar a avaliagdo oito dias
apos trauma com o objetivo de observar a
acdo destes medicamentos nos eventos
secundarios da fase aguda, como a morte
celular por apoptose, que ocorre em dois
picos sendo o primeiro 24 horas apo6s
trauma, e o segundo oito dias ap6s trauma
(Liu et al., 1997; McEwen e Springer,
2005).

4.1 - Avaliagdo motora

A avaliacdo motora pelo teste de BBB
possibilita observar e graduar a recuperacao
funcional dos animais submetidos a trauma
medular, bem como comparar a eficacia de
tratamentos testados (Basso et al. 1995;
Basso, 2004). A avaliagdo dos animais
antes da intervencdo cirdrgica permitiu
verificar a normalidade dos animais nesse
periodo, e comparar a deambulagdo de um
mesmo animal entre os periodos pré e pos-
operatdrios.

Apb6s o0s procedimentos cirdrgicos, 0S
animais do grupo G1 (CN - controle
negativo) apresentaram marcha normal,
suporte de peso nos quatro membros, cauda
elevada e estabilidade do tronco, o que
corresponde ao escore maximo 21. A

avaliacdo dos animais desse grupo foi
importante  para  confirmar que a
laminectomia ndo provocou nenhum déficit
motor, pois a medula desses animais foi
utilizada como controle negativo nas
analises morfoldgicas, imunoistoquimica e
no TUNEL.

Como consequiéncia do trauma compressivo
grave a medula espinhal, na primeira
avaliacdo, realizada 24 horas apds
procedimento  cirlrgico, 0s  animais
manifestaram paraplegia, que consistiu em
auséncia de qualquer movimento nos
membros pélvicos (escore 0) a movimentos
discretos de uma ou duas articulagdes
(escore 1). Estes resultados foram
observados nos animais pertencentes aos
grupos G2 (CP - controle positivo), G3 (SP
— succinato sodico de metilprednisolona),
G4 (DS/SM — associagdo de dantrolene
sodico e  succinato  sodico  de
metilprednisolona), e G5 (DS — dantrolene
sadico). Torres et al. (2010b) e Peng et al.
(2009) também observaram que todos os
animais desenvolveram paraplegia no
primeiro dia apés trauma grave a medula
espinhal.

Em relacdo a comparacéo das medianas dos
escores obtidos entre os diferentes grupos,
ndo houve diferenga significativa entre os
grupos G2, G3, G4 e G5, em nenhum dos
dias de avaliagdo (p>0,05) (Tab.2).
Resultado semelhante foi obtido por Torres
et al. (2010b) que ndo observaram melhora
na funcdo motora avaliada pelo teste BBB
em animais tratados com metilprednisolona
também em dose Unica de 30mg/Kg, mas
com administragdo cinco minutos apos
trauma medular grave. E interessante
mencionar que isso 0correu mesmo com a
avaliacdo por um periodo de seis semanas, e
gue os resultados obtidos nos animais
tratados foram piores quando comparados
ao grupo ndo tratado. Weaver et al. (2005)
também n&o obtiveram bons resultados com
esse medicamento, tanto no tratamento do
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trauma compressivo grave quanto no
moderado.

Por outro lado, Braughler et al. (1987),
Taoka et al. (2001), e Nash et al. (2002)
observaram que o tratamento da injdria
medular compressiva com
metilprednisolona resultou em melhora
funcional. Entretanto, o trauma empregado
nestes estudos foi menos intenso
evidenciado pelo fato de que os animais ja
apresentavam paraparesia nas primeiras 24
horas apds o trauma, ou seja, movimentos
das articulagbes dos membros pélvicos.
Além disso, o método utilizado para
avaliacdo neuroldgica néo foi tdo detalhado
guanto o BBB, podendo incorrer em
avaliagbes mais subjetivas. Rabchevsky et
al. (2002) também obtiveram resultados
promissores na utilizacéo da
metilprednisolona em trauma agudo da
medula espinhal. Eles a avaliaram no
trauma contusivo seguindo protocolo do
NASCIS Il, com primeira dose
administrada cinco minutos ap6s o trauma,
e observaram melhora na fun¢do motora
apos 42 dias de avaliacéo.

Em relacdo ao dantrolene, Torres et al.
(2010a) ao utilizar o mesmo modelo de
trauma compressivo, e 0 mesmo protocolo
do presente experimento, também ndo
observaram melhora na fun¢do motora dos
animais ap6s 8 dias de avaliagdo. No
entanto, Aslan et al. (2009), observaram
gue a administragdo de dantrolene
imediatamente apds trauma a medula
espinhal de coelhos resultou em melhora
significativa na fungdo motora 24 horas
apos a injuria. Essa diferenca pode ter sido
significativa porque o modelo de trauma
compressivo empregado provocou injdria
menos grave, uma vez que, nas primeiras
24 horas ap6s trauma todos 0s animais
apresentavam paraparesia. Além disso, a
avaliacdo motora empregada por esse
pesquisador foi a proposta por Tarlov
(1954). O método de Tarlov propde uma

avaliacdo menos precisa e mais subjetiva
que o BBB, pois a avaliagio motora é
classificada em apenas cinco escores. Esta
falta de detalhamento do método permite
gue pequenas variagbes ndo sejam
classificadas pelos examinadores (Basso,
2004).

Portanto, os resultados obtidos apds
avaliacdo da atividade motora dos animais
submetidos a trauma compressivo de
intensidade grave a medula espinhal,
indicam que a utilizagdo de succinato
sddico de metilprednisolona, de dantrolene
e da associacdo desses dois medicamentos
ndo foi capaz de promover melhora
funcional. Esses resultados sugerem que,
apesar desses farmacos reduzirem por
diferentes vias 0s mecanismos secundarios
da injdria medular, ndo houve diminuicéo
da manifestacdo dos déficits neuroldgicos.
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Tabela 2 - Medianas dos escores obtidos pelo Teste de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) em ratos
Wistar submetidos a trauma medular sem tratamento (CP — G2), e tratados com succinato sodico de
metilprednisolona (SM — G3), associagdo de succinato sddico de metilprednisolona e dantrolene sodico
(SM/DS — G4), e dantrolene sodico (DS — G5), nos diferentes dias de avaliagéo.

Dias de avaliagdo Trauma + Trauma + Trauma + Trauma +
Solugdo Metilprednisolona Metilprednisolona Dantrolene
fisiologica + Dantrolene

Pré-operatorio (1°) 21 21 21 21

20 OAa 0 Aa oAa 1Aa

30 OAa OAa oAa 1Aa

40 OAa 1Aa OAa 1Aa

50 1Aa 1Aa OAa 1Aa

60 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa

70 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa

Medianas seguidas por letras mailscula distintas na mesma coluna, e mintsculas na linha, diferem pelo
teste de Kruskal Wallis (P<0,05).

4.2 - Avaliagdo anatomopatoldgica da
medula espinhal

A avaliacdo macroscopica, as medulas
espinhais dos animais pertencentes ao
grupo G1(CN) nédo apresentaram nenhuma
alteracdo. Por outro lado, nos grupos G2
(CP), G3 (SM), G4 (DS/SM) e G5 (DS), a
dura-mater e leptomeninges estavam
aderidas ao corpo vertebral na regido da

veértebra toracica 12. Na superficie dorsal da
medula correspondente a essa Vértebra,
havia uma regido de depressdo com uma
pequena area de hemorragia (Fig.2).

Figura 2 - Fotografia da medula espinhal de um animal submetido a trauma, mostrando regido
correspondente ao local do trauma com uma pequena depressao e area hemorragica (seta).

A microscopia, 0s trés segmentos avaliados
(cranial, epicentro, e caudal) das medulas
dos animais do grupo G1 (CN)

apresentaram preservacdo da arquitetura
normal. Nesses segmentos, a medula
apresentava forma arredondada, envolvida



pelas meninges, e no seu interior havia a
substancia cinzenta em formato de “H”,
circundada pela substdncia branca. No
centro da substancia cinzenta, havia o canal
ependimario  delimitado pelas células
ependimarias (Fig.3a). Nos cornos ventrais
da substancia cinzenta haviam corpos
neuronais integros, permitindo visualizar
nacleo, nucléolo e substancia de Nissl
(Fig.3b). Essas caracteristicas
demonstraram que a realizacdo de
laminectomia ndo provocou alteracOes
morfol6gicas na medula espinhal, conforme
ja sugerido pelos escores maximos obtidos
por esse grupo nas avaliagbes pelo teste
BBB.

Nos animais submetidos ao trauma, grupos
G2, G3, G4, G5, os padrdes histoldgicos
observados foram bem semelhantes. Na
regido do epicentro havia malacia grave,
variando de focalmente extensa a difusa,
acometendo grande parte das substancias
branca e cinzenta. Esta regido apresentava-
se repleta de debris celulares, infiltrado
inflamatdrio, células de gitter, e algumas
camaras de digestdo. Ao redor desta lesdo, a
pequena faixa de substancia branca
remanescente demonstrava degeneracao
axonal e tumefagdo grave da mielina, de
distribuigdo difusa. Em alguns animais uma
pequena quantidade de substancia cinzenta
permaneceu preservada nos cornos ventrais,
onde foi possivel identificar degeneragdo e

morte neuronal, gliose, e focos de
hemorragia perivascular (Fig. 3c epicentro).

A avaliagdlo de cortes histologicos
provenientes da regido cranial dos grupos
G2 (CP), G3 (SM), G4 (DS/SM) e G5 (DS),
demonstrou regido de malacia focal,
acometendo o funiculo dorsal. No centro
dessa regido observou-se uma cavitagdo
repleta de debris celulares, infiltrado
inflamatério e células de gitter. Os animais
apresentaram  degeneracdo  axonal e
tumefagdo de mielina discreta e multifocal,
acometendo o funiculo dorsal ao redor da
area de cavitacdo, e o funiculo ventral (Fig.

3d, 3f, 3g). No grupo G3, isto € que recebeu
tratamento com metilprednisolona, a
malacia foi menos intensa. Porém, a
degeneracdo axonal e a tumefacdo da
mielina foi de intensidade mais grave (Fig
3e).

Os segmentos medulares caudais obtidos
dos animais dos grupos G2, G3, G4, G5
também apresentaram regido de malacia
focal, acometendo o funiculo dorsal
(Fig.3h). No centro dessa regido observou-
se uma cavitacdo repleta de debris
celulares, infiltrado inflamat6rio e células
de gitter (Fig.3i). Na substancia cinzenta
havia degeneracdo neuronal moderada,
principalmente nos cornos ventrais (Fig.3j).
A degeneragdo axonal e da mielina era de
intensidade moderada, multifocal,
acometendo os funiculos dorsal e ventral
(Fig.3K).

Grossman et al. (2001), sugeriram que as
regibes de malacia e  cavitacdo
correspondem aos locais onde ocorreu
hemorragia nas primeiras horas ap6s a
lesdo, pois a hemorragia acomete
principalmente o  funiculo  dorsal,
estendendo-se nos sentidos cranial e caudal
(Grossman et al., 2001). Dessa forma,
como nos segmentos craniais do grupo G3
(SM), ocorreu malécia menos intensa, a
hemorragia pode ter sido menor, pois Taoka
et al. (2001) verificaram que o tratamento
com metilprednisolona reduziu a é&rea
hemorragica  ap6s trauma  medular
compressivo devido a sua atuagdo no
endotélio vascular. Outra possibilidade é
que, a diminuicdo da lesdo neste segmento
pode ter ocorrido devido a acdo
antiinflamatéria da metilprednisolona, pois
existe correlacdo positiva entre quantidades
de células inflamatorias e extensdo da lesdo
(Carlson et al.,1998). Em 2008, Horn et al.
verificaram que 0s macréfagos séo
responsaveis pela retracdo axonal apds
trauma, mas para isso é necessario que eles
estejam ativados e que 0s axdnios estejam
em degeneracdo. Portanto, mesmo com
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reducdo da quantidade de macréfagos, se
houver lesdo de mielina e degeneracdo
axonal, ndo ocorre recuperacao funcional, o
gue explicaria a inexisténcia de diferenca
significativa entre os grupos tratados. Além
disso, a reducgdo na &rea de malacia ocorreu
somente no segmento cranial, portanto

muitos axénios sofreram degeneracdo no
epicentro e na regido caudal e, como
relatado por Fehlings e Tator (1995), a
guantidade axénios preservados apresenta
correlagdo positiva com a recuperagéo
funcional.
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Figura 3 - A) Fotografia da medula espinhal de um animal do grupo G1 (controle negativo); B) visdo em
detalhe da substancia cinzenta, mostrando corpos neuronais integros, permitindo visualizar ndcleo,
nucléolo e substancia de Nissl (seta). C) Fotografia da regido de epicentro de medula de um animal
submetido a trauma. D) Fotografia de regido cranial da medula de um animal do G2 (controle positivo);
E) de um animal do G3 (SM); F) do grupo G4 (SM/DS); G) do G5 (DS). H) Fotografia do segmento
caudal da medula espinhal de um animal submetido a trauma, permitindo visualizar regido de malacia no
funiculo dorsal; 1) visdo em detalhe da regido de malacia repleta de células gitter, infiltrado inflamatorio e
debris celulares; J) visdo em detalhe da substancia cinzenta com neurénios degenerados (setas); K)
substancia branca com degeneracéo e tumefacdo axonal e de bainhas de mielina (setas) (Figuras 3A, C, D,
E, F, G, H: barra = 233 um; figuras 3B, I, J, K: barra = 23 pm).
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4.3 - Quantificagcdo de corpos neuronais -
Imunoistoquimica

A contagem de neurbnios vidveis é um
meio efetivo para medir o tecido integro,
definir a intensidade da injaria e avaliar
tratamentos. Para isso foi utilizado o
anticorpo  monoclonal anti-NeuN que
reconhece e liga-se a proteina nuclear
especifica dos neurbnios, e facilita a
identificacdo e a contagem dessas células
(Jongen-Rélo e Feldon, 2002, Casella et al.,
2004). Como a regido do epicentro e caudal
a lesdo apresentam destruicdo tissular mais
intensa, optou-se por quantificar essas
células nos segmentos craniais.

O numero médio de neurbnios marcados
por campo foi maior no grupo submetido
apenas a laminectomia (G1) quando
comparado aos grupos traumatizados (G2,
G3, G4 e Gb5) (P<0,05) (Fig.4 e 5).
Entretanto, ndo houve diferenca entre as
médias de neurbnios marcados por campo
nos grupos G2, G3, G4 e G5 (P<0,05)
(Fig.4 e 5). Com isso, podemos sugerir que
no presente modelo de trauma compressivo
grave, a metilprednisolona, o dantrolene, ou
sua associagao néo promoveu
neuroprotecéo.

Lee et al. (2008), Christie et al. (2008), e
Wu et al. (2010) também nédo observaram
neuroprotecdo associada a utilizacdo de
succinato sodico de metilprednisolona para

tratamento do trauma medular. Em estudos
realizados por Bartholdi e Schwab (1995) e
Wu et al. (2010), apesar da
metilprednisolona  reduzir a resposta
inflamatdria, isso ndo resultou em maior
sobrevivéncia de neurbnios nem de
oligodendrdcitos. Mais interessante ainda é
que Bernards e Akers (2006) relataram que
a  metilprednisolona mesmo  quando
administrada segundo o protocolo no
NASCIS, ndo diminuiu a excitotoxicidade,
a peroxidacdo lipidica nem a reacdo
inflamatoria. Por outro lado, Taoka et al.
(2001) e Diaz-Ruiz (2000) verificaram que
este medicamento foi capaz de reduzir a
peroxidacdo lipidica, porém o periodo de
avaliagdo foi de apenas 24 horas, ou seja,
avaliou apenas o primeiro pico de
peroxidacao lipidica.
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Figura 4 - Gréfico das médias de neurénios marcados por campo pelo anticorpo Anti-NeuN, em cortes
obtidos da medula espinhal de ratos Wistar submetidos a laminectomia (CN — G1), ou a trauma medular
sem tratamento (CP — G2), e com tratamento com succinato sédico de metilprednisolona (SM — G3),
associacéo de succinato sodico de metilprednisolona e dantrolene sodico (SM/DS — G4), e dantrolene
sodico (DS — G5), 8 dias ap6s o trauma.
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Figura 5 - A) Fotografia de corte histolégico submetido & imunoistoquimica, proveniente da medula
espinhal de um animal em que foi realizado apenas laminectomia, demonstrando neurénios viéveis
marcados pelo anticorpo anti-NeuN. B) Fotografia de corte histolégico submetido & imunoistoquimica,
proveniente da medula espinhal de um animal com trauma, demonstrando neurénios integros marcados
(seta), e neurdnios degenerads ndo marcados pelo anticorpo anti-NeuN (asteriscos)



4.4 - Avaliacdo de morte celular pela
técnica de TUNEL

A técnica de TUNEL permite a deteccéo de
fragmentacdo do DNA, ou seja, a
identificacdo de morte celular (Liu et al.,
1997). No presente trabalho a quantificacéo
de células com fragmentacdo do DNA foi
realizada na substdncia branca dos
segmentos craniais ao epicentro da lesdo,
pois a segunda onda de apoptose que ocorre
oito dias ap6s o trauma, acomete
principalmente 0S oligodendrdcitos
constituintes da substancia branca adjacente
ao epicentro da lesdo (Liu et al., 1997;
McEwen e Springer, 2005).

O numero de células marcadas por essa
técnica foi maior nos animais pertencentes
aos grupos G2, G3, G4, e G5 quando
comparados ao G1 (P<0,05) (Fig.6). Isto
significa que a morte celular foi maior nos
grupos traumatizados em comparacdo ao
submetido apenas a laminectomia. N&o
houve diferenca significativa entre o0s
grupos G2, G3, G4, e G5 (P<0,05), ou seja,
nenhum dos tratamentos diminuiu a morte
de células da glia na substancia branca

(Fig.6).

Estes resultados diferem dos obtidos por
Lee et al. (2008), que observaram que a
administragdo de metilprednisolona 15
minutos apds trauma diminuiu a apoptose
de oligodendrécitos. Essa divergéncia pode
ser devido ao fato de que no presente
trabalho a metilprednisolona  foi
administrada somente trés horas apds
trauma.

Wang et al. (2002), ao avaliarem a acéo
neuroprotetora do dantrolene in vitro, em
células neuronais submetidas a deprivacao
de oxigénio e glicose, verificaram reducédo
parcial da morte celular. J4, Thorell et al.
(2002) avaliaram o dantrolene em um
modelo in vitro de trauma medular
compressivo, e também  observaram
reducdo parcial da injdria. Portanto, esses
dois autores obtiveram melhora somente

parcial, provavelmente porque a liberacdo
de Ca" proveniente de reservas internas
também ocorre através de receptores para
IP3, os quais ndao sdo blogueados pelo
dantrolene. Essa possibilidade é condizente
com o estudo de Liu et al. (1997), Li e Stys
(2000) e Alberdi et al. (2002) que
demonstraram que o0 aumento de Ca’
intracelular pode ser provocado pelo
influxo através de canais ativados por
receptores AMPA e, também, pela abertura
dos canais de Ca* dependentes de voltagem,
e inversdo na troca de Na* por Ca". Logo,
como séo muitas as formas de aumento do
Ca" intracelular, é perfeitamente plausivel
que o dantrolene ndo consiga diminuir
sozinho a alteracdo na homeostase desse
fon, pois conforme relatado por Zhao et al.
(2001), ele bloqueia somente a liberagéo
através de RIRs presentes no reticulo
endoplasmatico.  Essas  possibilidades
sugerem entdo que talvez, seja este o
motivo pelo qual o dantrolene né&o
demontrou acdo neuroprotetora, nem na
reducdo de morte de células da glia na
substancia branca, no presente modelo
experimental de trauma medular.
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Figura 6 - Grafico das médias de células marcadas por campo pela técnica de TUNEL em cortes obtidos
da medula espinhal de ratos wistar submetidos a laminectomia (CN — G1), ou a trauma medular sem
tratamento (CP — G2), e os com trauma medular e tratados com succinato sodico de metilprednisolona
(SM — G3), associacdo de succinato sodico de metilprednisolona e dantrolene sddico (SM/DS — G4), e

dantrolene sédico (DS — G5), 8 dias apds trauma.

5- CONCLUSAO

O succinato sodico de metilprednisolona, o
dantrolene sddico e a associa¢do desses dois
medicamentos ndo promoveu melhora na
fungdo motora, diminuicdo da morte de
neurdnios e células da glias, em ratos
submetidos ao presente modelo
experimental de trauma medular, com a
avaliagcdo sendo realizada oito dias ap6s o
trauma.
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