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RESUMO 
 
A intervenção terapêutica na fase aguda do trauma medular espinal (TME) visa a controlar os eventos 
neurotóxicos secundários e interromper sua progressão. Nesse cenário, os anestésicos gerais se tornaram 
alvo de diversos estudos, uma vez que modulam proteínas responsáveis pela transmissão de sinais no 
sistema nervoso e que, comumente, são alteradas pela injúria medular. Dada a importância do emprego de 
um modelo para trauma medular padronizado e aos resultados promissores dos anestésicos injetáveis nos 
traumas ao sistema nervoso central, este trabalho objetivou padronizar um dispositivo indutor de trauma 
medular espinal para ratos e avaliar o efeito neuroprotetor do propofol e do etomidato em ratos 
submetidos ao trauma medular espinal. Para tanto, dois estudos foram conduzidos. No experimento I, 
foram utilizados 15 ratos, distribuídos em três grupos: controle negativo (CTL), laminectomia (LMT) e 
trauma (TRM). Os animais do grupo CTL foram submetidos apenas a anestesia geral e colheita de líquor. 
Nos grupos LMT e TRM, os animais foram submetidos a laminectomia dorsal da décima segunda 
vértebra torácica (T12), tendo os animais de TRM sofrido trauma medular espinal contuso pela queda de 
uma haste metálica de 10g a uma altura de 15mm sobre a dura máter exposta. Para avaliar o efeito do 
trauma infligido à medula, foi avaliada a concentração de glutamato no líquor no grupo CTL, 50 minutos 
após o procedimento cirúrgico e aos sete dias. Para o experimento II, 48 ratos machos adultos foram 
distribuídos igualmente em quatro grupos: controle negativo (CON-), controle positivo (CON+), propofol 
(PRO) e etomidato (ETO). Após anestesia com cetamina e xilazina, foi realizada laminectomia em T12 
em todos os animais e TME nos grupos CON+, PRO e ETO. Decorrida uma hora, aplicou-se, por via 
intraperitoneal, solução fisiológica 0,9% (1,5 mL/kg), propofol (30 mg/kg) ou etomidato (3 mg/kg), de 
acordo com o grupo. Avaliou-se o déficit neurológico dos animais durante sete dias, utilizando a escala de 
avaliação de deambulação em campo aberto de BBB (Basso, Bettie e Bresnaham) e, após esse período, os 
animais foram submetidos a eutanásia e a medula espinal foi colhida para avaliação de viabilidade 
neuronal, fragmentação de DNA e expressão de indicadores de ativação das vias da apoptose, Bax, Bcl-
Xl, Caspase-9 e Caspase-3. Os estudos foram conduzidos segundo delineamento inteiramente 
casualisado, sendo as comparações estatísticas realizadas pelos testes de Student-Newman-Keuls, Kruskal 
Wallis e Friedman (p<0,05). Na avaliação da concentração de glutamato no líquor, foi observada maior 
quantidade desse neurotransmissor excitatório nos grupos LMT e TRM que no CTL, mostrando que o 
procedimento cirúrgico causou aumento de sua concentração. Contudo, a maior concentração de 
glutamato no grupo TRM que no LMT aos 50 minutos pós-trauma evidenciou um quadro de 
excitotoxicidade agudo causado pelo trauma espinal, sendo portanto padronizado o dispositivo indutor de 
trauma medular espinal. No experimento II, para o teste BBB, foi observada recuperação clínica mais 
precoce no grupo ETO, indicando uma melhor modulação da lesão secundária ao TME. Na avaliação de 
indicadores de apoptose, houve menor expressão da proteína Bax e da contagem média de corpos 
apoptóticos nos grupos ETO e PRO, bem como menor expressão gênica de Caspase-3 no grupo PRO 
quando comparados ao grupo CON+, indicando um possível  efeito neuroprotetor desses fármacos. 
Conclui-se que o dispositivo indutor de trauma medular foi capaz de causar lesão medular espinal 
padronizada, caracterizada por quadro de excitotoxicidade. Além disso, o propofol e o etomidato possuem 
efeito neuroprotetor aos sete dias pós-trauma medular espinal, quando administrados na fase aguda da 
lesão espinal, estando envolvida a inibição do processo de morte celular por apoptose. 

Palavras-chave: trauma medular espinal, neuroproteção, propofol, etomidato, rato. 
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ABSTRACT 

Therapeutic intervention in the acute phase of spinal cord injury (SCI) aims to control the secondary 
neurotoxic process and to interrupt its progression. Thus, general anesthetics became target of diverse 
studies, since they can modulate proteins related to nervous system transmission, which are altered after 
spinal injury. Due to the importance of a standardized model of spinal cord injury and the promissing 
results of injectable anesthetics in central nervous system injuries, this work intended to standardize a 
spinal cord injury device and to evaluate the neuroprotective effects of propofol and etomidate in rats 
submitted to contusive spinal cord injury. Therefore, two experiments were conducted. In the first one, 15 
male rats were distributed in three groups: negative control (CTR), laminectomy (LMT), and trauma 
(TRM). Animals from group CTR were only submitted to general anesthesia and liquor collection. For 
the groups LMT and TRM, the animals were submitted to dorsal laminectomy of the twelfth thoracic 
vertebra (T12), being TRM animals submitted to SCI caused by the dropping of a 10g metallic rod from a 
15mm height right above the exposed dura mater. In order to evaluate the effect of the spinal injury, 
glutamate concentration in the liquor was measured in CTR group, 50 minutes after the surgical 
procedure, and seven days later. For the second experiment, 48 adult male rats were equally distributed 
in four groups: sham (CON-), positive control (CON+), propofol (PRO), and etomidate (ETO). After 
anesthesia with ketamine and xylazine, T12 laminectomy was performed in all animals, while only the 
animals from groups CON+, PRO, and ETO were submitted to SCI. One hour after the spinal injury, 
animals from groups CON+, PRO, and ETO received, intraperitoneally, a single dose of saline solution 
(1.5 mL/kg), propofol (30 mg/kg), and etomidate (3 mg/kg), according to the group. Neurological deficits 
of the animals was observed during seven days, using the BBB locomotor scale, and after that period, the 
animals were euthanized, and the spinal cord was collected for evaluation of neuronal viability, DNA 
fragmentation, and expression of apoptosis indicators, Bax, Bcl-XI, Caspase-9, and Caspase-3. The study 
was conducted following a completely randomized design, and the statistics comparisons were performed 
through SNK, Kruskal Wallis, and Friedman tests (p<0.05). For glutamate concentration, higher 
concentration of this excitatory neurotransmiter in groups LMT and TRM than CTL, showed that the 
surgical procedure caused such increase. Nevertheless, the higher concentration of glutamate in TRM 
group, compared to LMT group 50 minutes after trauma, evidenced an acute excitotoxicity process 
caused by the SCI, standardizing therefore the spinal cord injury device. In experiment II, for the BBB 
test, earlier neurological improvement was observed for ETO group, pointing to a better modulation of 
the SCI secondary lesion. For the evaluation of apoptosis indicators, there was under-expression of Bax 
gene and fewer apoptotic bodies for ETO and PRO groups, as well as under-expression of Caspase-3 
gene for PRO group when compared to CON+, indicating the neuroprotective effect of these drugs. 
Concluding, the SCI was able to cause standardized SCI, characterized by excitotoxicity. In addition to 
that, this study showed that propofol and etomidate have neuroprotective effect by the seventh day after 
spinal cord injury, when administered in the acute phase of the spinal lesion by the inhibition of the 
apoptosis pathway. 

 

Key-words: spinal cord injury, neuroprotection, propofol, etomidate, rat. 
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1. INTRODUÇÃO 

O trauma medular espinal agudo é um evento 
catastrófico que, por vezes, produz sequelas que 
persistem por toda a vida do paciente e incluem 
perda parcial ou completa das funções motora e 
sensorial (Lou et al., 1998). Na medicina, as 
causas são diversas, sendo frequentemente 
acometido o homem, adulto jovem, com idade 
entre 20 e 39 anos (Tuono, 2008). A lesão 
medular nesses pacientes culmina com 
desgastes emocional e físico, somados ao 
elevado impacto econômico-social que acarreta 
ao país, isso decorrente de gastos médicos e da 
própria invalidez (Taoka e Okajima, 1998). Nos 
animais, a lesão medular ocorre, geralmente, por 
trauma externo (acidentes de trânsito ou quedas) 
e de trauma interno, principalmente por extrusão 
de disco intervertebral (Jeffery e Blackemore, 
1999). Os animais acometidos, em muitos casos, 
são eutanasiados, levando também ao estresse 
emocional do proprietário (Bergman et al., 
2000). 

De modo geral, a lesão medular traumática 
resulta das forças biomecânicas e físicas que 
ocasionam o dano imediato e correspondem à 
lesão primária, de caráter irreversível. Em 
seguida, desencadeia-se uma cascata de eventos 
celulares e moleculares conhecidos como lesão 
secundária, os quais determinam a gravidade do 
dano tecidual. Dentre os mecanismos de lesão 
secundária que se estabelecem minutos ou horas 
após uma lesão traumática, destaca-se o 
aumento da concentração de aminoácidos 
excitatórios no meio extracelular, em especial o 
glutamato (McAdoo et al., 1999; Leonard e 
Kirby, 2002; Beattie, 2004). 

Com o intuito de facilitar a compreensão desses 
mecanismos e ainda possibilitar a avaliação da 
eficácia de diferentes terapias, modelos 
experimentais de trauma medular espinal (TME) 
em animais foram desenvolvidos (Gaviria et al., 
2000; Cayli et al., 2006; Silva et al., 2008; 
Torres et al., 2010). O primeiro modelo de TME 
contuso foi descrito por Allen (1911) e consistia 
em um peso em queda sobre a medula espinal. 
Esse modelo foi modificado ao longo dos anos, 
a fim de se alcançar uma técnica reprodutível, 
simples e de baixo custo (Taoka e Okajima, 
1998; Gruner, 1992; Torres et al, 2010). 

Como existe potencial para intervenções 
farmacológicas durante a fase aguda do 
processo patológico do trauma medular, estudos 
têm sido realizados com o intuito de limitar os 
estágios da cascata bioquímica e, assim, 
melhorar a qualidade de vida dos indivíduos 
acometidos (Jeffery e Blakemore, 1999; 
Bergman et al., 2000; Lu et al., 2000). Sob a 
hipótese de que mesmo pequenos ganhos em 
intervenções neuroprotetoras podem surtir 
efeitos relevantes na recuperação neurológica 
pós-trauma, os agentes anestésicos gerais 
injetáveis, dentre esses, o propofol e o 
etomidato, tornaram-se alvo de estudos relativos 
à injúria medular. Pesquisas com metodologias 
variadas têm demonstrado que esses fármacos 
possuem propriedades neuroprotetoras, 
mediadas por menor liberação de aminoácidos 
excitatórios, redução da peroxidação lipídica e 
da apoptose, reduzindo assim a perda tecidual e 
os déficits motores pós-trauma (Kaptanoglu et 
al., 2002; Cayli et al., 2006; Yamamoto et al., 
2010; Yu et al., 2010).  

Desse modo, dada a importância dessa afecção 
na traumatologia veterinária e na sociedade, 
bem como os possíveis benefícios clínicos das 
terapias neuroprotetoras, seria interessante 
avaliar o efeito neuroprotetor do etomidato e do 
propofol após trauma medular espinal. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Modelos de indução de trauma 
medular espinal agudo 

A escassez de modelos de contusão para 
roedores que correlacionem, de forma confiável, 
o grau de lesão com a intensidade do dano à 
medula espinal e com o déficit funcional, 
constitui um dos maiores desafios para que 
estratégias farmacológicas possam ser 
desenvolvidas e aplicadas a pacientes com 
TME. O modelo ideal deve reproduzir a 
natureza do trauma, resultando em um grau de 
lesão suficiente para ocasionar déficit funcional 
mensurável e, ainda, ser reversível e 
quantificável após a intervenção terapêutica 
(Cao et al., 2005; Zhang et al., 2008). 

Historicamente, Allen (1911) foi quem 
descreveu o primeiro modelo experimental de 
trauma medular contuso em cães. O modelo se 
caracterizava pela queda de um determinado 
objeto, a partir de uma dada altura, sobre a 
medula espinal exposta, resultando em um 
impacto cuja energia era o produto dessa altura, 
medida em centímetros, pela massa do objeto, 
em gramas, sendo o atrito desconsiderado. 
Embora muitos pesquisadores tenham 
empregado esse modelo, a variabilidade no grau 
do trauma medular representou a principal 
limitação (Rivlin e Tator, 1978), sendo, deste 
modo, estabelecidas outras metodologias 
aplicadas em ratos. Dentre estas, a mais 
comumente empregada é o trauma contuso, o 
qual mimetiza as lesões causadas pela luxação 
ou fratura de uma vértebra em humanos e 
também em animais (Metz et al., 2000; Kim et 
al., 2009).  

Ao longo dos anos, foram realizadas 
modificações ao trauma contuso (Ford, 1983; 
Carlson et al., 1998), algumas com tecnologias 
sofisticadas para o maior controle das variáveis 
biomecânicas (Gruner, 1992; Farooque, 2000; 
Gaviria et al., 2000; Ma et al., 2001; Zhang et 
al., 2008; Kim et al., 2009). 

Além da técnica de contusão, foram também 
propostos a compressão por clip ou pinça 
(Rivlin e Tator, 1978), a compressão por balão 
extradural (Khan e Griebel, 1983), a transecção 

medular (Basso et al., 1996a; Abe et al., 1999; 
Siegenthaler et al., 2007) e a compressão por 
peso (Silva et al., 2008; Torres et al., 2010), 
cada qual com vantagens e desvantagens na 
simulação do trauma medular.  

Deste modo, a utilização de modelos de TME 
padronizados permitiu o desenvolvimento de 
protocolos terapêuticos diversos (Gaviria et al., 
2000; Bull’on et al., 2005; Cakir et al., 2005; 
Kalayci et al., 2005; Otha et al., 2005; Cayli et 
al., 2006; Usul et al., 2006). 

 

2.2 Fisiopatologia do trauma medular 
espinal agudo 

Modelos experimentais e observações clínicas 
de indivíduos com injúria medular aguda 
demonstraram a ocorrência de um processo 
denominado de lesão primária, decorrente da 
transferência de energia cinética do trauma para 
a medula espinal. Esta é caracterizada como um 
evento passivo, geralmente de natureza 
irreversível (Bergman et al., 2000; Leonard e 
Kirby, 2002), que evolui para a liberação de 
eletrólitos, metabólitos e enzimas das células 
acometidas, ativando um conjunto de processos 
secundários (Lou et al., 1998; Beattie, 2004). 

Estes processos secundários compreendem uma 
cascata complexa de reações bioquímicas, que 
amplificam tanto a morte celular, seja ela por 
necrose ou apoptose, quanto a degeneração 
axonal (Jeffery e Blakemore, 1999). Estas 
alterações se iniciam minutos ou horas após 
uma lesão traumática (Carlson et al., 1998) e 
podem se prolongar por dias ou meses (Liu et 
al., 1997; Lu et al., 2000), aumentando 
progressivamente a extensão da lesão (Beathie, 
2004) e os déficits neurológicos (Carlson et al., 
1998).  

Durante a fase inicial que se segue ao TME, 
observa-se no local hemorragia petequial e 
trombose intravascular, decorrentes da ruptura 
traumática de vênulas e arteríolas. 
Adicionalmente, instala-se edema, 
principalmente, devido ao aumento da 
permeabilidade vascular ao redor da lesão 
inicial (Amar e Levy, 1999; Hagg e Oudega, 
2006), o que reduz o fluxo sanguíneo medular e 
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leva à hipóxia (Hwan et al., 2006). A isquemia é 
exacerbada ainda pela hipotensão secundária à 
perda da auto-regulação medular, aumentando a 
sensibilidade às alterações hemodinâmicas 
sistêmicas (Tator e Fehlings, 1991). 

Paralelamente, a isquemia esgota o suprimento 
de trifosfato de adenosina (ATP), levando à 
disfunção de processos dependentes de energia, 
como a bomba de sódio e potássio, responsável 
pela homeostase celular. Deste modo, íons 
passam a se mover passivamente através da 
membrana celular, de acordo com o gradiente 
de concentração. Isto leva ao efluxo de potássio 
e ao influxo de sódio, cloreto e cálcio, o que 
causa edema celular agudo (Amar e Levy, 
1999). 

Devido à isquemia e ao distúrbio eletrolítico que 
se instalam, tem início uma cascata de outras 
reações, conhecida como excitotoxicidade, que 
está relacionada à liberação exacerbada de 
neurotransmissores excitatórios endógenos, em 
especial o glutamato e o aspartato (Tymianski e 
Tator, 1996; Xu et al., 2004). Em relação ao 
glutamato, o aumento de sua concentração 
extracelular pode também se estabelecer através 
de mecanismos não-isquêmicos, já que a lesão 
traumática direta à célula produz o acúmulo 
local deste neurotransmissor e expõe as células 
adjacentes ao risco de dano excitotóxico (Lipton 
e Rosenberg, 1994). 

O glutamato liberado pode atuar em diversas 
famílias de receptores, cada qual com distintas 
propriedades farmacológicas e eletrofisiológicas 
(Lipton e Rosenberg, 1994), e que incluem os 
receptores ionotrópicos N-metil-D-aspartato 
(NMDA), ácido !-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole propiônico (AMPA) e kainato, além 
dos receptores metabotrópicos, dependentes de 
segundo mensageiro. Deste modo, a ativação 
glutamatérgica de receptores específicos, 
principalmente os NMDA, aumenta o influxo 
neuronal de cálcio, que exerce papel crucial na 
regulação intracelular de sódio e potássio; na 
ativação de diversas enzimas fundamentais ao 
metabolismo e na sobrevivência neuronal, bem 
como na liberação de neurotransmissores na 
fenda sináptica (Arundine e Tymianski, 2003). 

Paralelamente, os desequilíbrios nos fluxos de 
cálcio, decorrentes tanto da isquemia quanto da 
excitotoxicidade, desencadeiam processos 

dependentes deste íon, como ativação da 
fosfolipase-A2, mobilização de ácidos graxos 
livres, geração de radicais livres de oxigênio e 
depleção de reservas de energia pela ativação de 
ATP dependente de cálcio. Também são 
atribuídas a este desequilíbrio iônico a 
modificação de componentes do citoesqueleto, 
alterações na fosforilação mitocondrial 
oxidativa, degeneração axonal e ativação de 
enzimas líticas (Lipton e Rosenberg, 1994; 
Tymianski e Tator, 1996). Por este motivo, a 
elevação na concentração de cálcio 
citoplasmática é postulada como sendo a via 
comum final, responsável pela morte celular em 
vários tecidos (Lipton e Rosenberg, 1994; 
Tymianski e Tator, 1996). 

A resposta inflamatória aguda também 
corresponde a um importante fator no 
desenvolvimento da lesão secundária. Ela 
envolve a produção de citocinas pró-
inflamatórias e quimiocinas (Bareyre e Schwab, 
2003), relacionadas com o recrutamento de 
neutrófilos e micróglia (Carlson et al., 1998). 
Embora o processo inflamatório que se 
estabelece após o trauma medular espinal seja 
essencial para eliminar debris e auxiliar na 
cicatrização, seus benefícios podem ser 
suplantados pelo acúmulo de moléculas tóxicas 
produzidas pelas células inflamatórias e que  
lesam o tecido íntegro, como é o caso da 
produção de espécies reativas de oxigênio pelos 
neutrófilos (Trivedi et al., 2006). 

 

2.3 Morte celular pós-trauma medular 
espinal 

De forma geral, o TME induz a formação de 
cavitações e a desmielinização no tecido 
nervoso, que podem progredir de forma 
centrípeta, pela morte de neurônios e de células 
da glia durante a fase de lesão secundária, com 
consequente déficit neurológico. A morte 
celular ocorre por dois processos distintos: 
necrose e apoptose (Lu et al., 2000; Hagg e 
Oudega, 2006). 

A morte celular por necrose, resposta passiva 
aos eventos deletérios pós-trauma medular 
espinal, é caracterizada por tumefação celular, 
perda de capacidade de produzir energia (ATP), 
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dano mitocondrial e perda da homeostase 
celular (Beattie et al., 1998; Lu et al., 2000). 
Essas alterações, em conjunto, levam à ruptura 
de organelas e à lise da membrana celular, 
determinando o extravasamento do conteúdo 
intracelular e a exacerbação da reação 
inflamatória local (Kwon et al., 2004). 

A morte celular por apoptose, denominada 
morte programada, é um processo ativo que 
envolve a transcrição de genes e síntese 
protéica. É caracterizada por alterações 
morfológicas e bioquímicas que incluem a 
contração celular, a condensação da cromatina e 
a fragmentação do DNA internucleossomal. São 
também observadas alterações na membrana 
celular que facilitam o reconhecimento e 
fagocitose dos corpos apoptóticos, sem a 
indução de resposta inflamatória (Majno e Joris, 
1995; Lou et al., 1998). 

A apoptose pode resultar de duas cascatas 
bioquímicas distintas conhecidas como vias 
extrínseca e intrínseca (mitocondrial), que se 
cruzam em diferentes pontos (Majno e Joris, 
1995). Sucintamente, a ativação da via 
apoptótica extrínseca é iniciada pelo 
acoplamento de proteínas específicas (ligantes) 
a receptores transmembrana presentes na célula, 
como fator de necrose tumoral (TNF) e Fas, que 
transmitem sinais extracelulares de perigo à 
célula. Subsequentemente, ocorre ativação da 
caspase-8 e a formação de um complexo 
sinalizador da indução de morte (DISC), 
associada à ativação de outras caspases, como 
caspase-3, que cliva as proteínas intracelulares 
estruturais e regulatórias, culminando na 
apoptose. 

De modo semelhante, a ativação da via 
intrínseca envolve a efetivação da via 
extrínseca, mas, devido à menor ativação de 
caspase-8, a via mitocondrial é iniciada. Desse 
modo, a caspase-8 cliva e ativa o Bid, um fator 
pró-apoptótico responsável pela liberação do 
citocromo-C da membrana mitocondrial interna 
e, como resultado, esta membrana torna-se 
permeável, levando ao edema dessa organela, 
seguido de ruptura da sua membrana externa 
(Schultz e Harrington, 2003). 

Na via intrínseca pode ocorrer também a 
participação do fator protease ativador da 
apoptose (Apaf-1), que, por sua vez, ativa as 

pró-caspases-9 e 3 (Adrain e Martin, 2001). 
Neste processo, a família de proteínas Bcl-2 
possuem papel importante em prevenir (Bcl-2 e 
Bcl-xl) ou permitir (Bax) a apoptose, pois 
controlam a liberação do citocromo-C 
mitocondrial. Após a ativação das caspases 8 e 
9, ocorre a clivagem e ativação de outras 
caspases da cadeia, como a caspase-3, levando à 
fragmentação do DNA celular (Adrain e Martin, 
2001; Kawaguchi et al., 2005; Galluzzi et al., 
2009). 

Mesmo sendo um processo complexo, a morte 
celular neuronal por apoptose pode ser 
manipulada para criar estratégias que limitem 
esse processo e, assim, a melhorar a função 
motora pós-trauma medular espinal (Taoka e 
Okajima, 1998).  

 

2.4 Neuroproteção anestésica 

Os pacientes com TME que apresentam lesões 
associadas a outros sistemas orgânicos requerem 
intervenção cirúrgica em um curto espaço de 
tempo. Adicionalmente, indivíduos com 
compressão crônica da medula espinal devido à 
presença de neoplasias primárias ou 
metastáticas extradurais necessitam de anestesia 
geral para a descompressão medular (Grissom et 
al., 1994). Assim, considerando a importância 
dos procedimentos anestésicos nas diferentes 
situações clínicas, estudos têm sido realizados 
com o objetivo de avaliar o efeito dos agentes 
anestésicos nos períodos pré, trans ou pós-
trauma (Grissom et al., 1994; Sang et al., 2006; 
Yamamoto et al., 2010). Isto no intuito de 
prevenir ou reduzir as lesões secundárias 
relacionadas ao TME ou melhorar a recuperação 
neurológica (Baptiste e Fehlings, 2006; Cayli et 
al., 2006; Sakai et al., 2007). Contudo, a 
influência dos agentes anestésicos nos eventos 
relacionados ao TME ainda é pouco estudada 
(Cayli et al., 2006). 

Os primeiros estudos sobre neuroproteção 
anestésica se basearam em avaliações 
eletrofisiológicas in vivo, que demonstraram que 
o tiopental sódico suprimia a atividade elétrica 
neuronal (Michenfelder, 1974; Kassel et al., 
1980). Esse mecanismo de neuroproteção 
inicialmente proposto estava relacionado à 
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redução da demanda metabólica de oxigênio 
cerebral e, desta maneira, os neurônios da área 
isquêmica se tornavam menos susceptíveis ao 
insulto (Traul et al., 2008). Depois disso, foram 
conduzidos ensaios in vitro e in vivo com 
agentes anestésicos injetáveis e inalatórios 
(Reeker et al., 2000; Haelewyn et al., 2003; 
Elsersy et al., 2004; Turner et al., 2005; Pape et 
al., 2006; Statler et al., 2006; Kitano et al., 
2007) que apontaram efeitos benéficos ou não. 
Durante esse período, surgiu o interesse em 
avaliar o efeito neuroprotetor dos anestésicos 
nos traumas medulares espinais (Haelewyn et 
al., 2003; Cayli et al., 2006). Estudos mais 
recentes demonstraram que esse efeito 
neuroprotetor ocorre por mecanismos múltiplos, 
incluindo a modulação daqueles relacionados à 
morte celular (Acquaviva et al., 2004; 
Engelhard et al., 2004a; Engelhard et al., 
2004b).  

 

2.4.1 Propofol 

O propofol, cuja nomenclatura química é 2,6-
diisopropilfenol, é um agente anestésico 
injetável da classe alquilfenol, com 
propriedades sedativa e hipnótica. O propofol é 
indicado para indução e manutenção de 
anestesia geral, bem como para sedação 
prolongada de pacientes adultos intubados e sob 
ventilação mecânica em unidades de terapia 
intensiva (Kay e Rolly, 1977; Borgeat et al., 
1994, Wilbur e Zed, 2001). Esse anestésico age 
potencializando a transmissão inibitória GABA-
érgica por meio da hiperpolarização pré-
sináptica (Kikuchi et al., 1998; Murugaiah e 
Hemmings, 1998), diminuindo a liberação de 
glutamato e inibindo canais para cálcio e sódio 
(Ratnakumari e Hemmings, 1997; Buggy et al., 
2000; Kitayama et al., 2002).  

Como indica a própria classe farmacológica, é 
caracterizado por uma estrutura fenólica 
semelhante à da vitamina E e, portanto, com 
propriedades antioxidantes (Acquaviva et al., 
2004). Por este motivo, o propofol se tornou um 
fármaco amplamente estudado, demonstrando 
ser capaz de proteger as células em modelos de 
estresse oxidativo, incluindo a mucosa intestinal 
(Santos et al., 2003; Liu et al., 2007), o 
miocárdio (Ko et al., 1997; Zhao et al., 2010;), 

os rins (Wang et al., 2007; Sánchez-Conde et 
al., 2008; Assad et al., 2009), a musculatura 
esquelética (Ergün et al., 2010) e o encéfalo 
(Yamaguchi et al., 2000; Engelhard et al., 2004; 
Adembri et al., 2006). Ensaios experimentais 
com modelos de isquemia e reperfusão 
demonstraram que a eliminação de radicais 
livres e a inibição da peroxidação lipídica estão 
envolvidas nesse mecanismo protetor (Peters et 
al., 2001; Vasileiou et al., 2009). 

Com relação à proteção do sistema nervoso 
central (SNC), o propofol foi capaz de inibir a 
morte de neurônios (Yamaguchi et al., 2000; 
Engelhard et al., 2004a; Engelhard et al., 2004b; 
Adembri et al., 2006) e de astrócitos (Sitar et al., 
1999; Peters et al., 2001; Acquaviva et al., 
2004), bem como de reduzir a área de infarto e 
melhorar a recuperação funcional após isquemia 
e reperfusão encefálica (Statler et al., 2006). O  
mecanismo de ação ainda não foi totalmente 
elucidado, mas a neuroproteção pode ser 
decorrente da redução do metabolismo cerebral, 
potencialização de mecanismos inibitórios 
mediados pelos receptores GABAA, bem como 
pela alteração do fluxo sanguíneo cerebral, pela 
sua atividade antioxidante (Daskalopoulos et al., 
2001; Acquaviva et al., 2004; Bayona et al., 
2004). Recentemente, os mecanismos de 
redução do número de receptores para 
glutamato e aumento da recaptação deste 
neurotransmissor também foram relatados (Cai 
et al., 2011). 

Modelos de isquemia e reperfusão medular 
demonstraram que o propofol reduziu a 
peroxidação lipídica (Ke et al., 2005; Zeng et 
al., 2009b); normalizou o potencial motor 
evocado; preservou a integridade neuronal 
(Kumagai et al., 2006; Yamamoto et al., 2010) e 
inibiu o acúmulo de neurotransmissores 
excitatórios (glutamato e aspartato) (Zeng et al., 
2009a; Zeng et al., 2009b). Foram observadas 
também redução da reação inflamatória (Lin et 
al., 2008a) e da apoptose na  medula espinal (Ke 
et al., 2005) associadas com recuperação 
funcional (Lin et al., 2008b). 

Em modelos de TME, os estudos demonstraram 
resultados promissores quanto ao efeito 
neuroprotetor do propofol. Kaptanoglu et al. 
(2002) observaram que a administração de 
propofol imediatamente após o trauma medular 
contuso foi capaz de reduzir a peroxidação 
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lipídica. De modo semelhante, Gerçek et al. 
(2007) observaram redução da concentração de 
radicais livres de oxigênio (peróxido de 
hidrogênio, radicais hidroxila, hipoclorito, 
peroxinitrito e radicais superóxido) associada ao 
pré-condicionamento com propofol no trauma 
medular contuso experimental, de forma dose 
dependente. 

 

2.4.2 Etomidato 

O etomidato é um composto imidazólico 
carboxilado, cuja nomenclatura química é 1-(1-
feniletil)1-H-imidazol-5-éter etil ácido 
carboxílico. É um potente fármaco hipnótico 
não-barbitúrico, com propriedades 
anticonvulsivantes (Wauquier, 1983). O 
etomidato potencializa a transmissão inibitória, 
secundária à ativação de subunidades 
específicas (!2 e !3) dos receptores GABAA 
(Murugaiah e Hemmings, 1998; Lambert et al., 
2005). Ele é usado para indução de anestesia e 
intubação orotraqueal rápidas em emergências, 
devido ao seu perfil hemodinâmico favorável e 
rápido início de ação (Smith et al., 2000; Yeung 
e Zed, 2002; Warner et al., 2009). Entretanto, a 
administração como infusão contínua é contra-
indicada, pois o uso prolongado do etomitado 
pode causar inibição persistente da função 
adrenocortical, com redução dos níveis de 
cortisol e de aldosterona (Zed et al., 2006). 

Os estudos acerca dos efeitos não anestésicos do 
etomidato encontram-se, ainda, em estágio 
inicial, com resultados, muitas vezes, negativos 
(Drummond et al., 1995; Yagmurdur et al., 
2004; Hanouz et al., 2008; Yuzer et al., 2009; 
Ergün et al., 2010). Foi demonstrado que o 
etomidato reduz a injúria neuronal no 
hipocampo de ratos submetidos à isquemia 
parcial do encéfalo frontal (Watson et al., 1992), 
inibe o aumento extracelular da concentração de 
glutamato e glicina (Patel et al., 1995) e atenua 
os déficits pós-traumáticos funcionais e 
histológicos na medula espinal (Caily et al., 
2006). O etomidato produziu, ainda, 
neuroproteção contra o estresse oxidativo 
induzido pela hiperglicemia (Ates et al., 2006). 
Contudo, a sua administração prolongada, antes 
e durante isquemia e reperfusão do córtex 

cerebral não trouxe benefícios (Drummond et 
al., 1995).  

Em relação à medula espinal, o efeito 
neuroprotetor do etomidato ocorreu a partir da 
manutenção da atividade antioxidante endógena 
(Cayli et al., 2006; Yu et al., 2010) e do balanço 
iônico (Yu et al., 2010), tanto em modelo de 
trauma medular contuso quanto de isquemia e 
reperfusão, quando administrado antes e durante 
a isquemia (Yu et al., 2010) ou imediatamente 
após o trauma (Cayli et al., 2006).  

 

2.5 Avaliação da atividade locomotora 
em campo aberto 

A avaliação comportamental em experimentos 
envolvendo trauma medular espinal objetiva: (1) 
associar o déficit funcional com a gravidade, 
localização e duração da lesão, (2) documentar a 
recuperação após a lesão medular com e sem a 
intervenção terapêutica em questão, e (3) 
identificar a integridade dos sistemas motor e 
sensorial envolvidos na recuperação pós-trauma 
(Basso, 2004). 

Neste cenário, a ferramenta ideal para o estudo 
comportamental deve ser de fácil uso, sensível a 
pequenas mudanças de comportamento e capaz 
de avaliar rapidamente a função locomotora em 
um grande número de animais (Basso et al., 
1995). Assim, diversos métodos de avaliação 
comportamental foram propostos, cada qual 
com suas vantagens, desvantagens e adaptações. 
Como exemplo, podem-se citar os testes de 
plano inclinado (Rivlin e Tator, 1978; Gale et 
al., 1985), placa quente (Gale et al., 1985), 
deambulação em barras (Hicks e D'Amato, 
1975) e deambulação em campo aberto (Basso 
et al., 1995), dos filamentos de Von Frey 
(Liebscher et al., 2005) e de potencial 
eletrofisiológico evocado (Fehlings et al., 1987), 
dentre tantos outros. Apesar de existirem várias 
opções, o teste de locomoção em campo aberto 
utilizando a escala de Basso, Beatie e 
Bresnaham (BBB) tem sido o mais amplamente 
utilizado em estudos de TME (Scheff et al., 
2002).  

A escala BBB  (Quadro1) foi descrita pela 
primeira vez em 1995, com o objetivo de 
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otimizar a avaliação locomotora proposta por 
Tarlov, muito utilizada naquela época. É um 
sistema de 22 pontos ordinais baseado em 
características comportamentais. Foi proposta 
com o objetivo de avaliar a recuperação 
funcional dos membros posteriores em ratos, 
após lesão medular espinal torácica (Basso et 
al., 1996a, Basso et al., 1996b, Metz et al., 
2000). O escore 0 representa ausência de 
movimentação, enquanto o 21 corresponde a 
locomoção normal. Os escores de 1 a 8 
representam o retorno de movimentos isolados 
nas articulações coxofemoral, femoro-tibio-
patelar e tibio-társica. Os escores de 9 a 13 
descrevem o retorno do apoio da pata e de 
movimentos coordenados com os membros 
anteriores. Os escores de 14 a 20 indicam o 
retorno da elevação dos dígitos durante o passo, 
do posicionamento apropriado da pata, da 

estabilidade do tronco e da posição da cauda 
(Quadro 1) (Basso et al., 1996b, !ed" et al., 
2008). 

Para avaliação pelo teste BBB, o rato deve se 
locomover livremente em um campo aberto 
moldado em formato circular, com 90 cm de 
diâmetro e sete centímetros de altura, durante 
quatro minutos. O animal pode ser filmado para 
posterior avaliação por dois avaliadores que 
definem o escore, com base nos movimentos 
dos membros posteriores direito e esquerdo 
durante o período de um minuto (Basso et al., 
1996a). É ideal realizar condicionamento prévio 
para familiarizar os animais ao procedimento e 
evitar o estresse durante as sessões, aumentando 
assim a atividade locomotora dos ratos no 
campo aberto (Basso et al., 1995; !ed" et al., 
2008). 

 
Quadro 1: Escores e características locomotoras segundo o teste de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) para avaliação 
da capacidade locomotora de ratos após trauma medular agudo. 
 
Escores Características Comentários 

0 Sem movimento observável dos MPs.  

1 Movimento discreto de uma das articulações dos MPs. Discreto: #50% da 
articulação. 

2 Movimento extenso de uma articulação e possível movimento discreto de 
outra articulação dos MPs. 

Extenso: > 50% da 
articulação. 

3 Movimento extenso de duas articulações dos MPs. 2 articulações: coxofemoral 
e femorotibiopatelar. 

4 Movimento discreto das três articulações dos MPs. 3 articulações: coxofemoral,  
femorotibiopatelar  e 
tibiotársica. 

5 Movimento discreto de duas articulações e extenso da terceira dos MPs. Terceira, geralmente 
tibiotársica. 

6 Movimento extenso de duas articulações e discreto da terceira dos MPs.  

7 Movimento extenso das três articulações dos MPs.  

8 Passada sem suporte de peso ou posicionamento plantar sem suporte de 
peso. 

Extensão rítmica das três 
articulações. 

9 Posicionamento plantar com suporte de peso somente em estação ou 
passada dorsal  com suporte de peso ocasional, frequente ou consistente e 
sem apoio plantar. 

Suporte de peso: contração 
do MP durante o 
posicionamento plantar da 
pata ou elevação do trem 
posterior em estação. 

Coordenação: 1 passo do 
MP para 1 passo do MA, 
passos do MP alternados. 

10 Passos ocasionais com suporte de peso sem coordenação dos MPs com Ocasional: > 5% e # 50%. 
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os MAs (MP-MA). Passos: contato da face 
plantar com suporte de 
peso, avanço dos MPs para 
restabelecer contato plantar. 

11 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso sem coordenação 
MP-MA. 

Frequente: 51-94% do 
tempo. 

12 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenação MP-
MA ocasional 

Consistente: > 95% do 
tempo. 

13 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenação MP-
MA frequente. 

 

14 Passada plantar consistentemente coordenada, com a posição da pata 
predominantemente rotacionada durante contato inicial e retirada; 
passada plantar frequente, coordenação MP-MA consistente e ocasional 
passada dorsal. 

Rotacionada: rotação 
interna ou externa da pata 
traseira, em estação ou 
durante o início do 
movimento 

15 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevação dos dígitos 
ausente ou ocasional durante avanço do membro, posicionamento da pata 
predominantemente paralela ao corpo durante contato inicial. 

Paralela: pata traseira 
paralela ao corpo, em 
estação ou durante o início 
do movimento 

16 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevação dos dígitos 
frequente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato 
inicial e rotacionada na retirada. 

 

17 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevação dos dígitos 
frequente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato 
inicial e retirada. 

 

18 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevação dos dígitos 
consistente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato 
inicial e retirada. 

 

19 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevação dos dígitos 
consistente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato 
inicial e retirada, cauda abaixada por parte ou todo o tempo de avaliação. 

Cauda abaixada: cauda toca 
a superfície durante as 
passadas 

20 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevação dos dígitos 
consistente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato 
inicial e retirada, cauda consistentemente elevada e instabilidade de 
tronco.  

Cauda elevada: cauda não 
toca a superfície 

Instabilidade de tronco: 
mudança de peso 
lateralmente durante 
mudanças bruscas de 
direção e quedas 

21 Marcha coordenada consistente, elevação dos dígitos consistente, pata 
predominantemente paralela ao corpo durante contato inicial e retirada, 
cauda consistentemente elevada e estabilidade de tronco consistente. 

Estabilidade de tronco: 
pelve e cauda alinhados 
com o corpo durante a 
locomoção. 

Cada escore representa um grupo único de características locomotoras (Adaptado de Basso et al., 1996b). 
MP: membro posterior, MA: membro anterior. 
 

Apesar de ser um exame de simples realização, 
requer treinamento minucioso dos avaliadores. 
Além disso, uma desvantagem importante do 
teste BBB é a não linearidade da escala, já que 
os escores mais baixos abrangem aspectos 

grosseiros da locomoção, enquanto que os mais 
elevados incluem aspectos mais refinados do 
movimento, sem contudo representar uma 
melhora considerável na capacidade locomotora 
do animal (S!dy et al., 2008). Por esta razão, 
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diversas modificações foram propostas, 
inclusive com a utilização de ferramentas 
tecnológicas (von Euler et al., 1997, Lankhorst 
et al., 1999; Metz et al., 2000, Wong et al., 
2009), mas o escore BBB permanece como o 
padrão para avaliação clínica de ratos 
submetidos ao trauma da medula espinal 
torácico (S!dy et al., 2008). 
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3. OBJETIVOS 

Determinar os efeitos do propofol e do 
etomidato na evolução das lesões induzidas pelo 
trauma medular espinal experimental 
padronizado em ratos. 

 

3.1 Objetivos específicos 

Padronizar e validar o dispositivo para trauma 
medular espinal desenvolvido pela Escola de 
Veterinária da UFMG, mediante quantificação 
da concentração de glutamato no líquido céfalo-
raquidiano. 

Verificar os efeitos do propofol e do etomidato 
na recuperação na função locomotora pós-
trauma medular espinal. 

Avaliar se o propofol e o etomidato interferem 
na viabilidade neuronal e na morte celular aos 
sete dias pós-trauma medular espinal. 

Estudar os mecanismos envolvidos na 
neuroproteção desses fármacos pela 
quantificação da expressão de indicadores das 
vias da apoptose: Bax, Bcl-Xl, Caspase-9 e 
Caspase-3. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê 
de Ética em Experimentação Animal (CETEA) 
da Universidade Federal de Minas Gerais 
(Anexo 1). 

Os ratos foram acondicionados em caixas 
plásticas com três a quatro animais em cada e 
receberam ração comercial para roedores1 e 
água ad libitum, sendo submetidos a ciclos de 
claro-escuro de 12 horas, em ambiente com 
temperatura entre 20 e 25ºC. Durante o período 
experimental, os animais foram mantidos no 
Centro Experimental de Pequenos Animais 
(CEPA) da Escola de Veterinária da UFMG. 

 

4.1 Experimento 1 - Padronização do trauma 
medular espinal experimental em ratos 

Foram utilizados 15 ratos machos adultos da 
espécie Rattus norvegicus, variedade Wistar, 
pesando entre 300 e 450 g, os quais foram 
submetidos a procedimento cirúrgico, com ou 
sem TME contuso, induzido por um dispositivo 
especialmente desenvolvido para essa 
finalidade. 

 

4.1.1 Dispositivo indutor de trauma medular 
espinal 

O dispositivo indutor de trauma medular espinal 
(DI-TME) para ratos foi desenvolvido pelo Prof. 
Álvaro Enéas Ribeiro Falcão de Almeida do 
Departamento de Clínica e Cirurgia Veterinárias 
da UFMG, adaptando o aparelho descrito por 
Torres et al. (2010). O DI-TME consistiu de 
uma base de microscópio antigo2 (Fig. 1A), na 
qual uma placa de polietileno, de uso culinário, 
de 23,0 x 19,5 cm, foi fixada com parafusos à 
mesa e ao charriot do microscópio, onde o 
animal era posicionado. Um suporte em forma 
de L de 4,0 (lado fixo) por 8,0 cm (lado livre) e 
1,2 cm de largura, contendo um tubo de 0,5 cm 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
1 Nuvilab® CR-1, Nuvital Nutrientes S/A, Colombo - 
PR, Brasil. 
2 Winkel-Zeiss Diagnostic Microscope n. 61999, 
Göttingen, Germany. 

de diâmetro e 7,2 cm de comprimento, a 0,4 cm 
de sua extremidade livre, foi fixado ao braço do 
microscópio, com capacidade para se 
movimentar no sentido vertical, utilizando o 
parafuso do macrométrio, para o adequado 
posicionamento da haste metálica que causou o 
impacto sobre a medula espinal exposta (Fig. 
1B).  

4.1.2 Procedimento cirúrgico e colheita de 
amostra de líquor 

Para realização dos procedimentos descritos 
abaixo, fez-se pré-medicação com cloridrato de 
tramadol3 (5 mg/kg, SC), indução e manutenção 
anestésica com isoflurano4, administrado por 
meio de máscara facial, em sistema de não-
reinalação. Após atingirem plano anestésico 
cirúrgico, caracterizado por imobilidade, 
relaxamento muscular e perda da sensibilidade 
da cauda, os animais foram distribuídos 
aleatoriamente em três grupos: 

Grupo CTL - controle negativo (n=3): foi 
realizada apenas a colheita de líquor. 

Grupo LMT - laminectomia (n=6): os animais 
foram submetidos à laminectomia dorsal, sem 
trauma medular espinal. A colheita de líquor foi 
realizada aos 50 minutos (n=3) e aos sete dias 
após o procedimento cirúrgico (n=3).  

Grupo TRM - trauma (n=6): os animais foram 
submetidos à laminectomia dorsal e ao trauma 
medular espinal contuso. A colheita de líquor 
foi realizada aos 50 minutos (n=3) e aos sete 
dias após o trauma medular (n=3). 

Os animais do grupo controle negativo (CTL) 
foram submetidos apenas a anestesia geral com 
isoflurano em máscara facial seguida de colheita 
de líquor, sem procedimento cirúrgico. Os 
animais dos grupos laminectomia (LMT) e 
trauma (TRM) foram posicionados em decúbito 
esternal no dispositivo para trauma medular 
(Fig. 1) e o campo operatório, preparado 
assepticamente.  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
3 Tramadon® 50mg/mL, Cristália Produtos Químicos 
Farmacêuticos Ltda, Itapira – SP, Brasil. 
4 Isoforine®, Cristália Produtos Químicos 
Farmacêuticos Ltda., Itapira - Sp, Brasil. 
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Para manter a temperatura corporal dos animais 
entre 36 e 37ºC, uma bolsa de água a 80ºC foi 
posicionada sob a plataforma do dispositivo, 

sendo a temperatura monitorada a cada 15 
minutos por termômetro retal. 

   

 
Figura 1: Desenvolvimento do dispositivo para trauma medular espinal (DI-TME) para ratos. Em A, vista lateral 
do microscópio Winkel-Zeiss utilizado como base para o DI-TME. Em B, vista lateral superior do dispositivo para 
trauma medular. O dispositivo possui estrutura metálica de microscópio, uma plataforma de polietileno (PP) para 
posicionamento do animal, cremalheira lateral (CL) para regulagem transversal e longitudinal da mesa e parafuso 
de macrométrio (seta vermelha) para regulagem da altura do suporte em L (seta amarela).  Observe a haste de aço 
inoxidável (seta preta), que causaria o impacto, contida em um tubo de mesmo material, fixado à extremidade livre 
do suporte em L, dentro do qual ela desliza antes de atingir a medula espinal exposta. 
 

Para o procedimento cirúrgico, foi realizada 
incisão de pele e de tecido subcutâneo na linha 
média dorsal, estendendo-se da oitada vértebra 
torácica (T8) a primeira lombar (L1). As 
inserções dos músculos epiaxiais foram 
incisadas e estes, afastados lateralmente. Com o 
auxílio de uma pinça hemostática Köcher, foi 
realizada a ostectomia do processo espinal da 
décima segunda vértebra torácica (T12) e em 
seguida, procedeu-se o desgaste da lâmina 
dorsal da respectiva vértebra com  drill 
pneumático neurológico5, até que, através do 
osso, fosse possível visualizar a veia dorsal da 
medula. As brocas do drill foram 
constantemente irrigadas com solução 
fisiológica6 para evitar o aquecimento do tecido 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
5 ECCOS® Aesculap, Laboratório B.Braun, São 
Gonçalo – RJ, Brasil. 
6 Cloreto de sódio a 0,9%, Laboratório Sanobiol Ltda, 
Pouso Alegre – MG, Brasil. 

ósseo. Para realizar a abertura da lâmina dorsal 
de aproximadamente 5,0 mm de diâmetro e 
exposição da medula espinal, utilizou-se uma 
pinça hemostática de Halsted curva de 10 cm. 
Em seguida, o dispositivo foi ajustado 
utilizando a cremalheira lateral da base do 
microscópio, de modo a permitir o 
posicionamento da haste metálica no centro da 
área da laminectomia (Fig. 2). A haste foi 
confeccionada de aço inoxidável, com peso de 
10 g,  9,3 cm de comprimento e 4,0 mm de 
diâmetro, extremidade de 2,3 mm de diâmetro 
com bordas arredondadas e gradações em 
intervalos de 5,0 mm. O trauma medular espinal 
foi aplicado sobre a dura-máter, na linha média 
dorsal da medula espinal, pela queda da haste 
metálica de uma altura de 15 mm. Após o TME, 
o local foi irrigado com solução fisiológica e, 
em seguida, realizou-se a aproximação da 
musculatura e redução de espaço morto, 
empregando-se sutura em padrão simples 
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contínuo com fio de polipropileno7 3-0. A sutura 
de pele foi realizada em pontos simples 
separados utilizando-se o mesmo fio. Ao 
término das suturas, a anestesia foi 
descontinuada e os animais foram mantidos em 
plataforma de aquecimento, à 38ºC, para 
recuperação anestésica. Para controle da dor 
pós-operatória, todos os animais receberam 5 
mg/kg de cloridrato de tramadol8, por via oral, a 
cada 12 horas por cinco dias. 

Decorridos 50 minutos (n = 6 animais) e sete 
dias (n = 6 animais) do procedimento cirúrgico, 
os animais dos grupos LMT e TRM foram 
novamente anestesiados com isoflurano para 
colheita de líquor e eutanásia. Para tanto, os 
animais foram posicionados em um aparelho 
estereotáxico9, com a cabeça reflexionada 
ventralmente, facilitando, deste modo, a punção 
do espaço atlanto-occipital. Após a colheita de 
50 a 80 !L de líquor, todos os animais foram 
eutanasiados com sobredose de tiopental 
sódico10 (100 mg/kg), por via intraperitoneal. 

As amostras de líquor foram imediatamente 
processadas para dosagem enzimática dos níveis 
de glutamato, pela fluorescência emitida pela 
produção de NADH (um produto naturalmente 
fluorescente quando excitado por luz 
ultravioleta) na presença de glutamato 
desidrogenase e NADP+ (Nicholls et al., 1987). 
Para o ensaio, foram adicionados 1,5 mL de 
solução de incubação KRB (122 mM NaCl; 3,1 
mM KCl; 1,8 mM CaCl2; 1,8 mM Na2HPO4; 0,2 
mM NaH2PO4; pH 7,4), 5,0 !L de NADP+ (1 
mM), 50 U de glutamato desidrogenase, e 50 !L 
da amostra. Após 10 minutos, a emissão da 
fluorescência foi detectada por um 
fotomultiplicador no espectrofluorímetro11, com 
excitação ajustada no comprimento de onda de 
350 nm e emissão em 450 nm. 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
7 Prolene®, Johnson & Johnson Produtos 
Profissionais Ltda., São José dos Campos – SP, 
Brasil. 
8 Tramadon® 100mg/mL, solução oral, Cristália 
Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira – SP, 
Brasil. 
9 Estereotáxico 1 Torre (EFF 331), Insight® Pesquisa 
e Ensino, Ribeirão Preto - SP, Brasil. 
10 Tiopentax® 1g, Cristália Produtos Químicos 
Farmacêuticos Ltda., Itapira - Sp, Brasil. 
11 Spectrofluorophotometer (RF-5301 PC), Shimadzu 
Scientific Instruments, Tokio, Japan. 

 
Figura 2: Procedimento cirúrgico para indução de 
trauma medular espinal em ratos: posicionamento 
da haste metálica para queda a uma altura de 15 
mm. 

 

4.2 Experimento 2 - Avaliação da 
neuroproteção 

Foram utilizados 48 ratos machos adultos da 
espécie Rattus norvegicus, variedade Sprague-
Dawley, pesando entre 300 e 450 g, fornecidos 
pelo Centro Multidisciplinar para Investigação 
Biológica na Área da Ciência de Animais de 
Laboratório (CEMIB), da UNICAMP. 

 

4.2.1 Protocolo anestésico 

Para realização do TME, os animais foram 
anestesiados com cloridrato de cetamina12 (80 
mg/kg) e cloridrato de xilazina13 (8 mg/kg), 
associados na mesma seringa e aplicados 
intraperitonealmente (Flecknell, 2009; Guízar-
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
12 Ketamina Agener 10%, Agener União – Saúde 
Animal, São Paulo – SP, Brasil. 
13 Virbaxyl® 2%, Virbac – Saúde Animal, São Paulo 
– SP, Brasil. 
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Sahagún et al., 2009). Para tanto, os animais 
foram contidos manualmente em decúbito 
dorsal e posicionados com a cabeça mais baixa 
que os membros pélvicos, sendo a injeção 
realizada no quadrante inguinal esquerdo. Após 
atingirem plano anestésico, o campo cirúrgico 
foi preparado para cirurgia asséptica, e os ratos 
foram posicionados em decúbito esternal sobre 
a base do DI-TME. Todos os animais foram pré-
medicados com cloridrato de tramadol (5 
mg/kg) e receberam cefalotina sódica14 (60 
mg/kg) como antibiótico profilático, ambos por 
via subcutânea, 30 minutos antes do 
procedimento cirúrgico. Os ratos foram 
mantidos sob respiração espontânea em máscara 
facial com oxigênio a 100%. Adicionalmente, a 
base do DI-TME foi aquecida de modo a manter 
a temperatura corporal dos animais entre 36 e 
37ºC, a qual foi monitorada, constantemente, 
por termômetro retal. 

O TME foi realizado como descrito no 
Experimento 1. Para controle da dor pós-
operatória, todos os animais receberam 5 mg/kg 
de cloridrato de tramadol, por via oral, a cada 12 
horas por cinco dias. 

 

4.2.2 Tratamentos 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente 
em quatro grupos com 12 ratos cada: 

Grupo CON- - controle negativo: os animais 
deste grupo foram submetidos a laminectomia 
dorsal em T12, sem contudo, ser realizado o 
trauma medular espinal.  

Grupo CON+ - controle positivo: os animais 
foram submetidos a laminectomia dorsal em 
T12 e trauma medular espinal. Uma hora após o 
trauma, receberam solução fisiológica (0,15 
mL/100 g) por via intraperitoneal. 

Grupo PRO - propofol: os animais foram 
submetidos a laminectomia dorsal em T12 e 
trauma medular espinal. Uma hora após o 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
14 Keflin® 1g, Antibióticos do Brasil Ltda., 
Cosmópolis – SP, Brasil. 

trauma, receberam propofol15 (30 mg/kg) por 
via intraperitoneal.  

Grupo ETO - etomidato: os animais foram 
submetidos a laminectomia dorsal em T12 e 
trauma medular espinal. Uma hora após o 
trauma, receberam etomidato16 (3 mg/kg) por 
via intraperitoneal. 

 

4.2.3 Avaliação neurológica 

Antes do procedimento cirúrgico, todos os 
animais foram adaptados em um campo aberto 
(open field) de um metro de diâmetro e 20 cm 
de altura, para reduzir o estresse da manipulação 
e facilitar as avaliações pós-operatórias. Durante 
o período de adaptação, os animais foram 
colocados dois a dois no campo aberto durante 
10 minutos, diariamente, por três dias, 
permitindo que eles se movimentassem 
livremente e explorassem o ambiente. 

A função locomotora dos animais foi avaliada 
24 horas antes da intervenção cirúrgica, 24 
horas após a laminectomia e diariamente, 
durante sete dias. O exame neurológico 
consistiu na avaliação da capacidade 
locomotora, baseando-se na observação da 
atividade espontânea do animal em campo 
aberto, sem obstáculos (Fig. 3). Para tanto, 
todos os animais foram observados e filmados 
durante três minutos e, posteriormente os vídeos 
foram assistidos por dois avaliadores sem 
conhecimento do grupo a que pertenciam. De 
acordo com a escala BBB, cada animal recebeu 
um escore, que variou de 0 a 21 (Quadro 1).

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
15 Propovan® 1%, Cristália Produtos Químicos 
Farmacêuticos Ltda, Itapira – SP, Brasil. 
16 Etomidato 2 mg/mL – Produto genérico, Cristália 
Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira – SP, 
Brasil. 
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Figura 3: Animal submetido ao trauma medular espinal experimental sendo observado 
no campo aberto para avaliação da capacidade locomotora. Observe ausência de apoio 
dos membros pélvicos. 

 

4.2.4 Avaliações histológica e 
imunohistoquímica 

Sete dias após o trauma medular, cinco animais 
de cada grupo foram eutanasiados com 
sobredose de tiopental sódico17 (100 mg/kg) por 
via intraperitoneal e submetidos a perfusão 
transcardíaca com PBS (solução tampão de 
fosfato) a 0,15M (137 mM NaCl; 30 mM KCl; 
80 mM Na2HPO4; 20 mM K2HPO4, pH 7,4) e 
em seguida, com solução de formaldeído 
tamponado a 10%. Sete dias após fixação em 
solução de formaldeído, a coluna vertebral foi 
dissecada, e um segmento de medula espinal de 
0,7 cm foi colhido, equivalente ao epicentro da 
lesão. Posteriormente, os fragmentos foram 
processados pela técnica de rotina para inclusão 
em parafina e submetidos a cortes transversais 
seriados de 4,0 µm. 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
17 Tiopentax® 1g, Cristália Produtos Químicos 
Farmacêuticos Ltda, Itapira – SP, Brasil. 

Para avaliação da área de lesão, três cortes 
histológicos seriados do epicentro da lesão, 
intervalados de aproximadamente 150 !m, 
foram corados pela técnica de hematoxilina-
eosina18, sendo a morfologia avaliada em 
microscópio óptico (Luna, 1968). Os cortes 
foram fotografados e, em seguida, foi 
determinada a relação entre a área de tecido 
medular com alterações morfológicas dividida 
pela área total da medula espinal, utilizando 
software ImageJ® (versão 1.33u, National 
Institutes of Health, USA). 

Adicionalmente, foi realizada imunoistoquímica 
para avaliação da expressão de anticorpo 
primário anti-NeuN (1:1000)19 para contagem 
neuronal. Para cada animal, foram coradas três 
lâminas com cortes histológicos seriados, 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
18 H&E – Sigma - Aldrich, St. Louis, MO - USA. 
19 NeuN - Chemicon Internacional Inc., Temecula, 
CA - USA. 
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intervalados de aproximadamente 150 !m. A 
técnica de imunoistoquímica seguiu os padrões 
determinados pelo fabricante e as lâminas foram 
visualizadas à microscopia óptica. Os cortes 
histológicos foram colocados em lâminas 
silanizadas e armazenados em estufa a 37ºC. Os 
cortes foram desparafinados em xilol e 
hidratados em uma sequência gradual de 
alcoóis. Realizou-se a recuperação antigênica 
em tampão citrato em água destilada (0,01 M, 
pH 6,0) a 98ºC, bloqueio das peroxidases em 
peróxido de hidrogênio a 3% em álcool 
metílico, seguido pela incubação em soro 
bloqueio20 e pernoite em anticorpo primário a 
4ºC. No dia seguinte, foi feita incubação em 
anticorpo secundário universal19, seguida pelo 
complexo estreptavidina-biotina-peroxidase21, 
revelação em diaminobenzidina (DAB)22 e 
contra-coloração com Hematoxilina de Harris 
(Anexo 2). Para controle negativo foi utilizada 
solução PBS (10,4 mM Na2HPO4; 3,6 mM 
NaH2PO4, 123,2  mM NaCl, pH 7,2)  
substituindo o anticorpo primário. A contagem 
de células marcadas foi realizada em 
microscópio óptico, em objetiva de 40x, com 
auxílio de uma gratícula reticulada em 121 
pontos23. Foram contados os corpos neuronais 
marcados pelo anticorpo Neu-N em dez campos 
histológicos. O número de campos foi 
determinado de modo a abranger toda a 
substância cinzenta. O resultado obtido 
correspondeu à média de células Neu-N 
positivas por campo. 

Foi realizada ainda a avaliação da fragmentação 
de DNA, in situ, pelo método TUNEL (TdT 
mediated-dUTP Nick End Labeling). Assim, foi 
utilizado um corte histológico de cada animal, 
representando o ponto central do epicentro da 
lesão. Após desparafinização, os cortes 
histológicos foram processados utilizando-se kit 
comercial24, de acordo com as instruções do 
fabricante. Os cortes foram submetidos a 
desparafinização em xilol e hidratação em uma 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
20 Protein block, Serum Free (X0909-1), Dako North 
America Inc., Carpinteria, CA - USA. 
21 Universal LSAB® + kit/HRP, Rb/Mo/Goat (K0690-
1), Dako North America Inc., Carpinteria, CA - USA. 
22 Liquid DAB+ (K3468-1), Dako North America 
Inc., Carpinteria, CA - USA. 
23 Olympus®, Eyepiece Micrometer  20.4mm OCM 
10/10/SQ, Dublin - Ireland. 
24 FragEL® DNA Fragmentation Detection Kit TdT 
Enzime, Merck, Darmstadt, Germany. 

sequência gradual de álcoois. Em seguida, foi 
realizada a permeabilização das amostras com 
0,5% de triton X-100 em água destilada, 
recuperação antigênica com proteinase K em 
Tris base (NH2C(CH2OH)3) a 0,01 M, bloqueio 
das peroxidases endógenas com peróxido de 
hidrogênio a 3% em metanol, seguida de 
incubação em tampão para equilíbrio, inserção 
de nucleotídeos em tampão de reação TdT em 
câmara umidificada, incubação em 
streptavidina-biotina-peroxidase, revelação com 
DAB em peróxido de hidrogênio e contra-
coloração com Methyl Green (Anexo 3). Para 
controle negativo foi utilizada solução TBS 
(salina tamponada de Trizma Base) (60 mM 
NaCl; 20 mM Tris Base, pH 7,6)  substituindo a 
enzima TdT. De forma semelhante à marcação 
da proteína Neu-N, a contagem de células 
marcadas foi realizada em microscópio óptico, 
em objetiva de 40x, com auxílio de uma 
gratícula reticulada em 121 pontos. Foram 
contados corpos apoptóticos marcados em 15 
campos, abrangendo as substâncias cinzenta e 
branca, e o resultado obtido correspondeu à 
média de células TUNEL positivas por campo. 

Foi realizada também avaliação por 
imunofluorescência da expressão de anticorpo 
primário anti-Bax para avaliação da ativação da 
via intrínseca da apoptose. Para essa avaliação 
foi utilizado um corte histológico de cada 
animal, representando o ponto central do 
epicentro da lesão. De forma sucinta, os cortes 
foram mantidos sob luz ultravioleta durante 
duas horas para redução da autofluorescência. 
Em seguida, foram desparafinados em xilol e 
hidratados em uma sequência gradual de 
alcoóis. Realizou-se permeabilização com triton 
X-100 a 0,1%, recuperação antigênica em 
tampão citrato (0,01 M, pH 6,0) a 98ºC, 
bloqueio das peroxidases endógenas com 
peróxido de hidrogênio a 3% em álcool metílico 
e com soro de cabra a 5% em albumina sérica 
bovina (BSA) a 1%. Para maior controle da 
autofluorescência, os cortes foram ainda 
incubados em Sudan Black B a 0,01% em etanol 
70º e em seguida, incubados pernoite com 
anticorpo primário anti-Bax (diluição 1:100)25 a 
4ºC. No dia seguinte, foi feita incubação em 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
25 Bax P-19 (SC 526), Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz – CA, USA. 
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anticorpo secundário26 e DAPI (4’,6-diamidine-
2-phenylindole)27 (Anexo 4). Para controle 
negativo foi utilizada solução de BSA a 1% em 
PBS 0,15 M (137 mM NaCl; 30 mM KCl; 80 
mM Na2HPO4; 20 mM K2HPO4, pH 7,2) 
substituindo o anticorpo primário. As lâminas 
permaneceram congeladas a -20ºC e protegidas 
da luz, até o momento da leitura. Os cortes 
histológicos foram avaliados em um 
microscópio invertido de fluorescência28 
equipado com sistema ApoTome, utilizando-se 
filtro 488 nm e objetiva de 20x, sendo 
fotografados três campos por corte distribuídos 
no funículo dorsal e nos cornos dorsais. O 
tempo de exposição foi ajustado e padronizado 
na lâmina controle negativo e, sem seguida, 
usado igualmente em todos os cortes. 

As imagens foram avaliadas utilizando software 
ImageJ®. Para cada imagem, quantificou-se, de 
forma sistemática e com o auxílio desse 
software, a média da densidade integrada de 
pixels das células, subtraída do background.  

 

4.2.5 Avaliação da expressão gênica de 
indicadores de apoptose 

Foi empregada a técnica de PCR transcriptase-
reversa (RT-PCR) em tempo real para avaliação 
da expressão gênica de Bax, Bcl-Xl, Caspase-3 
e Caspase-9 como forma de avaliar a ativação 
das vias de apoptose. Os primers referentes aos 
genes para Caspases-9 e 3 e o gene 
normalizador (ß-actina) foram delineados 
utilizando a base de dados de nucleotídeos do 
portal do NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) e as ferramentas 
para análise de sequências gênicas (Pick 
Primers e Blast). Os primers para Bax e Bcl-Xl 
foram obtidos a partir de estudos anteriores em 
ratos (Li et al., 2005; Nagel et al., 2010). 

Para tanto, sete dias após a laminectomia e 
TME, sete animais de cada grupo foram 
eutanasiados com tiopental sódico (100 mg/kg 
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
26 Alexa Fluor® 488, goat anti-rabbit (A11008), 
Invitrögen, Carlsbad - CA, USA. 
27 DAPI, Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis - 
MO, USA. 
28 Microscópio Axiovert 200M, Carl Zeiss, 
Göttingen, Germany. 

IP). Após a eutanásia, os animais foram 
dissecados de forma asséptica e um fragmento 
de medula espinal do sítio da lesão, de 5,0 mm 
de comprimento, foi colhido e congelado, 
imediatamente, em nitrogênio líquido, para 
posterior conservação a -80ºC em freezer de 
ultra-baixa temperatura29. A extração do RNA 
total foi realizada em três etapas. Na primeira 
(fase de homogeneização), as amostras de tecido 
foram trituradas e misturadas em 1,0 mL de 
reagente Trizol30, seguida pela incubação a 
temperatura ambiente por cinco minutos para 
permitir a completa dissociação dos complexos 
nucleotídeos. Na etapa seguinte (fase de 
separação), foram adicionados 0,2 mL de 
clorofórmio e, após agitação manual, os 
microtubos foram incubados à temperatura 
ambiente por três minutos e centrifugados a 
12.000 g por 15 minutos a 4ºC. Como resultado 
da centrifugação, a mistura foi separada em três 
fases, mas apenas a fase aquosa superior, que 
continha o RNA, foi colhida. Na terceira etapa 
(fase de precipitação do RNA), foi adicionado 
0,5 mL de álcool isopropílico e o material foi 
incubado a -80ºC por 30 minutos. Em seguida, 
as amostras foram descongeladas e 
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos para 
precipitação do RNA. O sobrenadante foi 
descartado e o pellet foi lavado com 1,0 mL de 
etanol a 75%. Os microtubos foram novamente 
centrifugados a 7.500 g por cinco minutos a 4ºC 
e o sobrenadante foi descartado mais uma vez. 
O pellet de RNA foi ressuspendido em 20 !L de 
água DEPC31, livre de RNAse, e incubado por 
10 minutos a 55ºC para ser então estocado a -
80ºC. 

Para confecção do cDNA, a concentração de 
RNA de cada animal foi determinada pela 
leitura da absorbância a 260/280 nm por 
espectrofotometria. Com base nesses valores, 
foram realizadas as reações de transcrição 
reversa. Este processo consistiu na diluição de 
1,0 !g de RNA de modo a se obter 8,0 !L de 
solução final. Após a adição de 2,0 !L de RT 
Enzyme Mix e 10,0 !L de 2X RT Reaction 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
29 Revco DxF, Thermo Fisher Scientific, Whaltham - 
MA, USA. 
30 Trizol®, Invitrögen, Carlsbad - CA,USA. 
31 Água tratada com dimetil pirocarbonato (DEPC), 
Invitrögen, Carlsbad - CA, USA. 
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Mix32 ao RNA, as amostras foram incubadas em 
um termociclador de acordo com o seguinte 
programa: 25ºC por 10 minutos, 42ºC por 50 
minutos e 85ºC por cinco minutos. A reação foi 
finalizada com a adição de 1,0 !L de E. coli 
RNAse H25 em cada amostra e incubação por 
mais 20 minutos a 37ºC. Os microtubos foram 
armazenados a -20ºC para posterior realização 
do RT-PCR em tempo real. 

Para as reações de PCR em tempo real foram 
utilizados 12,5 !L do reagente SYBR Green33, 5 
pM de cada iniciador, 1,0 !L de Rox a 50 nM, 
7,0 !L de água DEPC e 2,5 !L de cada cDNA 
em um volume final de 25 !L. Esta mistura e 
cada cDNA foram pipetados em uma placa de 
96 poços34 e a leitura foi feita no aparelho 7500 
Fast Real-Time PCR System35. Os parâmetros 
utilizados para amplificação foram: 50°C por 
120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45 
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 
segundos. Os iniciadores foram delineados com 
base na sequência do mRNA de Rattus 
norvegicus (Quadro 2). A expressão gênica foi 
calculada usando o método 2-""CT, na qual os 
resultados obtidos para cada grupo foram 
comparados quantitativamente em relação ao 
grupo CON-, após normalização baseada na 
expressão de beta actina da referida espécie 
animal.

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
32 SuperScriptTM III Platinum® Two-Step qRT-PCR 
Kit with SYBR Green, Invitrögen, Carlsbad - CA, 
USA. 
33 SuperScriptTM III Platinum® Two-Step qRT-PCR 
Kit with SYBR Green, Invitrögen, Carlsbad - CA, 
USA. 
34 96-well optical reaction plate with barcode, 
Applied Biosystems, Carlsbad - CA, USA. 
35 7500 Fast Real-Time PCR System, Applied 
Biosystems, Carlsbad - CA, USA. 
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Quadro 2: Genes e sequência de nucleotídeos dos iniciadores para RT-PCR em tempo real. 

Gene 
Iniciadores (Primers)                                          

(sequências de nucleotídeos 5’ a 3’) 
Tamanho 

do 
produto 

Nº acesso Referência 

Beta actina 
foward: GCGTCCACCCGCGAGTACAA 

reverse: ACATGCCGGAGCCGTTGTCG 
118 NM_031144.2 - 

Caspase-3 
forward: AGGCGACTACTGCCGGAGTCTG 

reverse: CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT 
70 NM_012922.2 - 

Caspase-9 
forward: TGGAGGAGGCTGACCGGCAA 

reverse: CCACAGCTCCGCGACTTGCA 
77 NM_031632.1 - 

Bax 
forward: CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTC 

reverse: AGTTGCCATCAGCAAACATGTCA 
147 NM_017059.1 

Nagel et al., 

2010 

Bcl-Xl 
foward: CCCCAGAAGAAACTGAACCA 

reverse: AGTTTACCCCATCCCGAAAG 
300 NM_031535.2 

Li et al., 

2005 
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5. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Empregou-se delineamento inteiramente 
casualisado, sendo os dados analisados pelo 
software Prism 4 for Mac (GraphPad Software - 
Demo Version. La Jolla, CA, USA). Para 
determinar se os dados eram paramétricos 
(concentração de glutamato no líquor, contagem 
de células marcadas para anticorpos NeuN e 
Bax, TUNEL e expressão gênica por PCR em 
tempo real de Bax, Bcl-Xl, Caspase-9 e 
Caspase-3), empregou-se o teste de normalidade 
de Kolmogorov-Smirnov e o teste de 
homocedasticidade de Bartlett. As variáveis 
com distribuição normal (área da lesão, Neu-N, 
Bax e TUNEL) foram submetidas à análise de 
variância (ANOVA) seguida do teste de 
comparação das médias de Student-Newman-
Keuls (SNK). As variáveis descontínuas 
(concentração de glutamato e expressão gênica 
de Bax, Bcl-Xl, Caspase-3 e Caspase-9) foram 
normalizadas por meio de transformação 
logarítmica, em base 10. Os dados 
transformados que passaram nos testes de 
normalidade foram analisadas como tal. Para a 
dosagem de glutamato, empregou-se ANOVA 
de duas vias, para as demais variáveis, ANOVA 
de uma via.  A razão da expressão relativa de 
Bax/Bcl-Xl manteve sua distribuição 
descontínua, mesmo após transformação 
logarítmica, sendo as medianas comparadas 
pelos testes de Kruskal-Wallis e post-hoc de 
Dunn. 

Para avaliação neurológica, expressa em 
escores, foi utilizado teste não-paramétrico de 
Kruskal-Wallis para comparação dos grupos em 
cada momento de avaliação e teste de Friedman 
para comparação de momentos em cada grupo. 
Para ambas as avaliações, as comparações 
foram realizadas pelo teste post-hoc de Dunn. 
Para todos os testes, o nível de significância 
adotado foi de 5%. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Experimento 1 - Padronização do 
trauma medular espinal experimental em 
ratos 

Os valores médios (± erro padrão) da 
concentração de glutamato no líquor foram de 
3,85 ± 0,86 (CTL); 56,6 ± 10,60 (LMT 50 

minutos); 159,4 ± 31,78 (TRM 50 minutos); 
51,11 ± 7,31 (LMT 7 dias) e 32,84 ± 12,41 
(TRM 7 dias) pmol por miligrama de proteína. 

A concentração de glutamato no líquor foi 
maior nos animais dos grupos LMT e TRM aos 
50 minutos e aos sete dias após a cirurgia em 
relação ao grupo CTL (p<0,001). A 
concentração de glutamato do grupo TRM foi 
maior em relação ao grupo LMT somente aos 50 
minutos após a cirurgia (p<0,05) (Fig. 4). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Concentração de glutamato no líquor de ratos submetidos a 
anestesia com isoflurano (CTL), laminectomia dorsal (LMT) e trauma 
medular espinal (TRM), com coleta de líquor 50 minutos e sete dias 
após o procedimento cirúrgico (* p < 0,05 e ** p < 0,001). n=3. 

 

6.2 Experimento 2 - Avaliação da 
neuroproteção do propofol e do 
etomidato  

6.2.1 Avaliação neurológica 

Todos os animais apresentaram escore 21 na 
avaliação pré-trauma, caracterizado por marcha 
normal, suporte de peso nos quatro membros, 
cauda elevada e estabilidade do tronco.  

Os animais do grupo CON- mantiveram o escore 
máximo no teste após o procedimento cirúrgico 
(Fig. 5). Nos animais dos grupos ETO e PRO, 
foi observada, no primeiro dia pós-trauma, 

paraparesia simétrica dos membros pélvicos, 
com movimentação discreta a extensa de três 
articulações, sem suporte de peso, característica 
dos escores 5 a 8 do teste BBB. No grupo CON+ 
foi evidenciada paraparesia com movimentação 
discreta de apenas uma ou duas articulações, 
representada pelo escore 1. 

Na comparação entre os dias de avaliação em 
cada grupo (teste de Friedman e post-hoc com 
teste de Dunn, p<0,05), o escore BBB indicou 
diferença significativa entre a avaliação pré-
trauma e os três primeiros dias pós-trauma para 
o grupo ETO (p<0,01) e os quatro dias iniciais 
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para os grupos PRO (p<0,05) e CON+ (Anexo 
5). 

Na comparação entre tratamentos para os dias 
de avaliação (teste de Kruskal-Wallis e post-hoc 
com teste de Dunn, p<0,05), observou-se 
diferença significativa entre os grupos 
submetidos ao trauma medular espinal, ETO 
(p<0,05), PRO (p<0,01) e CON+ (p<0,001) e o 
grupo controle negativo (CON-). Diferença essa 

que persistiu até o quarto dia, pois, no quinto dia 
pós-trauma, a deambulação em campo aberto do 
grupo ETO se igualou à do grupo CON- 
(p>0,05). Entretanto, não foi observada 
diferença significativa entre os grupos tratados 
com anestésico (ETO e PRO) e o grupo controle 
positivo (CON+) (Anexo 5). 

 

  
 

 

Figura 5: Gráfico das medianas do escore BBB de deambulação em campo aberto, ao 
longo de sete dias, de ratos submetidos a laminectomia como controle negativo (CON-) 
e ao trauma medular espinal associado aos tratamentos com propofol (PRO), etomidato 
(ETO) e placebo como controle positivo (CON+), n= 12. 
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6.2.2 Avaliações histológica e 
imunohistoquímica  

6.2.2.1 Área da lesão 

Nos animais do grupo CON-, a medula espinal 
apresentou preservação da arquitetura normal, 
sendo identificadas a substância cinzenta 
internamente, em forma de H, o canal central da 
medula intacto e a substância branca 
externamente, a qual apresentava fibras axonais, 
células da neuróglia e vasculatura sem 
alterações (Summers et al., 1994) (Fig. 7A). 
Para os grupos CON+, PRO e ETO, houve perda 

da arquitetura normal, com área de lesão focal 
localizada predominantemente no funículo 
dorsal, com malácia discreta na área central da 
lesão, degeneração axonal moderada bilateral 
difusa e discreta proliferação de células da glia 
(Figs. 7B, 7C e 7D).  

A avaliação morfométrica da área da lesão 
resultou nas porcentagens de 10,23% ± 1,3; 
13,37% ± 2,8 e 14,07% ± 4,9 para os grupos 
PRO, ETO e CON+, respectivamente (Fig. 6). 
Apesar de ter sido observada menor área de 
lesão no grupo PRO, não se constatou diferença 
estatística na comparação entre esses grupos 
(p=0,068).

 

 

Figura 6: Média (± erro padrão) da porcentagem da área de lesão 
em relação ao tecido medular total em ratos submetidos a trauma 
medular espinal associado ao tratamento com placebo como 
controle positivo (CON+), propofol (PRO) e etomidato (ETO). 
Avaliação aos sete dias pós-operatório. (n=5). 
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Figura 7: Fotomicroscopias de secções transversais da medula espinal, na região do epicentro da laminectomia 
e/ou do trauma aos sete dias pós-operatório, coradas com hematoxilina e eosina (HE). Em A, animal do grupo 
controle negativo; em B, grupo controle positivo; em C, grupo etomidato; em D, grupo propofol (Barra = 398 
!m).  

 

6.2.2.2 Marcação imunoistoquímica para 
proteína Neu-N 

No presente estudo, a diluição do anticorpo anti-
Neu-N na proporção 1:1000 e o tempo de DAB 
de 30 segundos permitiram a identificação dos 
neurônios com características morfológicas 
preservadas, sem, contudo, evidenciar marcação 
inespecífica de células da glia. Assim, foram 
consideradas células Neu-N positivas quando o 
núcleo e/ou o citoplasma estavam marcados 
(Fig. 8). 

A contagem média de neurônios marcados para 
proteína Neu-N por campo (média ± erro 
padrão) foi 43,16 ± 2,08; 26,71 ± 2,98; 32,39 ± 
2,60 e 33,78 ± 1,57, para os grupos CON-, 
CON+, ETO e PRO, respectivamente. Foi 
observada diferença significativa entre os 
grupos CON- e CON+ (p<0,001), CON- e ETO 
(p<0,05), e CON- e PRO (p<0,05) (Fig. 9). 
Apesar da contagem de células Neu-N positivas 
ter sido menor no grupo CON+, não foi 
observada diferença significativa entre os 
animais do grupo controle positivo (CON+) e 
aqueles tratados com propofol (PRO) ou 
etomidato (ETO). 
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Figura 8: Fotomicroscopias de secções transversais da medula espinal, na região do epicentro da laminectomia e/ou 
do trauma sete dias após procedimento cirúrgico, submetidas à marcação imunoistoquímica para Neu-N. Em A, 
marcação de corpos neuronais, na substância cinzenta, em um animal do grupo controle negativo (CON-) (Barra = 
115 !m). Observar a distribuição das células Neu-N positivas e a integridade do tecido medular. Em B, detalhes da 
região central, englobando canal ependimário de corte histológico do grupo CON- (Barra = 64 !m). Em C, E e G 
marcação de corpos neuronais em animais dos grupos controle positivo (CON+), etomidato (ETO) e propofol (PRO), 
respectivamente (Barra = 115 !m). Observar a distribuição das células Neu-N positivas e o tecido medular lesado. 
Em D, F e H, detalhes da região central, englobando canal ependimário, de animais dos grupos CON+, ETO e PRO, 
respectivamente (Barra = 64 !m).  
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Figura 9: Contagem média (± erro padrão) de neurônios Neu-N 
positivos por campo em ratos submetidos a laminectomia, como 
controle negativo (CON-) e trauma medular espinal associado ao 
tratamento com placebo, como controle positivo (CON+), etomidato 
(ETO) e propofol (PRO). Avaliação aos sete dias pós-operatório. 
(*p<0,05 e **p<0,001). 

 

6.2.2.3 Detecção da fragmentação de DNA 

por TUNEL 

Em relação ao grupo CON-, houve contagem 
mínima de núcleos corados, sendo obtida média 
(± erro padrão) de 0,31 ± 0,04 células TUNEL 
positivas por campo. Para os demais grupos, a 
contagem média (± erro padrão) por campo foi 
3,12 ± 0,56; 1,37 ± 0,17 e 1,84 ± 0,22 para os 
grupos CON+, ETO e PRO, respectivamente. O 
número de células marcadas foi 

significativamente maior nos animais dos três 
grupos submetidos ao trauma medular, PRO 
(p<0,01), ETO (p<0,01) e CON+ (p<0,001), que 
no grupo CON- (Fig. 10).  

Na comparação entre os grupos submetidos ao 
trauma medular espinal, observou-se contagem 
significativamente menor nos grupos PRO 
(p<0,01) e ETO (p<0,05) que no CON+. No 
entanto, não foi observada diferença 
significativa entre os grupos ETO e PRO (Fig. 
11). 
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Figura 10: Fotomicroscopias de secções transversais da medula espinal, na região do 
epicentro da laminectomia e/ou do trauma aos sete dias de pós-operatório, submetidas à 
imunomarcação por TUNEL. Observar núcleos marcados pelo TUNEL nos diferentes grupos 
experimentais (setas). Em A, grupo controle negativo (CON-). Em B, grupo controle positivo 
(CON+). Em C, grupo etomidato (ETO). Em D, grupo propofol (PRO) (Barra = 58 !m). 
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Figura 11: Contagem média (± erro padrão) de células TUNEL 
positivas por campo em ratos submetidos a laminectomia, como 
controle negativo (CON-) e trauma medular espinal associado ao 
tratamento com placebo, como controle positivo (CON+), etomidato 
(ETO) e propofol (PRO). Avaliação aos sete dias pós-operatório. 
(*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001). 

 

6.2.2.4 Marcação por imunofluorescência 
para Bax 

Na avaliação da média de intensidade integrada 
de pixels para o anticorpo anti-Bax, foi 
observada maior intensidade de marcação nos 
animais do grupo CON+ que nos grupos CON-, 
ETO e PRO (Fig. 12). Os seguintes valores 
foram obtidos (média ± erro padrão): 16,03 ± 

0,86; 25,79 ± 4,21; 22,13 ± 4,05 e 20,68 ± 4,66 
para os grupos CON-, CON+, ETO e PRO, 
respectivamente. 

Na comparação das médias entre os grupos, 
houve diferença significativa entre os grupos 
CON- e CON+ (p<0,05), mas os grupos tratados 
com anestésicos, ETO e PRO, foram 
estatisticamente semelhantes ao grupo CON- 
(Fig. 13). 
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Figura 12: Fotomicroscopias de secções transversais da medula espinal, na região do epicentro da laminectomia e/ou 
do trauma sete dias após o procedimento cirúrgico, submetidas à marcação por imunofluorescência com anticorpo 
anti-Bax. Observar intensidade de marcação das células nos diferentes grupos experimentais. Em A, grupo controle 
negativo (CON-). Em B, grupo controle positivo (CON+). Em C, grupo etomidato (ETO). Em D, grupo propofol 
(PRO) (Barra = 82 !m). 
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Figura 13: Média da intensidade integrada de pixels (± erro padrão) da 
marcação por imunofluorescência para anticorpo anti-Bax, em ratos 
submetidos a laminectomia, como controle negativo (CON-) e trauma 
medular espinal associado ao tratamento com placebo, como controle 
positivo (CON+), propofol (PRO) e etomidato (ETO). Avaliação aos 
sete dias pós-operatório. (*p<0,05). 

 

6.2.3 Avaliação da expressão gênica de 
indicadores da apoptose 

Foram obtidos os seguintes resultados para 
expressão gênica relativa de Bax (média ± erro 
padrão): 1,936 ± 0,655; 1,324 ± 0,491 e 0,74 ± 
0,198 nos grupos CON+, ETO e PRO, 
respectivamente (Fig. 14). Apesar de ter sido 
observada maior expressão de Bax no grupo 
CON+ que nos grupos tratados, essa diferença 
não foi estatísticamente significativa (p=0,417).  

Também não foi observada diferença 
significativa entre os grupos para expressão 
relativa de Bcl-Xl (p=0,674), como observado 
nos resultados de média ± erro padrão: 0,629 ± 

0,232; 0,567 ± 0,115 e 0,401 ± 0,182 para os 
grupos CON+, ETO e PRO, respectivamente 
(Fig. 14).  

Visto que a razão relativa de mediadores pró e 
anti-apoptóticos determina a quantidade de 
citocromo C disponível para formação do 
apoptosoma (Huerta et al., 2007), calculou-se 
também a relação de Bax/Bcl-Xl. Contudo, de 
modo semelhante ao observado para essas 
variáveis de forma individual, embora tenha 
sido observada uma menor relação Bax/Bcl-Xl 
no grupo ETO, não foi observada diferença 
significativa entre os grupos. Para essa 
avaliação, os resultados de mediana foram 7,24; 
3,84 e 4,26 para os grupos CON+, ETO e PRO, 
respectivamente.
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Figura 14: Médias da expressão gênica relativa (±erro padrão) de Bax (à esquerda) e de Bcl-Xl (à direita) em ratos 
submetidos a trauma medular espinal associado ao tratamento com placebo, como controle positivo (CON+), 
etomidato (ETO) e propofol (PRO), em relação ao grupo laminectomia, como controle negativo (CON-). Avaliação 
aos sete dias pós-operatório. 
 

Com relação às caspases, também não foi 
observada diferença significativa na expressão 
relativa de caspase-9 (p=0,555). Para esse gene, 
foram obtidos os seguintes resultados de média 
± erro padrão:  0,479 ± 0,121; 0,52 ± 0,059 e 
0,426 ± 0,109 para CON+, ETO e PRO, 
respectivamente (Fig. 15). 

Para a expressão gênica de caspase-3, os 
seguintes resultados de média ± erro padrão 

foram obtidos: 0,906 ± 0,208; 0,649 ± 0,08 e 
0,323 ± 0,086 para CON+, ETO e PRO, 
respectivamente (Fig. 15). Na comparação 
estatística, foi observada diferença significativa 
entre os grupos CON+ e PRO, e entre ETO e 
PRO (p<0,05). Apesar da expressão desse gene 
ter sido menor para o grupo ETO que para o 
CON+, essa diferença não foi estatísticamente 
significativa.

  

 
Figura 15: Médias da expressão gênica relativa (± erro padrão) de Caspase-9 (à esquerda) e de Caspase-3 (à 
direita) em ratos submetidos a trauma medular espinal associado ao tratamento com placebo, como controle 
positivo (CON+), etomidato (ETO) e propofol (PRO), em relação ao grupo laminectomia, como controle negativo 
(CON-). Avaliação aos sete dias pós-operatório. (*p<0,05). 
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7. DISCUSSÃO 

7.1 Experimento 1 - Padronização do 
trauma medular espinal experimental em 
ratos 

Em se tratando de TME contuso experimental, a 
utilização de uma haste metálica em queda 
sobre a dura-máter exposta é uma descrição 
recorrente, com modificações dos modelos 
propostos por Allen (1911) e Gruner (1995). 
Com base nesses modelos, a Escola de 
Veterinária da Universidade Federal de Minas 
Gerais desenvolveu esse dispositivo indutor de 
trauma medular espinal em ratos, como uma 
adaptação do modelo inicialmente proposto por 
Silva et al. (2008) e Torres et al. (2010) e 
utilizado por Costa (2010), Drummond (2010), 
Caldeira (2011) e Rosado (2011). Exceto pela 
ausência de um potenciômetro, que avaliaria os 
parâmetros dinâmicos do impacto, o trauma 
medular espinal contuso aqui empregado se 
assemelha ao descrito por Gruner (1995), o qual 
tem sido extensamente utilizado por diferentes 
grupos de pesquisa (Basso et al., 1996a; Velardo 
et al., 2004; Lee et al., 2008). 

Apesar de tecnicamente simples, a técnica de 
trauma medular contuso, descrito no presente 
estudo, exigiu treinamento do cirurgião para 
realização da laminectomia, sem que ocorresse 
lesão medular acidental. A utilização de drill 
pneumático permitiu o rápido desgaste da 
lâmina dorsal da vértebra T12, mas a retirada da 
mesma foi finalizada, cuidadosamente, com 
uma pinça hemostática de Halsted. O diâmetro 
de abertura da lâmina (5,0 mm) constituiu ponto 
fundamental da técnica, possibilitando que a 
haste atingisse a medula sem, no entanto, tocar 
o tecido ósseo adjacente. 

Em relação à dosagem de glutamato no líquor, 
esta é uma ferramenta versátil, utilizada em 
estudos de neurociências variados, tanto para 
mensurar o efeito antinociceptivo de fármacos 
(Souza et al., 2008), quanto para avaliar a 
intensidade de lesão no sistema nervoso central 
(McAdoo et al., 1999). 

No presente trabalho, a colheita de líquor em 
quantidade suficiente para dosagem enzimática 
de glutamato no espectrofluorímetro não se 

mostrava compatível com a vida, sendo então 
realizada a eutanásia dos animais. 

Os resultados da dosagem de glutamato 
evidenciam para a liberação aguda desse 
neurotransmissor. Entretanto, sua concentração 
elevada não persiste por longo período de 
tempo, como já demonstrado por Liu et al. 
(1991) e McAdoo et al. (1999), que observaram 
redução da concentração de glutamato no líquor 
duas horas após a indução do trauma medular.  

Além disso, esses dados demonstram que a 
energia potencial (Ep) de 0,00147 J, resultante 
da haste de 10 g em queda a 15 mm de altura 
sobre a dura máter, foi capaz de causar lesão 
medular de intensidade suficiente para induzir 
quadro de excitotoxicidade, caracterizado pelo 
aumento da concentração de aminoácidos 
excitatórios no local da lesão. Como já descrito 
por outros autores (Amar e Levy, 1999; 
McAdoo et al., 1999; Leonard e Kirby, 2002), 
esse quadro é fundamental na fisiopatologia do 
TME, determinando o aumento do influxo de 
cálcio intracelular e a morte celular. 

Apesar de não ter sofrido trauma medular, o 
grupo laminectomia (LMT) também mostrou 
concentração de glutamato significativamente 
maior que os animais submetidos apenas à 
anestesia e coleta de líquor (CTL). Mas essa 
resposta já era esperada, haja vista que a 
elevação da concentração deste 
neurotransmissor ocorre também por estímulo 
nociceptivo (Souza et al., 2008), o qual foi 
provocado pela própria intervenção cirúrgica. 

Desse modo, os resultados obtidos mostram que 
o dispositivo permitiu a obtenção de trauma 
medular contuso em ratos, com elevação de 
glutamato no meio extracelular, caracterizando 
um quadro de excitotoxicidade. Esse modelo 
padronizado de TME em ratos foi, portanto, 
utilizado no Experimento 2 do presente 
trabalho. 
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7.2 Experimento 2 - Avaliação da 
neuroproteção do propofol e do 
etomidato 

O trauma medular contuso, adotado no presente 
estudo, foi capaz de induzir, de forma eficiente, 
lesão aguda no tecido medular, de intensidade 
leve a moderada, como demonstrado pelas 
alterações deambulatórias observadas no 
período pós-cirúrgico, de acordo com a 
classificação de Basso et al. (1995). Com isso, 
promoveu-se maior preservação do tecido 
nervoso, com índices de morte celular 
decorrentes de apoptose, ao invés de necrose, 
mais evidente no trauma medular grave. 
Adicionalmente, consideraram-se estudos 
acerca da neuroproteção encefálica induzida por 
fármacos anestésicos que demonstraram efeito 
protetor mais eficaz e duradouro em condições 
de isquemia e reperfusão de menor intensidade 
(Sano et al., 1993; Engelhard et al., 2004a; 
Engelhard et al., 2004b). 

Apesar de diversos estudos já terem avaliado o 
efeito neuroprotetor de agentes anestésicos em 
modelos de isquemia e reperfusão encefálica, 
ainda são escassos os trabalhos sobre a 
neuroproteção do propofol e do etomidato em 
isquemia e reperfusão medular. Com relação ao 
efeito protetor desses fármacos em animais 
submetidos ao trauma medular contuso, os 
estudos são ainda mais incipientes, não sendo 
encontrada na literatura consultada a 
comparação dos efeitos anti-apoptóticos do 
etomidato e do propofol no trauma medular, 
como proposto no presente trabalho. 

Com relação às doses de propofol e etomidato, 
as metodologias correspondentes variam entre 
os estudos, incluindo as vias de administração 
desses fármacos, o tipo e a intensidade do 
trauma, bem como os parâmetros avaliados e o 
tempo de observação após a lesão. Assim, tem-
se a via intravenosa, com aplicação antes e 
durante a indução da lesão isquêmica ou 
traumática (Sano et al., 1993; Drummond et al., 
1995; Patel et al., 1995; Yamaguchi et al., 2000; 
Engelhard et al., 2004a; Engelhard et al., 2004b; 
Gerçek et al., 2007; Yamamoto et al., 2010; Yu 
et al., 2010), ou imediatamente após a lesão 
(Dixon et al., 2003; Ates et al., 2006; Statler et 
al., 2006); a via intra-arterial (Kumagai et al., 
2006; Lin et al., 2008a; Lin et al., 2008b) e a via 

intraperitoneal (Kaptanoglu et al., 2002; Ergün 
et al., 2010). 

No presente estudo, optou-se por realizar a 
administração do propofol e do etomitado por 
via intraperitoneal (IP) pela facilidade de 
aplicação e absorção semelhante à via 
intravenosa (Lukas et al., 1971). Apesar de não 
ser a via mais frequentemente utilizada, já 
demonstrou ser capaz de proteger os tecidos 
orgânicos em diferentes modelos experimentais. 
Ergün et al. (2010) utilizaram propofol (10, 25 e 
50 mg/kg) e etomidato (2,5, 5 e 10 mg/kg), 
intraperitonealmente, antes de induzir isquemia 
muscular e observaram redução da concentração 
de indicadores de estresse oxidativo, mesmo nas 
menores doses. De modo semelhante, 
Kaptanoglu et al. (2002), comparando o efeito 
neuroprotetor do tiopental e do propofol, 
empregaram 40 mg/kg de propofol (IP) ou 15 
mg/kg de tiopental (IP), imediatamente após 
trauma medular, e observaram neuroproteção de 
ambos os fármacos, embora mais evidente no 
grupo que recebeu tiopental. Ainda, Cayli et al. 
(2006) utilizaram dose única de 2 mg/kg de 
etomidato (IP) imediatamente após trauma 
medular contuso e obtiveram melhora no quadro 
de peroxidação lipídica, semelhante ao grupo 
que recebeu metilprednisolona. 

Apesar de alguns estudos demonstrarem 
resultados satisfatórios com determinadas doses 
dos referidos anestésicos, como ilustrado acima, 
no presente trabalho, a determinação das doses 
se baseou em um estudo piloto, de modo a 
estabelecer a menor dose intraperitoneal com 
efeito anestésico no rato. Desse modo, foi 
possível mimetizar a aplicação de dose única do 
anestésico para intubação endotraqueal de um 
paciente que seria submetido a um 
procedimento cirúrgico em situação clínica de 
emergência pós-trauma medular espinal. Nesse 
contexto, foram propostas as doses de 30 mg/kg 
para propofol e 3 mg/kg para etomidato por via 
intraperitoneal, estando estas próximas aos 
valores utilizados em outros estudos. 

Dada a impossibilidade de realização do 
procedimento cirúrgico para indução do trauma 
medular nos animais sem a utilização de 
anestésicos, no presente estudo, optou-se pelo 
protocolo cetamina e xilazina, por conferir 
plano anestésico cirúrgico, com manutenção de 
parâmetros cardiovasculares dentro de limites 
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fisiológicos (Saha et al., 2007). Essa associação 
anestésica foi administrada igualmente em todos 
os grupos, sete minutos antes do início do 
procedimento cirúrgico, com o objetivo de 
retirar seu efeito sobre os tratamentos. Embora a 
cetamina tenha efeito neuroprotetor 
comprovado, por antagonizar, de forma não 
competitiva, receptores NMDA (Himmelseher 
et al., 1996), esse fármaco já foi utilizado, em 
associação com xilazina ou não, em estudos 
anteriores, sobre neuroproteção anestésica, para 
anestesia pré-tratamento, com resultados 
satisfatórios para os fármacos testados 
(Kaptanoglu et al., 2002; Kumagai et al., 2006; 
Gerçek et al., 2007). 

Em se tratando do período de avaliação 
utilizado, optou-se por sete dias para se 
acompanhar a evolução clínica, as alterações 
histológicas e a expressão gênica de indicadores 
da apoptose. Isso devido ao fato de que os 
eventos secundários perpetuadores da lesão 
primária, dentre eles a morte celular por 
apoptose, se iniciam minutos após o trauma, 
podendo se prolongar por dias ou meses (Lu et 
al., 2000). Apesar de alguns trabalhos sobre 
neuroproteção anestésica terem realizado 
avaliações duas (Ergün et al., 2008), 24 
(Kumagai et al., 2006) e 48 horas após o trauma 
(Yamamoto et al., 2010), existe uma 
preocupação sobre a incapacidade desses 
fármacos em manter o efeito neuroprotetor por 
períodos maiores. Dessa maneira, a avaliação 
aos sete dias abrangeu os principais eventos 
responsáveis pela progressão da lesão medular, 
sendo possível também sugerir evidências da 
neuroproteção prolongada. 

Com relação à avaliação clínica de capacidade 
locomotora, o teste BBB foi de fácil execução e 
não representou condição de estresse aos 
animais, já que foi feito condicionamento a essa 
situação nos três dias que antecederam ao 
procedimento cirúrgico. A manutenção do 
escore máximo no grupo CON- indicou que a 
laminectomia não causou lesão ao tecido 
medular à observação clínica. Desse modo, os 
animais submetidos à lesão medular 
apresentaram déficits neurológicos resultantes 
apenas do trauma causado pela queda da haste 
metálica sobre a medula espinal. 

Os resultados obtidos na comparação das 
medianas do escore BBB entre grupos e entre 

dias sugerem recuperação clínica mais rápida do 
grupo ETO, quando comparada aos grupos PRO 
e CON+. Essa recuperação clínica mais precoce 
observada no grupo ETO também foi observada 
por outros autores. Yu et al. (2010) obtiveram 
escores de função neurológica semelhantes entre 
os animais tratados com etomidato antes e 
durante a lesão e aqueles sem lesão (grupo 
sham), em um modelo de isquemia e reperfusão 
da medula espinal. De modo semelhante, Cayli 
et al. (2006) obtiveram melhor recuperação da 
função locomotora nos animais tratados com 
etomidato quando comparados com os dois 
grupos controle positivo, administrados 
imediatamente após trauma medular contuso. 
Esses resultados, em conjunto, sinalizam o 
etomidato como um fármaco neuroprotetor 
medular. Entretando, visto que a avaliação 
clínica é um teste subjetivo, avaliações  
histológicas e RT-PCR em tempo real foram 
utilizados para confirmar essa observação. 

A respeito da avaliação histológica, a 
mensuração da área da lesão tem sido 
amplamente empregada em diferentes estudos 
com lesões do SNC (Basso et al., 1996a; Joshi e 
Fehlings, 2002; Cayli et al., 2006; Poon et al., 
2007) como uma ferramenta para avaliar a 
neuroproteção por efeito de tratamentos no 
tecido acometido. 

A manutenção da morfologia normal da medula 
no grupo CON-, em adição ao já observado no 
exame clínico, confirmou a ausência de trauma 
acidental durante a laminectomia. Em relação 
aos tratamentos propostos, a administração, em 
dose única, de propofol ou etomidato uma hora 
após o trauma, não foi capaz de reduzir a área 
de lesão tecidual decorrente do trauma medular. 
Na literatura, a evidência de efeito protetor dos 
agentes anestésicos, avaliado pela histologia, 
possui resultados contrastantes, possivelmente 
devido às diferenças de metodologia, como o 
modelo experimental empregado, as dosagens e 
os momentos de aplicação desses fármacos. 
Dixon et al. (2003) e Adembri et al. (2006) 
demonstraram redução do volume da lesão no 
córtex cerebral com a administração, em dose 
única, de 2 mg/kg de etomidato (IV) antes da 
isquemia e 100 mg/kg de propofol (IP) 
imediatamente após a isquemia, 
respectivamente. De modo semelhante, Cayli et 
al. (2006) observaram redução da área de lesão 
após tratamento com dose única de etomidato (2 
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mg/kg, IP), imediatamente após trauma medular 
espinal. Por outro lado, Drummond et al. (1995) 
evidenciaram aumento da lesão encefálica após 
administração prolongada de etomidato antes e 
durante a isquemia cerebral focal e durante a 
reperfusão. Já Yamamoto et al. (2010) não 
observaram diferença significativa na área de 
vacuolização da substância branca após 
administração de 0,8 mg/kg/min (IV) de 
propofol 30 minutos antes e durante os 15 
minutos de isquemia espinal.  

Ainda sobre a avaliação histológica, a técnica de 
coloração por imunoistoquímica (IHQ) para 
proteína nuclear neuronal, Neu-N, foi 
empregada para determinar a viabilidade 
neuronal e o efeito neuroprotetor dos agentes 
anestésicos em questão. Basicamente, essa 
técnica consistiu na demonstração de antígenos 
presentes em secções de tecido através de 
ligações antígeno-anticorpo, as quais se 
tornaram evidentes após reação de coloração 
histoquímica (Ramos-Vara, 2005). A proteína 
Neu-N, muito utilizada em estudos de 
neurociências, foi escolhida dada a 
especificidade para células neuronais viáveis, 
sendo detectável tanto no núcleo quanto no 
citoplasma desse tipo celular (Sun et al., 2009). 

No presente estudo, a menor contagem de 
células Neu-N positivas no grupo CON+ 
demonstrou que o trauma infligido à medula 
espinal, embora de intensidade leve a moderada, 
foi capaz de reduzir significativamente a 
quantidade de neurônios viáveis. Contudo, a 
comparação entre os animais submetidos ao 
trauma e que receberam placebo ou um dos dois 
tratamentos propostos, não confirmou o efeito 
neuroprotetor dos fármacos anestésicos sobre as 
células neuronais aos sete dias pós-trauma. 
Resultado semelhante foi observado por 
Engelhard et al. (2004a), que, em um modelo de 
isquemia e reperfusão cerebral, avaliaram a 
viabilidade neuronal com emprego de dupla 
marcação imunoistoquímica com anticorpos 
Neu-N e Caspase-3 ativada. Neste estudo, não 
demonstraram diferença significativa entre o 
grupo controle e o tratado com propofol um, três 
e sete dias após o insulto isquêmico, mas 
somente aos 28 dias. Com base nessa 
informação, é possível que o período de 
observação estabelecido no presente estudo não 
tenha sido suficiente para determinar a 
neuroproteção neuronal. Por outro lado, em 

modelos de isquemia e reperfusão medular, foi 
observada maior preservação neuronal nos 
grupos tratados com propofol (Zeng et al., 
2009a; Yamamoto et al., 2010) e etomidato (Yu 
et al., 2010), mas diferente de Engelhard et al. 
(2004a), aqueles realizaram apenas 
caracterização morfológica dos neurônios pela 
coloração com hematoxilina e eosina. 

Mas seria possível haver efeito protetor dos 
fármacos avaliados sobre as células da 
neuróglia? Sabe-se que tanto o propofol (Zeng 
et al., 2009a) quanto o etomidato (Patel et al., 
1995) interferem na liberação de 
neurotransmissores excitatórios. Além disso, as 
células da neuróglia, especialmente 
oligodendrócitos e astrócitos, já se mostraram 
sensíveis à elevação desses aminoácidos através 
da ativação de receptores não-NMDA (Li e 
Stys, 2000). Portanto, a avaliação de indicadores 
de apoptose em neurônios e células da neuróglia 
poderia trazer resposta a esta questão. 

Para investigar os eventos relacionados à 
apoptose, foram avaliadas a fragmentação de 
DNA e a expressão de Bax, ambos  in situ, bem 
como a expressão gênica de Bax, Bcl-Xl, 
Caspase-9 e Caspase-3. 

A técnica imunoistoquímica de TUNEL teve 
como objetivo estudar a efetivação do processo 
de morte celular de neurônios e células da 
neuróglia nos diferentes grupos experimentais. 
A marcação de células TUNEL positivas, aos 
sete dias pós-trauma, avaliou a segunda onda de 
apoptose em células da glia, especialmente 
oligodendrócitos, que ocorre após o TME, como 
já demonstrado por Liu et al. (1997). O ensaio 
se baseou na ligação específica da enzima TdT 
(transferase deoxinucleotidil terminal) à 
extremidade 3'-OH do DNA fragmentado, e na 
subsequente amplificação pela ligação avidina-
peroxidase. Assim, foram marcadas as células 
que tiveram clivagem do seu DNA, tanto pelo 
processo de necrose quanto de apoptose (Huerta 
et al, 2007). Apesar dessa técnica, isoladamente, 
não ser um indicador específico de apoptose, ela 
tem sido utilizada em conjunto com outras 
metodologias para este fim. 

As contagens médias de células TUNEL 
positivas por campo sugerem que a 
administração tanto de propofol (PRO) quanto 
de etomidato (ETO), uma hora após trauma 
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medular, foi capaz de reduzir de forma 
semelhante a morte de células, embora essa 
redução não tenha sido suficiente para refletir 
em redução da área da lesão, como discutido 
anteriormente. 

A redução da fragmentação do DNA presente 
em células nervosas por ação do tratamento com 
propofol também foi documentada por outros 
autores, corroborando, assim, o que se verificou 
no presente estudo. Acquaviva et al. (2004) e 
Wu et al. (2011) observaram que o propofol 
reduziu a morte celular por apoptose em 
modelos de cultura de células nervosas. De 
modo semelhante, Engelhard et al. (2004a) e 
Engelhard et al. (2004b), avaliando a ativação 
das vias da apoptose em isquemia e reperfusão 
encefálica, demonstraram que o propofol foi 
capaz de influenciar favoravelmente o equilíbrio 
de proteínas pró-apoptóticas e anti-apoptóticas, 
inibindo assim a morte apoptótica de neurônios. 
Interessante que ainda não foi documentada 
redução da apoptose na medula em animais 
submetidos a trauma e tratados com etomidato. 

A técnica de RT-PCR em tempo real foi 
utilizada para quantificar a expressão gênica de 
indicadores de apoptose, nos animais 
submetidos ao trauma medular, em relação ao 
grupo CON-. A técnica consistiu na 
amplificação de sequências gênicas específicas 
de RNA-m (primers) e na quantificação da 
fluorescência (SYBR) emitida ao longo da 
reação. Como resultado, foi obtida a quantidade 
relativa de RNA-m nas células, que codificava 
para os genes supracitados (Valasek e Repa, 
2005; VanGuilder et al., 2008), segundo a 
fórmula 2-!!CT. 

Apesar de ter sido observada maior expressão 
gênica para Bax no grupo CON+ que nos grupos 
ETO e PRO, a diferença não foi significativa 
(p=0,25). Entretando, a avaliação por 
imunofluorescência para essa mesma proteína, 
permitiu a observação de diferença significativa 
entre os grupos CON- e CON+, demonstrando a 
ativação da via intrínseca pró-apoptótica 
secundária ao trauma espinal, como já descrito 
por Qiu et al. (2001). Interessante também notar 
que os grupos ETO e PRO foram 
estatisticamente semelhantes ao grupo CON-, 
sugerindo uma menor expressão de Bax nos 
grupos tratados com propofol e etomidato, como 
observado por Engelhard et al. (2004a) para o 

propofol, em modelo de isquemia cerebral. A 
diferença dos resultados obtidos nas avaliações 
de PCR e imunofluorescência para a mesma 
proteína pode ser justificada pelas próprias 
técnicas empregadas, lembrando que o RT-PCR 
em tempo real avalia a expressão gênica do 
RNA-m que codifica para Bax e, na 
imunofluorescência, é quantificada a proteína já 
sintetizada, sugerindo portanto uma redução da 
expressão gênica aos sete dias pós-trauma, mas 
uma quantidade mais expressiva dessa proteína 
já teria sido sintetizada no tecido medular.   

Com relação à expressão de Bcl-Xl, a ausência 
de diferença entre os grupos também foi 
observada por Engelhard et al. (2004a) aos sete 
dias pós-isquemia para a proteína Bcl-2, 
sugerindo que a avaliação do efeito do propofol 
e do etomidato sobre a expressão gênica desses 
indicadores da apoptose, no presente estudo, 
tenha sido tardia para detectar essas alterações, 
já que a ativação da via intrínseca mitocondrial 
ocorre de forma aguda, 24 a 72 horas pós-
trauma (Qiu et al., 2001).  

Com relação às caspases, a ausência de 
diferença significativa na expressão relativa de 
caspase-9 vai ao encontro do obtido para a 
expressão gênica de Bax e Bcl-Xl, já que a 
ativação da pró-caspase-9 e sua clivagem em 
caspase-9 é dependente da liberação de 
citocromo C na via mitocondrial da apotose 
(Heiden e Thompson, 1999; Adrain e Martin, 
2001; Huerta et al., 2007).  

Para a expressão gênica de caspase-3, o menor 
valor para essa protease nos grupos PRO e ETO 
que no CON+ sugere que o efeito neuroprotetor 
do propofol envolve a inibição da caspase-3, 
uma protease efetora da apoptose, que leva à 
fragmentação do DNA, como confirmado pela 
marcação histoquímica de TUNEL. A menor 
expressão desse gene para o grupo ETO que 
para o CON+, embora não significativa, pode 
sugerir que aos sete dias, a inibição da 
expressão gênica para caspase-3 no grupo ETO 
já tenha ocorrido, ou ainda que o efeito 
neuroprotetor do etomidato ocorra por um 
mecanismo de apoptose independente das 
caspases, através da ativação de fator indutor de 
apoptose (AIF), como citado por Kawaguchi et 
al. (2005), podendo ser alvo de futuros estudos. 
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Em conjunto, os resultados obtidos no presente 
estudo apontam para um efeito neuroprotetor 
mais precoce do etomidato sobre o TME, e um 
efeito neuroprotetor mais tardio para o propofol, 
embora ambos tenham mostrado efeito sobre a 
medula espinal lesada. Entretanto, a 
confirmação dessa observação só será possível 
em trabalhos futuros, na comparação de 
diferentes tempos de avaliação. 

Embora os mecanismos de redução da apoptose 
nos estudos sobre neuroproteção com emprego 
de fármacos anestésicos não estejam 
completamente elucidados, foi demonstrada a 
participação do propofol e do etomidato na 
redução da peroxidação lipídica, através da 
ativação de antioxidantes endógenos, como 
superóxido desmutase (Yu et al., 2010) e 
glutationa (Cayli et al., 2006), bem como pela 
redução da liberação de glutamato (Patel et al., 
1995) e da produção de radicais livres de 
oxigênio, como xantina oxidase e óxido nítrico 
(Cayli et al., 2006). Como a formação de 
espécies reativas de oxigênio interfere na dupla 
camada de ácidos graxos insaturados da 
membrana lipídica das células, constituindo 
importante fator desencadeador da apoptose, é 
possível que a ação anti-apoptótica do propofol 
e do etomidato ocorra por esse mecanismo. 
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8. CONCLUSÕES 
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8. CONCLUSÕES 

Diante dos resultados do presente estudo é 
possível concluir que: 

* O dispositivo indutor de trauma medular 
espinal para ratos, desenvolvido pela EV-
UFMG, produz lesão medular padronizada, com 
quadro de excitotoxicidade, mostrando-se válido 
para o estudo de neuroproteção anestésica. 

* O etomidato, administrado em dose única por 
via intraperitoneal, na dose de 3 mg/kg, permitiu 
recuperação clínica da função locomotora de 
forma mais precoce. 

* Os agentes anestésicos propofol e etomidato, 
administrados em dose única por via 
intraperitoneal, nas doses de 30 mg/kg e 3 
mg/kg, respectivamente, reduziram a morte 
celular no tecido medular aos sete dias pós-
trauma. 

* O mecanismo de ação neuroprotetor do 
propofol e do etomidato não foram totalmente 
elucidados, mas a via mitocondrial parece estar 
envolvida, com efeito mais precoce do 
etomidato, contudo outros estudos, com 
menores intervalos de avaliação, são necessários 
para confirmar essa observação. 
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ANEXO 1 
Certificado de aprovação do projeto pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal 
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ANEXO 2 

Protocolo geral para imunoistoquímica (Neu-N) 

 

! Estufa 65oC (15 min) 
! Xilol 1 e 2 (30 min cada) 
! Álcool absoluto 1, 2 e 3 (5 min em cada) 
! Álcool 90% (5 min) 
! Álcool 80% (5 min) 
! Álcool 70% (5 min) 
! Água corrente (5 min) 
! Tampão citrato 0,01M e pH 6,0 a 90ºC em banho-maria (20 min) 
! Tampão citrato 0,01M e pH 6,0 a temperatura ambiente (20 min) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! Bloqueio de peroxidases endógenas com peróxido de hidrogênio a 3% em metanol (30 min) – 
temperatura ambiente no escuro. 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! Soro bloqueio (30 min) – câmara úmida a temperatura ambiente 
! Anticorpo primário anti-Neu-N - diluição 1:1000 (overnight) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min)  
! Anticorpo secundário (45 min) – câmara úmida a temperatura ambiente 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min)  
! Estreptovidina-peroxidase (30 min) - câmara úmida a temperatura ambiente 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! PBS (5 min) 
! DAB (30 seg)  
! Água corrente (10 min) 
! Hematoxilina (4 seg) 
! Água corrente (10 min) 
! Álcool 70% (3 min) 
! Álcool 80% (3 min) 
! Álcool 90% (3 min) 
! Álcool absoluto 1, 2 e 3 (10 min em cada) 
! Xilol 1 e 2 (15 min em cada) 
! Montagem das lâminas com bálsamo do Canadá 
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ANEXO 3 

Protocolo para TUNEL 

FragEL DNA Fragmentation Detection Kit – TdT Enzyme  

 
! Estufa 67˚C (5 min) 
! Xilol 1 e 2 (10 min em cada) 
! Álcool absoluto 1 e 2 (5 min em cada) 
! Álcool 90% (3 min) 
! Álcool 80% (3 min) 
! Álcool 70% (3 min) 
! TBS (5 min) 
! Triton-X 0,5% em água destilada (10 min) 
! TBS (5 min) 
! TBS (5 min) 
! Proteinase K (20 min) – temperatura ambiente 
! TBS (5 min) 
! TBS (5 min) 
! Bloqueio de peroxidases endógenas com peróxido de hidrogênio a 3% em metanol (30 min) – 

temperatura ambiente no escuro. 
! TBS (5 min) 
! TBS (5 min) 
! TdT Equilibration Buffer (20 min) – temperatura ambiente  
! TdT Labeling Reaction Mixture (1.5 hs) – estufa a 37oC 
! TBS (5 min) 
! Stop Solution a 37oC (5 min) – temperatura ambiente 
! TBS (5 min) 
! TBS (5 min) 
! Blocking Buffer (10 min) – temperatura ambiente  
! 1X Conjugate (30 min) – câmara úmida a temperatura ambiente 
! TBS (5 min) 
! TBS (5 min) 
! DAB (15 min) 
! Água destilada (10 min) 
! Methyl Green (4 min) 
! Mergulhe 3 vezes em álcool absoluto 
! Deixe escorrer o excesso 
! Mergulhe 3 vezes em álcool absoluto novo 
! Deixe escorrer o excesso 
! Mergulhe 3 vezes em xilol 
! Montagem das lâminas com Bálsamo do Canadá 
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ANEXO 4 

Protocolo para imunofluorescência (Bax) 
 

! Exposição em luz ultra-violeta por 2hs 
! Estufa 67˚C – 5 min 
! Xilol 1 – 30 min 
! Xilol 2 – 15 min 
! Xilol 3 – 5 min 
! Álcool absoluto 1, 2 e 3 – 5 min em cada 
! Álcool 95% - 5 min 
! Álcool 80% - 5 min 
! Banho de água destilada – 15 min 
! PBS 0,15M (1, 2 e 3) – 5 min em cada 
! Permeabilização com Triton X-100 a 0,1% - 10 min a temperatura ambiente 
! Recuperação antigênica com tampão citrato em banho-maria – 20 min a 98˚C + 20 min em 

temperatura ambiente 
! Bloqueio de peroxidases endógenas com peróxido de hidrogênio a 3% em metanol (30 min) – 

temperatura ambiente no escuro. 
! PBS 0,15M (1, 2 e 3) – 5 min em cada 
! Bloqueio das peroxidases endógenas com PBS 0,15M + 5% de soro de ovelha + 1% de BSA – 60 

min a temperatura ambiente 
! Sudan Black B 0,01% em etanol 70% - 20 min (câmara úmida e temperatura ambiente) 
! Água corrente – 3 min 
! PBS 0,15M + 0,02% Tween 20 (1, 2 e 3) – 5 min em cada 
! Incubar com PBS 1x + 1% de BSA +  Anticorpo primário anti-Bax (1:100) - Overnight a 4ºC 
! PBS 0,15M (1, 2 e 3) – 5 min em cada 
! Incubar com PBS 1x + 1% de BSA + Anticorpo secundário (1:1000) – 1h (temperatura ambiente e 

escuro) 
! Incubar com DAPI (1:1000)– 30 min depois do anticorpo secundário (temperatura ambiente) 
! PBS 0,15M (1, 2 e 3) – 5 min em cada 
! Secar e montar com hydromount 
! Armazenar em freezer. 



 85!

ANEXO 5 

Medianas de deambulação em campo aberto (BBB) de ratos submetidos à laminectomia 
como controle negativo (CON-) e trauma medular espinal associado a anestesia com 
propofol (PRO), etomidato (ETO) ou placebo como controle positivo (CON+). 
 

 

Dias Controle 
negativo 

Controle 
positivo Etomidato Propofol 

0 21A 21A 21A 21A 

1 21aA 1bB 8bB 5bB 

2 21aA 1bB 8bB 8bB 

3 21aA 2,5bB 11,5bB 10bB 

4 21aA 7bA 14bB 13,5bA 

5 21aA 7,5bA 16,5abA 14,5bA 

6 21aA 8bA 17abA 16bA 

7 21aA 10,5bA 18abA 16bA 

 
Medianas seguidas de letras maiúsculas iguais na coluna não diferem entre si pelo 
teste de Friedman (p>0,05). Medianas seguidas de mesma letra minúscula na linha 
não diferem entre si pelo teste de Kruskal Walllis (p>0,05). 

 

 

 


