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RESUMO

Objetivou-se desenvolver um modelo de trauma medigado e moderado, para avaliar o efeito da
prednisona em diferentes tempos apoés esse trauimeir@mente foram utilizados Rattus novergicus
submetidos a compressdo medular empregando-se aralbap estereotaxico com diferentes pesos e
tempos e padronizou-se a utilizagdo de 50,5g pwocminutos. Posteriormente, utilizou-se 25 ratos
submetidos ao trauma proposto e divididos em ograpos de cinco. O grupo A recebeu placebo oito
horas ap6s o trauma; os grupos B, C, D e E reasberednisona oito, 24, 48 e 120 horas apds o trauma
respectivamente. A prednisona foi administradaose dle 2mg/Kg, durante cinco dias com diminui¢éo
progressiva até o 26° dia. Os animais foram avadiadnforme a capacidade motora; posicionamento
proprioceptivo; reflexo de localizacéo; plano inelilo e sensibilidade dolorosa. Apds 33 dias dagi@ru

os animais foram sacrificados e, realizou-se apégblogia das medulas espinhais onde constatou-se
degeneragdo das raizes nervosas, necrose medumcd@ glial, sem diferencas entre os grupos.
Verificou-se falta de correlacé@o entre os testde@mdo que ndo houve um grupo superior. A utifivag
da prednisona na lesdo medular néo teve efeiteedid@do com o tempo e a administracéo tardiaoido f
prejudicial & recuperacao neurolégica.

Palavras-chave: prednisona, modelo experimensadolenedular, ratos

ABSTRACT

We develop a model to evaluate the effects of psedie when applied at different time intervals rafte
moderate and acute spinal cord injury. A pilot gtuding 10Rattus novergicugllowed us to define a
spinal cord injury protocol as 50.5g applied durfivg minutes with estereotoxic equipment. Later 25
rats were submitted to this protocol and randomliddd into five treatment groups: one group reediv
placebo 8 hours after injury and the remaining fgtoups received prednisone eight, 24, 48 and 120
hours after injury. Prednisone was applied at 2kgglosage during five days and progressively rediuce
until the 26th day. Animals were evaluated by matpacity, proprioceptive positioning, searchingsne
reflex, inclined plan and sensibility to pain. Eacht was sacrificed 33 days after surgery for
histopathology of the spinal cords that revealegederation of the rootlets, spinal cord necrosid an
reactive gliosis, with no significant differencem@ng treatment groups. Results for the various teist

not seem to be consistent and hence we could mafuzte which treatment group was the best. Late
administration of high dosages of prednisone tonafs with acute spinal cord injury had no deletesio
effects on neurological recovery.

Key Words: Prednisone; experimental models, spaal injury, rats.
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1. INTRODUCAO

A lesdao a medula espinhal geralmente tem
resultados devastadores com déficits
neurologicos graves e de longa duragéo (Tator e
Fehlings, 1991; Delamarter et al., 1995; Aradjo,
2005). Além de ser um dos problemas
neurolégicos mais comuns na pratica
veterinaria, também é muito instigante (Braund
et al., 1990b). Uma terapia efetiva para tratar a
medula espinhal lesada é uma das maiores
indagac¢bes que desafiam médicos veterinarios e
humanos (Hoerlein et al., 1983).

Os danos a medula espinhal variam
consideravelmente dependendo da gravidade,
velocidade e duracdo da injaria. Um trauma
agudo resulta em déficits neuroldgicos causados
pela interrupcéo direta das vias neuronais, e por
alteragdes subseqiientes que ocorrem por um
periodo de horas até dias apds a lesdo primaria.
Esses traumas geralmente causam hemorragia,
edema e isquemia, afetando principalmente a
substéncia cinzenta. Na maioria das vezes, a
agressdo primaria nao é suficiente para causar
dano permanente, mas desencadeia uma série de
eventos secundarios progressivos que agravam
essas primeiras lesdes. Mecanismos vasculares,
bioquimicos e eletroliticos séo responsaveis por
esses eventos pos-traumaticos, e coletivamente
resultam em reducdo do fluxo sangiineo
espinhal, isquemia e eventual necrose (Rivlin e
Tator, 1979; Colter e Rucker, 1988; Braund et
al., 1990b; Shores, 1992; Summers et al., 1995;
Kraus, 1996; Li et al., 1996; Tator e Koyanagi,
1997; Taoka e Okajima, 1998; Bagley et al.,
1999; Jeffery e Blakemore, 1999b; Bagley,
2000; Bergman et al., 2000a; Lu et al., 2000;
Mallei et al., 2005).

Embora ndo se tenha o controle sobre o trauma
inicial @ medula espinhal, o tratamento clinico
elou cirargico pode influenciar a sobrevivéncia
neuronal pela interrupcdo dos eventos
subseqiientes ao trauma. O tempo para se iniciar
o tratamento é fundamental na determinagao do
prognoéstico (Rucker et al, 1981; Colter e
Rucker, 1988; Braund et al., 1990a; Coughlan,
1993; Kraus, 1996; Meintjes et al., 1996;
Bagley et al., 1999; Bagley, 2000; Bergman et
al., 2000b; Carlson et al., 2000). Exames
patofisiolégicos do trauma agudo da medula
espinhal mostram que a progressao dos danos
teciduais ja se encontra quase concluida em 24
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horas, entdo se preconiza que o tratamento para
ser efetivo deve ser instituido dentro desse
prazo (Janssens, 1991).

Devido & natureza debilitante das lesGes de
medula e a falta de tratamento efetivo, inUmeras
pesquisas tém sido feitas para investigar o
mecanismo patofisiolégico e uma possivel
interrup¢do das suas seqlelas (Brown e Hall,
1992). O trauma medular experimental é
estudado com o propésito de se entender melhor
a patologia buscando alternativas terapéuticas
mais eficientes para trata-la (Janssens, 1991).

Apesar do grande avangco nhas pesquisas
neurocientificas espinhais, poucos instrumentos
estdo disponiveis e acessiveis para a simulagao
experimental da lesdo medular. Essa pouca
disponibilidade de equipamentos e

metodologias se deve principalmente a altos
custos, incapacidade dos instrumentos de se
adaptar aos varios tamanhos de animais e aos

diferentes segmentos medulares, falhas no
ajuste do alinhamento espinhal para
manipulagbes cirdrgicas, e complicado

manuseio pré-cirdrgico (Cunningham et al.,
2005). Obter um modelo animal reprodutivel é
critico e fundamental para o desenvolvimento
de terapias experimentais em pesquisas
laboratoriais (Dohrmann, 1972; Roussos et al.,
2005).

Os corticdides s&do as principais drogas
utilizadas por veterinarios para tratar o trauma
medular, apesar de sua eficicia ser bastante
guestionada (Bracken et al., 1984; Von Euler et
al., 1996). Evidéncias sugerem que seu efeito se
deve principalmente a capacidade de inibir a
peroxidagcdo de lipidios pelos radicais livres,
guando empregados logo apos a injdria em altas
dosagens (Tator e Fehlings, 1991; Brown e
Hall, 1992; Meintjes et al., 1996; Von Euler et
al., 1996; Gerndt et al., 1997), e de aumentar o
fluxo sangilineo espinhal e a perfusdo dos
microvasos  melhorando  clinicamente a
recuperagdo neurologica (Young e Flamm,
1982; Tator e Fehlings, 1991).

A prednisona é um corticbide comumente
utilizado no tratamento de cdes com lesédo de
medula espinhal no Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais. E, contradizendo muitos
estudos publicados que desencorajam o uso de



corticéides tardiamente ao trauma de medula
espinhal, este medicamento tem demonstrado
bons resultados clinicos mesmo quando
instituido muitas horas apo6s a injaria.

O objetivo desse estudo foi desenvolver um
modelo experimental de trauma medular
compressivo agudo; simples, econdmico, eficaz,
reprodutivel e capaz de provocar lesdes de
vérias intensidades. Objetivou também avaliar o
efeito do tratamento com a prednisona
administrada em dosagem alta em diferentes
tempos apdés o trauma de medula espinhal
produzido experimentalmente em ratos, através
de estudos clinico e histopatoldgico.

2. REVISAO DE LITERATURA

O trauma espinhal é uma afeccdo neuroldgica
freqlentemente  encontradas na  prética
veterinaria de pequenos animais (Faden et al.,
1984; Colter e Rucker, 1988; Braund et al.,
1990b; Tator e Fehlings, 1991; Meintjes et al.,
1996; Bergman et al.,, 2000a). O dano
neurolégico que causa pode comprometer
permanentemente a qualidade de vida do
animal, e muitas vezes determina sua morte ou
sacrificio (Colter e Rucker, 1988).

As lesbes ao sistema nervoso central podem ser
causadas por fatores extrinsecos e/ou
intrinsecos. O trauma a coluna espinhal é uma
causa comum de disfuncao da medula e, quando
extrinseco comumente causa fratura ou luxagao
vertebral (Bagley et al., 1999; Bagley, 2000;
Bagley et al., 2000). Os fatores extrinsecos
incluem atropelamentos, quedas, chutes e
pisoteios, mordidas e armas de fogo. As causas
intrinsecas compreendem protrusdo do disco
intervertebral, malformacgéo vertebral, fraturas
patolégicas devido a osteopenia, osteomielite, e
massas compressivas extramedulares como
abscessos e neoplasias (Hoerlein, 1971; Colter e
Rucker, 1988; Shores et al. 1990; Summers et
al., 1995). Um animal pode indiretamente ferir
sua medula espinhal correndo, pulando ou
fazendo algum outro movimento que produza
hiperextensao, hiperflexdo ou tor¢cdo anormal da
coluna. O trauma pode resultar em leséo apenas
na medula espinhal, na coluna ou em ambas
(Hoerlein, 1971; Shores et al. 1990; Shores,
1992).

A compressdo medular pode ocorrer facilmente
em cées, porque nessa espécie o canal vertebral
€ relativamente pequeno comparado com o
didmetro da medula (Bergman et al., 2000a),
especialmente  na regido  toracolombar
(Hoerlein, 1971). Os traumas toracicos tendem a
causar lesdes medulares mais graves do que 0s
cervicais (Bergman et al., 2000a), porque na
porcao cervical o canal medular € um pouco
maior em relacdo a medula, o que determina
uma maior tolerancia a compresséo (Braund et
al., 1990a). A parte toracica é a regido mais
estavel da coluna vertebral de um cao, sendo a
juncdo toracolombar a regido de maior
ocorréncia de fraturas e luxagbes (Braund et al.,
1990b; Summers et al., 1995).

As afecgbes agudas e crbnicas da medula
espinhal sdo sindromes clinicopatoldgicas
distintas (Kraus, 1996; Kornegay, 1998). Existe
uma grande diferenca nos sintomas, grau de
lesdo e tempo de recuperacdo entre as injlrias
agudas e aquelas causadas por compressao
lenta, por isso o tipo de trauma é um fator
importante na avaliagdo do dano (Scharamm et
al, 1979, Carlson et al., 2000). Uma compressao
gradual lenta tende a ter um prognéstico melhor
do que uma compressao aguda (Braund et al.,
1990a; Summers et al., 1995; Araujo, 2005).

Nas compressfes crbnicas, devido a rigidez das
vértebras, a medula tende a distribuir o aumento
da presséo por toda a sua extensdo e nao apenas
nos segmentos adjacentes. Esse aumento da
pressdo pode determinar uma disfuncdo e,
geralmente, o fluxo sanguineo e o nivel de
oxigénio se mantém (Kraus, 1996). Esse tipo de
trauma comumente ndo produz hemorragia
aguda e nem necrose, e preserva mais a fungao
da medula. Clinicamente € caracterizado por
déficit neurolégico lentamente progressivo,
diminuicio da propriocepgdo e paresia
espastica, algumas vezes intercalados por
periodos de normalidade. A substancia branca é
a principal estrutura  afetada  com
desmielinizacdo e perda dos axénios (Summers
et al., 1995; Kraus, 1996).

A recuperacdo neurolégica apos uma
compressao cronica € proporcional a sua
duragdo. A descompressao breve propicia
melhores chances de recuperacéo, enquanto que
sua realizacdo apOs seis horas diminui essa
possibilidade. Ocorre uma associagdo entre o
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tempo de compressdo e a extensdo dos danos
(Delamarter et al., 1995; Carlson et al., 2000).
Dependendo do grau e duracdo da compressao,
a lesdo pode se tornar permanente (Summers et
al., 1995; Kraus, 1996).

O trauma compressivo esta associado com
morte de neurbnios, células da glia e células dos
microvasos. A compressao induz uma mudanca
retardada, indicando apoptose de células da glia,
principalmente oligodendrdcitos. A morte de
neurdnios e oligodendrdcitos apos o trauma
interfere  com a condutibilidade e induz
degeneracdo da mielina. Essa perda tardia dos
oligodendrdcitos ird reduzir a possibilidade de
remielinizacdo apés uma lesdo axonal e
promover a degeneragdo da mielina apds a
compressao. Existe a hipdtese axonal que apds a
lesdo da medula os axdnios lesados falhariam
em produzir estimulo para sobrevivéncia dos
oligodendrdcitos, ou seja, os oligodendrdcitos
dependeriam dos axénios intactos (Li et al.,
1996).

No trauma medular agudo a lesdo direta ou
primaria ocorre no momento da injdria por agao
mecénica de compressdo, distracdo, concussao
elou laceracdo no tecido nervoso e vascular.
Esse dano inicial desencadeia uma série de
acontecimentos, 0s eventos secundarios,
causados por interrupgdo na perfusdo vascular
normal, mudancas eletroliticas, e por uma
cascata de mediadores da degeneracao tecidual:
produtos dos leucdcitos, prostaglandinas,
leucotrienos, radicais livres e excitotoxinas
(Colter e Rucker, 1988; Braund et al., 1990z;
Tator e Fehlings, 1991; Shores, 1992;
Coughlan, 1993; Summers et al, 1995;
Kornegay, 1998; Bagley, 2000; Lu et al., 2000;
Araujo, 2005; Lee et al., 2005). Essas mudancas
patofisiologicas progressivas resultam em lesdo
de mais tecido neuronal e de suporte, muitas
vezes tornando o dano a medula irreversivel
(Panjabi e Wrathall, 1988). Essas alteracbes
geralmente ndo ocorrem nas compressoes lentas
(Braund et al., 1990a).

As lesbes agudas
acompanhadas por hemorragia, reacao
inflamatéria e edema, que comegam na
substancia cinzenta, e em algumas horas se
expandem envolvendo a substancia branca e os
segmentos medulares adjacentes (Colter e
Rucker, 1988; Braund et al, 1990a). A

sdo freqientemente
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substancia cinzenta, a qual contém os corpos
neuronais, € mais sensivel ao trauma agudo e a
isquemia do que a branca (Summers et al.,
1995).

Apesar de intensamente estudado, o completo
mecanismo que sucede a lesdo primaria no
trauma medular agudo ainda nao foi totalmente
elucidado (Faden et al., 1984; Colter e Rucker,
1988; Braund et al., 1990b; Tator e Fehlings,

1991; Meintjes et al., 1996; Bergman et al.,

2000a).

2.1. Patogénese do trauma medular
agudo

A gravidade da lesdo e a intensidade das
alterag@es histologicas variam diretamente com
a forca do impacto, portanto, a patogénese do
trauma medular agudo depende da forca da
injdria inicial (Colter e Rucker, 1988; Braund et
al., 1990a; Shores, 1992; Coughlan, 1993;
Kornegay, 1998; Bergman et al., 2000b).

Em impactos moderados ocorrem laceragfes
microvasculares com hemorragia e edema na
substancia cinzenta apds cerca de 15 minutos;
seguida de degeneracdo neuronal, edema e
tumefagdo axonal focal na branca. Em impactos
fortes as lesbes sao mais graves e mais
amplamente distribuidas, geralmente apds cinco
ou seis dias do impacto resulta na formacéo de
uma cavidade central na medula em que apenas
a borda periférica da substancia branca é
preservada (Tator e Fehlings, 1991; Kornegay,
1998). Dependendo da gravidade da lesdo, a
necrose pode se estender cranial e caudalmente,
tipicamente na base do funiculo dorsal. A
cromatoélise dos neurdnios do corno ventral
ocorre em resposta as injlrias no segmento
proximal de seus ax6nios, é a chamada reacéo
axonal. Enquanto nos traumas moderados a
medula apresenta cavitagbes cisticas centrais,
em alguns casos mais graves toda a medula se
torna necrética, sofre liquefacdo e se torna
pastosa, sendo mantida no lugar apenas pelas
meninges (Summers et al., 1995).

Parece haver trés mecanismos principais de
lesdo ao tecido nervoso. O primeiro é a
compressao ndo isquémica ao tecido neural.
Dependendo do trauma inicial este tipo de
compressdo pode causar uma resposta axonal
aguda ou cronica com bloqueio da



condutibilidade do axbnio e interrup¢do ao

fluxo normal de nutrientes, causando quebra dos
elementos nucleares e desorganizagdo da
mielina. A resposta aguda é mais dificil de ser

revertida pela descompressdo. JA a resposta
axonal cronica pode ser parcialmente revertida
se a descompressdo ocorrer antes do
desenvolvimento de mudancgas graves no tecido
neuronal (Delamarter et al., 1995). Alguns

axdnios se tornam necréticos e ocorre

fragmentacéo axonal devido a injaria (Janssens,
1991).

O segundo mecanismo de lesdo é a isquemia,
particularmente apds contusédo com danos aos
vasos sanglineos (Delamarter et al, 1995).
Ocorre um aumento nas catecolaminas,
provavelmente devido a deposicdo vascular no
local da hemorragia. A concentracao
intracelular de céalcio aumenta, e depdsitos de
calcio no axoplasma formam cristais de
hidroxiapatita. A medula espinhal perde a auto-
regulacdo do fluxo sangliineo. Os principais
aspectos observados sdo necrose hemorragica
na substancia cinzenta e degeneracao axonal na
branca. O edema na medula se estende dos
segmentos lesados aos adjacentes. Ocorre
infiltracdo de albumina nos neurdnios a ponto
de romper a membrana neuronal e desfazer a
barreira hemato-encefalica. A pressdo de
oxigénio diminui juntamente com um grande
aumento na concentracao de lactato (Janssens,
1991).

O terceiro mecanismo € a resposta imune.
Infiltrado  inflamatério  constituido  por
polimorfonucleares, macréfagos e linfécitos
produzem uma reacdo auto-imune no local da
lesdo que inibe a regeneracdo axonal
(Delamarter et al., 1995). Astrécitos reativos
podem conter imunoglobulinas, aparentemente
seqliestradas apds a interrupcdo da barreira
hemato-encefalica. Ocorre quimiotaxia de
leucdcitos, principalmente neutrdéfilos, em trés a
seis horas ap0s a lesdo. Em trés dias, os
macrofagos  derivados dos  mondcitos
sangliineos sao evidentes, e diminuem por volta
do quinto dia (Summers et al., 1995). A
fagocitose que se inicia poucos dias apoés a leséo
resulta na formacdo de cavitagcdes (Janssens,
1991).

Um dos principais eventos patofisioldgicos que
ocorrem no trauma medular agudo é a ruptura

das membranas celulares e dos microvasos. A
ruptura dos microvasos leva a formacdo de
radicais livres, agregacdo trombocitica e
obstrugcdo de vasos. A oxigenacdo celular fica
comprometida e eventualmente ocorre morte
celular, especialmente na substancia cinzenta. A
ruptura da membrana celular é guiada pelo
influxo de calcio, liberacdo de glutamato e
ativacdo da cascata de acido aracdonico. Essa
cascata resulta na produgdo de tromboxanos,
prostaglandinas e prostaciclinas, que atuam na
agregacao trombocitica, liberacao de serotonina,
vasoconstricdo e edema levando a anoxia e
morte celular (Colter e Rucker, 1988; Janssens,
1991).

Os eventos patologicos desencadeados pelo
trauma inicial culminam com necrose
hemorragica da substancia cinzenta e intensa
degeneragdo axonal na substancia branca apods
24 horas (Braund et al., 1990b), quando entéo
comega O processo regenerativo (Colter e
Rucker, 1988; Janssens, 1991). A morte celular
pode ser evidenciada na medula cinzenta em
quatro horas e a é&rea de necrose vai se
expandindo progressivamente por 48 horas
(Jeffery e Blackmore, 1999a) ou alguns dias
(Summers et al., 1995).

A lesdo resultante de diferentes tipos de trauma
medular agudo é freqiientemente similar, com
cavitagdo da  substancia cinzenta e
acometimento variavel do tecido periférico. A
extensdo em que ocorre morte celular de
neurdnios ou células da glia durante os eventos
secundarios é responsavel pela formacdo das
cavitacbes. Essas células morrem por dois
processos distintos: necrose e apoptose (Lu et
al., 2000). Os eventos secundarios levam a
expansao da lesdo primaria, inicialmente por
necrose das células adjacentes que é quase
imediato, e depois por um processo de morte
mais tardio, que € caracterizado por apoptose
neuronal, e ainda mais tarde por ativacédo
microglial e apoptose de oligodendrécitos
(Beattie, 2004).

Uma semana ap0s o0 trauma quase todas as
células na &rea necrética contém lissosomos e
desenvolvem vacuolos ficando com aspecto
espumoso (células de Gitter). A remielinizacédo
se inicia ap6s uma semana e se conclui em
guatro. O edema persiste por cerca de quatro
semanas (Janssens, 1991).
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2.2. Principais eventos e mediadores do
trauma medular agudo

Trés  processos inter-relacionados  sao
fundamentais nos eventos secundarios: a
isquemia, o aumento de calcio intraneuronal e a
peroxidagdo de lipidios induzida por radicais
livres (Coughlan, 1993). A apoptose também é
um componente essencial dos eventos
secundarios. Ela ocorre em neurbnios e
oligodendrdcitos poucas horas apds o trauma
inicial podendo persistir por varios meses,
sendo responsavel por perda celular tardia
(Mallei et al., 2005).

2.2.1. Efeitos da isquemia

A isquemia progressiva  poés-traumatica
desempenha importante papel na patogénese do
trauma medular agudo (Hedeman e Sil, 1974;
Kornegay, 1998). Sua intensidade esta
diretamente relacionada com a gravidade e a
progressdo das injurias (Hoerlein et al., 1985;
Braund et al., 1990b; Tator e Fehlings, 1991;
Jeffery e Blackmore, 1999a; Carlson et al.,
2000).

Os traumas agudos na medula espinhal causam
alterag@es locais e sistémicas na vascularizagéo,
como lesBes diretas aos pequenos vasos e perda
da auto-regulagdo, e também mudancas
circulatérias sistémicas como hipotenséo,
diminuicio do débito cardiaco (Tator e
Fehlings, 1991; Summers et al., 1995; Taoka e
Okajima, 1998) e diminuicdo da perfusao
tecidual (Hoerlein et al., 1983). As lesdes
vasculares tém um papel crucial nos danos
primarios e secundéarios (Tator e Koyanagi,
1997). Além disso, a diminuicdo do fluxo
sangliineo medular facilita a liberagéo de ferro e
contribui para formacédo de radicais livres e
peroxidacgdo de lipidios que agravam ainda mais
a lesao (Carlson et al., 2000).

Dois mecanismos principais foram propostos
para explicar a reducdo do fluxo sangiiineo na
medula espinhal apds a lesdo aguda: vascular e
neurovascular. A teoria vascular atribui a
isquemia aos efeitos diretos do traumatismo na
parede dos vasos, causando vasoespasmos,
laceracbes vasculares, tumefagdo das células
endoteliais e trombos. Entretanto, alguns
pesquisadores acreditam que o fator mais
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importante responsavel pela isquemia € o
vasoespasmo causado por agentes vasoativos,
como a norepinefrina e seu precursor a
dopamina, a serotonina derivada das plaquetas,
as endorfinas, as prostaglandinas, os radicais de
oxigénio e o calcio. Além disso, tem-se
estudado o papel relativo da acidose lactica,
radicais de oxigénio e neurotrasmissores
excitatérios na isquemia cerebral e medula
(Kornegay, 1998).

Em seguida a injuria ocorre uma perda de

autorregulagdo no segmento lesado e a perfusédo
na medula espinhal relaciona-se diretamente
com a pressao arterial central. Ocorre também
um periodo de hipotensao sistémica que pode
persistir por varias horas. A combinacéo desses
fatores contribui para uma queda no fluxo

sangliineo espinhal (Tator e Fehlings, 1991;

Coughlan, 1993). O fluxo sangiiineo diminuido

desencadeia uma cascata de eventos que
determinam a morte neuronal e perda das
funcdes sensorial e motora (Meintjes et al.,

1996).

As alteracdes patolégicas que caracterizam essa
cascata sdo: hemorragias, extravasamento de
plasma, edema intracelular, necrose com
formacdo de cavitagbes, gliose e perda da
arquitetura histoloégica (Hedeman e Sil, 1974;
Hoerlein et al., 1983). Essas mudancas tém sido
atribuidas a liberacdo de serotonina,
prostaglandinas, tromboxanos e histamina, que
contribuem para o agravamento da isquemia e
causam trombose pela agregacgédo plaquetéria ou
de fibrina, obstrucdo e ruptura de pequenos
vasos devido a proliferacdo endotelial e
vasoespasmos (Hoerlein et al., 1983; Janssens,
1991; Coughlan, 1993). Opidides enddgenos
também atuam na microcirculagéo diminuindo o
fluxo sangiliineo a medula (Hoerlein et al., 19883;
Braund et al., 1990b; Shores, 1992).

Ocorre um aumento dessas substancias
vasoconstritivas no segmento medular lesado e
no fluido cérebro-espinhal circundante
(Coughlan, 1993). Dependendo da gravidade do
trauma, neurdnios sdo danificados e se tornam
necréticos, as sinapses séo desfeitas e atrofiadas
e o transporte axoplasmatico fica diminuido ou
ausente na maioria dos axdnios (Janssens,
1991).



Um possivel mecanismo envolvido na
progressédo da destrui¢do celular envolve edema
vasogénico com conseqiiente diminuicdo do
fluxo sangiiineo espinhal (Meintjes et al., 1996).
O edema vasogénico é componente importante
do processo de necrose hemorragica central. A
exsudacdo de liquidos ocorre primeiramente
devido as laceragbes vasculares decorrentes do
traumatismo, e continua devido a perda da
continuidade vascular subseqiiente aos efeitos
necrosantes da isquemia. Esse liquido se
concentra primeiro na substancia cinzenta, mas
gradualmente vai envolvendo a substancia
branca. O edema aumenta a presséao
intraluminal causando compressao de estruturas
vasculares e nervosas (Kornegay, 1998).

O fluxo sanglineo da medula espinhal fica
reduzido por até 24 horas apés uma lesao aguda.
Essa reducéo do fluxo € maior na regido central
da medula, substancia cinzenta, correlacionando
com a sequéncia de alteragdes histopatologicas
observadas apoés isquemia e lesdo experimental
(Kornegay, 1998). Dessa forma, a principal
mudanca que ocorre no segmento medular
lesado esta centrada na substancia cinzenta com
envolvimento progressivo da branca (Colter e
Rucker, 1988; Braund et al., 1990b; Tator e
Fehlings, 1991; Shores, 1992; Coughlan, 1993;
Summers et al., 1995; Kornegay, 1998). Uma
das primeiras alteragbes microscopicas € a
formacdo de pequenos focos hemorragicos na
substancia cinzenta que mais tarde evoluem
para necrose hemorragica (Tator e Koyanagi,
1997). Ocorre dano perceptivel da substancia
branca apenas depois de isquemia prolongada
ou impacto extremo (Kornegay, 1998), e seu
fluxo sangiliineo pode se manter inalterado ou
até mesmo aumentar em traumas de pouca
gravidade (Coughlan, 1993). As mudancas desta
substancia comecam com o alargamento do
espaco entre os axdnios, seguida de
desmielinizacdo (Braund et al., 1990b).

A predominancia de hemorragias na substancia
cinzenta pode ser explicada pela sua rica rede de
capilares altamente susceptivel ao trauma
mecénico devido a textura frouxa, o que

também facilita a entrada de fluidos e sangue
causando separacdo dos neurofilamentos. As
meninges sao inelasticas, fazendo com que o
aumento de pressdo causado por hemorragia e
edema concentra-se na regido central (Braund et
al., 1990b; Tator e Koyanagi, 1997; Kornegay,

1998). A grande demanda metabdlica desta
substancia também determina maior
susceptibilidade ao trauma, pois pode ser que
sua necessidade energética seja maior do que o
suprimento sanguineo disponibiliza (Braund et
al., 1990b; Kornegay, 1998).

A perfusdo tecidual deficiente resulta em

hipoxia celular, com diminuicdo do oxigénio e

da glicose e conversdao para o metabolismo
anaerobico. Vias anaer6bicas produzem
guantidades deficientes de adenosina trifosfato
(ATP) e ainda formam  substancias

potencialmente lesivas  como lactato,

prostaglandinas e radicais livres de oxigénio
(Janssens, 1991; Ambrésio et al., 2000). O
acumulo de metabdlitos do &cido latico

determina acidose e morte celular com liberagao
do conteddo lisossomal composto de enzimas
hidroliticas que agravam o dano tecidual (Colter
e Rucker, 1988).

A deplecdo de ATP leva a faléncia bombas da
membrana que mantém a concentracdo ibnica,
levando ao acimulo de sédio e calcio dentro das
células. O excesso de sodio resulta em edema
celular e o calcio ativa enzimas lesivas a
proteinas e lipidios intracelulares. A lipdlise
leva ao acumulo de &cidos graxos livres gerando
substrato para formacdo de leucotrienos e
prostaglandinas. A protedlise determina a
formacdo de radicais livres. A quantidade de
radicais formados é dependente da gravidade e
duracgéo da isquemia (Ambrésio et al., 2000).

Porém, a ruptura das mitocdndrias ndo esta
relacionada com a isquemia, mas com a
reoxigenacao. Considerando que a liberagéo de
radicais livres de oxigénio é derivada da entrada
de oxigénio no tecido isquémico, o fendbmeno de
anoxia-oxigenacao repete a chamada sindrome
de reperfuséo (Araljo, 2005).

2.2.2. O papel do célcio e do glutamato

Em circunstancias fisioldgicas normais, o célcio
estd envolvido em varios mecanismos de
sinalizacdo intraneuronais. A concentracdo de
célcio no citosol neuronal é mantida dentro de
um limite estreito por eficiente mecanismo de
armazenamento e liberagdo, pois uma
guantidade elevada é citotéxica. O acionamento
de muitos sistemas enzimaticos € baseado na
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citotoxicidade mediada pelo calcio (Coughlan,
1993).

Imediatamente apds a lesdo h& uma interrupcéo
na conducéo nervosa mediada por mudancas na
concentragdo de varios ions dentro e fora de
neurbnios e axdnios. Ocorre um aumento de
sédio e uma diminuicao do potassio intracelular
e aumento do potassio extracelular. Esse
excesso de potassio fora das células leva a perda
do potencial de membrana e bloqueio da sua
conducdo (Janssens, 1991; Jeffery e Blackmore,
1999a). A elevagdo do sédio dentro da célula
leva a edema citotéxico podendo causar o
rompimento mecénico da mesma. Ocorre um
grande influxo de calcio para o0 meio
intracelular, correlacionado com a gravidade do
trauma inicial, seu acimulo é frequentemente a
via comum de lesdo e morte celular apés uma
lesdao de medula (Jeffery e Blackmore, 1999a).

O actimulo de calcio intracelular provoca
contragdes musculares e  venoespasmo;
prejudica o funcionamento mitocondrial e
aumenta a producdo de prostaglandinas
vasoativas e leucotrienos. Além disso, media a
degradacéo de neurofilamentos e a progressiva
degradacéo axonal causando dano e morte de
neurbnios, axoénios, bainha de mielina e
gliéeitos (Braund et al.,, 1990b). Esse calcio
desempenha um papel importante na destruicao
celular porque ativa fosfolipases, proteases e
outras enzimas intracelulares (Janssens, 1991;
Jeffery e Blackmore, 1999a).

Proteases ativadas danificam o citoesqueleto
neuronal e as endonucleases atacam e
desnaturam o &cido nucléico (Coughlan, 1993).
A ativacdo da fosfolipase fpelo calcio quebra

0 &cido araquidonico da membrana fosfolipidica
iniciando uma resposta inflamatoria. Esse acido
€ metabolizado através da via das
cicloxigenases para formar prostaglandinas e
pela via das lipoxigenases para originar 0s
leucotrienos (Janssens, 1991; Coughlan, 1993).
Esses agentes causam aumento da
permeabilidade vascular resultando em
extravasamento de plasma, edema tecidual e
hemoconcentracdo. A partir do &cido
araquidonico também é formado tromboxano
gue causa vasoestase e potencializa a agregacao
plaquetaria (Ambrésio et al., 2000). O acumulo
de calcio em estruturas como o complexo de
Golgi e as mitocondrias prejudica seu

18

funcionamento causando mais distdrbios na
célula. O célcio também exacerba a peroxidacao
de lipidios induzida pelos radicais livres
(Coughlan, 1993).

Assim que o calcio entra nas células ele é
seqliestrado por véarias estruturas, como
mitocdndrias, fosfolipidios, enzimas e pelo
fosfato inorganico (Braund et al., 1990b). O
fosfato inorganico liga o calcio a hidroxiapatita,
esgotando rapidamente o fosfato disponivel.
Essa falta de fosfato leva a caréncia de
adenosina trifosfato, adenosina difosfato e
adenosina monofosfato, ou seja, perda do
suprimento energético da célula. Nessas
circunstancias a mitocondria libera o calcio
seqliestrado, e ja ndo pode funcionar
normalmente, perdendo sua habilidade para
fosforilagcao oxidativa (Janssens, 1991).

A entrada de célcio nas células ocorre via canais
de célcio ou através de falhas na continuidade
da membrana celular. Os canais da membrana
sdo sensiveis a voltagem e se abrem quando
ocorre um potencial de membrana especifico,
ou funcionam através de agonistas (Coughlan,
1993). O influxo de ions calcio parece ser
facilitado pela ativacdo dos receptores de
glutamato (Shores, 1992).

O glutamato € um aminoacido amplamente
distribuido no sistema nervoso central (Braund
et al.,, 1990b), sendo conhecido atualmente
como principal neurotransmissor excitatorio
(Coughlan, 1993; Leonard e Kirby, 2002;
Engelhardt, 2003). O sistema glutamatérgico é
fundamental em diversas funcdes, sendo
responsavel por mediar neurotransmissao rapida
em complexas redes de conexfes neuronais.
Além disso, é fortemente relacionado a
plasticidade neuronal, a utilizacdo da glicose e
ao controle vasomotor (Leonard e Kirby, 2002;
Engelhardt, 2003).

Em circunstancias normais o glutamato é
rapidamente removido da fenda sinptica por
eficientes mecanismos existentes nos neurdnios
pré-sindpticos e nos astrdcitos vizinhos, que
interrompem sua ac¢do. Entretanto, quando
ocorre uma lesdo medular aguda, a
concentragdo extracelular de glutamato se torna
elevada e ele é responsabilizado por
desencadear neurodegeneracdo (Shores, 1992;
Beattie, 2004), sendo por isso conhecido como



“excitotoxina” (Braund et al., 1990b; Leonard e
Kirby, 2002). Nessas concentra¢gfes determina
uma superestimulacdo de receptores pos-
singpticos excitatérios e toxicidade neuronal,
resulta em concentracbes elevadas de célcio e
sédio e consequente dano neuronal (Leonard e
Kirby, 2002). Essa lesao neuronal leva o
glutamato para o espaco extracelular o que, em
altas concentragdes inicia uma cascata
excitotéxica com aumento de célcio neuronal e
glial levando a necrose (Beattie, 2004).

A associacdo do glutamato com os receptores
N-metil D-aspartato (NMDA) mantém abertos
0s canais ibnicos permitindo uma entrada
continua de célcio (Coughlan, 1993; Leonard e
Kirby, 2002). A superestimulacdo desses
receptores pelo excesso de glutamato inicia uma
cascata de eventos envolvendo uma entrada
excessiva de calcio nas células, perda da funcao
mitocondrial e da producao de energia seguidas
de edema e ruptura celular e nuclear, ou seja,
necrose. Entretanto, um estimulo menos intenso
com menor entrada de calcio nas células pode
ndo alterar a funcdo mitocondrial, mas causar
apoptose mais tardiamente (Lu et al., 2000). O
excesso de glutamato, por si s6 também pode
induzir a apoptose (Mallei et al., 2005), assim
como as enzimas dependentes do célcio e os
radicais livres (Araujo, 2005).

2.2.3. Os radicais livres e a peroxidagcéo
de lipidios

Ndo héa duvidas de que os radicais livres,
neurotoxinas metabdlicas como os opidides
enddgenos, e aminodcidos excitatorios estao
profundamente implicados no trauma medular
agudo (Araujo, 2005).

Os radicais derivados do oxigénio sao
importantes mediadores de formas graves de
destruicdo celular. Apesar do oxigénio
molecular ser essencial para sobrevivéncia
celular, seus catabdlitos intermediarios podem
ser deletérios para estrutura e funcéo celular, e
sdo denominados coletivamente como radicais
livres derivados do oxigénio (Brown e Hall,
1992). Eles sado produtos do metabolismo
celular normal e sua concentracéo € controlada
por antioxidantes e sistemas enzimaticos de
varredura. O  desequilibrio ocorre  no
metabolismo celular devido a um trauma ou

isquemia que leva ao aumento de sua producéo,
ultrapassando as defesas naturais. Os radicais
livres s8o extremamente instaveis e reativos
devido a presenca de um elétron livre em sua
Orbita mais externa. Eles atacam todos os
componentes celulares, mas reagem
principalmente com o0s Acidos graxos
insaturados da membrana fosfolipidica (Braund
et al., 1990b; Coughlan, 1993; Araujo, 2005).

A peroxidacdo dessa camada causa
desalinhamento dos lipidios, alterando a
integridade da membrana, a fludez e a
manutencdo dos gradientes ibnicos. Este é o
efeito mais grave dos radicais livres, pois leva a
destruicdo rdpida e muitas vezes irreversivel de
tecidos ap0s lesdo ou isquemia (Brown e Hall,
1992). E tem sido implicado como a maior
causa de degeneracdo do sistema nervoso
central apés o trauma com inicio muito cedo
(Brown e Hall, 1992; Kraus, 1996; Gerndt et al.,
1997). Essa peroxidagdo é acelerada por alguns
componentes sangiiineos como cobre e ferro, e
por produtos da degradacdo de hemécias,
substancias essas que estdo aumentadas na lesdo
medular (Braund et al., 1990b).

Os radicais livres também podem causar lesdes
diretas ao tecido neuronal e contribuir para as
lesdes isquémicas atraves de danos a
microvascularizagcdo. A quebra da membrana
celular pelos radicais livres é uma fonte
potencial de &cido aracdbnico para ser
metabolizado pelas vias da lipoxigenase e
cicloxigenase. Através da cicloxigenase ha
formagdo de variantes da prostaglandina,
tromboxanos e prostaciclinas. As
prostaglandinas induzem a vasodilatacdo e a
agregacao plaquetéaria e estimula a degranulacéo
de mastdcitos, com liberacdo de histamina.
Nessas condi¢des ocorre hiperemia, aumento da
permeabilidade vascular e formacéo de edema.
Ao passo que o tromboxano € um potente
vasoconstritor. Através das lipoxigenases sao
produzidos os leucotrienos, liderando a
quimiotaxia para polimorfonucleares (Janssens,
1991).

A presenca de leucécitos polimorfunucleares
fagociticos nas adjacéncias das paredes dos
vasos sangliineos e as areas de hemorragias sao
indicativos de reacdo inflamatéria aguda na
medula traumatizada. Essa reacdo determina a
ativacdo de lipases induzida pelo trauma que
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também podem hidrolisar os fosfolipidios da
membrana e liberar o &acido aracdbnico
potencializando a inflamacao (Braund et al.,
1990b).

Portanto, em decorréncia da destruicdo celular
ocorre liberagdo de radicais livres que reagem
com diversos componentes celulares causando
peroxidagdo dos lipidios (Janssens, 1991). Essa
peroxidagdo acontece também como resultado
final da interacdo da cascata de acido
aracdbnico com as cicloxigenases e
lipoxigenases resultando em produtos como o
potente vasoconstritor tromboxano e radicais
livres de oxigénio que se acumulam e destroem
componentes da membrana celular
(Janssens,1991; Shores,1992). Nao existe uma
doenca causada especificamente pelos radicais
livres, mas eles podem agravar varios distarbios
como um trauma da medula espinhal (Aradgjo,
2005).

2.2.4. A apoptose

A apoptose parece ter um papel crucial no
desenvolvimento dos danos secundarios. E
assim como a necrose, ela pode ser
desencadeada por varios mecanismos, incluindo
excitotoxidade glutamenérgica, célcio, radicais
livres, citocinas e lesdes inflamatorias (Li ef al.
1996; Lu et al., 2000). As células em apoptose
vao ser fagocitadas e digeridas por proteases
sem produzir inflamacao (Li et al., 1996).

A expansdo da lesdo primaria ocorre primeiro
por necrose das células adjacentes que é quase
imediato, e depois por um processo de morte
mais tardio, que é caracterizado por apoptose
neuronal, e ainda mais tarde por ativacido
microglial e apoptose de oligodendrécitos
(Beattie, 2004). Existem evidéncias da
ocorréncia tardia de apoptose induzida pela
lesdo compressiva em quatro tipos de células da
medula espinhal de ratos: neurdnios, astrécitos,
oligodendrdcitos e microgliocitos. Apos quatro
horas da lesdo as células neuronais e gliais
apoptoticas sao detectadas nesta area através de
imunohistoquimica, com pico em oito e 24
horas respectivamente (Lu et al., 2000).

A morte neuronal e de oligodendrdcitos apés o
trauma interfere com a conectibilidade e induz
degeneracgédo da mielina. Nos préximos sete dias
ocorre um aumento progressivo da area de
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lesdo, e as cavitagbes aumentam com mais
morte neuronal e glial. Uma segunda onda de
apoptose, dessa vez de oligodendrdcitos, é
detectada no sétimo dia e estéd associada com a
degeneragdo axonal. Os oligodendrécitos
tardiamente mortos reduzirdo a possibilidade de
remielinizacdo apods lesdo axonal. Existe a
hipotese axonal que apds a lesdo medular, os
axoOnios alterados ndo produziriam sinal crucial
para sobrevivéncia dos oligodendrdcitos, ou seja
estes dependeriam dos axo6nios intactos (Li et
al., 1996). Essa distribuicdo da apoptose em
neurdnios e células da glia pode ser responsavel
pela continua expansdo da lesdo e pela
prolongada desmielinizagdo de ax6nios em
regibes distantes do epicentro da lesdo (Lu et
al., 2000).

Portanto, a apoptose ocorre em neurdnios e
oligodendrdcitos poucas horas apds o trauma
inicial, € responsavel por perda celular tardia,

podendo persistir por varios meses. E um

componente essencial dos eventos secundarios
(Mallei et al., 2005).

2.3. Alteracdes clinicas e perspectivas em
relacdo as lesdes medulares agudas

A manifestacdo clinica do trauma medular é

dependente da sua localizacdo na medula
(Moore, 1992). A disfuncéo reflete varias

intensidades de lesdo a substancia branca ou
cinzenta. O prognéstico sempre tende a ser
reservado, mas € influenciado por fatores como
o grau e a localiza¢édo do dano medular (Braund

et al., 1990a).

Em cées, se o trauma agudo ocorrer em uma
area de substancia cinzenta essencial para
locomogdo como a intumescéncia cervical (C6-
T2) ou lombossacral (L4-S3), o prognostico
tende a ser desfavoravel, pois essa substancia é
mais sensivel a esse tipo de trauma (Bergman et
al., 2000a). Como essas regides enervam
respectivamente os membros toracicos e
pélvicos, uma injdria envolvendo a substancia
cinzenta de uma delas resultard em sinais de
neurdnio motor inferior para o membro
correspondente (Moore, 1992; Kraus, 1996;
Jeffery e Blackmore, 1999a). Uma lesdo grave
na substancia cinzenta no segmento cervical
caudal além de afetar os membros toracicos
pode danificar os neurbnios que originam o
nervo frénico, resultando em faléncia



respiratoria e até mesmo a morte do animal. E
uma lesédo na intumescéncia lombossacral pode
afetar a inervacdo da bexiga (Braund et al.,

1990a).

Entretanto, se a injuria for em uma éarea de
substancia cinzenta ndo essencial para o0s
membros, como o0 segmento de T3 a L3, a lesdo
nao vai ter tanto impacto na locomog¢éo (Moore,
1992; Kraus, 1996; Jeffery e Blackmore,
1999a), e tera pouco significado clinico, pois
nenhum grupo muscular grande ou 6rgéo vital
sera denervado (Braund et al., 1990a).

Nas lesbes cervicais craniais e toracolombares,
os sinais clinicos refletem primariamente danos
aos tratos ascendentes e descendentes da
substédncia branca. Essas fibras mais
intensamente mielinizadas refletem as primeiras
disfungbes (Braund et al., 1990a). Lesdo a
substancia branca em qualquer local pode afetar
a coordenacao dos membros produzindo paresia
e ataxia por interferir com a condugdo do
impulso a partir e através de estruturas
supraespinhais. A lesdo da substancia branca
cranial a um membro produz sinais de neurénio
motor superior para aquele membro (Moore,
1992; Jeffery e Blackmore, 1999a).

Os sinais de uma injuria que afeta os neurénios
motores inferiores sdo: fraqueza, diminui¢do ou
auséncia dos reflexos espinhais, diminuicdo do
tbnus muscular, paralisia flacida e atrofia
muscular grave e precoce. A lesdo ao neurdnio
motor superior causa tdbnus muscular normal ou
aumentado (espasticidade), paresia ou paralisia
tbnica e reflexos espinhais exacerbados
(Thomas, 2000).

Dependendo do tipo de injdria, a medula

espinhal pode ser afetada principalmente em sua
regido dorsal ou ventral, influenciando os

sintomas, uma vez que a porcao ventral possui
principalmente funcdo motora, enquanto a

porcdo dorsal € principalmente sensorial

(Hoerlein et al., 1983).

Além disso, as fibras possuem didmetro variavel
e diferente sensibilidade & leséo conforme a sua
localizacdo na medula. Sendo assim, as fibras
de maior diametro, as da propriocepcao, sao as
mais sensiveis as injdrias (Summers et al., 1995;
Kraus, 1996). Portanto, os sinais de leséo
neurologica associados ao trauma agudo em

ordem de progressédo sdo: perda ou diminui¢do
da propriocepcao, seguida de disfuncao motora
voluntaria e distdrbios sensoriais com
diminuicdo ou perda da sensacdo dolorosa
superficial e por ultimo da profunda (Braund et
al., 1990a ; Moore, 1992; Summers et al., 1995;
Kraus, 1996; Fossum, 2002). A recuperagao
neuroldgica ocorre na ordem inversa, entretanto,
a perda de propriocepgdo pode ser permanente
(Braund et al., 1990a).

As vias medulares responsaveis pela dor
profunda sao fibras delgadas, localizadas
profundamente na medula, sdo multisinapticas e
bilaterais. Como as fibras finas s&o mais
resistentes aos danos, é necessario um trauma
grave na medula espinhal para interromper a
sensacdo de dor profunda (Moore, 1992;
Bergman et al, 2000a). Desse modo, a
percepcdo de dor profunda constitui o teste
prognéstico mais importante do exame
neurologico e € um indicador confiavel da
integridade fisiologica do corddo espinhal
(Bagley el al., 1999; Thomas, 2000; Fossum,
2002). Animais com auséncia de dor profunda
geralmente tém prognodstico desfavoravel
(Colter e Rucker, 1988; Braund et al., 1990a;
Sharp e Thomas, 1996; Bagley el al., 1999;
Bagley, 2000; Lanz et al., 2000; Thomas, 2000;
Fossum, 2002). Entretanto, a perda da dor
profunda n&o implica necessariamente em
transeccdo anatdmica da medula (Jeffery e
Blakemore, 1999b).

A capacidade do sistema nervoso de se
reorganizar apds uma lesdo pode permitir
recuperacdo funcional mesmo em presenca de
destruicdo tecidual substancial. Boas taxas de
recuperacdo podem ser esperadas em animais
com lesdes discretas a moderadas, mas pouca
coisa pode ser feita para melhorar a recuperacéo
em caso de lesdes graves (Jeffery e Blakemore,
1999b). O prognostico para pessoas com lesdo
medular é sempre desfavoravel, o0 que aumenta
o impeto para investigacdes experimentais
acerca do mecanismo e da reparacdo da leséo
medular. Na perspectiva veterindria, o
prognoéstico para cédes e gatos pode ser um
pouco melhor devido ao fato deles serem
quadripedes, o que permite que eles andem
satisfatoriamente apesar de pouca coordenacao
(Jeffery e Blackmore, 1999a).
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A leséo tecidual adicional, o reduzido fluxo
sanguineo e a perpetuacdo de produtos
bioquimicos toxicos levam a morte celular e ao
dano permanente & medula espinhal. A reverséo
desse mecanismo secundério é a meta principal
no manejo da lesdo espinhal aguda (Shores,
1992). O papel da maioria dos medicamentos é
inibir esses eventos secundarios progressivos e
evitar que o dano a medula espinhal se torne
irreversivel (Rucker et al.,, 1981; Colter e
Rucker, 1988; Meintjes et al., 1996; Jeffery e
Blakemore, 1999b). Qualquer droga ou cirurgia
gue tenha como objetivo aliviar os danos
causados pelos eventos secundarios deve ser
instituida nas primeiras quatro a seis horas apés
o trauma para ter um efeito terapéutico maximo
(Colter e Rucker, 1988; Braund et al., 1990a e
b; Brown e Hall, 1992; Summers et al., 1995;
Kraus, 1996; Jeffery e Blakemore, 1999b;
Beattie, 2004).

E comumente observado em clinicas que
animais com lesdes espinhais graves podem
recuperar satisfatoriamente a funcdo, algumas
vezes sem nenhum tipo de tratamento. Em parte
essa recuperacgdo pode ser atribuida a reverséo
de lesbes como a restauragdo normal das
concentragdes intra e extracelulares de ions ou
da remocdo da compressdo, permitindo que a
conducdo normal da substéncia branca seja
restabelecida. A habilidade do sistema nervoso
de se reorganizar pode ser observada mesmo na
presenca de destruicdo tecidual substancial,
onde algumas areas passam a ter uma funcao
maior assumindo 0 encargo da area
comprometida (Jeffery e Blackmore, 1999a).

O ritmo no qual a funcdo melhora apds a lesédo
varia com o estagio de recuperagao,
possivelmente como resultado de diferentes
mecanismos subjacentes a diferentes estagios de
recuperacdo. A funcdo pode recuperar
espontaneamente como resultado da resolucao
de lesbBes reversiveis, ou através da
reorganizacdo de circuitos sobreviventes, um
processo denominado “plasticidade”. Esses dois
processos tendem a ocorrer em tempos
diferentes ap0s a leséo, a reversao da disfuncéo
geralmente ocorre rapidamente ap0s a leséo, em
cerca de 14 dias, enquanto a plasticidade pode
continuar ocorrendo por um periodo de semanas
ou meses (Jeffery e Blackmore, 1999a).
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Melhoras breves na funcéo podem ser atribuidas
a reversado de alguns distarbios na homeostase
gue causam a perda de funcao inicial, como os
niveis alterados de sddio e potassio. Em alguns
neurbnios e axdnios o mecanismo secundario
que leva ao desequilibrio idnico leva a célula a
morte, enquanto em outros o equilibrio é
restabelecido pelo transporte de ions no sangue,
fluido cérebro-espinhal e pela difusdo nos
tecidos  subjacentes. A  remielinizacéo
espontanea pode ocorrer e geralmente € visivel
do sétimo ao 21° dia apds a lesdo. Apesar da
remielinizacdo ser frequentemente observada
em animais experimentais, algumas vezes ela é
incompleta (Jeffery e Blackmore, 1999a).

2.4. Os corticoides e as lesdes medulares

Os corticoides sdo ampla e rotineiramente
utilizados no tratamento de lesbes da medula
espinhal (Young e Flamm, 1982; Bracken et al.,
1984; Faden et al., 1984; Brown e Hall, 1992;
Bergman et al., 2000b; Andrade, 2002; Lee et
al., 2005). Mas nédo existe um protocolo

definido em relacdo a seu uso; a dose, o
intervalo, o tempo de tratamento ideal e o
mecanismo de acao permanecem
indeterminados  (Meintjes et al,, 1996;

McDonald e Langston, 1997; Bondy e Cohn,

2002a).

A literatura que abrange o uso dessas drogas no
trauma medular é controversa, enquanto muitos
pesquisadores demonstram efeito benéfico,
outros atestam que eles ndo tém qualquer acéo
em potencializar a recuperagdo neuroldgica
(Means et al., 1981; Bracken et al., 1984; Faden
et al., 1984; Lee et al., 2005). Além disso, torna-
se dificil realizar comparacdes entre os estudos,
pois diferentes tipos de lesdes medulares,
espécies animais, métodos de avaliagao clinica e
protocolos sao utilizados (Means et al., 1981).

Apesar do mecanismo de acdo dos corticéides
ndo ser totalmente conhecido, algumas
caracteristicas farmacologicas estdo bem
estabelecidas, particularmente a acéo de reverter
o desequilibrio i6nico e de agua com supressao
do edema. Muitos estudos experimentais tém
demonstrado que o0s corticoides podem
amenizar os danos histopatoldgicos causados
por lesdes no cérebro e na medula espinhal.
Vérios efeitos hipotéticos tém sido propostos
para explicar a sua agdo benéfica nos tecidos



nervosos lesados, tais como, estabilizacdo das
membranas, inibicdo de substancias
vasoconstritivas, aumento do fluxo sangiineo
espinhal, inibicdo da resposta inflamatdria e
deplecéo dos radicais livres (Means et al., 1981;
Young e Flamm, 1982; Meintjes et al., 1996).
Além disso, a apoptose presente na leséo
medular também pode ser reduzida por drogas
antiinflamatdrias como os corticoides (Mallei et
al., 2005).

Os corticoides inibem ambas as vias da
inflamacdo, a da cicloxigenase e da
lipoxigenase (McDonald e Langston, 1997;
Andrade, 2002). A supressdao da inflamacéo
acontece através da inibicdo dos leucdcitos,
incluindo quimiotaxia, fagocitose, sintese de
mediadores inflamatérios e liberacdo de
enzimas lisossomais. Eles inibem a fosfolipase
A2 impedindo a liberacdo do acido aracdonico
da membrana fosfolipidica e conseqiente
formacdo de eicosandides e radicais livres
(Taoka e Okajima, 1998).

Tem sido proposto um efeito antioxidante de
altas doses de corticdides. Parece que eles tém
importante papel na estabilizacdo de membranas
através da inibicdo dos radicais livres. Altas
doses reduzem a peroxidacdo de lipidios e
protegem enzimas como a ATPase e
neurofilamentos, revertem o acumulo de &acido
latico e recuperam o calcio extracelular. Mas a
acao mais expressiva parece ser a prevencao da
guebra da membrana através da inibicdo da
peroxidacgdo e hidrdlise de lipidios. Outro efeito
da inibicdo da peroxidacdo de lipidios é a
reducao de produtos vasoativos provenientes do
metabolismo do acido aracddnico e conseqliente
aumento do fluxo sangiiineo na medula (Faden
et al.,, 1984; Taoka e Okajima, 1998). Talvez
uma das descobertas mais significativas sobre
os corticdides é que eles tém efeito
neuroprotetor quando administrados em altas
doses (Braund et al., 1990a).

Apesar da dexametazona ser bastante utilizada
no tratamento do trauma de medula espinhal,
seu uso € questionado e ndo tem demonstrado
contribuicéo efetiva na recuperacéo neurolégica
(Rucker et al., 1981; Brown e Hall, 1992; Sharp
e Thomas, 1996; Bagley el al., 1999; Bergman
et al, 2000b; Yang et al, 2003). A
metilprednisolona é relatada como mais eficaz
do que a dexametazona. Ela atravessa

imediatamente as membranas celulares, possui
maior disponibilidade celular e atividade
antioxidante. Além disso, quando utilizada em
altas dosagens, a metilprednisolona inibe a
peroxidacgao de lipidios, sustenta o metabolismo
energético, reverte o acumulo de célcio
intracelular, previne a isquemia progressiva, e
aumenta a resposta eletrofisiolégica na medula
apos o trauma (Bracken et al., 1984; Meintjes et
al., 1996; Bondy e Cohn, 2002a). Essa droga
parece ter efeito neuroprotetor devido também a
sua capacidade de sequestrar radicais livres de
oxigénio que sao gerados no tecido isquémico e
previnir  isquemia e degradacdo de
neurofilamentos (Taoka e Okajima, 1998;
Jeffery e Blakemore, 1999b; Bergman et al.,
2000b). Essas vantagens sao suficientes para
preconizar o uso das prednisolonas nos traumas
agudos da medula espinhal (Bracken et al.,
1984; Hoerlein et al., 1985; Shores et al. 1990).

O succinato sédico de metilprednisolona é a
droga de escolha para o tratamento das lestes
agudas da medula espinhal e tem demonstrado
efeito benéfico na recuperacgéo neuroldgica dos
pacientes quando administrada nas primeiras
horas apés o trauma (Braund et al., 1990a;
Shores, 1992; Meintjes et al., 1996; Jeffery e
Blakemore, 1999b; Taoka e Okajima, 1998;
Bergman et al., 2000b; Lu et al., 2000; Yang et
al., 2003).

A sua administracdo em altas doses o0 mais
precocemente possivel em pacientes humanos
tém aumentado significativamente as taxas de
recuperacdo nos casos de trauma medular
(Braund et al., 1990a). E uma terapia padrdo em
casos de lesdo medular aguda com até oito horas
(Kraus, 1996; Gerndt et al., 1997; Bagley et al.,
1999; Bagley, 2000; Bergman et al., 2000b;
Bondy e Cohn, 2002a, Lee et al., 2005),
devendo ser continuada por até 24 horas (Taoka
e Okajima, 1998) ou 48 horas para se ter maior
efeito da droga (Jeffery e Blakemore, 1999b).
Mas, estudos em animais tém demonstrado que
esse periodo no qual a metilprednisolona teria
efeito benéfico € menor, possivelmente menos
de uma hora (Bagley et al., 1999; Bagley, 2000)
e a sua administracdo deve ser instituida antes
gue a necrose hemorrégica e o edema se tornem
significativos (Means et al., 1981). Apoés oito
horas a recuperacdo neuroldgica pode ser pior
do que o placebo em alguns pacientes (Kraus,
1996; Lu et al., 2000).
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Outras drogas também empregadas no
tratamento do trauma medular sdo prednisona
ou prednisolona oral (Bondy e Cohn, 2002a). A
prednisona € um corticéide sintético que precisa
de conversédo hepética para se transformar no
composto ativo, a prednisolona. Entretanto as
duas drogas podem ser utilizadas de maneira
similar em aplicacdes sistémicas, pois a
converséo € rapida e completa (Bondy e Cohn,
2002b).

Portanto, a eficacia dos corticéides no trauma
medular, bem como o tempo entre a lesdo e a
sua administracdo ainda sdo motivos de muitos
estudos (Hoerlein et al., 1985). Normalmente
altas doses s&@o necessarias para se obter efeito
benéfico e o tratamento é de curta duragdo com
diminuicdo gradativa da dosagem (McDonald e
Langston, 1997; Andrade, 2002). A sua
administracdo freqlentemente aumenta o risco
de imunossupressdo, hemorragias, Ulceras e
perfuracdes gastrointestinais e pancreatite
(Ducker e Hamit; 1969; Colter e Rucker, 1988;
Braund et al., 1990a; Bagley et al., 1999;
Bagley et al., 2000), além de causar polilria,
polidipsia e polifagia (Bondy e Cohn, 2002a) e
retardo na cicatrizacéo (Gerndt et al., 1997).
lesGes

2.5. Estudo experimental das

medulares

Existem muitas controvérsias a respeito do

tratamento e do tempo apropriado para se tratar
as les6es medulares. Para reproduzir os varios
tipos de lesdes medulares e, entdo, elucidar
esses problemas tém sido desenvolvidos
diversos protocolos experimentais com animais

de laboratdrio (Tarlov et al., 1953).

O desenvolvimento de um modelo experimental
reproduzivel de lesdo medular tem sido objeto
de muitas investigacdes (Dohrmann, 1972;
Scharamm et al, 1979; Ford, 1983; Panjabi e
Wrathall, 1988; Taoka e Okajima, 1998; Meyer
et al., 2003). Tem se estudado o trauma medular
agudo experimental principalmente em ratos,
gatos, cachorros e macacos. Sdo empregadas
técnicas de queda de peso sobre a coluna, baldo
compressivo, clipes ou ligaduras constritivas na
medula e lesGes por calor através de
radiofreqiiéncia (Dohrmann, 1972; Delamarter
et al., 1995; Taoka e Okajima, 1998; Lee et al.,
2005). Porém, as observacdes patofisioldgicas
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nem sempre sao comparaveis, o que pode ser
explicado pelo uso de diferentes espécies de
animais experimentais, tipos diferentes de
trauma e de métodos de avaliagdo (Janssens,
1991). Um modelo animal padronizado e
reproduzivel é necessario para o}
desenvolvimento de um protocolo apropriado
para tratar a lesdo medular (Taoka e Okajima,
1998; Ma et al., 2001).

Ratos e camundongos sédo excelentes modelos
para se estudar a medula espinhal (Cunningham
et al., 2005). O rato € o animal mais
frequentemente utilizado como modelo de lesao
medular devido ao baixo custo, tamanho,
acessibilidade (Roussos et al., 2005) e
capacidade de tolerar o rigor da experimentacéo
(Taoka e Okajima, 1998).

A cirurgia experimental em ratos e
camundongos permite estudar a fisiologia da
medula espinhal, o trauma medular agudo e
varios tipos de patologias medulares. Além
disso, possibilita investigacdes sobre potenciais
tratamentos para o devastador problema da
lesdo medular (Cunningham et al., 2005).

3. ETAPA 1 - DESENVOLVIMENTO
DO MODELO EXPERIMENTAL

Esse estudo foi precedido de um experimento
piloto que objetivou determinar um modelo

viavel de trauma medular capaz de produzir
lesdes neurolégicas clinicas, moderadas e
reversiveis em ratos.

3.1. Material e método

Foram empregados 1(Rattus novergicys
variedade Wistar, sendo trés machos e sete
fémeas, adultos com idade aproximada de seis
meses e pesando em média 380g.

Os animais foram submetidos a cirurgia de
laminectomia (técnica descrita no item 4.1) para
inducdo do trauma medular na regido
toracolombar, variando de T9 a L3. A leséo foi
induzida utilizando um aparelho estereotaxico
confeccionado na Escola de Veterinaria da
UFMG, baseado no modelo apresentado por
Farooque (2000), com dimensdes apropriadas
para a espécie (Fig.1).



Figura 1- A) Fotografia do aparelho estereotaxico com hestepressiva (seta) e mesa de af

do animal (asterisco). Fotografias B, C, D e E destram animal em procedimento cirirgico de
trauma medular experimental. B) Foco cirlrgico ddentificacdo dos processos espinhosos; C)
Visualizacdo da medula espinhal com aspecto nor@)aBrocedimento de lesdo da medula com
peso de 50g; E) Visualizacdo da medula com hemaregghs o trauma.
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Cada animal foi submetido a um determinado

protocolo no qual variavam-se 0 peso e 0 tempo
de aplicacdo direta na medula, de acordo com a
seguinte divisdo, animais:

1, 2 e 3 - fémeas - Peso de 2,5¢g por 30 segundos
4 - fémea - 7,5g por um minuto

5 - fémea - 7,59 por trés minutos

6 - macho - 35,5g por trés minutos

7 - macho - 35,5g por cinco minutos

8 - macho e 9 - fémea - 50,59 por trés minutos
10 - fémea - 50,5¢g por cinco minutos

Os animais foram avaliados diariamente através
da observagéo da atividade motora esponténea
em campo aberto e do teste da propriocepgéo.
Ap6s 15 a 30 dias da cirurgia eles foram
sacrificados com sobredose de tiopental sddico
via intraperitoneal, e procedeu-se a necropsia
com coleta das medulas espinhais. As medulas
foram fixadas em formol tamponado a 10%,
processadas por técnicas rotineiras para
coloracdo em hematoxilina-eosina e avaliadas
em microscopia Optica.

3.2. Resultados e discussao

Esse modelo de lesdo medular experimental
compressiva aguda € de facil execucdo e
reproducdo e possui baixo custo. Condizente
com Taoka e Okajima (1998) que relataram que
a técnica de lesdo medular através da
compressao por peso € simples, requer pouca
retirada de osso e tecido mole e pode ser
realizada rapidamente utilizando aparato nao
muito caro. E acrescentaram que esse método
produz paralisia caudal parcialmente reversivel
de uma maneira reproduzivel, e que geralmente
a funcdo motora melhora gradualmente, mas
ndo completamente.

A utilizacdo de 35,59 causou paresia discreta
em um animal e nenhuma alteracéo clinica em
outro, e o emprego de 50,5g por trés ou cinco
minutos causou paresia moderada. Li et al.
(1996) realizaram lesGes compressivas em ratos
utilizando pesos de 9, 35 e 50g por cinco
minutos e produziram respectivamente nenhum:
déficit neuroldgico, paraparesia transitoria e
paraplegia. Taoka e Okajima (1998) utilizaram

! Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda

peso de 20g por 20 minutos para causar
paraplegia em animais da mesma espécie.

Os ratos como animais experimentais
demonstraram ser satisfatérios para o estudo de
lesdo medular, pois eles toleraram bem o rigor
da experimentagdo, e apresentaram a vantagem
de serem baratos e disponiveis. Estes achados
também foram observados por Taoka e Okajima
(1998). Foi constatado que o sucesso do modelo
em ratos também depende do procedimento
cirirgico e de intensivos cuidados pés-
operatorios, esses fatores contribuem para uma
alta taxa de sobrevivéncia mesmo em lesbes
graves (Ma et al., 2001).

Os animais 1 e 2 vieram a Obito imediatamente
ap6s a cirurgia, provavelmente devido a

hipotermia. Esse problema foi contornado com

a utilizacdo de uma bolsa de agua quente e
entdo ndo houve mais nenhum 6bito.

No poés-operatério imediato, os ratos 3, 4 e 5
apresentaram déficit proprioceptivo discreto,
sendo que o0 4 e o 5 também apresentaram
alteracdo muito discreta na deambulacdo. No
segundo dia ap0s a cirurgia eles ja néo
apresentavam nenhum déficit neuroldgico. Ao
exame histopatoldgico, ndo foi observada
qualquer alteracdo nas medulas espinhais. Essas
alteragbes clinicas provavelmente ocorreram
devido a mudancas reversiveis na medula, como
por exemplo, um desequilibrio ibnico, e logo
que foi restabelecido o equilibrio a funcao
voltou ao normal (Jeffery e Blackmore, 1999a).

O animal 6 apresentou déficit proprioceptivo e
motor moderados no pés-operatério imediato,
mas dois dias ap0s a cirurgia jA estava com
esses parametros normais. Na avaliacdo
histopatolégica foi encontrada degeneracéo
axonal moderada em uma das raizes nervosas
ventrais e varios microgliécitos reativos.

Apesar do animal 7 nédo ter apresentado
nenhuma alteracdo clinica apds a cirurgia,
observou-se na histologia &area extensa de
necrose caracterizada por formacao de cavidade
repleta por células de Gitter atingindo

principalmente a substancias cinzenta, mas
também a branca. Proximo a regido da necrose
observou-se foco discreto de hemorragia e uma
das raizes nervosas encontrava-se com
degeneragdo axonal moderada. A auséncia de
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sinais clinicos provavelmente ocorreu devido ao
fato da lesdo ter acometido especialmente a
substancia cinzenta e ter sido na regido
toracolombar, onde essa substancia ndo é
essencial para locomocéo.

A funcdo motora e a propriocepgdo estavam
ausentes no pds-operatério imediato dos ratos 8,
9 e 10, mas a sensacao dolorosa ndo estava
alterada. O primeiro animal comegou a
movimentar 0s membros posteriores apds cinco
dias e com 17 dias apresentava propriocepgao e
deambulagdo normais. Os animais 9 e 10
tiveram recuperacdo semelhante com inicio da
movimentacdo dos membros trés dias apds a
cirurgia e ndo apresentavam mais déficit com 10
dias. As alteragbes microscopicas foram
semelhantes nos trés animais. A porcao
dorsolateral da medula continha extensa area de
necrose (microcavitagdes) contendo Vvarias
células de Gitter. Observou-se ainda nessa
regido infiltrado inflamatdrio moderado de
células mononucleares e reacéo glial inicial. Na
area adjacente a necrose visualizou-se
degeneracdo moderada a intensa do neurdpilo
(Fig.7E). Nos animais 8 e 10 notou-se além
disso degeneracdo axonal moderada das raizes
nervosas.

Observou-se que as alteragbes clinicas e
histopatolégicas foram intensificadas a medida
que o0 peso utilizado para provocar a lesdo
aumentava. Entretanto n&o se verificou
diferenca entre a utilizagédo do peso de 50,5g por
trés ou cinco minutos, ambos foram capazes de
causar uma lesdo moderada com sinais clinicos
parcialmente  reversiveis. Optou-se pela
utilizacéo do tempo de cinco minutos como uma
tentativa de se conseguir resultados mais
eficazes e homogéneos. Esperava-se que este
protocolo determinasse um déficit mais
acentuado com o emprego de animais mais
leves.

3.3. Concluséao
O uso do modelo estereotaxico com peso de
50,59 por cinco minutos € viavel para produzir

lesdo da medula espinhal em ratos com
producéo de paresia moderada e reversivel.
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4. ETAPA 2 - ESTUDO DO EFEITO DA
PREDNISONA EM DOSE ALTA,
ADMINISTRADA EM DIFERENTES
TEMPOS, APOS O TRAUMA
MEDULAR AGUDO

4.1. Material e método

Foram utilizados 25 machos adultos da espécie
Rattus novergicysvariedade Wistar, com trés
meses de idade, pesando entre 272 e 377g. Eles
foram desverminados com tiabenddz&0mg

por animal, via oral; e divididos através de
sorteio, em cinco grupos de cinco animais. Os
ratos foram colocados em caixas plasticas com
cinco animais cada, sendo um de cada grupo. Os
animais receberam racdo comercial para
roedores e agued libitume foram submetidos a
ciclos de 12 horas com luz e 12 horas sem luz.

Todos os animais foram submetidos a avaliagao
neurologica conforme os testes propostos para
esse experimento (Quadrol) sendo que nenhum
deles apresentou déficit. Os ratos foram
mantidos no biotério por 14 dias para
aclimatagao.

Ao final desse periodo, os animais foram
preparados para cirurgia asséptica.
Imediatamente antes da cirurgia realizou-se
antibioticoterapia com cefalotifia 30mg/Kg,

via endovenosa; e medicacdo pré-anestésica
com cloridrato de tramadol2mg/Kg, via oral.

A inducdo e a manutencdo anestésica foram
realizadas com isoflurandornecido através de
mascara empregando sistema semi-aberto. Os
animais foram posicionados em decubito ventral
sobre uma mesa confeccionada por duas chapas
de polietileno (Fig.1) englobando uma bolsa
térmica contendo agua com temperatura
aproximada de 80°C. A chapa em contato com o
animal foi perfurada para permitir maior troca
de calor. Apds antissepsia da regido dorsal do
tronco, foi realizada a incisdo de pele e tecido

2 Thiaben® - Uci-farma

3 Ariston IndUstrias Quimicas e Farmacéuticas
Ltda

* Solucao oral - Manipulado pela Farmécia
Artesanal em Belo Horizonte-MG

® Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
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Quadro 1 - Protocolo de avaliagdo neurolégica camraspectivos escores para: sensibilidade dolomegsacidade motora,
posicionamento proprioceptivo, reflexo de local&mage plano inclinado. Quanto maior o escore atmgithis proximo da

normalidade o animal se encontra.

ESCORE

AVALIACAO NEUROLOGICA

SENSIBILIDADE DOLOROSA (SD)

0 Ausente
Dimiida
Nain

N -

CAPACIDADE MOTORA (CM)
Nenhum movimenbs posteriores, sem apoio de peso
Movimento sptiesconexo dos posteriores, sem apoio de peso
Movimento berivel nos posteriores, sem apoio de peso
Apoio de pesis posteriores, anda com um déficit acentuado

Anda com défitioderado

Consegue anmdabarra de 6,7 cm
Consegue anmdabarra de 5,7 cm
Consegue andabarra de 4,7 cm
Consegue an@abarra de 3,7 cm
Consegue an@abarra de 2,7 cm
Consegue an@abarra de 1,7 cm

B
BhEBowow~v~ourwnhvro

POSICIONAMENTO PROPRIOCEPTIVO (PP)

Ausente
Diminuida
Normal

N~ O

REFLEXO DE LOCALIZAGAO (LC)

0 Ausente
Diminuido
Normal

N -

PLANO INCLINADO (PI)
1 Consegue ficar em um an@@ldmenor do que ficava antes da cirurgia
Cegse ficar em um angulo 20° menor do que ficavasagia cirurgia
Cegse ficar em um angulo 10° menor do que ficavasagia cirurgia
Cegse ficar no mesmo angulo que ficava antes degé@ru

hrwnN

Anda com défidiscreto e ndo consegue andar na barra, de 7,7cm
Anda normal@am déficit discreto e consegue andar na barrg®tend

subcutaneo na linha média dorsal estendendo de
T6 a L1. As inser¢cdes dos musculos epiaxiais
foram incisadas, e eles afastados lateralmente.
Com o auxilio de uma pinga goiva realizou-se
osteotomia do processo espinhal de T12 ou T13
e em seguida, a retirada da lamina dorsal da

vértebra empregando-se drill pneumético
neurologico. As brocas do drill foram
constantemente  irrigadas com  solucdo

fisiologica® para evitar o aquecimento do tecido.
Ap6s a visualizacdo da medula espinhal, foi
provocado trauma mecénico sobre a duramater
com emprego do aparelho estereotaxico (Fig.1).
O trauma foi realizado através da colocagéo de
um peso de 50,5g exercendo pressao em uma
superficie de 1mm?2 sobre a regido de T12 ou

® Cloreto de sddio a 0,9% - Solucao eletrolitica
injetavel - Laboratério Sanobiol Ltda

T13 durante cinco minutos. Apds a retirada da
compressao, o local foi irrigado com solugdo
fisiologica. Os musculos foram aproximados
empregando-se sutura padrédo Reverdin com fio
de polipropileno 6-0 Em seguida realizou-se a
reducdo do espaco morto com sutura simples
continua com o mesmo fio. A pele foi suturada
CO(I)TBI pontos simples separados com fio de nylon
o-

ApGs a cirurgia os animais foram mantidos em
caixa aquecida até completa recuperagdo
anestésica. Eles receberam cloridrato de
tramadol, 2mg/Kg, via oral a cada 8 horas por
trés dias, e a seguir a cada 12 horas por mais

" Prolene® - Polypropylene sutere - Ethicon
Incorporations
8 Fio absorvivel sintético Johnson & Johnson
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dois dias. Os pontos de pele foram removidos
nove dias apds o procedimento cirdrgico.

Todos os animais foram submetidos ao mesmo
protocolo de tratamento, mas com inicio em
diferentes tempos ap0s a cirurgia. A medicacao
foi administrada por via oral em forma de
xarop€ em volume e intervalos semelhantes,
sendo que o grupo controle (A) recebeu o
xarope sem nenhuma droga e os demais grupos
(B, C, D e E) tomaram o xarope com
prednison®. No inicio do tratamento, a
prednisona foi administrada na dose de 2mg/Kg,
sendo considerada uma dose alta, indicada
guando se deseja imunossupressdo. O protocolo
consistiu de 2mg/Kg de prednisona, ou volume
equivalente de placebo, a cada 12 horas durante
cinco dias, seguido de 1mg/Kg a cada 12 horas
por cinco dias, e 0,5mg/Kg a cada 12 horas
durante cinco dias, passando para 0,5 mg/Kg a
cada 24 horas por mais cinco dias, e mais trés
administracbes de 0,5mg/Kg a cada 48 horas. O
inicio do protocolo apoés a cirurgia foi de acordo
com 0 grupo:

A - Controle - Inicio do protocolo com o
placebo oito horas apés a cirurgia.

B - Inicio do protocolo com prednisona oito
horas ap6s a cirurgia.

C - Inicio do protocolo com prednisona 24 horas
apos a cirurgia.

D - Inicio do protocolo com prednisona 48
horas ap6s a cirurgia.

E - Inicio do protocolo com prednisona 120
horas ap6s a cirurgia.

Os animais foram submetidos a avaliacédo
neurolégica 24 horas apOs a intervencao
cirirgica e a cada trés dias até o 33°dia, num
total de 12 avaliagBes por animal. O exame
neurologico consistiu na realizacdo de cinco
testes: sensibilidade dolorosa, capacidade
motora, posicionamento proprioceptivo, reflexo

de localizacdo e plano inclinado (Fig.2).

Adotou-se o método de escala numérica
descritiva, e os animais foram testados pela

® Xarope base + glicerina 10% - Manipulado
pela Farmécia da Universidade Federal de
Minas Gerais

10 Xarope base + glicerina 10% + prednisona
0,0125mg/gota - Manipulado pela Farmécia da
Universidade Federal de Minas Gerais
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mesma pessoa durante
experimental.

todo o periodo

A sensibilidade dolorosa (SD) foi testada pela
pressdo de uma pinga hemostéatica mosquito de
Halsted fechada até a primeira cremalheira na
prega interdigital (Fig.2A). A resposta foi
avaliada pelo comportamento do animal como
tentativa de morder, vocalizac¢éo, e também pela
forca e velocidade com que o membro foi
retirado.

A capacidade motora (CM) foi baseada na
observacao da atividade espontanea do animal,
primeiro em um campo aberto sem obstaculo, e
guando apresentava apenas déficit discreto na
deambulagdo era colocado para caminhar em
barras de madeira cada vez mais estreitas de
acordo com a capacidade neurologica do animal
(Fig.2B). As barras, apoiadas em cavaletes da
60cm de altura, tinham um metro de extenséo e
a largura variava de 7,7 a 1,7cm, com diferenca
de 1lcm entre elas, num total de sete barras.
Quando o animal conseguia caminhar na barra
mais larga, de 7,7cm, com o0s quatro membros
apoiados na superficie superior, ele era
colocado em uma barra 1cm mais estreita, até a
barra de 1,7cm. Foi considerada para registro de
escore a menor barra em que o animal
conseguia caminhar utilizando os quatro
membros.

O posicionamento proprioceptivo (PP) foi
realizado flexionando-se a pata do animal de
maneira que sua superficie dorsal ficasse em
contato com o chéo (Fig.2C). Foram avaliadas a
rapidez e a precisdo com que o animal retornava
a pata para posicao normal.

O reflexo de localizacdo (LC) foi verificado
carregando o animal e deixando o membro a ser
testado livre, no caso o0s posteriores. A
superficie plantar de cada membro era colocada
em contato com a borda lateral de uma mesa
(Fig.2D). Foram avaliadas com que preciséo e
rapidez o animal colocava o membro na
superficie da mesa.

O teste do plano inclinado (Pl) consistiu em

colocar o animal em uma tdbua coberta por
emborrachado cuja superficie podia ser ajustada
para permanecer em varios angulos (Fig.2E).
Dessa forma foi possivel estabelecer o maior
angulo no qual o animal conseguia manter sua



Figura 2- A, B, C, D e E- Fotografias de animais sendo submetidos a avaliagdrologica A) Sensilidade
dolorosa; B) Caminhar na barra de madeira parardetecdo da capacidade motora, observe que o anéoal
esta utilizando o membro posterior esquerdo; Gliagdo do pocisionamento proprioceptivo em anicoat
déficit; D) Reflexo de localizacéo; E) Teste danglanclinado.

31



32



posicdo por cinco segundos. Os angulos foram
testados com intervalos de 10 graus, comecando
de 10° até 90°.

Nos testes de sensibilidade dolorosa,
posicionamento proprioceptivo e reflexo de
localizacdo os dois membros posteriores dos
animais foram testados separadamente, e foi
considerado apenas os escores do membro que
teve 0 pior desempenho na primeira avaliagao.
A avaliacdo neurolégica com os escores dos
testes estdo apresentadas no quadro 1. Quanto
maior 0 escore atingido nos testes, mais
préximo da normalidade o animal se encontra.

No 33° dia os animais foram submetidos a
Ultima avaliacao neuroldgica e logo apés foram
sacrificados com sobredose de tiopental sddico,
via intraperitoneal. A medula espinhal foi
retirada junto com a coluna e imersa
imediatamente em paraformaldeido a 4% e em
seguida o animal foi necropsiado. As medulas
permaneceram 30 dias no paraformaldeido para
fixacdo. ApOs esse periodo os segmentos de
coluna foram dissecados para obtencdo das
medulas espinhais que foram processadas pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina e
coradas pela hematoxilina-eosina para avaliagao
histoldgica pela microscopia 6ptica.

Esse experimento foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas
Gerais, com protocolo numero: 092/05.

4.1.1. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o
auxilio do pacote estatistico SAS (Statistical
Analysis System, version 8, SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA) licenciado para a Universidade
Federal de Vigosa, 2006. Adotou-se 5% como
nivel de significancia nas analises.

Os efeitos dos tratamentos foram inicialmente
estudados em cada um dos 12 dias de avaliacéo.
Aplicou-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis (K-W) com o intuito de testar a hipétese
de igualdade entre os efeitos dos tratamentos
(medianas iguais). Apesar do nimero de ratos
utilizados por tratamento ter sido igual a cinco,
ndo ideal para se utlizar a aproximacao
assintética pela distribuicdo de qui-quadrado do
teste K-W, o teste € uma melhor opgdo do que a

ANOVA usual. Se o teste K-W indicasse existir
diferenca significativa entre os grupos, eles
seriam comparados dois a dois, portanto 10
comparacoes, pelo teste ndo paramétrico
Wilcoxon rank sum, adotar-se-ia p-valor

multiplicado por 10, corrigido por Bonferroni

em cada comparacao.

Adicionalmente, foram calculados os valores
médios dos testes (variaveis) dos cinco ratos de
cada grupo por dia de avaliacdo (Y), para se
proceder a andlises de regressao Y=f(X), sendo
X os 12 dias de avaliacdo. O objetivo das
andlises de regressao foi comparar as respostas
aproximadas de cada um dos grupos tratados
com prednisona com o grupo controle. Adotou-
se ajustar os modelos lineares simples de
primeiro grau, Y = + 31.X + ¢, e também o de
segundo grau, Y = + B.X + Bo.X? + ¢. Os
modelos foram ajustados e comparados quanto a
igualdade dos parametrasp; e ..

As alteracdes histopatoldgicas foram analisadas
pelo método qualitativo descritivo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhum animal apresentou infec¢do da ferida
cirirgica, e nem alteracdo de comportamento,
apetite, defecacdo e miccdo. Trés animais
apresentaram aumento de volume na regido
ferida, mas sem sinal de deiscéncia dos pontos
na ferida cirdrgica. Na realizagcdo da necropsia
constatou-se que era uma cavidade delimitada
repleta de conteddo serosangiinolento

localizada apenas no tecido subcutaneo. Esse
seroma pode ter sido provocado devido a grande
frouxid@o da pele desses animais e pelo intenso
manuseio pés-cirirgico. N&o foi observada

qualquer alteracdo na ferida que sugerisse
reacdo ao fio empregado.

Todos o0s animais apresentaram déficit
neurolégico de moderado a acentuado na
primeira avaliagdo neuroldgica, 24 horas ap6s o
procedimento cirdrgico, sendo que alguns
animais foram mais acometidos do que outros.
Panjabi e Wrathall (1988) também encontraram
variacbes em lesdes medulares causadas por um
mesmo peso, possivelmente causadas por
movimentacdo da coluna no momento do
trauma devido a respiragdo, ou por variagdes
anatdmica dos animais como dimensdo da
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medula, firmeza da coluna e massa corporal. Ma
et al. (2001) sugerem que a dificuldade na

padronizacdo dos parametros pode ser comum
apos lesbes discretas ou moderadas em ratos,
sugerindo que esses animais usam um amplo
padrao de locomog¢do nos membros.

Na primeira avaliacdo verificou-se também que
a maioria dos animais teve lesdo assimétrica.
Apenas um animal teve os membros posteriores
direito e esquerdo igualmente afetados, os
outros 24 ratos tinham acometimento
lateralizado, sendo que em todos eles 0 membro
esquerdo foi mais intensamente afetado do que
o direito. Esse problema também foi constatado
por Ford (1983) que descreveu que a
lateralizacdo da lesdo na medula era uma
possivel dificuldade em seu modelo
experimental através da queda de peso. O autor
sugeriu para um jeito de minimizar esse
problema a utilizagdo de um suporte curvo para
apoiar a coluna de modo que a parte onde se
deseja lesionar corresponda também ao centro
gravitacional.

A avaliacéo neurolégica foi realizada através da
utilizacdo de varios testes comportamentais,
conforme Von Euler et al. (1996) e Farooque
(2000) que constataram que esse tipo de teste
fornece informacdes Uteis e importantes para se
avaliar uma lesdo medular experimental,
incluindo a melhora espontanea através do
tempo e o efeito de diferentes tratamentos. Os
testes utilizados também foram condizentes com
esses autores que propuseram que eles devem
ser faceis de aplicar pelo pesquisador, requerer
um minimo pré-treino para o animal, ndo ser
estressante, ndo utilizar  equipamentos
elaborados e fornecer uma avaliacéo realista de
diferentes graus de lesdo medular. A utilizagdo
de vérios testes é apoiada pelos mesmos, que
afirmaram ser dificil encontrar um Unico teste
que satisfaca todos esses  requisitos,
especialmente quando se trata de animais de
laboratério como os ratos. Esse tipo de
avaliacdo neurolégica também é recomendada
por Ma et al. (2001) que reforcam que para
avaliar a funcdo medular residual e a
recuperacgao funcional apos a lesdo medular em
modelos roedores sdo recomendados varios
testes comportamentais e ndo apenas um.

O intervalo de trés dias entre as avaliagdes
neurologicas foi baseado em Von Euler et al.
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(1996) que afirmaram que os resultados de
testes neuroldgicos durante trés dias
consecutivos em um mesmo rato mostrou uma
diferenca de escore muito pequena, nao
justificando intervalos menores do que esse
entre as avaliagoes.

Na avaliagdo dos exames neuroldgicos nao
ocorreram indicios de efeitos diferenciados de
nenhum dos grupos, em nenhum dos dias de
avaliacdo pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, aplicado em cada um dos 12
dias. O p-valor = 0,05 (5%) ou menor é um
indicativo de que a hipétese de igualdade dos
tratamentos deve ser rejeitada. A hip6tese HO
testada é a de que os tratamentos tém todos o
mesmo padrdo de resposta. Observe na tabela 1
gue todos os p-valores sdo grandes e, portanto
ndo ha indicios de efeito diferenciado. Essa
tabela mostra um resumo dos resultados do teste
e sdo apresentados os p-valores maximos e
minimos para cada uma das variaveis, com a
indicacdo do dia da observacéao.

Tabela 1 - Resumo dos resultados do teste de Kitadp
em cada dia de avaliacdo, com os p-valores maxienos
minimos para cada uma das variaveis, e indicac&badda
observacdo entre paréntese.

p-valor® (dia)

Variaveis Minimo Méximo
CM 0,56 (1) 0,99 (30)
PP 0,29 (12) 0,41°%)
LC 0,18 (27) 1,00 (1)
PI 0,36 (15) 0,70 (21)
¥-Com 4 graus de liberdade, PrgB ¢ valor calculado K-
w)
b-p-valores iguais para os dias 1, 6, 9, 18, 2122430 e
33

CM=capacidade motora; PP=pocisionamento
proprioceptivo, LC=reflexo de localizagdo; Pl=plano
inclinado

Na analise de regressao ajustou-se modelos de
regressdo completos, isto €, com parametros
para todos 0s grupos, inicialmente o de primeiro
grau e depois o de segundo. Para as variaveis
LC e Pl o modelo linear de primeiro grau
apresentou melhor ajuste aos dados. Para a
variavel PP o modelo de segundo grau foi o
mais adequado, enquanto que para CM ambos
0s modelos se ajustaram bem e optou-se pelo de
primeiro grau por simplicidade.

Todos os testes apresentaram uma resposta
significativa de escores médios com o tempo
pela andlise de regressdo com p-valores
menores do que 0,05 para todos os testes t dos



coeficientes da regresséo e também para os teste
F dos modelos de regressdo. Ou seja, um
mesmo teste apresentou escores
significativamente diferentes entre os dias de
avaliacdo neuroldgica. Os resultados resumidos

das andlises de regresséo estdo apresentados nas

préximas tabelas. Sao indicados os modelos
ajustados e o0s resultados dos testes de
identidade de modelos, com a indicacdo dos
grupos que apresentaram respostas iguais ao
controle nos 12 dias de avaliagéo.

A capacidade motora foi baseado na observacéo
da deambulagdo espontanea do animal e do
caminhar na barra, testes similares foram
utilizados por Von Euler et al. (1996); Farooque
(2000) e Thomas (2000). O caminhar na barra
foi incluido na determinacdo da capacidade
motora porque muitas vezes a visualizacdo do
caminhar em campo aberto deixava dividas
sobre a existéncia de pequenas alteracdes na
deambulagdo. Moore (1992) ressaltou que
apesar da observacéo cuidadosa da ambulagéo
fornecer informacgdes importantes sobre a
existéncia de alteragbes neurolégicas, algumas
vezes as anormalidades visualizadas podem ser
bem sutis e subjetivas, e que a aplicacao de
outros testes neurologicos podem ajudar a
percebé-las.

Foi verificado que o teste utilizando a barra

possibilita detectar déficits minimos que nao sao
visualizados no andar em campo aberto,
condizente com as observacdes de Farooque
(2000). O caminhar na barra foi eficiente para
avaliar a melhora funcional do animal. Von

Euler et al. (1996) e Farooque (2000) afirmaram
também que esse teste permite avaliar a
eficiéncia de diferentes estratégias de

tratamento e tem grande correlacdo com as
alteragBes neurolégicas microscopicas. O teste

da barra é muito sensivel, mesmo para pequenas
lesdes tromboembdlicas que acometem apenas a
regido dorsal da medula e possui a vantagem de
ter uma escala gradual objetiva (Von Euler et
al., 1996).

Para a variavel capacidade motora todos os
grupos apresentaram respostas médias iguais ao
grupo controle nos 12 dias de avaliagcdo. Vale
ressaltar que o grupo E, que iniciou tardiamente
o protocolo com prednisona, teve o melhor
desempenho se for considerado 10% como nivel
de significancia (Tab.2). Pela figura 3 pode-se
observar que no inicio das avalia¢ges os animais
do grupo E tinham escores menores do que 0s
outros grupos, mas ao final da avaliagdo esses
escores se tornaram superiores. Esse resultado
sugere um possivel efeito benéfico da
prednisona utilizada 120 horas apds lesdes
medulares agudas, entrando em contradicdo
com autores que relatam que a utlizacdo de
corticoides ap0Os oito horas (Meintjes et al.,
1996; Bergman et al., 2000b) ou 24 horas (Yang
et al., 2003) teria efeito deletério na recuperacéo
neurologica.

Tabela 2 — Modelos de regresséo ajustados paraidapa
motora (CM), com respectivos testes de igualdade do
parametros, para os grupos B, C, D e E comparaatosic

R? = 91,93%, p-valor < 0,0001 para o teste F do nwdel
completo com 9 e 50 graus de liberdade, F = 63,31.

CM = a + B.dia
Grupos o B1
A 2,050 0,194
B = =
C = =
D = =
E 1,003'?% 0,251%5%

O simbolo de igualdade (=) na célula da tabelacindue o
teste t ndo rejeitou (p-valor > 0,05) a hipétesegdaldade
entre os parametros do modelo com o do grupo der(.
Estimativas foram apresentadas somente quandote tes
indicou diferenca significativa.
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CM — meelelos ajustaclos

rezultados apresentadoz na Tabela 2
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Figura 3 - Se for adotado 10% como nivel de sigaifcia, 0 grupo E teria uma resposta aproximadhfisiativamente diferente do
controle. Note que no grafico os grupos A, B, C esfio fundidos em uma mesma linha enguanto o ggeodestaca dos demais,

nesse grupo os escores iniciais sao inferioredieais superiores.

Ap6s a lesdo medular experimental todos os
animais apresentaram déficit proprioceptivo, e

nenhum recuperou totalmente essa funcao.
Mesmo os quatro animais que atingiram escore
méaximo nos testes do CM e PI, ainda

apresentavam déficit proprioceptivo e de

localizacéo ao final do experimento, condizente

com Moore, 1992; Thomas, 2000 e Fossum,

2002 que afirmaram que a propriocepgdo €
afetada logo no inicio das doencas neurolégicas
e que na recuperacao ela é o dltimo parametro a
recuperar a normalidade.

Na avalia¢do do posicionamento proprioceptivo

os grupos A, C e E apresentaram modelos
ajustados idénticos (Tab.3), o que permite

concluir que as respostas médias aproximadas
foram iguais nos 12 dias avaliados. Quanto as
respostas aproximadas, o modelo ajustado para
o tratamento B apresentou somente uma
constante de regressag giferente do controle.

Ja o tratamento D apresentou uma resposta
estatisticamente diferente do controle.

Nesse mesmo teste, o grupo D teve recuperagao
melhor do que os demais grupos (Fig.4),

apontando uma possivel agdo benéfica da
prednisona quando utilizada 48 horas apds a
injaria. Assim como no teste da capacidade
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motora, ndo era previsto gque um grupo com
inicio tardio do tratamento tivesse uma
recuperagdo neurolégica melhor do que os
grupos que iniciaram o tratamento mais cedo.
Esse resultado nao era esperado, pois segundo
Kraus (1996), Bagley et al. (1999), Bagley
(2000), Bergman et al. (2000b), Lu et al. (2000),
Bondy e Cohn (2002a) e Lee et al. (2005) os
corticides sO teriam efeito benéfico na
reabilitacdo quando utilizados até oito horas
apos o trauma. Essa ocorréncia talvez possa ser
atribuida a diferenca individual entre os animais
€ ao pequeno numero de animais em cada

grupo.

Tabela 3 — Modelos de regressdo ajustados para
posicionamento proprioceptivo (PP), com respectiestes

de igualdade dos paréametros, para os grupos B, €,
comparados com A.’R= 93,55%, p-valor < 0,0001 para o
teste F do modelo completo com 14 e 45 graus dedilale,

F = 46,66.

PP =a + By.dia +p,.did

Grupos o B1 B2
A -0,158 0,085 -0,002
B 0,085 = =
C = = =
D 0,206 0,051 0,001
E = = =

O simbolo de igualdade (=) na célula da tabelacindue o
teste t ndo rejeitou (p-valor > 0,05) a hipétesegdaldade
entre os parametros do modelo com o do grupo der(.
Estimativas foram apresentadas somente quandote tes
indicou diferenca significativa.



PP — modelos ajustaclos

resultados apresentados na Tabela 3

Fosicionamento Proprioceptivo (PP)

Grupos: P
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DIAS

L NN

===l “——r E

Figura 4 - Pelo grafico observa-se que os grupcs A,E apresentaram modelos ajustados idénticstfie representados por uma
Unica linha. O modelo ajustado para o grupo B amtesi somente uma constante diferente do conféole,grupo D apresentou

uma resposta estatisticamente diferente do controle

Pelos resultados do reflexo de localizagédo

apresentados na Tabela 4 verificou-se que os
grupos B e D apresentaram uma resposta média
igual ao controle, a resposta do grupo E diferiu

apenas por uma constante, enquanto o grupo C
apresentou uma resposta estatisticamente
diferente. Pela figura 5 pode-se observar a

resposta do grupo E com incremento linear

igual aos grupos A, B e D (retas paralelas),

enguanto o grupo C, que tem 0s menores

escores no inicio das observagbes, termina com
escores superiores aos demais grupos.

Os ratos do grupo C tiveram o melhor
desempenho neste teste sugerindo um potencial
efeito benéfico da prednisona iniciada 24 horas
ap6és a lesdo. Contradizendo os autores
consultados (Means, 1981; Young e Flamm,
1982; Hoerlein et al., 1985; Braund et al,
1990a; Shores, 1992; Meintjes et al., 1996; Von
Euler et al., 1996; Bagley et al., 1999; Jeffery e
Blakemore, 1999b; Bagley, 2000; Lu et al.,
2000; Yang et al., 2003) que indicam que deve-
se utilizar os corticoides o mais rapido possivel

apos a injuria para se obter um maior efeito
benéfico.

De acordo com Von Euler et al. (1996) o reflexo

de localizagdo € altamente correlacionado com
as alteragbes morfolégicas microscopicas

encontradas apés lesdo medular experimental
fotoquimicamente induzida. Esse reflexo testa o
posicionamento tatil, e uma resposta diminuida
ou ausente sugere lesdo no trajeto sensorial
(Fossum, 2002) ou no neurdnio motor inferior

(Moore, 1992).

Tabela 4 — Modelos de regresséo ajustados pasxoefle
localizagdo (LC), com respectivos testes de igukdddos
parametros, para os grupos B, C, D e E comparaatosic

R? = 85,09%, p-valor < 0,0001 para o teste F do nwdel
completo com 9 e 50 graus de liberdade, F = 31,70.

LC = a + B.dia
Tratamentos o B1
A 0,006 0,033
B = =
C -0,363 0,051
D = =
E -0,300 =

O simbolo de igualdade (=) na célula da tabelacindue o
teste t ndo rejeitou (p-valor > 0,05) a hipétesegdaldade
entre os parametros do modelo com o do grupo der().
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resultados apresentadoz na Tabela 4
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Figura 5 - Pelo gréafico verifica-se que os grupoe B apresentaram uma resposta média igual aocoter{th), sendo os trés
representados pela mesma linha. A resposta do @riferiu apenas por uma constante, porém coni iga@mento linear (retas
paralelas), j& o grupo C apresentou uma respastistisamente diferente. Observe que o grupo @ici tem 0s menores escores

e termina com os escores superiores.

O teste do plano inclinado, desenvolvido por
Rivlin e Tator (1977), € amplamente utilizado
para avaliacdo do trauma medular (Von Euler et
al., 1996). Nesse teste os tratamentos evoluiram
de modo semelhante ao longo do tempo,
somente a resposta média do tratamento B se
diferiu do A por um termo constante, mas sem
diferenca na evolucdo (Tab.5). Pela figura 6
pode-se perceber que apesar dos animais do
grupo B terem escores maiores desde o inicio do
teste, a recuperacao foi semelhante.

Segundo Rivlin e Tator (1977), esse teste ajuda
a detectar pequenas alteracbes que nao podem
ser visualizadas facilmente no caminhar, que
muitas vezes parece normal em animais
inferiores com lesdes medulares de pouca
intensidade. Contudo, foi observado que a
maioria dos animais conseguiu permanecer no
mesmo angulo de antes da cirurgia sem
deambular normalmente, apenas cinco animais
andavam normal antes de atingirem o escore
maximo nesse teste. Talvez esse achado possa
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ser explicado pelo fato de ter se utilizado uma
variacdo de 10 graus entre os angulos, enquanto
Rivlin e Tator fizeram avaliagbes a cada cinco
graus. Mas Von Euler et al. (1996)
consideraram que a diferenca de angulo entre os
ratos normais e os com lesdes intensas € muito
pequena, apenas cerca de 25°, o que dificulta as
correlages.

Tabela 5 — Modelos de regressdo ajustados pareo plan
inclinado (PI), com respectivos testes de igualddde
parametros, para os grupos B, C, D e E comparaatosic

R? = 70,19%, p-valor < 0,0001 para o teste F do nwdel
completo com 9 e 50 graus de liberdade, F = 13,08.

Pl =0+ prdia
Grupos o B1
A 3,134 0,030
B 3,548 =
C = =
D = =
E = =

O simbolo de igualdade (=) na célula da tabelacindue o
teste t ndo rejeitou (p-valor > 0,05) a hipétesegdaldade
entre os parametros do modelo com o do grupo der(.
Estimativas foram apresentadas somente quandote tes
indicou diferenca significativa.
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Figura 6 - Visualiza-se pelo grafico que o grupdifgriu dos demais grupos, representados por urita linha, apenas por uma
constante, ele iniciou e terminou com escores altis, mas com incremento linear igual ao dos sujrapos (retas paralelas).

A sensibilidade dolorosa se manteve inalterada
durante todo o experimento em todos o0s animais
e por esse motivo nao foi necessario submeté-la
a analise estatistica. Esse fato era esperado e
desejado, pois objetivou-se provocar uma lesao
medular moderada e reversivel. Segundo
Thomas (2000) e Fossum (2002) a percepg¢édo
dolorosa profunda constitui o teste prognostico
mais importante do exame neuroldgico e
constitui um indicador confiavel da integridade
da medula. Moore (1992) e Bergman et al.
(2000a) concordam que € necessario um trauma
bem grave na medula espinhal para interromper
a sensacédo de dor profunda e que quando isso
ocorre 0 prognostico é desfavoravel. Esses
dados estdo condizentes com os resultados
encontrados, pois nenhum animal teve perda da
dor profunda, e todos eles tiveram alguma
recuperacgao neuroldgica.

Os corticdides devem ser utilizados o mais
rapido possivel ap6s o trauma. E motivo de
controvérsia que seu uso apods oito horas da
lesdo teria efeito deletério na recuperacéo
neurologica (Kraus, 1996; Meintjes et al., 1996;

Von Euler et al., 1996; Bergman et al., 2000b).
Era esperado que o grupo B, que iniciou o
tratamento mais rapidamente apdés o trauma,
tivesse o melhor desempenho, entretanto isso
ndo ocorreu, todos os grupos tiveram evolugao
igual ao longo do tempo. Nao foi verificada

correlagdo entre os testes, pois em cada teste um
grupo teve a melhor resposta. Mas apesar disso,
cada um dos grupos que iniciou tardiamente o
tratamento, apés 24, 48 ou 120 horas teve a
melhor  performance em um  teste,
respectivamente localizagdo, propriocepcdo e
plano inclinado; enquanto o grupo controle e o
grupo B, que iniciou o protocolo com oito
horas, ndo se destacaram em nenhum teste.
Esses resultados corroboram os indicios de que
a prednisona administrada apés 24, 48 ou 120
horas da lesdo ndo prejudica a recuperacgdo
neurologica.

Os resultados encontrados na avaliacéo
neurologica e a falta de correlacdo entre os
diferentes testes indicam que n&o houve um
grupo que se sobressaiu dos demais. Essa
recuperagdo semelhante em todos os animais
fornece indicios de que o tratamento né&o
interferiu com o restabelecimento. De acordo
com Jeffery e Blackmore (1999a) quando a
lesdo medular ndo é grave o suficiente para
causar alteracBes permanentes, pode ocorrer
recuperagdo espontanea, e que isso pode ser
observado também no tratamento placebo ou
conservativo apés uma lesdo experimental
aguda. Nesse caso 0s animais recuperariam suas
funcdes com ou sem tratamento, ficando sujeito
apenas as alteragdes individuais.
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Em todos os animais foram encontradas

alteragBes microscopicas semelhantes com
intensidades diferentes sem, contudo, notar uma
predominancia de lesdes mais ou menos
intensas em determinado grupo. O método de
fixacdo da medula com paraformoldeido a 4%

por 30 dias nao foi eficiente, determinando

dissolucdo do material, dificultando o seu

processamento, e algumas vezes causando
artefatos que alteraram a morfologia histolégica
do corte.

Observou-se em todas as laminas degeneracao
axonal discreta a intensa em uma ou mais raizes
nervosas (Fig.7A e B). Na maioria dos animais,
independente do grupo, a medula espinhal
apresentava cavitagdo contendo células de
Gitter, gliécitos reativos, células inflamatérias
mononucleares e vasos sanglineos neoformados
(Fig.7C e D). A extensédo da area de necrose
variou desde um pequeno foco até a ocupacgao
de cerca de um terco da medula, sendo que
muitas vezes o acometimento foi mais intenso
de um dos lados. Sempre houve o envolvimento
das duas substancias, sendo que a cinzenta foi a
principal afetada em extensdo e intensidade, o
que j& foi citado por Rivlin e Tator (1979);
Shores (1992); Summers et al. (1995); Kraus
(1996); Li et al. (1996); Tator e Koyanagi
(1997); Taoka e Okajima (1998); Bagley et al.
(1999); Jeffery e Blakemore (1999b); Bagley
(2000); Bergman et al. (2000a) e Mallei et al.
(2005) quando relatam que essa substancia é
mais sensivel ao trauma agudo, sendo a
principal afetada nesse tipo de injdria.

Apesar da substancia cinzenta ter sido a
principal afetada nesse trauma (Rivlin e Tator,
1979; Summers et al., 1995; Li et al., 1996;
Bagley et al., 1999; Bagley, 2000; Bergman et
al., 2000a e Mallei et al., 2005), a recuperacgéo
da locomocao provavelmente se deveu ao fato
da leséo ter ocorrido em T12 ou T13, uma &rea
onde essa substéncia ndo é essencial para a
enervacdo dos membros (Moore, 1992; Kraus,
1996; Jeffery e Blackmore, 1999a). Nessa
regido, o acometimento da substancia branca é
mais prejudicial a funcdo motora por interferir
com a conducdo do impulso a partir de
estruturas supraespinhais (Moore, 1992; Jeffery
e Blackmore, 1999b).

Nao foi encontrada necrose em um animal do
grupo A, um animal do grupo D, dois animais
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dos grupos B, dois do grupo C e dois do grupo
E. Entretanto, essas laminas continham pouco
material devido ao problema da fixacédo
prejudicando suas interpretacoes.

Os resultados encontrados na histologia estéo de
acordo com Janssens (1991) que relata que a
fagocitose que comeca poucos dias ap0s a leséo
resulta na formacao de cavidades, e que uma
semana apdés o trauma todas as células da area
necrética contém citoplasmas com aspecto
espumoso. Os achados histoldgicos também
condizem com Lu et al. (2000) que afirmaram
gue a leséo resultante de diferentes tipos de
trauma medular agudo é freqlientemente similar,
com cavitagbes da substancia cinzenta e
acometimento variavel do tecido periférico. E
gue a extensao em que ocorre morte celular de
neurdnios e da glia durante os eventos
secundarios é responsavel pela formacao de
cavitacdes.

Portanto, ndo foram observadas diferencas
histoldgicas entre os grupos, o que inviabilizou
determinar se a administracédo de altas doses de
prednisona, em diferentes tempos, promoveu
alteragbes morfoldgicas distintas na medula
espinhal apés o trauma. Esta impossibilidade
pode ter sido decorrente da falha na fixacéo do
material.

6. CONCLUSOES

O modelo de lesdo medular experimental
compressiva aguda apresentado nesse estudo é
eficaz para produzir dano a medula espinhal,
com paraplegia moderada e reversivel.

A intensidade da lesdo medular produzida com
o aparelho estereotaxico apresentado pode
variar de acordo com o tempo e/ou peso
utilizados.

A utilizacdo de altas doses de prednisona em
lesdo medular aguda experimental ndo teve
efeito diferenciado com o tempo em que foi

administrada, sendo que a administracao tardia
ndo teve efeito prejudicial na recuperacao
neurologica.

A ocorréncia de recuperacdo espontanea em
ratos com lesdes medulares moderadas dificulta
a avaliagdo do efeito do tratamento.



Figura 7 - A e B - Fotomicrografias de raizes nsagoventrais em cortes transversais corados por H-
E, 100x. Degeneracdes axonais A)Discreta a B)aadatuC, D e E - Fotomicrografias de medulas
espinhais em cortes longitudinais (C e E) e transs¥¢D) corados por H-E, 100x. C) Células de Gitte
(seta) em foco necrético. D) Microglidcitos reativ@élulas inflamatérias mononucleares e vasos
sangiliineos neoformados em cavitacao (asteriscBeggneracao intensa do neurdpilo.
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