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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da administracdo de dantrolene sédico em ratos com trauma
medular agudo experimental. Foram utilizados 46 ratos Wistar, machos com trés meses de
idade, divididos em seis grupos: GI (controle positivo - 32 horas); GII (controle negativo - 32
horas); GIII (dantrolene - 32 horas); GIV (controle positivo - oito dias); GV (controle negativo -
oito dias); GVI (dantrolene - oito dias). Realizou-se laminectomia de T13 em todos os animais,
sendo que aqueles dos grupos GI, GIII, GIV e GVI foram também submetidos a trauma medular
compressivo, por meio de aparelho estereotaxico, com peso de 70,5g, durante cinco minutos.
Uma hora depois, os grupos GIII ¢ GVI receberam 10mg/kg de dantrolene em dose tnica, por
via intraperitonial, e os grupos GI e GIV, volume equivalente de seu diluente. Foram avaliados
sensibilidade dolorosa, capacidade motora, posicionamentos proprioceptivo e tatil, capacidade
de se manter em plano inclinado e perfil bioquimico sérico. Apoés eutanasia, foram coletadas
amostras de pele, musculatura esquelética, diafragma, coragdo, pulmio, figado, bago, rim e
bexiga, e medula espinhal para avaliagdo histologica. Para avaliar a integridade da medula
espinhal foram realizados TUNEL e imunoistoquimica (anti-NeuN). Os animais traumatizados
apresentaram paraplegia grave e reten¢do urinaria com cistite hemorragica. Ndo foi observada
diferenca estatistica nas avaliagdes comportamentais nem bioquimicas entre os grupos, porém,
aqueles tratados com dantrolene apresentaram menor lesdo vesical aos oito dias (p<0,05). Em
todos os animais submetidos ao trauma medular observou-se malacia nas substincias branca e
cinzenta do epicentro da lesdo. Nos segmentos mais integros foram observados baldes axonais e
células Gitter, caracterizando camaras de digestdo. Os animais tratados com dantrolene
apresentaram menor quantidade de neurdnios TUNEL-positivos, ressaltando seu efeito
antiapoptotico, e maior quantidade de NeuN-positivos, 32 horas e oito dias ap6s o trauma
(p=0,05). Portanto, conclui-se que o dantrolene apresenta efeito protetor na bexiga e na medula
espinhal de ratos submetidos a trauma medular agudo.

Palavras-chave: Neurologia, trauma medular agudo, dantrolene, NeuN, TUNEL, rato.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effect of dantrolene sodium on experimental acute
spinal cord injured rats. Were used forty-six male Wistar rats, three months old, randomized in
six groups: GI (positive sham - 32 hours); GII (negative sham - 32 hours); GIII (dantrolene - 32
hours); GIV (positive sham - eight days); GV (negative sham - eight days); GVI (dantrolene -
eight days). Was performed laminectomy at T13 in all rats, and those of groups GI, GIII, GIV
and GVI were also submitted to compressive spinal cord injury, by a stereotaxic equipment,
with a weight of 70,5g, during five minutes. One hour later, the groups GIII and GVI received
10mg/kg of dantrolene in a single intraperitoneal injection, and the groups GI and GIV, its
diluent equivalent volume. Were evaluated painful sensibility, locomotor capacity,
proprioceptive and tactil placing, capacity of keep on inclined plan and seric biochemical
profile. After euthanasia, samples of skin, esqueletic muscle, diaphragm, heart, lung, liver,
spleen, kidney, bladder, and spinal cord were collected for histological evaluation. To evaluate
the spinal cord integrity were performed TUNEL and immunochemistry (anti-NeuN). The
traumatized animals showed severe paraplegia and urinary retention with hemorrhagic cystitis.
No statistic difference was observed in the behavioral tests or biochemical evaluation among the
groups, however, those treated with dantrolene showed the least bladder injury at eight days
(p<0,05). In all rats submitted to spinal cord injury was observed malacia in white and grey
matter of injury epicenter. In the adjacent segments were observed swollen axons and Gitter
cells, characterizing digestion chambers. The animals treated with dantrolene showed smaller
amount of TUNEL-positive neurons, emphasizing its antiapoptotic effect, and bigger amount of
NeuN-positive neurons, at 32 hours and eight days after trauma (p<0,05). Therefore, its
conclude that dantrolene presents protective effect on bladder and spinal cord of rats submitted
to acute spinal cord trauma.

Keywords: Neurology, acute spinal cord injury, dantrolene, NeuN, TUNEL, rat.
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1- INTRODUCAO

A ocorréncia do trauma medular gera perda
de vidas, sofrimento humano e repercussoes
econdmicas (Yezierski, 2005; Fernandez et
al., 2006). Na medicina veterinaria, as
espécies  domésticas  também  estdo
susceptiveis as lesdes medulares, sendo que
muitas dessas situagdes evoluem para a
morte ou eutanasia do paciente acometido
(Chacon e Nieto-Sampedro, 2005).

Quando um paciente apresenta-se com
trauma agudo da medula espinhal, o tempo ¢
seu maior inimigo. A abordagem terapéutica
imediata ¢ primordial para restauracdo da
melhor fun¢do neurologica possivel, visto
que a progressao dos danos teciduais
encontra-se quase concluida em 24 horas
apos a injuria inicial. Portanto, para que um
tratamento seja efetivo, ele deve ser
instituido neste periodo (Janssens, 1991).

As consequéncias do trauma medular sdo
graves e, além da incapacidade locomotora,
manifestam-se na perda de controle
sensorial, urolégico, fecal e sexual (Harkey
Il et al., 2003; Rosenzweig e McDonald,
2004; Wheeler e Sharp, 2005; Yezierski,
2005; Ayas et al., 2006; El Masri, 2006;
Siddall e Middleton, 2006). O decubito
prolongado e a falta de movimentagio
desencadeiam anormalidades dos sistemas
respiratorio, cardiovascular,  digestorio,
imune, tegumentar e musculoesquelético.
Essas complicagdes requerem a devida
atengdo para que seja possivel prolongar e
proporcionar uma melhor qualidade de vida
ao paciente (Kwon et al., 2005; Yezierski,
2005; Wuermser et al., 2007).

O restabelecimento da fungdo neurolégica, o
controle da dor e o curto periodo de
hospitalizagdo, evitando assim complicagdes
em longo prazo, constituem objetivos a
serem alcancados no tratamento da lesdo
medular. Para tanto, busca-se o incremento
do potencial regenerativo dos neur6nios

lesados, pela limitagdo das consequéncias do
dano celular secundario ao trauma inicial, e
promogdo da plasticidade dos circuitos
sobreviventes por meio de procedimentos de
reabilitacdo (Bareyre et al., 2004; Fernandez
et al., 2006; Siddall e Middleton, 2006).

Atualmente, os estudos envolvendo a
fisiopatologia das injurias medulares tém se
tornado cada vez mais frequentes. Existe um
expressivo interesse em reconhecer e
entender os mecanismos de degeneracao e
reparo neuronais, o que pode aumentar as
chances de sucesso na recuperacdo dos
pacientes (Dumont et al., 2002).

Diferentes modelos in vivo sdo utilizados
para reproduzir lesdo medular
experimentalmente (Krassioukov et al.,
2002). Dentre eles, um dos mais utilizados
tem sido a producdo de trauma medular
compressivo por peso em ratos (Basso et al.,
1996; Carlson et al., 1998; Farooque, 2000;
Gaviria et al., 2000; Ma et al., 2001; Silva et
al., 2008). Além de um modelo adequado, a
avaliagdo precisa da fungdo neurologica, por
meio de testes comportamentais motores e
sensoriais, € imprescindivel para determinar
a eficacia do tratamento apo6s a injuria
(Basso et al.,, 1996; Metz et al., 2000;
Roussos et al., 2005; Schmitt et al., 2006).

Diante desta afeccdo que acarreta em
prejuizos consideraveis aos pacientes, a
descoberta de um medicamento capaz de
reverter o quadro patologico da lesdo na
medula espinhal permanece como um
objetivo a ser alcangado, e que possa ser
empregado nas medicinas humana e
veterinaria.

A administracao de altas doses de succinato
sodico de metilpredinisolona ainda é o
protocolo teraputico de escolha para
pacientes com lesdo aguda na medula
espinhal. Este farmaco atua, principalmente,
na reducdo do edema e inibicdo da
peroxidacao lipidica, desde que
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administrado nas primeiras oito horas apds o
trauma (Jeffery e Blakemore, 1999). Porém,
existem controvérsias sobre seus efeitos
deletérios serem maiores que os benéficos.
Os corticoides  podem  inibir a
remielinizacdo, suprir o sistema imunologico
e induzir ulceracéo gatrintestinal
(Matsumoto et al., 2001; Short, 2001; Olby e
Jeffery, 2003; Hall e Springer, 2004;
Tsutsumi et al.,, 2006). Diversos outros
farmacos ja foram testados in vitro e
utilizados sem resultados satisfatorios
quando aplicados em modelos animais
(Bergman et al., 2000a; Dumont et al., 2001;
Kwon et al., 2004).

O dantrolene soédico, um derivado da
hidantoina, bloqueia a liberagdo de calcio do
reticulo endoplasmatico e, por isso, acredita-
se que proteja as células neuronais de lesdes
secundarias que sdo desencadeadas pelo

acimulo de calcio intracitoplasmatico
(Krause et al., 2004).
Ja  foram comprovadas propriedades

antioxidantes do dantrolene como prevengio
da peroxidagdo lipidica, protecdo das células
de lesdes oxidativas e de efeitos toxicos dos
radicais livres de oxigénio (Biiylikokuroglu
et al., 2001; Biiylikokuroglu et al., 2002;
Ucuncu et al., 2005). Além disso, diversos
estudos demonstram 0s efeitos
neuroprotetores do dantrolene em modelos
de morte neuronal induzida por isquemia
cerebral (Zhang et al., 1993; Wei e Perry,
1996; Yano et al., 2001; Nakayama et al.,
2002; Li et al., 2005), de excitotoxicidade
(Gepdiremen et al., 2001; Makarewicz et al.,
2003; Diizenli et al., 2005), e de epilepsia
(Niebauer e Gruenthal, 1999; Popescu et al.,
2002; Ballough e Filbert, 2003; Yoshida e
Sakai, 2006).

Neste contexto, o dantrolene surge como
uma opc¢do promissora a ser testada na
injuria medular aguda, pois ainda ndo foi
avaliado em tais situagdes. Espera-se que
esse farmaco apresente efeito neuroprotetor
sobre as medulas lesadas, pela diminui¢do
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da progressdo dos mecanismos da lesdo
secundaria, em ratos submetidos a trauma
medular agudo. Também espera-se que atue
no auxilio do controle miccional, relaxando
o esfincter uretral externo, propriedade essa
ja conhecida desse farmaco (Hackler et al.,
1980; Wheeler e Sharp, 2005).

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito do dantrolene sodico, administrado
precocemente em dose uUnica em ratos
adultos com trauma medular agudo
experimental, por meio de testes
comportamentais e avaliacdes bioquimicas
séricas, anatomopatologica e
imunoistoquimica.

2 - REVISAO DE LITERATURA

As espécies domésticas sdo frequentemente
acometidas por afecgdes neurologicas,
dentre as quais o trauma da medula espinhal
¢ uma das mais comuns. Muitas dessas
situacdes quando ndo comprometem a
qualidade de vida, acabam evoluindo para a
morte ou eutanasia do paciente acometido
(Bergman et al., 2000a; Chacon e Nieto-
Sampedro, 2005).

O trauma da coluna espinhal é causado por
fatores extrinsecos e/ou intrinsecos e pode
resultar em lesdo na coluna vertebral, na
medula espinhal ou em ambas. Os fatores
extrinsecos incluem atropelamentos, quedas,
chutes e pisoteios, mordidas e armas de fogo
e, comumente, acarretam em fratura ou
luxacdo vertebral (Bagley et al, 1999;
Bagley, 2000). As causas intrinsecas
compreendem protrusdo e extrusdo do disco
intervertebral, malformagdo  vertebral,
fraturas patologicas devido a osteopenia,
osteomielite e massas compressivas extra-
medulares como abscessos e neoplasias
(Colter e Rucker, 1988; Shores et al., 1990;
Summers et al., 1995).

Em cédes, o canal vertebral é relativamente
estreito comparado com o didmetro da



medula, especialmente na regido
toracolombar, justificando assim a maior
frequéncia de compressdes nesse local
(Bergman et al., 2000a). Os traumas
toracolombares tendem a causar lesdes mais
graves que o0s cervicais, pois na regido
cervical 0 canal vertebral ¢
proporcionalmente maior em relagdo a
medula, o que determina maior tolerancia a
compressao. A regido toracica ¢ a mais
estavel da coluna vertebral do cdo, sendo a
jungdo toracolombar a de maior ocorréncia
de fraturas e luxacdes (Braund et al., 1990a;
Braund et al., 1990b; Summers et al., 1995;
Bergman et al., 2000a).

As afecgOes agudas e cronicas da medula
espinhal sdo sindromes clinico-patologicas
distintas, com diferentes sinais clinicos,
graus de lesdo e tempo de recuperagdo
(Kraus, 1996; Olby e Jeffery, 2003). Por
isso, o tipo de trauma € um fator importante
na avaliagdo da lesdo (Schramm et al, 1979,
Carlson et al.,, 2000). Uma compressdo
gradual lenta tem um prognodstico mais
favoravel que uma compressdao aguda, pois
possibilita a acomodacgio da medula espinhal
e, assim, a disfun¢do neuroldgica inicial é
menor. Nesse caso, geralmente, ndo ha
hemorragia aguda e necrose, ¢ a fun¢do da
medula permanece preservada (Braund et
al., 1990a; Summers et al., 1995; Aragjo,
2005). Clinicamente, o trauma cronico ¢
caracterizado por déficit neurologico
lentamente progressivo, diminui¢do da
propriocepcdo e paresia, algumas vezes
intercalados por periodos de normalidade. A
substancia branca ¢ a principal estrutura
acometida com desmielinizagdo e perda dos
axo6nios (Summers et al., 1995; Kraus,
1996).

A recuperacdo neurologica apdés uma
compressdo cronica é proporcional ao tempo
de duracdo e, portanto, a descompressdo
precoce propicia melhores chances de
reparagdo. Ocorre uma associagdo entre o
tempo de compressdo e a extensdo dos danos
e, dependendo do grau e duragio da

compressdo, a lesdo pode se tornar
permanente (Delamanter et al., 1995;
Summers et al., 1995; Kraus, 1996; Carlson
et al., 2000).

As lesdes agudas sdo acompanhadas por
hemorragia, reacdo inflamatoria e edema,
que comecam na substincia cinzenta e, em
poucas horas, se extendem até¢ substincia
branca e segmentos medulares adjacentes
(Colter e Rucker, 1988; Braund et al.,
1990a). A substincia cinzenta ¢é mais
sensivel ao trauma agudo e a isquemia que a
substancia branca (Summers et al., 1995).

Apesar de intensamente estudado, o
completo mecanismo que sucede a lesdo
primaria no trauma medular agudo ainda ndo
foi totalmente elucidado. Acredita-se que o
conhecimento profundo de tais mecanismos
possa proporcionar uma base para o
desenvolvimento e implementacdo de uma
terapia racional (Faden et al., 1984; Colter e
Rucker, 1988; Braund et al., 1990b; Tator e
Fehlings, 1991; Meintjes et al., 1996;
Bergman et al., 2000b).

2.1 - FISIOPATOGENIA DO TRAUMA
MEDULAR AGUDO

2.1.1 - Eventos Primarios

A transferéncia de um impacto mecanico
para a medula espinhal que resulta em
ruptura de vasos sanguineos, cOrpos
neuronais, axonios e lesdo de demais células
nervosas ¢ considerada a causa da lesdo
primaria na medula espinhal. A gravidade
das alteracdes histologicas varia
proporcionalmente com a magnitude do
trauma inicial (Delamanter et al., 1995;
Kraus, 1996; Hulsebosch, 2002).

A lesdo primaria ndo pode ser evitada e, em
seu estagio agudo, ocorre destruicdo da
barreira hematoencefalica e dos vasos
sanguineos locais. A injuria vascular gera
hemorragia, edema e isquemia locais e, na
presenca de hipoxia e hipoglicemia, o
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metabolismo torna-se anaerobico,
instaurando-se acidose latica. O conjunto
desses eventos resulta em necrose
hemorragica central da substincia cinzenta
que se inicia dentro de aproximadamente
quinze minutos ap6és o trauma. A
degeneracdo neuronal é observada por volta
de uma a quatro horas, ¢ edema e tumefagdo
axonal focal ocorrem na substincia branca
apods cerca de quatro a oito horas (Jeffery e
Blackemore, 1999; Bergman et al., 2000a;
Olby e lJeffery, 2003; Yezierski, 2005).
Dependendo da gravidade da lesdo, a
necrose pode se estender cranial e/ou
caudalmente. Enquanto nos  traumas
moderados a medula apresenta cavitagdes
cisticas centrais, em alguns casos mais
graves toda a medula se torna necroética e
sofre liquefacdo, sendo mantida no lugar
apenas pelas meninges (Summers et al.,
1995).

As razdes para o envolvimento preferencial
da substincia cinzenta ndo foram ainda
totalmente  esclarecidas.  Contudo, a
disposicdo e compactacdo das substancias
branca e cinzenta provavelmente sdo fatos
contributivos. Em contraste com as fibras
intimamente compactadas da substincia
branca, os neurénios € seus processos estao
frouxamente dispostos e, portanto, sdo mais
facilmente separados pela hemorragia e pelo
edema. Além disso, a predominancia de
hemorragias na substancia cinzenta pode ser
explicada pela presenca de grande rede
capilar altamente susceptivel ao trauma
mecanico. O aumento na  pressdo
intramedular espinhal pos-traumatica
também esta mais concentrado centralmente,
predispondo esta area a lesdes mais intensas.
A maior demanda metabdlica da substancia
cinzenta em comparagdo a substancia
branca, ¢ fator adicional para sua maior
susceptibilidade ao trauma, particularmente
durante os periodos de isquemia (Olby e
Jeffery, 2003).

As  alteragdes  vasculares  produzem
diminui¢do do aporte de adenosina-trifosfato
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(ATP) gerando disfungdo de processos
dependentes de energia, como a bomba de
sodio e potassio, responsavel pela
preservacdo da  homeostase  celular.
Concomitantemente, o edema que comprime
os tecidos produz variagdo anormal nas
concentracdes de eletrolitos (calcio, sodio e
potassio) mno liquido intersticial. Tais
alteragdes podem interferir na excitabilidade
e transmissdo sindptica, o que justifica a
possivel interrupcdo da condugdo do
estimulo nervoso imediatamente apos o
trauma (Chacén e Nieto-Sampedro, 2005;
Corona e Tapia, 2005).

Seguindo-se a lesdo vascular, instauram-se
processos inflamatorio e imunologico que
inibem a reparagdo axonal (Delamanter et
al., 1995). As respostas imunomediadas
envolvem componentes celulares
(neutrofilos, macrofagos e células T) e
componentes ndo celulares (moléculas,
citocinas e prostaglandinas).
Aproximadamente trés a seis horas apds o
trauma, o local ¢ invadido por neutroéfilos,
que secretam enzimas liticas e citocinas, as
quais podem, futuramente, danificar o tecido
e recrutar outras células inflamatorias.
Monocitos e macrofagos sdo recrutados e a
microglia residente no local é ativada. Essas
células contém lisossomos e vacuolos
apresentando aspecto espumoso (células
Gitter) que iniciam o processo de fagocitose
do tecido lesado e subsequente formagdo de
cavitacoes. Essas e outras células reativas
produzem citocinas como fator de necrose
tumoral (TNF-a), interleucinas e interferons
que além de mediadores da resposta
inflamatdria também podem contribuir para
futuros danos teciduais (Lu et al., 2000;
Hulsebosch, 2002; Beattie, 2004; Kwon et
al., 2004; Qiao et al., 2006).

A redu¢do do fluxo sanguineo para o
segmento lesado pode ainda ser ocasionada
por alteracdo anatomica do canal vertebral,
hemorragia, edema, e reducdo da pressdo
sistémica, que acarretam uma lesdo medular
adicional, denominada lesdo secundaria.



Dessa forma, a producdo e o acumulo de
metabolitos resultantes de necrose tecidual
(devido ao impacto primario) e o
desequilibrio de eletrolitos intra ¢
extracelulares, ocasionados pela reducdo do
fluxo sanguineo local, podem provocar a
morte de células nervosas e de axonios que
ndo foram inicialmente lesados, inclusive
em areas distantes do ponto de impacto
mecanico inicial (Beattie et al., 1998;
Hulsebosch, 2002; Goldberg, 2003; Kwon et
al., 2004).

2.1.2 - Eventos Secundarios

A fisiopatologia da lesdo secundaria ¢
complexa e ainda no estd completamente
esclarecida. Entretanto, sabe-se que ocorre
uma cascata de mecanismos bioquimicos,
moleculares, intra e extracelulares
desencadeada pela necrose inicial, que
sinaliza as células adjacentes para uma
morte  programada, conhecida como
apoptose celular, A morte celular por
apoptose pode ser detectada horas, dias e até
semanas apds a injuria medular inicial, e
ocorre em diversos tipos celulares, incluindo
neurdnios, células da glia e células
inflamatorias, dentre elas neutréfilos,
microglia e macrofagos (Kerr et al., 1972;
Lu et al., 2000; Mattson, 2000; Kwon et al.,
2004; Genovese et al., 2006; Qiao et al.,
2006).

A transmissdo sinaptica ¢ dependente de
ions calcio, os quais apresentam papel
primordial na regulacdo da permeabilidade
dos ions sodio e potassio durante a excitagdo
neuronal, atuando ainda no controle das
atividades de enzimas e, no armazenamento
e liberagdo dos neurotransmissores em suas
respectivas vesiculas sinapticas (Chacon e
Nieto-Sampedro, 2005; Corona e Tapia,
2005).

Imediatamente apds o trauma, ocorre uma
despolarizagdo induzida mecanicamente
acompanhada pela abertura dos canais
ionicos dependentes de voltagem. Isso

permite uma massiva liberagdo de
neurotransmissores, incluindo o glutamato,
mais importante neurotransmissor
excitatorio do sistema nervoso central (Olby
e Jeffery, 2003; Hall e Springer, 2004; Platt,
2007).

O glutamato atua por meio da ligacdo as
proteinas receptoras especificas,
denominadas receptores glutamatérgicos, os
quais sao divididos em dois grandes grupos
de acordo com suas estruturas e mecanismos
de acdo. Os receptores ionotropicos estdo
associados a canais i0nicos e, quando
ativados, permitem a entrada de cations
(calcio e sddio) na célula, causando uma
despolarizagdo de membrana neuronal. Ja os
receptores metabotropicos estdo associados
a proteinas G, agindo por meio de
sinalizagdo intracelular por mensageiros
(Hall e Springer, 2004; Platt, 2007).

Os receptores ionotropicos sao subdivididos
em receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol 4cido propionico (AMPA) e kainato
(Hall e Springer, 2004; Waxman e Lynch,
2005; Platt, 2007). Embora a ativagao dos
receptores AMPA e kainato resulte em
influxo de sédio do meio extracelular,
alguns subtipos podem ainda ser permeaveis
ao calcio. Em contraste, os receptores
NMDA sdo responsdveis principalmente
pela entrada de calcio na célula (Mody e
MacDonald, 1995; Waxman e Lynch, 2005;
Platt, 2007).

Em circunstancias normais o glutamato ¢
rapidamente removido da fenda sinéptica
por mecanismos existentes nos neurdnios
pré-sinapticos e nos astrocitos vizinhos, que
interrompem sua acdo. Entretanto, quando
ocorre uma lesdo medular aguda, a
concentracdo extracelular de glutamato se
torna elevada, causando super-estimulagdo
de receptores excitatorios e elevacao das
concentracdes de calcio e sédio intracelular,
predispondo a toxicidade e morte neuronal
(Leonard e Kirby, 2002; Beattie, 2004). Essa
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lesdo neuronal permite a liberagdo e
manuten¢gdo de mais glutamato no espago
extracelular  perpetuando a  cascata
degenerativa (Beattie, 2004). O conjunto dos
efeitos  deletérios das células em
consequéncia da estimulacdo excessiva dos
receptores glutamatérgicos ¢ conhecido
como excitotoxicidade (Lu et al., 2000;
Kwon et al., 2004; Waxman e Lynch, 2005;
Platt, 2007).

O desequilibrio do sodio também esta
implicado na fisiopatologia da lesdo
medular, em particular nas lesdes de axonio
e de componentes da glia. O aumento do
sodio intracelular ocorre por meio do influxo
realizado pelos canais dependentes de
voltagem,  daqueles  associados  aos
receptores de glutamato, além da troca
calcio-sodio, na qual o célcio € transportado
para fora da célula em troca de sdédio. O seu
acumulo e, consequentemente, o de agua no
interior dos ax6nios os levam a morte
(Beattie et al., 1998; Goldberg, 2003; Kwon
et al., 2004).

Como visto anteriormente, o acumulo do
calcio intracelular ocorre por meio do
influxo realizado pelos canais dependentes
de voltagem e pelos canais associados aos
receptores NMDA. Além disso, o
incremento intracelular deste ion pode
ocorrer principalmente pela ativagao dos
receptores metabotropicos, que leva ao
metabolismo de fosfolipidios de inositol.
Esses, por sua vez, sdo responsaveis pela
mobilizagdo de reservas intracelulares de
calcio ao estimularem o0s receptores
rianodina (RYR) nas mitocdndrias e reticulo
endoplasmatico. Por outro lado, os
receptores metabotropicos inativam  0s
transportadores de calcio dependentes de
energia, cuja fung¢do ¢ bombear o calcio
citoplasmatico através da membrana celular,
ou sequestrar o mesmo para dentro de
compartimentos, como mitocondria e
reticulo endoplasmatico, mantendo assim
esse fon em altas  concentragdes
citoplasmaticas. A ativacdo dos receptores
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NMDA também resulta na mobilizagdo das
reservas intracelulares de calcio (Mody e
MacDonald, 1995).

O aumento de calcio intra-axonal inicia-se
cerca de 30 minutos apdés a lesdo e,
aproximadamente oito horas depois, atinge
seu valor maximo, podendo permanecer em
elevadas concentra¢cdes por uma semana
(Chacon e Nieto-Sampedro, 2005). Tal
acimulo  permite  desencadear = uma
amplitude de processos calcio-dependentes,
os quais alteram letalmente o metabolismo
celular dos neurdnios remanescentes. Esses
processos incluem: 1) disfun¢do da
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, levando
a faléncia do metabolismo aerdbico e
acimulo de &cido lactico; 2) ativacdo de
oxido nitrico sintetase (NOS) mitocondrial e
citoplasmatico, e produgdo de 6xido nitrico;
3) ativagdo de fosfolipases C e A2 que
alteram as membranas celulares liberando
acidos graxos poliinsaturados e produzindo
acido araquidonico, o qual sera convertido
pelas enzimas cicloxigenases (COX 1 e 2) e
lipoxigenases (LOX). As COX convertem o
acido  araquidonico em  prostanoides
deletérios, como as potentes prostaglandinas
vasoconstritoras (PGF,,) ¢ os tromboxanos
(TXA,), que sdo vasoconstritores ¢
promotores de agregagdo plaquetaria. As
LOX convertem o 4cido araquiddnico em
leucotrienos  (LTs), quimiotaticos para
leucocitos polimorfonucleares e macréfagos;
4) ativacdo das calpainas e caspases, que s2o
proteases de cisteina dependentes de calcio
que modulam diversos substratos, incuindo
proteinas citoesqueléticas e contribuem para
a transducao do sinal apoptotico (Hayashi et
al., 1998; Lu et al., 2000; Matsushita et al.,
2000; Mattson, 2000; Hall e Springer, 2004;
Kwon et al., 2004).

Uma das principais consequéncias da
disfun¢do mitocondrial, da atividade das
COX e LOX, e da ativagdo de NOS, ¢ a
formacdo de radicais livres de oxigénio
(RLO), os quais promovem  alteragdes
estruturais em proteinas, carboidratos,



acidos nucléicos e lipideos, permitindo a
formagdo de lipoperdxidos que destroem as
membranas celulares (Bergman et al,
2000a; Hall e Springer, 2004; Chacén ¢
Nieto-Sampedro, 2005; Genovese et al.,
2006).

O trauma induz ainda, a liberagdo de
opioides endogenos que exacerba o processo
da lesdo secundaria, pela estimulagdo de
receptores NMDA e pela ativagdo de
receptores opiaceos, que contribuem para
disfuncdo vascular, e distirbios i6nicos e
metabolicos (Hall e Springer, 2004).

A morte de neurdnios e oligodendrocitos
interfere com a condugdo sindptica e induz
degeneracdo da mielina. O processo de
degeneracdo do axdnio e seu estrato
mielinico distalmente ao ponto de separagdo
do corpo celular neuronal é denominado
degeneracdo Walleriana. A degeneragdo
dessas estruturas resulta numa série de
segmentos ovoides conhecidos como
elipsoides que sdo gradualmente removidos
por macréfagos, deixando vactiolos residuais
por toda a substincia branca. A distribui¢cdo
anatomica dessas alteragdes na medula
espinhal reflete a organizagdo das vias

aferentes (sensitiva - corpos celulares
situados caudalmente a lesdo) e eferentes
(motoras - corpos celulares situados

cranialmente a lesdo) da medula espinhal.
Os vacuolos e axdnios em processo de
degeneracdo sdo mais evidentes nas colunas
dorsolaterais  (principalmente aferentes),
cranialmente a lesdo, e nas colunas
ventrolaterais (principalmente eferentes),
caudalmente a lesdo. Nas proximidades do
local traumatizado, as terminac¢des axonais
ainda aderidas ao corpo celular tornam-se
distendidas com o axoplasma formando
baldes axonais (Olby e Jeffery, 2003).

A partir de quatro horas depois do trauma, as
células neuronais e gliais apoptdticas sdo
detectadas pela imunoistoquimica, com
picos em oito e 24 horas respectivamente
(Lu et al., 2000). Dentro de sete dias ocorre

um aumento progressivo da area lesada e as
cavitacbes aumentam com mais morte
neuronal e glial. Um terceiro pico de
apoptose, dessa vez de oligodendrocitos, ¢é
detectado no sétimo dia e estd associado
com agravamento da degeneracdo axonal.
Os oligodendrécitos tardiamente mortos
reduzem a possibilidade de remielinizagdo
apos lesdo axonal. Existem indicios de que
os axonios quando alterados nao produzem
estimulo para sobrevivéncia dos
oligodendrdcitos, ou seja, estes dependeriam
dos axonios intactos para sobreviver (Li et
al., 1996).

No periodo de uma a quatro semanas ja
estdo presentes areas bem demarcadas de
cavitagoes dentro das substancias branca ou
cinzenta, degeneracdo Walleriana extensa, e
tecido cicatricial preenchido por astrocitos,
outras células da glia, e até por fibroblastos,
representando os estagios finais da evolugdo
histopatoldgica da lesdo medular (Beattie et
al., 1998; Radojicic et al., 2005).

2.1.3 - Resposta ao Trauma

Uma vez que os neurdnios e os axonios do
sistema nervoso central sdo destruidos eles
ndo podem ser substituidos, embora possam
ser formados novos padrdes de circuito que
carrcam informacdo nervosa. Tanto os
oligodendrécitos quanto os astrécitos podem
ser regenerados no SNC. A regeneragdo dos
oligodendrodcitos possibilita a reposi¢do da
bainha de mielina nos ax6nios acometidos,
levando assim a restauracdo de uma
conducao segura. Esse processo, entretanto,
nem sempre ocorre de forma espontinea, por
motivos ainda ndo esclarecidos, talvez
devido a alteragdes de fluxo sanguineo na
regido acometida ou a deplecdo da reserva
dos progenitores de oligodendrécitos. Apds
degeneracdo axonal ha proliferacio e
hipertrofia astrocitica, denominada
astrocitose ou gliose reativa, que costuma
evoluir, produzindo uma cicatriz, que pode
ser prejudicial devido a formagdo de uma
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barreira ao crescimento axonal (Olby e
Jeffery, 2003).

Pode haver restabelecimento da fungdo
perdida apds consideravel injuria tecidual,
mesmo ndo havendo reversdo da lesdo,
devido a capacidade do SNC em sofrer
plasticidade em seus circuitos. Além disso,
sinapses inativas podem ser convertidas em
funcionais formando novos padroes de
circuitos alternativos (Olby e Jeffery, 2003).

22 - ALTERACOES CLINICAS E
LOCALIZACAO DAS LESOES
MEDULARES

A manifestagdo clinica do trauma medular
depende de sua localizacdo (Tabela 1),

intensidade da lesdo na substancia branca ou
cinzenta. O prognoéstico € influenciado por
fatores como grau, cronicidade e local da
injuria medular (Braund et al., 1990a;
Moore, 1992).

As consequéncias do trauma da medula
espinhal variam desde compressdo minima
em herniagdes discais até ruptura completa
da medula espinhal, em fraturas vertebrais
com deslocamento e, por isso, os niveis de
deficiéncias neurologicas variam de discreta
ataxia, perda de propriocep¢do consciente €
paresia até paraplegia, que pode ser
acompanhada por diminui¢do ou auséncia da
sensagdo de dor profunda (Braund e Sharp,
2003; Wheeler e Sharp, 2005).

sendo que a disfuncdo vai refletir a

Tabela 1 - Sinais clinicos das sindromes espinhais

ALTERACOES REFLEXAS

Localizagédo na . .. Membros Membros L
. - Paresia/ Paralisia . h Outros sinais
medula espinhal toréacicos pélvicos
Cervical Hemiparesia ipsilateral Normal a Normal a Dor e rigidez cervical
(C1-C5) até tetraplegia aumentado aumentado £
+ Sindrome de Horner
Cervicotoracia Hemiparesia ipsilateral | Diminuido Normal a (T1-T2), perda ip gllateral
. . do reflexo do musculo
(C6-T2) até tetraplegia a ausente aumentado A
cutdneo do tronco
(C8/T1)
. e Retencdo urinaria e fecal;
oot | et spisics | o | Nomela | "o e e
parapicg Sherrington
Paraparesia até
Lombossacra paraplegia flacida (L4- Normal Diminuido a | Incontinéncia urinaria e
(L4-S3) S1); ausente fecal; cauda flacida
normal (apenas S2-S3)

* Segmentos da medula espinhal
+ Pode ou ndo estar presente.

Adaptado de Wheeler e Sharp, 2005.

Os resultados encontrados nos testes
comportamentais, apo6s trauma medular

Portanto, o conhecimento da funcdo e
localizagdo das vias sensitivas e motoras da

experimental, sdo altamente correlacionados
com as alteracdes histoldgicas. A gravidade
dos déficits sensorial e motor esta
diretamente relacionada a intensidade da
injuria e a area de tecido nervoso danificado.
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medula espinhal auxilia na determinagdo da
intensidade da lesdo medular (Basso et al.,
1996; Gruner et al., 1996; Von Euler et al.,
1996; Von Euler et al., 1997; Fouad et al.,



2000; Soblosky et al., 2001; Cao et al.,
2005).

Quando o trauma agudo ocorre em uma area
de substancia cinzenta essencial para
locomo¢do, como nas intumescéncias
cervical (C6- T2) e lombossacra (L4-S3), o
prognostico tende a ser desfavoravel, pois
essa substancia € mais sensivel a esse tipo de
injria (Bergman et al., 2000b). Como essas
regides inervam  respectivamente  0s
membros toracicos e pélvicos, uma lesdo
envolvendo a substincia cinzenta de uma
delas resultara em sinais de neurénio motor
inferior para os membros correspondentes
(Moore, 1992; Kraus, 1996; Jeffery e
Blackmore, 1999). Uma lesdo grave na
substancia cinzenta no segmento cervical
caudal além de afetar os membros toracicos
pode danificar os neurdénios que originam o
nervo frénico, resultando em faléncia
respiratoria e até mesmo a morte do animal.
J4 uma lesdo na intumescéncia lombossacra
pode afetar a inervagdo da bexiga
determinando incontinéncia urinaria (Braund
etal., 1990a).

Entretanto, se existe acometimento da area
de substancia cinzenta ndo essencial para os
membros, como o segmento de T3 a L3, a
lesdo ndo vai acarretar em déficit relevante
sobre a locomogdo (Moore, 1992; Kraus,
1996; Jeffery e Blackmore, 1999), e tera
pouco significado clinico, pois nenhum
grupo muscular grande ou orgdo vital sera
denervado (Braund et al., 1990a).

Nos traumatismos cervicais craniais e
toracolombares, os sinais clinicos refletem,
primariamente, danos aos tratos ascendentes
e descendentes da substancia branca (Braund
et al, 1990a). Uma lesdo na substincia
branca em qualquer local pode afetar a
coordenagdo dos membros produzindo
paresia e ataxia por interferir com a
conducdo do impulso a partir e através de
estruturas supraespinhais. A injiria da
substdncia branca cranial a um membro
produz sinais de neur6nio motor superior

para aquele membro (Moore, 1992; Jeffery e
Blackmore, 1999).

Os sinais de uma lesdo que afeta os
neurdnios motores inferiores sdo: fraqueza,
diminuicdo ou auséncia dos reflexos
espinhais, diminuicdo do tdnus muscular,
paralisia flacida e atrofia muscular grave e
precoce. A injuria do neurénio motor
superior causa tonus muscular normal ou
aumentado (espasticidade), paresia ou
paralisia tonica e reflexos espinhais
exacerbados (Thomas, 2000).

Os tratos de substancia branca da medula
espinhal s3o compostos por fibras nervosas
de diferentes didmetros, a maioria das quais
tem estrato mielinico. Fibras de didmetro
maior sdo mais susceptiveis a lesdes por
compressdo do que as mais delgadas. E
necessario um trauma grave na medula
espinhal para interromper a sensacdo de dor
profunda, carreada por fibras delgadas e
amielinicas (Moore, 1992; Bergman et al.,
2000b). Desse modo, a percepgdo de dor
profunda constitui o teste prognostico mais
importante do exame neurologico e ¢ um
indicador  confiadvel da  integridade
fisiolégica da medula espinhal (Bagley et
al., 1999; Thomas, 2000; Wheeler e Sharp,
2005). Portanto, a propriocepgdo consciente
se perde em primeiro lugar, seguindo-se a
atividade motora voluntaria, sensa¢dao da dor
superficial e sensagdo da dor profunda. A
recuperagdo neurologica ocorre na ordem
inversa, entretanto, a perda de propriocepgao
pode ser permanente (Braund et al., 1990a).

Lesodes compressivas, de intensidade discreta
a moderada, realizadas por abordagem
dorsal a medula, destroem além da
substdncia cinzenta, principalmente os
funiculos dorsais e dorsolaterais, mantendo
areas significantes dos funiculos ventrais
intactas. O controle da locomogdo ¢
regulado  principalmente pelos tratos
contidos nos funiculos ventrais e
ventrolaterais, isto ¢, tratos reticuloespinhal,
vestibuloespinhal, e projecoes do
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proprioespinhal. Lesdes mnos tratos dos
funiculos  dorsais  (corticoespinhal e
rubroespinhal) danificam gravemente a
precisdo dos movimentos, mas permitem
boa recuperacdo funcional locomotora,
incluindo sustentagdo do peso. Entretanto, o
controle refinado e o equilibrio durante a
locomogdo permanecem deficientes, como
refletem os testes de caminhar em barras
estreitas (Fouad et al., 2000; Soblosky et al.,
2001; Loy et al., 2002).

Em um estudo realizado por Fouad et al.
(2000), a preservagdo dos funiculos ventrais
e ventrolaterais permitiu ao rato retorno da
utilizagdo funcional de seus membros por
volta de sete dias apds o trauma e, da
movimentacdo satisfatéria com apoio do
peso sobre os mesmos, dentro de trés a
quatro semanas. No trauma grave ha perda
total dos funiculos dorsais, laterais e parcial
ou total dos ventrais. O acometimento dos
funiculos ventrais leva a ruptura do trato
corticoespinhal  dessa regido, gerando
disfungdes sensoriais ¢ motoras acentuadas.
Esses animais ndo mostram indicios de
recuperagdo, provavelmente porque todos
seus tratos espinhais necessarios para
realizacdo da locomogdo estdo gravemente
afetados a ponto de que ndo seja possivel a
reparacdo das fibras axonais (Basso, 2000;
Soblosky et al., 2001; Loy et al., 2002).

A funcdo pode recuperar espontanecamente
como resultado da resolugdo de lesdes
reversiveis, ou por meio da reorganizagdo
dos circuitos sobreviventes, um processo
denominado “plasticidade”. Esses dois
processos tendem a ocorrer em tempos
diferentes apos a lesdo. A reversdo da
disfun¢do geralmente ocorre rapidamente
apos a lesdo, em cerca de 14 dias, enquanto
a plasticidade pode continuar ocorrendo por
um periodo de semanas ou meses (Jeffery e
Blackmore, 1999).

2.3 - TRATAMENTO FARMACOLOGICO
DO TRAUMA MEDULAR AGUDO

Como o trauma primario ndo pode ser
evitado e tampouco amenizado com
tratamento farmacoloégico, os mecanismos
secundarios tém sido alvos de tais terapias.
Cada agente terap€utico atua sobre um ou
mais mecanismos da lesdo secundaria,
objetivando conferir neuroprote¢do e/ou
restauracdo do tecido lesado (Hulsebosch,
2002; Fehlings e Baptiste, 2005). Ja foi
demonstrada  capacidade de controle
voluntario da movimentagdo em animais
com apenas 5% a 10% de axonios integros
no foco da lesdo, o que justifica os esforcos
para preservagdo ou restauracdo do tecido
neuronal lesado (Eidelberg et al., 1977;
Fehlings e Tator, 1995).

Corticoideterapia

Os glicocorticéides tém sido exaustivamente
pesquisados em trauma medular por suas
diversas acOes moduladoras sobre os
mecanismos secundarios da lesdo. Embora
seus efeitos protetores sejam, na pratica,
alvos de controvérsia, esses farmacos sido
amplamente utilizados. Dentre seus efeitos
benéficos tém-se a supressio do edema
vasogénico, restauragdo da  barreira
hematoencefalica, aumento do fluxo
sanguineo  medular, estabilizagdo das
membranas  lisossomais, inibicdo da
liberagdo de endorfinas  hipofisarias,
alteracdo da concentragdo eletrolitica em
tecidos lesados e atenuacdo da resposta
inflamatoria. Todos esses efeitos sdo
creditados a capacidade antioxidante desses
agentes, que fazem a varredura de radicais
livres de oxigénio, evitando assim a
destruigdo tecidual induzida pela
peroxidacao lipidica (Amar e Levy, 1999;
Bergman et al., 2000a; Dumont et al., 2001;
Hall e Springer, 2004).

O succinato sédico de metilprednisolona

apresenta propriedades antioxidantes
superiores a dexametasona e hidrocortisona
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por atravessar a membrana celular mais
rapidamente, e resultar em menor indugdo de
neutropenia. Embora existam controvérsias
sobre o uso de corticoideterapia no
tratamento do trauma medular, a utilizagcdo
da metilprednisolona em altas dosagens
continua sendo o protocolo de eleigdo para
pacientes que tenham sofrido trauma em
menos de oito horas. Apos esse periodo sua
utilizagdo parece ser ineficaz, pois sua
capacidade de distribui¢ao dentro da medula
diminui rapidamente pods-injuria e a
peroxidacao lipidica instaurada poucas horas
depois da lesdo se torna irreversivel. Alguns
estudos afirmam que apds oito horas esse
farmaco pode, inclusive, ser prejudicial,
agravando o resultado final das lesdes.
Inibicdo da remielinizagdo, supressdo do
sistema imunoldgico e indugdo de ulceragdo
gastrintestinal estdo entre os principais
efeitos deletérios relatados (Matsumoto et
al., 2001; Short, 2001; Olby e Jeffery, 2003;
Hall e Springer, 2004; Tsutsumi et al.,
2006).

Lazardides

Também conhecidos como 21-
aminosterdides,  possuem  propriedades
antioxidantes e aumentam a estabilidade de
membranas. Atuam sobre receptores nao
esteroidais, por isso sdo denominados de
agentes antioxidantes nao-glicocorticoides.
O mezilato de tirilazade é um potente agente
que, em modelos animais, mostrou ser 100
vezes mais potente que a metilprednisolona
na inibicdo da peroxidacao lipidica, sendo
também capaz de aumentar o fluxo
sanguineo medular e reverter a isquemia.
Sua acdo estd relacionada a trés principais
mecanismos. O primeiro consiste na
varredura dos radicais livres de oxigénio e
bloqueio das reagcdes em cadeia dos
lipoperoxidos de uma maneira similar a
vitamina E. Como competem pela mesma
reacdo, a vitamina E enddgena ¢ poupada, o
que retarda sua degradagdo e aumenta seu
tempo de agdo, sendo esse o segundo
mecanismo de atuagdo deste agente. O

terceiro mecanismo condiz com a
estabilizagdo de membrana por meio do
rearranjo  lipidico da bicamada das
membranas fosfolipidicas, diminuindo a
fluidez das membranas e também,
consequentemente, a liberagdo de 4&cido
araquidonico das membranas celulares
lesadas (Hall, 1993; Bergman et al., 2000a;
Dumont et al., 2001; Hall e Springer, 2004).

Antagonistas de receptores opidides

A liberagdo de opidides enddgenos apos o
trauma medular aumenta os niveis de
endorfinas, o que resulta em hipotensdo e
diminuicdo do fluxo sanguineo medular,
agravando a isquemia instaurada. A
naloxona, um antagonista ndo especifico de
receptores opidides, tem sido amplamente
estudado para reverter esses mecanismos.
Estudos demonstram sua capacidade em
aumentar o fluxo sanguineo medular, reduzir
o influxo de calcio celular, aumentar a
concentracdo de magnésio livre e a taxa
bioenergética celular, além de modular a
liberacdo de aminoacidos excitatorios. Seus
efeitos benéficos foram constatados quando
utilizada dentro de oito horas apds o trauma
medular (Dumont et al., 2001; Kwon et al.,
2004).

Gangliosideos

Sdo acidos  glicolipidicos  complexos
presentes em altas concentragdes dentro das
células do sistema nervoso central (SNC)
que estdo localizados principalmente na
camada externa da membrana celular. O
monosialotetrahexosilgangliosideo (GM-1) é
encontrado principalmente nos axonios
neuronais, bainha de mielina e células da
glia dentro da substéancia branca. Evidéncias
experimentais sugerem que sua
administragdo pode acelerar o crescimento
da placa neuritica e estimular a regeneragao
do axo6nio. Pode também atenuar a
excitotoxicidade e prevenir a progressao
apoptotica, além de regular a proteina
quinase C, responsavel pela velocidade da
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condu¢do nervosa, aumentando assim a
plasticidade da fung¢do neurolégica do
paciente (Ferrari et al., 1993; Geisler et al.,
1993; Mattson, 2000; Goldberg, 2003;
Mocchetti, 2005).

Horménio liberador de tirotropina (TRH) e
Anélogos do TRH

Sao  tripeptideos que estdo  sendo
pesquisados no tratamento do trauma
medular devido a seus efeitos em prevenir e
amenizar tais lesdes. Os mecanismos
propostos para seus efeitos neuroprotetores
incluem  propriedades  antiinflamatoria,
antioxidante e estabilizadora de membranas
celulares. Demonstram ainda capacidade em
antagonizar os efeitos auto-destrutivos dos
opioides endogenos, do fator ativador de
plaquetas, dos leucotrienos, e dos
aminoacidos excitatorios. Podem aumentar o
fluxo sanguineo medular, restaurar o
equilibrio i6nico e o estado bioenergético
celular (Dumont et al., 2001; Fehlings e
Baptiste, 2005).

Antioxidantes e varredores de radicais livres

A peroxidagao lipidica, resultante do trauma
medular, pode ser atenuada pelos
antioxidantes endogenos. Entretanto, foi
demonstrado que niveis de antioxidantes
endodgenos, como a-tocoferol (vitamina E),
acido retindico (vitamina A), acido
ascorbico (vitamina C), selénio e certas
ubiquinonas como a coenzima Q, estdo
diminuidas ap6s o trauma. Por isso, a
reposicdo de tais antioxidantes pode ser
eficaz em prevenir lesdes causadas pela
peroxidacdo lipidica. Outros compostos
também mostram beneficios ao atuarem
como varredores de radicais livres de
oxigénio, dentre eles, superoxido desmutase,
alopurinol, desferroxamina, e o polietileno-
glicol (Hall, 1993; Dumont et al., 2001;
Genovese et al., 2006).

Sulfato de Magnésio

Estudos comprovam sua a¢@o neuroprotetora
contra convulsdes induzidas por receptores
gabaérgicos e contra neurodegeneragiao
hipocampal em ratos. Seu efeito benéfico em
lesdes isquémicas induzidas no cérebro e
medula espinhal também foi demonstrado.
Além de prevenir a excitotoxicidade por sua
acdo antagonista de receptores NMDA em
estruturas neurais, o magnésio parece inibir
a ativagdo da caspase-3 exercendo um efeito
antiapoptotico apos lesdes isquémicas. Além
disso, a suplementagdo do magnésio esta
associada a diminuicdo da peroxidagdo
lipidica, aumento significativo de taxas
bioenergéticas celulares e,
consequentemente, melhora da fungdo
neurologica (Hayashi et al., 1998;
Kaptanoglu, et al., 2003; Solaroglu et al.,
2005).

Blogueadores de canais de sddio

Agentes anestésicos locais, antiarritmicos e
certos anticonvulsivantes estdo sendo
avaliados por suas capacidades de bloquear
canais de sodio, sugerindo um possivel
efeito neuroprotetor. Estudos avaliaram a
tetrodotoxina, um potente bloqueador de
canais de sddio, em trauma medular de ratos
e, apos sua administracao local, foi possivel
observar uma preservagao tecidual em longo
prazo e  diminuicdo nos  déficits
neurolégicos. Outros estudos mostraram que
a utilizagdo do riluzole, outro agente dessa
classe, em trauma medular promoveu um
efeito neuroprotetor significativo,
preservando tanto a substancia branca
quanto a cinzenta, melhorando a fungdo
neurolégica (Lang-Lazdunskia et al., 2000a;
Lang-Lazdunskia et al., 2000b; Dumont et
al., 2001; Kwon et al., 2004).

Antagonistas de receptores glutamatérgicos
O reconhecimento de que a ativagdo dos

receptores NMDA ou ndo-NMDA (AMPA
ou kainato) tem um papel importante na
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lesdo por excitotoxicidade ap6s o trauma
medular estimulou o desenvolvimento de
intervencdes farmacoldgicas que inibam
esse mecanismo. Assim, antagonistas de
receptores NMDA, como o MKS801 e
gaciclidina (GK11) estdo sendo investigados
experimentalmente, e tém apresentado
efeitos neuroprotetores e aumento na fungio
locomotora, possivelmente pela reducdo da
perda de células gliais na substancia branca.
Tais agentes podem apresentar certa
toxicidade, uma vez que sua administragdo
sistémica pode interferir com a transmissao
sinaptica em vias glutamatérgicas essenciais.
Portanto, pesquisas sdo necessarias ja que
continuam sendo uma estratégia terapéutica
promissora (Hulsebosch, 2002; Kwon et al.,
2004; Waxman e Lynch, 2005; Platt, 2007).

Modulacdo do metabolismo do acido
araquidoénico

Os metabdlitos resultantes da conversao do
acido araquidénico possuem um papel
fundamental no mecanismo secundario das
lesdbes medulares. Nesta etapa, a terapia
farmacologica visa inibir as enzimas
responsaveis pela conversdo do acido
araquidonico em tais metabolitos, sejam elas
as COX (cicloxigenases) ou as LOX
(lipoxigenases). Assim, diversos farmacos,
dentre eles os antiinflamatérios nao-
esteroidais, que apresentam agdes inibitdrias
contra essas enzimas, tém sido testados.
Principalmente os compostos inibidores
especificos e seletivos de COX-2,
demonstram efeitos neuroprotetores por
aumentar o fluxo sanguineo medular,
diminuir a formacdo de radicais livres,
impedir a agregacao plaquetaria e modular a
resposta inflamatdria (Dumont et al., 2001;
Hulsebosch, 2002; Kwon et al., 2004).

Progesterona

A progesterona pode apresentar efeitos
neuroprotetores por prevenir a morte celular
induzida pela excitotoxicidade presente nos
traumas medulares. Sua funcdo é modular o

acido y-aminobutirico (GABA) e os
receptores NMDA, além de diminuir a
permeabilidade da barreira hematoencefalica
e apresentar propriedades antioxidantes,
inibindo assim a peroxidacdo lipidica.
Todavia, contrariando pesquisas prévias,
alguns estudos ndo foram capazes de
associar tais propriedades a efeitos
neuroprotetores concretos (Thomas et al.,
1999; Deniselle et al.,, 2003; Fee et al.,
2007).

Dimetilsuféxido (DMSO)

Esse agente possui um potencial benéfico no
trauma medular, devido a sua agdo
antiedematosa, vasodilatadora,
antiinflamatoria, varredora de radicais livres,
inibidora de  agregacdo  plaquetdria,
bloqueadora de canais de calcio, e
facilitadora de regeneracéo da fibra nervosa.
Sua infusdo sistémica foi proposta como um
meio de aumentar o fluxo sanguineo
medular (Amar e Levy, 1999).

Bloqueadores de canais de célcio

O agente mais estudado dessa classe ¢ a
nimodipina, por ter seus efeitos
preferencialmente sobre a funcdo
circulatoria do SNC. Ela age sobre a
microvasculatura, atenuando o vasoespasmo
induzido pela lesdo, o que aumenta o fluxo
sanguineo medular e reverte a isquemia pos-
traumatica em modelos experimentais. Age
também, sobre 0 processo de
excitotoxicidade, impedindo sua progressao,
embora alguns estudos mostrem que, quando
administrada apés o trauma, a nimodipina
ndo parece ter efeito benéfico significativo, e
sim quando a terapia € iniciada antes do
trauma. O influxo do célcio celular e suas
consequéncias podem manifestar-se
imediatamente apds o trauma, limitando
assim as oportunidades para uma possivel
intervencdo (Dumont et al., 2001; Kwon et
al., 2004).
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Dantrolene Sédico

Os farmacos relacionados anteriormente
apresentaram alguma resposta
neuroprotetora quando estudados em ensaios
in vitro, porém, existe uma grande
dificuldade na aplicacdo de tais resultados
em estudos clinicos (Bergman et al., 2000a;
Dumont et al., 2001; Kwon et al., 2004). Por
isso, o dantrolene ¢ uma opg¢ao promissora,
testado pela primeira vez em ensaio clinico
de trauma medular agudo.

O dantrolene sodico foi originalmente
sintetizado por Snyder e seus colaboradores
em 1967 (Snyder et al., 1967). Esse farmaco
¢ um derivado da hidantoina que bloqueia a
liberagdo  de  calcio do  reticulo
endoplasmatico impedindo a excitagdo-
contragdo do musculo esquelético. Seu
mecanismo de agdo estd relacionado com a
inibicdo dos receptores rianodina (RYR)
presentes no reticulo endoplasmatico,
responsaveis pelo controle do efluxo de
calcio para o citoplasma. Esses receptores
estdo presentes em diversos tecidos sob trés
isoformas distintas, sejam elas RYRI
presentes nos musculos esqueléticos, RYR2
presentes no musculo cardiaco, e RYR3
presentes no tecido nervoso (Krause et al.,
2004; Paul-Pletzer et al., 2005).

Devido a suas propriedades miorrelaxantes ¢
o medicamento de eleicdo na profilaxia e
tratamento do hipermetabolismo grave do
musculo  esquelético, caracteristico da
hipertermia maligna (HM). Também se
utiliza em outros estados hipercatabdlicos
como na sindrome neuroléptica maligna, e
em espasticidade muscular de diferentes
origens, sejam elas esclerose multipla,
paralisia cerebral ou lesdo medular (Krause
et al., 2004).

Ap6s sua administracdo, o dantrolene liga-se
de forma rapida e reversivel as proteinas
plasmaticas, principalmente albumina, e
mantém-se em concentragdes plasmaticas
estaveis durante aproximadamente cinco

horas. Posteriormente, ¢ metabolizado pelo
figado principalmente em 5-
hidroxidantrolene, com metade da poténcia
do farmaco original e em metabdlitos
menores e inativos. Sua eliminagdo ¢é feita
pelos rins e pela bile. O tempo de meia vida
do dantrolene foi estimado em 12 horas e de
seu metabolito maior, em torno de 15 horas.
A LDS50 ap6s a injecdo intraperitonial de
dantrolene foi de 780mg/kg em ratos (Ellis e
Carpenter, 1974; Fournier, 1982; Krause et
al., 2004).

O dantrolene apresenta-se como um farmaco
seguro ¢ com minimos efeitos colaterais
quando utilizado em doses terapéuticas em
humanos (Krause et al., 2004), gatos
(Bowman et al., 1979), aves (Silverman e
Hikida, 1977), suinos (Harrison, 1998),
equinos (Edward et al., 2003), caes, coelhos,
ratos, camundongos e hamsters (Fournier,
1982). Os efeitos indesejaveis podem
ocorrer com a administragao de dose Unica
excessiva ou cronica por uso prolongado. Ao
iniciar o tratamento em humanos foram
ocasionalmente relatados sintomas de
euforia, tonturas, sonoléncia e fadiga, ainda
que de forma transitoria. Hepatotoxicidade,
debilidade muscular, flebite, e falha
respiratéria foram os achados mais
consistentes com tratamentos cronicos e/ou
doses elevadas (Pasté Cardona et al., 1995;
Brandom e Larach, 2002; Krause et al.,
2004).

Hotchkiss et al. (1995) demonstraram em
um modelo de endotoxina utilizando
camundongos que o dantrolene pode ser
eficaz em tratar desordens inflamatérias
mediadas por citocinas. Biiylikokuroglu
(2002), em estudos com ratos €
camundongos, afirmou que o dantrolene
apresenta propriedades antiinflamatdrias e
anti-nociceptivas, sendo capaz de diminuir
consideravelmente a formacdo de edema e
inibir a sintese de metabodlitos do acido
araquidoénico. Além disso, Giil¢in et al.
(2004) demonstraram que o dantrolene, apds
uma hora do momento da aplicagdo, é capaz
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de diminuir a atividade da enzima anidrase
carbonica (CA) de forma sistémica, atuando
na correcdo de alcalose metabdlica, na
reducdo de edemas e de glaucoma e no
controle da epilepsia, além de apresentar
propriedades antiulcerogénicas ja relatadas
também por Biiyilikokuroglu et al. (2002).

Também  foram  comprovadas  suas
propriedades antioxidantes por prevenir a
peroxidagdo lipidica e proteger as células
contra os efeitos toxicos dos radicais livres
de oxigénio (Biiylikokuroglu et al., 2001;
Biiyiikokuroglu et al., 2002; Ucuncu et al.,
2005).

O dantrolene apresenta efeito benéfico sobre
0 esvaziamento vesical em pacientes com
retencdo urinaria subseqiiente a lesdo
medular cranial a regido sacral. Esse
farmaco atua no relaxamento da musculatura
estriada esquelética do esfincter uretral
externo diminuindo assim, a resisténcia ao
esvaziamento vesical, auxiliando no controle
miccional (Khalaf et al., 1979; Hackler et
al., 1980; Wheeler e Sharp, 2005).

Diversos estudos demonstram os efeitos
neuroprotetores do dantrolene em modelos
de morte neuronal. Apds lesdo hipocampal
induzida por isquemia transitoria, foi capaz
de prevenir a liberacdo excessiva das
reservas de cdalcio intracelular em ratos
(Yano et al., 2001) e em gerbils (Zhang et
al.,, 1993; Wei e Perry, 1996), reduzir as
concentragdes de glutamato extracelular em
ratos (Nakayama et al., 2002) e diminuir o
numero de células apoptoticas também nessa
espécie (Li et al., 2005). Em modelos de
lesdo produzida por excitotoxicidade em
culturas de neur6nios granulares de cerebelo
de ratos, o dantrolene ndo permitiu a
liberagdo do célcio induzida pela
estimulagdo  dos  receptores NMDA
(Gepdiremen et al., 2001; Makarewicz et al.,
2003; Diizenli et al., 2005).

Foi sugerido também, efeito
anticonvulsivante do dantrolene em modelos

de lesdo cerebral em ratos, induzida por
status epiléticus eletrogénico (Niebauer e
Gruenthal, 1999) e quimico (Ballough e
Filbert, 2003). Yoshida e Sakai (2006)
afirmam que a inibicdo das convulsdes
ocorre devido ao impedimento da liberagdo
do calcio das reservas intracelulares,
provocado pelo dantrolene. Popescu et al.
(2002) estudaram a morte celular apoptotica
induzida pela agdo epilética do acido kainico
em culturas de células granulares cerebelares
(in vitro) e em neurdnios cerebrais (in vivo)
de ratos e relataram que o dantrolene foi
capaz de diminuir significantemente a
apoptose neuronal.

2.4 - ESTUDO EXPERIMENTAL DAS
LESOES MEDULARES

Estudos experimentais continuam buscando
um melhor entendimento das interacdes
entre 0s mecanismos fisiopatologicos
imediatamente apés o trauma medular, com
objetivo de intervir com novas estratégias
terapéuticas que minimizem a lesdo
neurologica (Waxman e Kocsis, 1997
Dumont et al.,, 2002; Hulsebosch, 2002;
Chuckowree et al., 2004; Kwon et al., 2005;
Thuret et al., 2006).

Pesquisas que envolvem trauma da medula
espinhal empregam diversos modelos
animais para mimetizar 0s mecanismos
patologicos secundarios a esse tipo de
acometimento. O rato ¢ a espécie mais
comumente utilizada nesses estudos, pois
além de ser tolerante a intensidade do
trauma experimental, apresenta como
vantagens sua facil aquisi¢do, baixo custo e
simplicidade de manipulacdo. A viabilidade
da sobrevida desses animais esta relacionada
ao protocolo anestésico, ao procedimento
cirirgico e aos cuidados intensivos poOs-
operatorios, fatores esses que contribuem
para uma alta taxa de sobrevivéncia mesmo
em lesoes graves (Taoka e Okajima, 1998;
Ma et al., 2001).
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Acredita-se que os modelos de trauma
realizados por compressao induzam um tipo
de lesao semelhante a que acomete a espécie
humana e os animais de companhia com
maior frequéncia (Brechtel et al., 2006). O
modelo de contusdo por peso compressivo,
utilizado para reproduzir o trauma medular
agudo, foi proposto originalmente em caes
por Allen em 1911 (Taoka e Okajima,
1998). Esse modelo mimetiza de maneira
representativa o que ocorre na maioria das
lesdes espinhais em humanos e vem sendo
modificado e aprimorado ao longo do
tempo, para adequar-se as necessidades de
cada grupo de pesquisadores em obter
determinado padrdo de lesao medular (Kwon
et al., 2004). O impactador New York
University (NYU) desenvolvido pelo
Laboratorio de Neurocirurgia da
Universidade de Nova lorque e descrito por
Gruner (1992), ¢ o mais utilizado para
proporcionar esse tipo de contusdo medular
em ratos. Esse aparelho estereotaxico ¢
conectado a um computador com software
especifico que registra a velocidade de
queda da haste que suporta o peso sobre a
medula, 0 momento do impacto ¢ o grau de
compressao sofrida pela medula espinhal,
diminuindo, portanto, a variabilidade do
trauma entre os animais (Gruner, 1992;
Basso et al., 1996).

Devido a inacessibilidade a tal equipamento
por parte de alguns centros de pesquisa, por
ser acima de tudo oneroso e a necessidade
de reproduzir-se um trauma medular
padronizado, semelhante aquele
proporcionado pelo impactador NYU, com
baixo custo e facil execucdo, buscam-se
mecanismos  impactadores  alternativos,
como o proposto por Silva et al. (2008).
Nesse estudo, Silva et al. (2008) utilizando
um aparelho estereotaxico simples e
eficiente, demonstraram que um peso
compressivo de 50,5g em T13 durante cinco
minutos era capaz de reproduzir um trauma
medular de grau moderado em ratos.

2.5 - TESTES COMPORTAMENTAIS
PARA AVALIACAO NEUROLOGICA
EM RATOS

Uma variedade de testes motores e
sensoriais tem sido desenvolvida por
diversos pesquisadores para avaliar a
integridade dos tratos espinhais
remanescentes (Basso et al., 1996; Von
Euler et al., 1996; Farooque, 2000; Metz et
al., 2000; Ma et al., 2001; Giglio et al.,
2006; Silva et al,  2008). Os
comportamentos funcionais responsaveis
pela locomogdo envolvem integracdo das
capacidades sensorial e motora, portanto, a
perda de uma dessas, ou de ambas, resulta
em déficits mensuraveis por varios testes
comportamentais. Para uma avaliagdo
completa, devem-se incluir testes de
avaliacdo funcional motora e/ou sensitiva
(Muir e Webb, 2000).

Um teste comportamental adequado deve ser
de facil aplicabilidade, objetivo, dispensar
treinamento prévio dos animais, ou seja,
testes que mimetizem atividades cotidianas
desses animais, ndo ser estressante para os
mesmos, utilizar equipamentos simples que
fornecam wuma avaliacdo realista de
diferentes graus de lesdo medular, e oferecer
alta  confiabilidade entre  diferentes
avaliadores (Von Euler et al, 1996;
Farooque, 2000; Muir ¢ Webb, 2000; Ma et
al., 2001). Contudo, ¢ dificil encontrar um
unico teste que satisfaca todos esses
requisitos, especialmente quando se tratam
de animais de laboratério como os ratos.
Assim, a utilizacdo de multiplos testes faz-se
necessario para atender as necessidades de
uma avaliagdo completa e meticulosa (Von
Euler et al., 1996; Farooque, 2000).

O teste de capacidade motora (CM) ¢
baseado na observacdo da deambulagdo
espontanea em campo aberto ¢ do caminhar
em barras estreitas, suspensas do solo (Von
Euler et al., 1996; Von Euler et al., 1997;
Farooque, 2000; Silva et al., 2008). Este
teste avalia a integridade das vias
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descendentes motoras contidas na substancia
branca dos funiculos laterais, como € o caso
dos tratos rubroespinhal e corticoespinhal,
responsaveis pelos movimentos voluntarios
ou atividade muscular flexora e dos
funiculos ventrais, como € o caso dos tratos
reticuloespinhal e vestibuloespinhal,
responsaveis pelo movimento involuntario

(tratos de postura ou  extensores).
Presumivelmente, quando os  tratos
rubroespinhal, corticoespinhal,

vestibuloespinhal e reticuloespinhal estdo
envolvidos no trauma, os membros sdo
paralisados e incapazes de produzir
movimentos voluntarios ou suportar o peso
(Chrisman, 1991; Basso, 2000; Greenstein ¢
Greenstein, 2000).

Ma et al. (2001) ressaltaram que apesar da
observacao cuidadosa da locomogdao em
campo aberto fornecer informagdes
importantes sobre a existéncia de alteragdes,
algumas vezes as anormalidades
visibilizadas podem ser sutis e subjetivas ¢ a
aplicagdo de outros testes neuroldgicos
ajudam a percebé-las. Verificou-se entdo
que, o teste de locomocgdo quando realizado
sobre barras estreitas, suspensas do solo,
possibilitava a detecgdo de déficits minimos
que poderiam passar despercebidos no andar
em campo aberto (Farooque, 2000; Metz et
al., 2000). Neste teste o comprometimento
dos tratos sensitivos dos funiculos dorsais,
que geram informacdes para movimentos
refinados dos membros e digitos, pode ser
detectado com maior sensibilidade. E
possivel, portanto, avaliar a eficacia de
diferentes estratégias terapéuticas sobre as
alteragdes proporcionadas pelo trauma, pois
além de sua alta sensibilidade, mesmo para
pequenas lesdes, e por ter uma escala
gradual objetiva, apresentam resultados
altamente correlacionados com as alteragdes
histologicas (Von Euler et al.,, 1996; Von
Euler et al., 1997; Farooque, 2000; Metz et
al., 2000).

Os testes de posicionamentos proprioceptivo
(PP) e tatil (PT) avaliam o sistema sensorial,

que determina a capacidade do animal na
identificacdo do posicionamento do membro
quando flexionado, estendido, ou
anormalmente posicionado e o sistema
motor, ou seja, a resposta de retorno do
membro a posicdo normal (Fouad et al.,
2000; Greenstein e Greenstein, 2000; Loy et
al., 2002; Lorenz ¢ Kornegay, 2004). Uma
resposta diminuida ou ausente sugere lesdo
no trajeto sensorial ou motor. O fasciculo
gracil, que estd localizado nos funiculos
dorsais, carrega propriocepgao consciente ou
censo de posicdo dos membros pélvicos para
0 cortex cerebral e capacita o animal a
corrigir os membros quando posicionados de
forma anormal em relagdo ao corpo. Ja os
tratos corticoespinhais sdo 0s responsaveis
pela resposta motora de reposicionamento
do membro (Chrisman, 1991; Greenstein e
Greenstein, 2000; Wheeler e Sharp, 2005).

Os tratos espinocerebelares dorsal e ventral
transmitem informag¢des proprioceptivas
inconscientes dos membros pélvicos para o
cerebelo, a fim de fornecer impulsos
aferentes necessarios para coordenar o
movimento muscular, e estdo localizados na
regidao mais superficial dos funiculos laterais
da medula espinhal. Esses tratos sdo
afetados precocemente em compressoes
superficiais da medula espinhal e produzem
ataxia ou andar descoordenado (Chrisman,
1991). Por isso, a propriocepcdo ¢ afetada
logo no inicio das doengas neurologicas e €
a ultima a recuperar a normalidade (Gruner
et al, 1996).

O teste do plano inclinado (PI) desenvolvido
por Rivlin e Tator (1977), ¢ amplamente
utilizado para avaliacdo do trauma medular
em ratos. Esse teste permite detectar
discretas alteracdes que ndo podem ser
visibilizadas facilmente no caminhar, que
muitas vezes parece normal em animais com
lesoes medulares de pouca intensidade.

A avaliagdo da sensibilidade dolorosa (SD) ¢

0 teste progndstico mais importante do
exame neuroldgico e constitui um indicador
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confiavel da integridade da medula. A dor ¢é
transmitida por varios tratos espinhais, entre
eles o espinotaldmico, espinocervical e
espinorreticular. Os tratos espinotalamicos
carregam estimulos de dor profunda e
temperatura  captados pelos membros
(Lorenz e Kornegay, 2004). Para que a
modalidade de dor profunda seja destruida
deve haver um acometimento grave e
bilateral da medula espinhal e, por isso,
nesses casos O progndstico torna-se
desfavoravel (Chrisman, 1991; Farooque,
2000).

3 - MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi analisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), com protocolo numero:
059/03 (Anexo I). Os animais foram
mantidos durante todo o experimento nas
instalacdes do Laboratorio de
Experimentagdo Animal, do Setor de
Patologia Veterinaria do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias da UFMG.

3.1 - ANIMAIS

Foram utilizados 46 ratos machos da espécie
Rattus novergicus, variedade Wistar, com
trés meses de idade, pesando em média
354g. Eles foram desverminados com
tiabendazol', na dose de 100mg/kg, por via
oral, divididos aleatoriamente em seis
grupos ¢ colocados em caixas plasticas
forradas com maravalha (quatro animais por
caixa). Foram submetidos a 14 dias de
aclimatacgdo, com ciclos de 12 horas com luz
e 12 horas sem luz, e receberam agua e
racdo comercial para roedores ad libitum.

Apés esse periodo, os animais foram
preparados para cirurgia asséptica e
receberam antibioticoterapia profilatica com

' Thiaben® - Uci-Farma. S3o Bernardo do
Campo, SP, Brasil.

cefalotina sodica’, na dose de 30mg/kg, por
via intravenosa, 30 minutos antes do inicio
do procedimento. Realizou-se entao,
medicagdo pré-anestésica com cloridrato de
tramadol’, na dose de 2mg/kg, por via oral e
indu¢do e manutencdo anestésica com
isoflurano® administrado por meio de
mascara em sistema semi-aberto (Figura 1-
A).

3.2 - PROCEDIMENTO CIRURGICO

O animal foi depilado na regido dorsal entre
a segunda vértebra toracica e a terceira
lombar (T2 a L3) e fixado com auxilio de
fita adesiva em decubito esternal na mesa
cirargica. A mesa cirrgica para realizagdo
dos procedimentos de laminectomia dos
ratos foi confeccionada com duas chapas de
polietileno, paralelas entre si, e separadas
por quatro hastes de aluminio. Foi
introduzida uma bolsa térmica com agua a
temperatura aproximada de 80°C no espago
entre as duas chapas. Perfuragdes na
superficie da chapa em contato com o rato
permitiram a passagem do calor da bolsa
térmica e aquecimento do animal (Figura 1-
A e B).

Foi realizada anti-sepsia com iodopovidona
degermante’ e solu¢do de 4lcool iodado na
regido previamente depilada. Pele e tecido
subcutaneo foram incisados na linha média
dorsal estendendo-se desde a sexta vértebra
toracica até a primeira lombar (T6 a L1). As
inser¢des dos musculos epaxiais foram
incisadas, e estes afastados lateralmente.
Com o auxilio de uma goiva realizou-se
ostectomia do processo espinhal da décima-
terceira vértebra toracica (T13). Em seguida,

% Ariston Industrias Quimicas e Farmacéuticas
Ltda. Sao Paulo, SP, Brasil.

’ Solugio oral - Manipulado pela Farmacia
Artesanal. Belo Horizonte, MG, Brasil.

* Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda. Itapira, SP, Brasil.

> Biotrat® - LMFarma. Sdo José dos Campos,
SP, Brasil.
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retirou-se a lamina dorsal da vértebra
(laminectomia), empregando-se drill
pneumatico® neuroldgico, com irrigagdo
constante das brocas com solugdo
fisiologica’ (Figura 1-C e D).

Apds a visibilizagdo da medula espinhal
recoberta pela dura-mater intacta, realizou-
se trauma mecdnico com emprego de
aparelho  estereotaxico  (Figura 1-B)
conforme descrito por Silva et al. (2008). O
trauma foi realizado por meio da colocagdo
de um peso de 70,5g (0,5g correspondente
ao peso da haste que suporta o peso de 70g)
exercendo pressdo em uma superficie de
Imm? sobre a regido de T13, durante cinco
minutos (Figura 1-E). Apds a retirada da
compressao, o local foi irrigado com solugio
fisioldgica e, em seguida, os musculos, que
haviam sido previamente afastados, foram
aproximados e o espaco morto foi reduzido
empregando-se sutura padrdo simples
continua com fio poliglecaprone® 4-0. A
sutura de pele foi realizada com pontos
simples  separados  utilizando-se  fio
mononylon’® 4-0.

Ap0s a cirurgia, os animais foram mantidos
em caixa aquecida a 37°C, durante
aproximadamente cinco minutos, tempo
médio da recuperacdo anestésica e, a seguir,
devolvidos a suas caixas originais. Eles
receberam cloridrato de tramadol na dose de
2mg/kg, por via oral, a cada oito horas por
trés dias consecutivos. Também foi realizada
massagem abdominal, trés vezes ao dia, para
auxiliar a mic¢do e defecagdo, até que cada
animal recuperasse sua fun¢@o voluntaria.

¢ With ECCOS® Aesculap - Laboratorios B.
Braun S.A. Sao Gongalo, RJ, Brasil.

7 Cloreto de sodio a 0,9% - Solugdo eletrolitica
injetavel - Laboratorio Sanobiol Ltda. Pouso
Alegre, MG, Brasil.

¥ Carprofyl - fio absorvivel sintético - Johnson &
Johnson. Sao José dos Campos, SP, Brasil.

° Fio inabsorvivel — Ethicon - Johnson &
Johnson. Sdo José dos Campos, SP, Brasil.

3.3 - TRATAMENTO

O protocolo terap€utico consistiu de
10mg/kg de dantrolene sodico'® ou o volume
equivalente de seu diluente que constituiu o
placebo administrado em dose tnica, por via
intraperitonial uma  hora  ap6és o
procedimento cirirgico e/ou compressivo da
medula espinhal. Este tempo foi escolhido
baseado em Chacon e Nieto-Sampedro
(2005) que afirmaram que o aumento de
calcio intra-axonal inicia-se cerca de 30
minutos apoés a lesdo.

Os animais foram divididos em seis grupos
experimentais de acordo com o protocolo de
tratamento instituido e o tempo de
observagdo ap6s o procedimento cirdrgico,
conforme demonstrado na tabela 2.

10 Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda. Itapira, SP, Brasil.
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Figura 1 — Fotografias do procedimento cirrgico de trauma medular experimental em ratos Wistar. A)
Animal posicionado em decubito esternal sobre mesa adaptada para a realizagdo da técnica cirargica.
Anestesia por meio de mascara em sistema semi-aberto; B) Aparelho estereotaxico: bandeja com bolha de
nivel (seta preta), haste compressiva (seta branca) e mesa cirrgica (asterisco); C) Campo cirargico com
identificagdo dos processos espinhosos (seta); D) Visibilizagdo da medula espinhal com aspecto normal
apos laminectomia dorsal (ponta da pinga). E) Procedimento de compressdo da medula espinhal com peso
de 70,5g.
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Tabela 2 — Grupos experimentais de acordo com protocolo de tratamento instituido e tempo de

observacdo ap6s procedimento cirurgico

Numero
Grupo Denominagéo de Descricéo
Animais
Os animais foram submetidos a laminectomia
Controle positivo - 32 seguida de trauma medular compressivo,
Gl sete .
horas receberam placebo e foram eutanasiados 32 horas
apos o procedimento cirirgico.
. Os animais foram submetidos a laminectomia,
Controle negativo — 32 .
Gll horas sete receberam dantrolene e foram eutanasiados 32
horas ap6s o procedimento cirurgico.
Os animais foram submetidos a laminectomia
. seguida de trauma medular compressivo
Gl Dantrolene - 32 horas oito g P )
receberam dantrolene e foram eutanasiados 32
horas ap6s o procedimento cirargico.
Os animais foram submetidos a laminectomia
Controle positivo — oito . seguida de trauma medular compressivo,
GlVv . 0ito . . .
dias receberam placebo e foram eutanasiados oito dias
apos o procedimento cirirgico.
. . Os animais foram submetidos a laminectomia,
Controle negativo — oito . . .
GV dias oito receberam dantrolene e foram eutanasiados oito
dias ap6s o procedimento cirurgico.
Os animais foram submetidos a laminectomia
o . seguida de trauma medular compressivo
GVI Dantrolene — oito dias oito g np .
receberam dantrolene e foram eutanasiados oito
dias apds o procedimento cirtirgico.

Ressalta-se que a escolha dos tempos de
eutanasia foi baseada no critério dos picos
de morte celular secundaria ao trauma
inicial, ou seja, as 32 horas pretende-se
observar os picos de oito e 24 horas e, aos
oito dias o pico de sete dias.

Todos os resultados foram avaliados como
estudo cego e por um Unico observador.

3.4 - TESTES COMPORTAMENTAIS

A fungdo neurologica dos animais foi
avaliada 24 horas antes da intervengdo
cirirgica e, diariamente apds a
laminectomia, adotando-se o método de
escala numérica descritiva.

O exame neuroldgico consistiu na realizagao
de cinco testes comportamentais, seguindo o
mesmo protocolo utilizado por Silva et al.
(2008):  sensibilidade dolorosa  (SD),

capacidade motora (CM), posicionamento
proprioceptivo (PP), posicionamento tatil
(PT) e plano inclinado (PI) (Figura 2).

A SD foi testada pela pressdo de uma pinga
hemostatica de Halsted fechada até a
primeira cremalheira na prega interdigital
dos membros pélvicos (Figura 2-A). A
resposta foi avaliada pelo comportamento do
animal como tentativa de morder,
vocalizagdo e também pela forca e
velocidade com que o membro foi retirado.

A CM foi baseada na observagdo da
atividade espontanea do animal, primeiro em
campo aberto (1,0m?) sem obstaculo durante
no maximo quatro minutos e quando
apresentou apenas déficit discreto ou ausente
na deambulagdo foi colocado para caminhar
em barras de madeira com largura variando
de forma decrescente de acordo com a
capacidade neurologica do animal, seguindo
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descricdo de Von Euler et al. (1996) (Figura
2-B). As barras, apoiadas em cavaletes de
60cm de altura, tinham um metro de
extensdo e a largura variou de 7,7 a 1,7cm,
com diferenca de lcm entre elas, em um
total de sete barras. Quando o animal
conseguiu caminhar na barra mais larga de
7,7cm, com os quatro membros apoiados na
superficie superior, ele foi 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 conseguiu
caminhar utilizando os quatro membros.

O PP foi realizado flexionando-se a pata do
animal de maneira que sua superficie dorsal
ficasse em contato com o chao (Figura 2—C).
Foram avaliadas a rapidez e a precisdo com
que o animal retornou a pata para posi¢do
normal.

O PT foi verificado sustentando o animal e
deixando o membro pélvico a ser testado
livre. A superficie dorsal de cada membro

foi colocado em contato com a borda lateral
de uma mesa (Figura 2-D). Foram avaliadas
com que precisdo e rapidez o animal colocou
0 membro na superficie da mesa.

O teste do PI, conforme descrito por Rivli e
Tator (1977), consistiu em colocar o animal
em uma tabua revestida por emborrachado
cuja superficie podia ser ajustada para
permanecer em varios angulos (Figura 2-E)
e foi estabelecido o maior angulo no qual o
animal conseguiu manter sua posi¢do por
cinco segundos. A capacidade dos animais
manterem-se sobre a tdbua em diferentes
angulos foi testada com intervalos angulares
de 10 graus, comecando desde 10° até 90°.

Os escores dos testes comportamentais estao
apresentados na tabela 3. Nos testes de SD,
PP e PT os dois membros pélvicos dos
animais foram testados separadamente e
considerou-se apenas o escore do membro
com pior desempenho na primeira avaliagdo.
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Tabela 3 - Protocolo para avaliagdo dos testes comportamentais com os respectivos escores para:
sensibilidade dolorosa (SD), capacidade motora (CM), posicionamento proprioceptivo (PP),
posicionamento tatil (PT) e plano inclinado (PI), conforme Silva et al. (2008)

TESTES COMPORTAMENTAIS

SENSIBILIDADE DOLOROSA (SD)

CAPACIDADE MOTORA (CM)

Nenhum movimento nos membros pélvicos, sem apoio de peso.
Movimento sutil, desconexo dos membros pélvicos, sem apoio de peso.
Movimento bem visivel nos membros pélvicos, sem apoio de peso.
Apoio de peso nos membros pélvicos, anda com déficit acentuado.

Anda com déficit discreto e ndo consegue andar na barra de 7,7cm
Anda normal ou com déficit discreto e consegue andar na barra de 7,7cm

POSICIONAMENTO PROPRIOCEPTIVO (PP)

POSICIONAMENTO TATIL (PT)

PLANO INCLINADO (PI)

Permanece em um angulo 30° menor do que antes da cirurgia
um angu u i i

Permanece em um angulo 20° menor do que antes da cirurgia
um angu u i i

Permanece em um angulo 10° menor do que antes da cirurgia

ESCORE
0 Ausente
1 Diminuida
2 Normal
0
1
2
3
4 Anda com déficit moderado
5
6
7 Consegue andar na barra de 6,7cm
8 Consegue andar na barra de 5,7cm
9 Consegue andar na barra de 4,7cm
10 Consegue andar na barra de 3,7cm
11 Consegue andar na barra de 2,7cm
12 Consegue andar na barra de 1,7cm
0 Ausente
1 Diminuido
2 Normal
0 Ausente
1 Diminuido
2 Normal
1
2
3
4

3.5 - AVALIACAO BIOQUIMICA

Os animais foram anestesiados com
tiopental soédico''  (50mg/kg) por via
intraperitonial, para cardiopungdo. Foram
colhidas amostras de sangue para avaliagdo
das funcdes hepatica e renal, por meio da

! Cristéalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
Ltda. Itapira, SP, Brasil.

Permanece no mesmo angulo que antes da cirurgia

dosagem sérica de bilirrubina, proteinas
totais, albumina, aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) e
uréia e creatinina, respectivamente, além de
creatina quinase (CK) para avaliagdo de
lesdbes musculares. As andlises foram
realizadas no Laboratério de Analises
Clinicas da Escola de Veterinaria,
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utilizando-se aparelho analisador
bioquimico'?, seguindo protocolo dos Kkits
comerciais de diagnosticos'’.

3.6 - AVALIACAO ANATOMO-
PATOLOGICA SISTEMICA

Os ratos foram eutanasiados com sobredose
de tiopental sddico por via intraperitonial e
necropsiados para avaliagao da integridade
dos orgdos. Amostras de pele na regido da
incisdo cirurgica, do musculo longissimo
lombar, diafragma, coragdo, pulmao, figado,
baco, rim e bexiga, foram colhidas, fixadas
em formol a 10%, em tampdo fosfato (pH
7,4), durante 24 horas e processadas pela
técnica rotineira de inclusdo em parafina.
Secgdes de 4 um foram coradas pela técnica
de  hematoxilina-eosina'*  (H.E.) para
avaliacdo morfolégica em microscopio
optico (Luna, 1968).

Além da avaliagao morfologica, realizou-se
a morfometria da bexiga para quantificar o
processo inflamatério. Foi determinada a
porcentagem das areas de inflamagdo e
hemorragia, com auxilio de uma ocular
micrométrica contendo uma graticula com
121 pontos, em oito campos representativos,
observados a objetiva de 40x.

3.7 - AVALIACAO ANATOMO-
PATOLOGICA DA MEDULA ESPINHAL

O segmento entre C5 e L5 da coluna
vertebral com medula espinhal foi colhido e
fixado em formol a 10%, em tampao fosfato
(pH 7,4), durante sete dias e, a seguir,
dissecado. = Foram  realizados  cortes
transversais, com auxilio de lamina de
bisturi, nas regides do epicentro (local mais
acometido da medula espinhal - T13) e
cranial e caudal adjacentes a este e cortes
longitudinais nos seguimentos cranial e

'2 Cobas Mira® - Roche. Jacarepagua, RJ, Brasil.
" Biosystems S.A. Barcelona, CT, Espanha.
“H&E (Sigma-Aldrich, MO, USA). Saint Louis,
MO, USA.

caudal restantes. Os fragmentos foram
processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina. Sec¢des de 4pum foram
coradas pela técnica de H.E. para avaliacéo
morfologica e classificagao de
caracteristicas  apoptdticas das células
nervosas de acordo com a intensidade
(discreta, moderada ou acentuada) em
microscopio optico (Luna, 1968). Outras
secgoes foram coradas pela técnica de
imunoistoquimica para avaliagdo de ntcleos
neuronais, utilizando-se anticorpos
monoclonais (anti-NeuN)".

3.8 - TUNEL

A fragmentacdo do DNA de neurénios da
medula espinhal foi avaliada utilizando o
método TUNEL (TdT mediated dUTP nick
endlabeling). As laminas contendo cortes
transversais de medula espinhal foram
desparafinadas e processadas para técnica de
TUNEL, utilizando o kit comercial'® de
acordo com as instrugdes preconizadas pelos
produtores, seguindo as etapas: (1)
permeabilizacdo da amostra com 0,5% de
triton X-100 em 0,1% de citrato de sodio;
(2) bloqueio da peroxidase endogena (H,O,
3% em metanol); (3) reagdo para equilibrio e
insercdo de nucleotideos; (4) pernoite a
37°C; (5) finalizagdo da reagdo de insergdo
de nucleotideos; (6) deteccdo (tampdo
bloqueio e conjugado) e incubag¢do por 1
hora em temperatura ambiente; (7) 3-3°
diaminobenzidina/ H,O, (DAB) e contra-
coloragdo com  hematoxilina.  Foram
utilizados controle positivo (secgdes de
baco, linfonodos ¢ medula espinhal normal
de rato) e negativo (secgdes de medula
espinhal normal de rato, sem nucleotideos)
em todas as reagdes.

Nas sec¢des de medula espinhal marcadas
com TUNEL foi determinado o nimero de
corpos neuronais TUNEL-positivos por

'3 Anti-NeuN — Chemicon. Temecula, CA, USA.

' ApopTag Plus — Oncor. Gaithersburg,
MD.USA.
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campo. Utilizaram-se para quantificagdo dez
campos (numero minimo comum para todos
os animais) da regido de substincia cinzenta
na seccdo adjacente ao epicentro que
apresentou maior integridade tissular. Os
resultados foram expressos como numero
médio de corpos neuronais TUNEL-
positivos por campo em cada grupo. As
laminas foram observadas ao microscopio
optico em objetiva de imersao.

3.9 - IMUNOISTOQUIMICA

As laminas contendo cortes transversais de
medula espinhal foram desparafinadas e
processadas  para  imunoistoquimica'’,
utilizando os anticorpos primarios anti-
NeuN (1:1600) - catalogo nimero MAB377
- , seguindo as etapas: (1) recuperagdo
antigénica por meio de aquecimento em
solucdo retriever; (2) bloqueio da peroxidase
endogena em PBS e H,0,; (3) incubacao em
soro normal; (4) pernoite em anticorpo
primario em refrigerador; (5) anticorpo
secundario  especifico; (6) complexo
estreptoavidina-biotina-peroxidase; (7) 3-3°
diaminobenzidina/ H,O, (DAB) e contra-
coloragdo com  hematoxilina.  Foram
utilizados controle positivo (seccdes de
medula espinhal normal de rato) e negativo
(secc¢Bes de medula espinhal normal de rato,
sem anticorpo primario) em todas as
reagdes. As laminas foram observadas ao
microscopio optico em objetiva de imersdo.

Nas sec¢des de medula espinhal tratadas
com anticorpo anti-NeuN foi determinado o
numero de corpos neuronais NeuN-positivos
por campo. Utilizaram-se para
quantificagdo, dez campos (nimero minimo
comum para todos os animais) da regido de
substancia cinzenta na seccdo adjacente ao
epicentro que apresentou maior integridade
tissular. Os resultados foram expressos
como numero médio de corpos neuronais
NeuN-positivos por campo em cada grupo.

7 Novocastra Labs. Benton Lane, Newcastle-
UK.

4 - ANALISES ESTATISTICAS

o delineamento foi inteiramente
casualisado. Os escores das variaveis dos
testes neuroldgicos entre os grupos foram
comparados pelo teste de Kruskal-Wallis e
entre os dias pelo teste de Friedman. Os
dados das varidveis das dosagens
bioquimicas, quantidade de lesdo vesical e
numero de corpos neuronais NeuN-positivos
¢ TUNEL-positivos foram comparados pelo
teste de ANOVA e a significancia entre as
médias estabelecida pelo teste de Student-
Newman-Keuls (SNK). Todas as analises
estatisticas foram realizadas com o auxilio
do pacote estatistico GraphPad Prism 5 for
Windows. Adotou-se 95% como nivel de
confianga das analises (p-valor < 0,05 indica
diferenca significativa).

5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo de trauma compressivo por peso
possibilitou a avaliagdo do tratamento
proposto e acompanhamento da evolugdo do
processo clinico-patolégico instaurado. A
utilizagdo do  aparelho  estereotaxico
desenvolvido pela Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais, com
pequenas modificacdes da metodologia
proposta por Silva et al. (2008), permitiu
produzir trauma medular em ratos de
maneira padronizada e satisfatoria.

Os animais apresentaram  tolerancia
satisfatoria a intensidade dos procedimentos,
constituindo, portanto, modelo experimental
viavel e adequado para o estudo dos efeitos
do dantrolene no tratamento da lesdo
medular aguda. Taoka e Okajima (1998) e
Ma et al. (2001) relataram alta taxa de
sobrevivéncia, consequentes do emprego de
protocolo anestésico seguro, procedimento
cirirgico padronizado e cuidados pos-
operatdrios intensivos, apesar da gravidade
das lesdes instauradas. A viabilidade deste
modelo também foi observada por Silva et
al. (2008).

44



A utilizagdo de um peso compressivo de
70,5g, com uma superficie de contato de
Imm’, diretamente sobre a dura-méter em
T13, durante cinco minutos, resultou em
paraplegia grave dos membros pélvicos,
retengdo  urindria com hematiria ¢
constipacdo concomitantes (Figura 2 — F, G
e H). Essas altera¢des ndo foram observadas
por Silva et al. (2008) no emprego de peso
compressivo de 50,5g, quando objetivaram
um trauma medular moderado. Auséncia de
déficit neuroldgico, paraparesia transitoria
ou ainda paraplegia tém sido relatados apods
a induc¢do de trauma compressivo e sdo
proporcionais ao peso empregado (Li et al.,
1996; Taoka e Okajima,1998; Silva et al.,
2008).

Distirbios comportamentais, como alteragdo
de apetite e infec¢do ou deiscéncia de pontos
na ferida cirirgica nao foram observados. A
necropsia, seis animais (13%), distribuidos
aleatoriamente,  apresentaram  estrutura
cavitaria repleta de conteudo
serosanguinolento no tecido subcutineo
subjacente a ferida cirrgica, sugestivo de
seroma. Resultado semelhante foi observado
por Silva et al. (2008) que atribuiram tal
reacdo a grande frouxiddo da pele desses
animais ¢ intenso manuseio pos-cirirgico.
Nao foi observada qualquer alteragdo na
ferida que sugerisse reagdo ao fio cirtirgico
empregado.

5.1 - TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais empregados
(Figura 2) demonstraram facil
aplicabilidade, objetividade e ndo resultaram
em estresse para os animais. Além disso, ndo
exigiram treinamento prévio e foram
realizados com equipamentos simples e de
baixo custo. A utiliza¢do de multiplos testes
fez-se  necessaria  para atender  as
necessidades de uma avaliacdo completa e
meticulosa dos déficits sensoriais e motores
(Von Euler et al., 1996; Farooque, 2000;
Muir e Webb, 2000; Ma et al., 2001).

Antes da cirurgia, todos os animais
apresentaram  parametros  neurologicos
dentro da normalidade. Foram capazes de
caminhar em campo aberto e na barra de
1,7cm e, no PI mantiveram-se em angulo
aproximado de 90 graus por no minimo
cinco minutos.

Os animais do GII (controle negativo — 32
horas) e do GV (controle negativo — oito
dias) foram capazes de caminhar sobre a
barra de 1,7cm e nao apresentaram nenhum
déficit neurologico nos demais testes. Esses
resultados estdo de acordo com os de
Kaptanoglu et al. (2003) que também ndo
observaram qualquer déficit nos ratos
submetidos a0 mesmo procedimento. Porém,
estudos de Farooque (2000) e Giglio et al.
(2006) contrariam tais resultados, ja que
observaram discreto déficit neurologico em
roedores submetidos apenas a laminectomia.
Esse déficit pode ser atribuido a alguma
injaria na medula durante a cirurgia por se
tratar de um procedimento delicado e de
dificil execucdo devido ao tamanho do
animal em estudo.

Todos os animais dos grupos GI (controle
positivo - 32 horas), GIII (dantrolene - 32
horas), GIV (controle positivo - oito dias) e
GVI (dantrolene - oito dias) apresentaram
déficit neurologico grave na primeira
avaliagdo que ocorreu 24 horas apos o
procedimento cirtrgico. No teste de CM
observou-se paraplegia dos membros
pélvicos e, portanto, incapacidade de apoio
do peso sobre os mesmos. Auséncia de
resposta nos testes de SD, PP e PT também
foram observados e, os animais ndo foram
capazes de se manter em angulacdo superior
a 60 graus no PL

Déficit bilateral e simétrico, caracterizado
por paraplegia dos membros pélvicos foi
observado nos ratos traumatizados, enquanto
Ford (1983) e Silva et al. (2008) verificaram
assimetria. Lateralizagdo da lesdo tem sido
relatada como dificuldade de padronizagdo
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desse modelo experimental (Ford, 1983;
Silva et al., 2008), uma vez que a haste pode
ser  lateralizada no  momento do
posicionamento do peso compressivo.

Esses resultados confirmam a padronizagdo
do trauma, ja que ndo houve diferenca no
grau de acometimento entre os animais.
Silva et al. (2008) utilizando metodologia
semelhante  observaram  variagdo  no
acometimento entre os animais, apos lesdo
medular moderada. Movimentagdo da
coluna no momento do trauma devido a
respiragdo, variagcdes anatomicas individuais
tais como, dimensdo e consisténcia da

medula e massa corporal sdo fatores que
interferem com a quantidade de tecido
danificado e também  justificam a
dificuldade de padronizagdo das lesGes
(Panjabi e Wrathall, 1988; Gruner et al.,
1996; Ma et al., 2001).

De acordo com a avaliagdo comportamental
ndo houve diferenca entre os diversos
grupos cujos animais foram submetidos ao
trauma medular (GI, GII, GIV e GVI)
(Tabela 4), nem entre dias de avaliagdo
quanto a recuperagdo das func¢des sensorial e
motora (Figuras 3 a 7).

Tabela 4 - P-valores da comparagdo de resultados entre os grupos para os testes comportamentais de
sensibilidade dolorosa (SD), capacidade motora (CM), posicionamentos proprioceptivo (PP) e tatil (PT) e
plano inclinado (PI). (GI — controle positivo - 32 horas; GII — controle negativo - 32 horas; GIII —
dantrolene - 32 horas; GIV — controle positivo - oito dias; GV — controle negativo - oito dias; GVI —
dantrolene - oito dias). Com 95% de confianga (p<0,05), os p-valores marcados em vermelho apresentam

diferenca significativa.

Grupos SD CM PP PT Pl
Gl x Gl <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Gl x Gl 0,705 1,000 1,000 1,000 1,000
Gl x Gl <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
GIV x GV <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
GIV xGVI 0,268 0,959 0,882 0,882 0,807
GV x GVI <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nenhum dos animais apresentou

recuperacdo total das fungdes aos testes de
PP e PT apds oito dias de avaliagdo. Quanto
ao PI, a maioria dos animais permaneceu em
angulo idéntico ao anterior a cirurgia, ou
seja, proximo a 90 graus, embora
apresentassem ataxia. Resultado semelhante
foi relatado por Von Euler et al. (1996) e
Silva et al. (2008) e, possivelmente, a
variagdo de 10 graus entre os angulos foi
grande para detectar qualquer diferenga.
Rivlin e Tator (1977) fizeram avaliagdes a
cada cinco graus e relataram maior
sensibilidade na detec¢do de déficits
minimos.

Embora em  nenhum  dos  testes
comportamentais tenha sido observada
diferenca entre os grupos com trauma
medular (GI, GIII, GIV e GVI),
possivelmente em consequéncia do trauma
grave ou do curto periodo de observagao,
nota-se discreta tendéncia de recuperagdo
em oito dias, especialmente no teste de SD,
principalmente nos animais tratados com
dantrolene (Figura 3). Conforme citado por
Wheeler e Sharp (2005), este parametro
seria o primeiro a retornar a normalidade.
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Recuperacdo espontdnea e precoce apos
trauma medular discreto a moderado tem
sido relatada e pode dificultar a avaliacdo do
tratamento proposto (Jeffery e Blakemore,
1999; Silva et al.,, 2008). Este evento ¢
consequéncia da adaptagdo ou do retorno
funcional dos axoOnios temporariamente
afuncionais que se mantiveram intactos em
meio ao tecido danificado. Além disso, em
longo prazo, o estabelecimento de vias
alternativas que contornem os locais
afetados (neuroplasticidade) e,
possivelmente, a regeneragdo de axdnios
lesados, podem aumentar as chances de
retorno funcional (Soblosky et al., 2001;
Brechtel et al., 2006).

Portanto, os resultados sugerem que os
animais submetidos a lesdo compressiva

com 70,5g durante cinco minutos, em T13,
apresentaram comprometimento dos tratos
sensitivos € motores responsaveis pela
inervagdo dos membros pélvicos, uma vez
que resultou em incapacidade funcional
extensa e grave dos mesmos. Os tempos de
observagdo de 32 horas e oito dias ndo
foram eficazes para demonstrar um possivel
efeito clinico (por meio dos testes
comportamentais) do  dantrolene  no
tratamento de trauma medular agudo em
ratos. Porém, j4 que houve tendéncia de
recuperacdo mais evidente entre os animais
tratados com este farmaco, sugere-se que a
avaliac@o neurologica possa demandar maior
tempo de observacdo em traumas medulares
graves.
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Figura 2 - Fotografias da avaliagdo neuroldgica por meio dos testes comportamentais (A, B, C, D e E) e
sinais clinicos (F, G e H) apds trauma medular agudo em ratos Wistar. A) Beliscamento da prega
interdigital para avaliagdo da sensibilidade dolorosa; B) Caminhada na barra de madeira para
determinag@o da capacidade motora; C) Avaliagdo do posicionamento proprioceptivo em animal com
déficit; D) Avaliagdo do posicionamento tatil em animal com déficit; E) Teste do plano inclinado; F)
Paraplegia de membros pélvicos; G) Urina liberada (seta) apos realizagdo de massagem abdominal para
auxiliar o esvaziamento da bexiga; H) Hematuria intensa (seta) decorrente de cistite hemorragica.
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Figura 3 - Grafico do teste de Sensibilidade Dolorosa mostrando os escores (média e erro padrdo) do
acompanhamento didrio de ratos Wistar, submetidos a laminectomia (controle negativo) e ao trauma
medular agudo, tratados (dantrolene) ou ndo (controle positivo), durante oito dias de observagdo. (Dia -1
= 24 horas antes do procedimento cirurgico; Dia 0 = dia do procedimento cirurgico. Escores: 0 = ausente;
1 = diminuida; 2 = normal).
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Figura 4 - Grafico do teste de Capacidade Motora mostrando os escores (média e erro padrdo) do
acompanhamento didrio de ratos Wistar, submetidos a laminectomia (controle negativo) e ao trauma
medular agudo, tratados (dantrolene) ou ndo (controle positivo), durante oito dias de observagdo. (Dia -1
= 24 horas antes do procedimento cirtirgico; Dia 0 = dia do procedimento cirtirgico. Escores: 0 = nenhum
movimento nos membros pélvicos, sem apoio de peso; 1 = movimento sutil, desconexo dos membros
pélvicos, sem apoio de peso; 2 = movimento bem visivel nos membros pélvicos, sem apoio de peso; 3 =
apoio de peso nos membros pélvicos, anda com déficit acentuado; 4 = anda com déficit moderado; 5 =
anda com déficit discreto e ndo consegue andar na barra de 7,7cm; 6 = anda normal ou com déficit
discreto e consegue andar na barra de 7,7cm; 7 = consegue andar na barra de 6,7cm; 8 = consegue andar
na barra de 5,7cm; 9 = consegue andar na barra de 4,7cm; 10 = consegue andar na barra de 3,7cm; 11 =
consegue andar na barra de 2,7cm; 12 = consegue andar na barra de 1,7cm).
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Figura 5 - Grafico do teste de Posicionamento Proprioceptivo mostrando os escores (média e erro
padréo) do acompanhamento diario de ratos Wistar, submetidos a laminectomia (controle negativo) e ao
trauma medular agudo, tratados (dantrolene) ou nio (controle positivo), durante oito dias de observagio.
(Dia -1 = 24 horas antes do procedimento cirurgico; Dia 0 = dia do procedimento cirtrgico. Escores: 0 =
ausente; 1 = diminuida; 2 = normal).
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Figura 6 - Grafico do teste de Posicionamento Tatil mostrando os escores (média e erro padrdo) do
acompanhamento didrio de ratos Wistar, submetidos a laminectomia (controle negativo) e ao trauma
medular agudo, tratados (dantrolene) ou ndo (controle positivo), durante oito dias de observagdo. (Dia -1
= 24 horas antes do procedimento cirirgico; Dia 0 = dia do procedimento cirurgico. Escores: 0 = ausente;
1 = diminuida; 2 = normal).
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Figura 7 - Grafico do teste de Plano Inclinado mostrando os escores (média e erro padrdo) do
acompanhamento didrio de ratos Wistar, submetidos a laminectomia (controle negativo) e ao trauma
medular agudo, tratados (dantrolene) ou ndo (controle positivo), durante oito dias de observagéo. (Dia -1
= 24 horas antes do procedimento cirurgico, Dia 0 = dia do procedimento cirirgico. Escores: 1 =
permanece em um angulo 30° menor do que antes da cirurgia; 2 = permanece em um angulo 20° menor
do que antes da cirurgia; 3 = permanece em um angulo 10° menor do que antes da cirurgia; 4 =

permanece no mesmo angulo que antes da cirurgia).

5.2 - AVALIACAO BIOQUIMICA

Os valores séricos das provas hepaticas
(albumina, bilirrubina, proteinas totais, AST,
ALT), renais (uréia, creatinina) e de CK nao
apresentaram diferenca em relagdo aos
pardmetros fisiologicos para a espécie
(Thrall, 2004; Hooper et al., 2007) ¢ nem
entre os diversos grupos (Figura 8). Isso
sugere que ndo houve alteracdes destas
fun¢des nos animais submetidos ao trauma
medular agudo, independente do tratamento
e do tempo de avaliagdo.

O dantrolene quando utilizado em altas
doses e/ou por longo periodo pode resultar
em lesoes hepaticas. Os riscos variam desde
elevagbes assintomaticas de  enzimas
hepaticas séricas, até hepatite fatal (Ward et
al., 1986). Chan (1990), em um estudo
retrospectivo, relatou hepatotoxicidade em
humanos adultos com hipertermia maligna
submetidos ao tratamento com dantrolene,
por pelo menos dois meses, em doses que
variaram de  200-1600mg/dia. ~ Foram
encontradas desde elevacdes assintomaticas

das transaminases, até hiperbilirrubinemia,
ictericia e Obito. Nos testes de bidpsia os
achados eram condizentes com hepatite
cronica ativa, lesdes pré-cirroticas e
cirroticas.

A realizagdo da massagem abdominal
permitiu efetivo esvaziamento da bexiga, o
que provavelmente preveniu 0
desenvolvimento de um quadro urémico e de
infecgdes do trato urindrio. A incapacidade
de esvaziamento vesical originado pelo
trauma medular agudo pode predispor a um
quadro de uremia pds-renal, com aumento
de compostos nitrogenados reabsorvidos da
urina para a circulagdo sanguinea (Cowgill e
Elliott, 2000). Nesses casos, a massagem
abdominal previne o acimulo urinario por
periodos prolongados dentro da bexiga,
evitando o desenvolvimento da uremia
(Ayas et al., 2006).

O aumento na concentracdo sérica de CK
geralmente indica afeccdo muscular e pode
ocorrer em pacientes apos traumatismos com
consequente atrofia muscular ou decubito
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prolongado (Wheeler e Sharp, 2005). Apesar
de ndo haver diferenca significativa entre os
grupos, Edwards et al. (2003) e McKenzie et
al. (2004) demonstraram a eficacia do
dantrolene em diminuir a CK sérica apods
atividade fisica, em equinos portadores de
rabdomiolise  recorrente induzida por
exercicio. Pagala et al. (1997) também
observaram tais propriedades desse farmaco,
apés induzirem estimulagdo quimica e
elétrica em musculos isolados de ratos.

Auséncia de alteragdo em parametros
bioquimicos corrobora os dados da literatura
que afirmam que o dantrolene ¢ um farmaco
seguro ¢ com poucos efeitos colaterais
quando utilizado em dose terapéutica,
reforcando a seguranga da utilizacdo da
dosagem unica de 10mg/kg do farmaco para
tratamento de afec¢des neurodegenerativas
(Silverman e Hikida, 1977; Bowman, et al.,
1979; Fournier, 1982; Wei e Perry, 1996;
Harrison, 1998; Edwards et al., 2003; Giilgin
et al., 2004; Krause et al., 2004).
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Figura 8 — Graficos das médias e desvios padrdo dos valores séricos de albumina, bilirrubina total, CK,
creatinina, proteinas totais, AST, ALT e uréia de ratos Wistar (GI — controle positivo - 32 horas; GII —
controle negativo - 32 horas; GIII — dantrolene - 32 horas; GIV — controle positivo - oito dias; GV —
controle negativo - oito dias; GVI — dantrolene - oito dias) (p < 0,05).
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5.3 - AVALIACAO ANATOMO-
PATOLOGICA SISTEMICA

Nado foram observadas alteragdes macro e
microscopicas dignas de nota nos oOrgios
avaliados, com exce¢ao da medula espinhal,
musculo longissimo lombar e bexiga.
Portanto, a avaliagdo anatomopatologica
corroborou os resultados obtidos na analise
de bioquimica sérica, uma vez que também
nesta ndao foram evidenciadas alteracoes
importantes ou diferenga entre os grupos
estudados.

Observou-se ~a  microscopia  Optica,
degeneracao dos feixes fibrosos do musculo
longissimo lombar em todos os animais
submetidos a trauma medular, consistente
com hipotrofia muscular. Este fato
possivelmente decorreu-se da interrupgdo
dos impulsos axonais que inervam essa
musculatura, além do desuso da mesma, ja
que os animais com paraplegia de membros
pélvicos apresentaram diminui¢do da carga
sobre esse grupo muscular (Wheeler e
Sharp, 2005).

A necropsia, foram observadas alteracdes de
bexiga na maioria dos animais que sofreu
trauma medular, independente do
tratamento, sendo que 50,0% (oito animais)
dos tratados com dantrolene e 60,0% (nove

animais) dos que receberam placebo foram
acometidos.

Os animais submetidos apenas a
laminectomia (GII: controle negativo - 32
horas; e GV: controle negativo - oito dias)
ndo apresentaram alteracdes na bexiga
(Figura 9-A), enquanto aqueles submetidos
ao trauma medular apresentaram cistite
hemorragica de intensidade varidvel nos
diferentes grupos (Figura 9-B a G). No GI
(controle positivo - 32 horas) e GIII
(dantrolene - 32 horas) observaram-se
intensa distensdo vesical, serosa congesta e
mucosa com areas multifocais a coalescentes
de hemorragia, codgulos e contetido liquido
translicido e avermelhado (Figura 9-B ¢ C).

Ja os animais do GIV (controle positivo -
oito dias) apresentaram distensdo moderada
a intensa da bexiga, congestdo de serosa e
espessamento de parede, mucosa hiperémica
e com areas multifocais de hemorragia e
conteudo variando de translicido a turvo e
vermelho escuro (Figura 9-D e E). As
alteracbes foram menos intensas no GVI
(dantrolene - oito dias), no qual apenas trés
animais apresentaram espessamento
moderado de parede, areas multifocais e
discretas de hemorragia na mucosa ¢
conteudo discretamente avermelhado
(Figura 9-F).
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Figura 9 - Fotografias de bexigas de ratos Wistar a necropsia: aspecto normal (A), 32 horas apds o
trauma (B e C) e oito dias apods o trauma (D, E, F e G). A) Bexiga com aspecto normal (seta) em animal
submetido a laminectomia sem trauma medular; B) Intensa distensdo vesical, serosa congesta e contetido
liquido avermelhado em animal do GI (controle positivo - 32 horas); C) Mucosa com areas multifocais de
hemorragia e coagulos (seta) em animal do GIII (dantrolene - 32 horas); D) Distensdo vesical com liquido
avermelhado e congestdo de serosa em animal do GIV (controle positivo - oito dias); E) Nota-se
espessamento de parede, mucosa hiperémica com areas multifocais de hemorragia, conteudo turvo e
vermelho escuro em animal do GIV; F) Animal do GVI (dantrolene - oito dias) com alteragdes
semelhantes ao GIV, porém menos intensas; G) Grande quantidade de contetido liquido vermelho escuro
(hematuria) sendo puncionado em animal do GIV.
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A avaliagdo histologica, as bexigas dos
animais do GII (controle negativo — 32
horas) e do GV (controle negativo — oito
dias) ndo apresentaram alteragdes (Figura
10-A e B). A bexiga urinaria normal ¢
constituida por uma camada de epitélio de
transicdo  (mucosa), lamina  propria,
composta por tecido conjuntivo frouxo,
tunica muscular que pode ser formada por
trés subcamadas de musculo liso arranjado
em feixes e por revestimento externo
constituido por tinica serosa (peritonio). A
mucosa pode estar pregueada e, nesse
momento o epitélio fica espesso. Com a
distensdo da bexiga, a espessura do epitélio
de transi¢do se reduz e as pregas da mucosa
se desfazem (Banks, 1993; Junqueira e
Carneiro, 2003).

No GI (controle positivo — 32 horas),
observaram-se  areas  multifocais  de
hemorragia discreta nas camadas musculares
e lamina prépria, e infiltrado inflamatoério
misto, discreto a moderado, constituido por
macrofagos, linfocitos e neutrofilos (Figura
10-C). No GIII (dantrolene - 32 horas)
caracteristicas semelhantes as do GI foram
identificadas (Figura 10-D).

Aos oito dias apés o trauma medular, as
bexigas do GIV (controle positivo — oito
dias) apresentaram maior intensidade das
lesdes, com infiltrado inflamatorio e
hemorragia variando de moderados a
intensos em todas as camadas (Figura 10-E).
Ja no GVI (dantrolene — oito dias), havia
discreto infiltrado inflamatorio,
predominantemente de macrofagos na
lamina propria e as caracteristicas
morfolégicas das bexigas assemelhavam-se
com as dos animais néo traumatizados (GII e
GV) (Figura 10-F).

A quantificagdo das lesdes de bexiga por
campo confirmou a descri¢do dos achados
morfologicos, e nota-se que aos oito dias de
observagdo, os animais que receberam
placebo (GIV) apresentaram hemorragia e
infiltrado inflamatdrio significativamente

maiores quando comparados aos animais dos
grupos sem trauma (GV) ou tratados com
dantrolene (GVI). Fica claro que, aos oito
dias de observacdo, os animais com trauma
medular tratados com dantrolene (GVI) nao
apresentam lesdes significativas na bexiga,
assemelhando-se aos animais dos grupos GII
e GV que ndo sofreram trauma medular
(Figuras 11 e 12).

Os animais com trauma medular
apresentaram além de retengdo urinaria e
hematuria ao exame clinico, alteracdes
macro € microscopicas, as quais confirmam
o quadro de cistite. Os achados histologicos
das bexigas apd6s trauma medular
compressivo em regido toracica (T13) foram
semelhantes aqueles identificados por Meyer
et al. (2003).

A retengdo urinaria ¢ uma das principais
sequelas do trauma medular, que prejudica e
causa incomodo aos seres humanos e,
algumas vezes, determina a eutanasia do
paciente na medicina veterindria. Esta
afeccdo ¢ frequente em pacientes que
sofreram trauma medular na regido de T3 a
L3, pois ocorre desenvolvimento de
incapacidade de esvaziamento vesical. Em
casos mais graves podem-se desenvolver
infeccdo ascendente do trato urinario,
hidronefrose e insuficiéncia renal aguda
(Meyer et al., 2003; Wheeler e Sharp, 2005;
Leung et al., 2007).

A variagdo de intensidade da cistite
observada entre os grupos submetidos ao
trauma possivelmente foi efeito do
tratamento. O emprego da massagem
abdominal e/ou do dantrolene podem ter
melhorado a condi¢do clinica dos animais,
auxiliando no esvaziamento da bexiga,
impedindo o aparecimento de alteragdes
bioquimicas, como azotemia pods-renal, e
evitando conseqiiéncias mais graves da
reten¢do urinaria (Ayas et al., 20006).

Considerando-se que o esvaziamento vesical
seja um dos mecanismos de protecdo do
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sistema urinario, € possivel que a acdo do
dantrolene  sobre o esfincter tenha
participagdo importante nesse processo
(Pedersen et al., 1978; Khalaf et al., 1979;
Hackler et al., 1980; Wheeler e Sharp,
2005). Outra possibilidade ¢ a acdo indireta
do medicamento nas lesdes de neurdnios
envolvidos nas condug¢des sensitiva ¢ motora
responsaveis pela fun¢do urinaria (Braund e
Sharp, 2003; Wheeler e Sharp, 2005). Além
disso, pode-se sugerir a associagdo destas
possibilidades.

Ja foram demonstradas a eficacia do
dantrolene em tratar desordens inflamatdrias
mediadas por citocinas (Hotchkiss et al.,
1995) e suas propriedades antiinflamatérias
e anti-nociceptivas, sendo capaz de diminuir
consideravelmente a formacdo de edema e
inibir a sintese de metabdlitos do acido

araquidonico (Biiyiikokuroglu, 2002; Giilgin
et al., 2004). Também foram comprovadas
suas propriedades antioxidantes por prevenir
a peroxida¢do lipidica e proteger as células
contra os efeitos toxicos dos radicais livres
de oxigénio (Biiylikokuroglu et al., 2001;
Biiyiikokuroglu et al., 2002; Ucuncu et al.,
2005).

Nao foram observados na literatura relatos
do efeito do dantrolene sobre a histologia da
bexiga, entretanto, os resultados sugerem
que o dantrolene foi capaz de evitar os
processos hemorragico e inflamatorio,
resultando em bexigas com menor
intensidade das lesdes e, portanto, apontam
para uma possivel agdo protetora do farmaco
neste 0rgao.
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Figura 10 - Fotomicroscopias de sec¢des de bexiga de ratos Wistar coradas em H.E. A) Bexiga normal:
epitélio de transi¢do (EP), lamina propria (LP) e tinica muscular (TM). Animal do GII (controle negativo
- 32 horas) — 115,3x; B) Bexiga normal de animal do GV (controle negativo - oito dias) — 58,5x; C) Areas
multifocais de hemorragia (h) e infiltrado inflamatorio (asterisco) em animal do GI (controle positivo - 32
horas) — 116,6x; D) Areas multifocais de hemorragia (h) e infiltrado inflamatério (asterisco) em animal
do GIII (dantrolene - 32 horas) — 115,6x; E) Infiltrado inflamatorio (asterisco) ¢ hemorragia (h) intensos
em animal do GIV (controle positivo - oito dias) — 119,5x; F) Bexiga normal em animal do GVI
(dantrolene - oito dias) — 59,2x.
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Figura 11 - Grafico das médias e desvios padrao da porcentagem de hemorragia por campo, em bexiga
de ratos Wistar. (GI — controle positivo - 32 horas; GII — controle negativo - 32 horas; GIII — dantrolene -
32 horas; GIV — controle positivo - oito dias; GV — controle negativo - oito dias; GVI — dantrolene - oito
dias). Letras minusculas diferentes expressam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 12 - Grafico das médias e desvios padrdo da porcentagem de infiltrado inflamatdrio por campo,
em bexiga de ratos Wistar. (GI — controle positivo - 32 horas; GII — controle negativo - 32 horas; GIII —
dantrolene - 32 horas; GIV — controle positivo - oito dias; GV — controle negativo - oito dias; GVI —
dantrolene - oito dias). Letras mintisculas diferentes expressam diferenca significativa (p<0,05).
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5.4 - AVALIACAO ANATOMO-
PATOLOGICA DA MEDULA ESPINHAL

Macroscopicamente, nos animais dos grupos
GI (controle positivo - 32 horas), GIII
(dantrolene - 32 horas), GIV (controle
positivo - oito dias) e GVI (dantrolene - oito
dias) observaram-se congestdo ¢ aderéncia
mais intensas de dura-mater e leptomeninges
em T13, congestdo e hemorragia moderadas
a intensas na regido dorsal da medula,
estendendo-se da regido toracica cranial até
a lombar caudal. Os animais do GII
(controle negativo - 32 horas) e do GV
(controle negativo - oito dias) ndo
apresentaram alteracdes macroscopicas na
medula espinhal.

A avaliacdo histolégica da medula espinhal
dos animais submetidos apenas a
laminectomia (GIIl: controle negativo - 32
horas; e GV: controle negativo - oito dias)
nao foram constatadas alteracdes,
assemelhando-se a uma medula normal
(Figura 13—-A e B). Observou-se medula
espinhal arredondada ou oval, circundada
pela  paquimeninge  (dura-mater) e
leptomeninges (pia-mater e aracnoéide),
dividida em substincias branca e cinzenta.
Substancia cinzenta disposta num arranjo
descrito como “H” ou borboleta e
constituida de corpos neuronais, fibras
axonais, astrocitos, oligodendrocitos,
microglidcitos e alguns vasos sanguineos
com delgadas fibras perivasculares de tecido
conjuntivo. Canal ependimario contido no
interior da comissura cinzenta e substancia
branca composta por fibras axonais,
elementos dispersos da neurdglia e vasos
sanguineos. Um funiculo dorsal ocupando a
regido entre as colunas dorsais, um funiculo
lateral situado entre as colunas dorsal e
ventral e um funiculo ventral entre as
colunas ventrais (Banks, 1993, Junqueira ¢
Carneiro, 2003).

Resultados semelhantes foram observados
por Kaptanoglu et al. (2003) que avaliaram
ratos oito horas apo6s laminectomia sem

trauma medular e descreveram auséncia de
alteragoes histologicas nas mesmas.

Os animais dos GI (controle positivo - 32
horas) e GIII (dantrolene - 32 horas)
apresentaram padrdes de lesdo com
caracteristicas semelhantes no epicentro
(local mais acometido da medula espinhal)
(Figura 13—C). Nas meninges do segmento
dorsal da medula observaram-se varios focos
de hemorragia e infiltrado inflamatério de
intensidade moderada, predominante de
polimorfonucleares (PMN). Devido a essas
alteragbes a  meninge  apresentou-se
espessada nesses segmentos. As raizes
nervosas adjacentes a essa area apresentaram
degeneracdo e necrose multifocal discreta,
tumefacdo de alguns processos axonais e
infiltrado inflamatério composto por PMN.
Observaram-se na  substincia  branca
microvascularizagdo  difusa e  areas
multifocais acentuadas de hemorragia com
degeneragdo Walleriana e necrose. Nos
segmentos mais integros foi observada
grande quantidade de baldes axonais e
algumas células Gitter, caracterizando
camaras de digestdo. Houve perda total da
substancia cinzenta e, nesse segmento foram
observados varios focos de hemorragia e
grande quantidade de debris celulares, restos
de neurénios necrdticos e infiltrado
multifocal discreto de células Gitter. Tanto
na substincia branca quanto na cinzenta
notou-se infiltrado difuso discreto de
neutrofilos.

Os animais dos GIV (controle positivo - oito
dias) e GVI (dantrolene - oito dias) também
apresentaram no epicentro padrdes de lesdo
com caracteristicas semelhantes entre si. Na
regido dorsal da medula as meninges
apresentaram fibrose focal e extensa, varios
focos de neovascularizagao discreta e focos
extensos de infiltrado inflamatoério intenso
constituido de PMN (Figura 13-D). Nas
raizes nervosas observou-se  discreta
degeneragao com infiltrado de PMN (Figura
14-C). Havia varios focos de malacia
extensa e grave tanto na substincia branca
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(degeneragdo Walleriana) (Figura 14-A)
como cinzenta, afetando metade do didmetro
medular (Figura 13-D). Nessas areas foi
observado infiltrado acentuado de células
Gitter (Figura 14-B). Nos segmentos mais
integros da substidncia branca notou-se
moderada quantidade de balGes axonais e
presenca discreta de camaras de digestdo
(Figura 14-D). Estes resultados sugerem um
estagio avancado de degeneracdo da medula.

A formacao de baldes axonais, camaras de
digestdo e malacia sdo caracteristicas
comumente descritas durante a evolucdo das
lesdes em modelos de trauma medular agudo
(Li et al., 1996; Quencer ¢ Bunge, 1996;
Beattie et al., 1998; Olby e Jeffery, 2003;
Radojicic et al., 2005). Dentro de uma
semana, a maioria dos baldes axonais
tendem a desaparecer (Von Euler et al.,
1997) e, no periodo de quatro semanas areas
bem demarcadas de cavitagdes podem surgir
nas substidncias branca e/ou cinzenta.
Degeneragdo Walleriana extensa e tecido
cicatricial preenchido por astrocitos e outras
células da glia e fibroblastos podem estar
presentes. Estas alteracdes representam os
estagios finais da evolugdo histopatologica
da lesd@o medular (Quencer e Bunge, 1996;
Beattie et al., 1998; Radojicic et al., 2005).

Cao et al. (2005) estudaram a relagao entre a
gravidade do trauma compressivo e a
quantidade de tecido preservado em ratos. A
substancia cinzenta apresentou-se mais
susceptivel que a branca, independente da
gravidade do trauma. Em geral, a quantidade
de substancia branca preservada diminuiu
proporcionalmente com o aumento da
gravidade do trauma. O estudo demonstrou
que uma medula discretamente contundida
sofre desmielinizagdo da substancia branca
evidente principalmente no funiculo dorsal,
enquanto nos funiculos ventral e lateral essa
alteragdo foi discreta. No entanto, com o
aumento da gravidade do trauma, produziu-
se maior desmielinizagdo da substancia
branca, especialmente nos funiculos ventral
e lateral.

Corroborando as observagdes de Cao et al.
(2005), o trauma grave causado pela
compressdo com peso de 70,5g durante
cinco minutos resultou na combinacdo de
injiria aos funiculos ventrolateral e
dorsolateral, o que proporcionou déficits
sensorial e motor graves. Estes resultados
estdo de acordo com as avaliaghes
comportamentais descritas anteriormente,
nas quais foi verificada paraplegia dos
membros pélvicos dos ratos sem revergao
significativa do quadro. Estes resultados
também sugerem que a gravidade da
compressdo e/ou o periodo de oito dias de
observagdo ndo possibilitaram recuperagdo
significativa das alteracdes morfologicas da
medula e, consequentemente, do quadro
clinico do animal.

Nas areas adjacentes ao epicentro da lesdo,
foram observadas degeneracdo axonal na
substdncia branca (Figura 13-E e F),
aumento difuso e acentuado da celularidade
na substincia cinzenta, neuroniofagia,
necrose neuronal multifocal discreta e
satelitose (Figuras 14-D e F). Além disso, as
alteracdes histologicas observadas nas
regides adjacentes ao epicentro incluem
caracteristicas morfoldgicas de apoptose, as
quais foram mais frequentes no GIV
(controle positivo - oito dias) (Figura 14-E e
F). Foram visibilizados neurdnios e células
da glia com crescente condensagdo
citoplasmatica e da cromatina e formagao de
corpos apoptoticos, dentre outras.

Dependendo da gravidade da lesdo, a
necrose pode se estender cranial e
caudalmente e enquanto nos traumas
moderados a medula apresenta cavitagdes
cisticas centrais, em alguns casos mais
graves toda a medula se torna necrdtica e
sofre liquefacdo, sendo mantida no lugar
apenas pelas meninges (Summers et al.,
1995).

Altas concentragdes de calcio
intracitoplasmatico desencadeiam processos
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calcio-dependentes, os quais alteram
letalmente o metabolismo celular dos
neur6nios remanescentes. Assim, a produgdo
dos metabdlitos do acido araquidonico, a
faléncia mitocondrial com produgdo de
oxido nitrico e ativagdo das calpainas e
caspases contribuem para a transdug¢do do
sinal apoptotico (Dowd, 1995; Wei e Perry,
1996; Nicotera e Orrenius, 1998; Abe et al.,
2006). O dantrolene impede que o acimulo
do célcio intracelular ative ou dé origem a
esses processos € seus metabdlitos que
sinalizam o neurbnio para morte celular
programada (Zhang et al., 1993; Yano et al.,
2001; Nakayama et al., 2002).

5.5-TUNEL

O TUNEL determinou a marca¢do da
fragmentagdo do DNA de neurénios e
células da glia. Neurdnios ndo marcados
apresentaram caracteristicas morfologicas
preservadas, enquanto aqueles marcados
apresentaram caracteristicas patologicas de
necrose ou apoptose.

O numero de neurdnios com marcagao
TUNEL-positiva  foi  significativamente
menor nos animais do GIII (dantrolene - 32
horas) e do GVI (dantrolene - oito dias) do
que naqueles dos GI (controle positivo - 32
horas) e GIV (controle positivo - oito dias),
respectivamente. Embora o numero de
neurdénios TUNEL-positivos tenha sido
maior no grupo GIII (dantrolene - 32 horas)
em comparacdo com o GII (controle
negativo — 32 horas), aos oito dias observou-
se quantidade semelhante entre os animais
tratados com dantrolene (GVI) e os que ndo
receberam trauma medular (GV) (Figuras
14-G; e 15). Estes resultados sugerem que
apos tratamento com dantrolene houve

menor morte neuronal, ou seja, maior
preservacao do tecido nervoso, independente
do tempo de observacao.

As evidéncias da acdo antiapoptotica do
dantrolene no presente estudo corroboram
varios autores que relatam tais propriedades
apos inducdo de morte neuronal seguida de
tratamento com dantrolene. Wei e Perry
(1996) demonstraram que a liberagdo
anormal de calcio das reservas intracelulares
pode causar morte neuronal por apoptose e
comprovaram o efeito antiapoptdtico do
dantrolene em estudo in vitro de culturas de
neurdnios hipotaldmicos. Wei et al. (2000)
relataram que o dantrolene possivelmente
previne o colapso do potencial de membrana
mitocondrial e bloqueia o estimulo
mitocondrial para ativacdo de caspases,
inibindo assim a morte neuronal por
apoptose. Em outro estudo, Popescu et al.
(2002) estudaram a morte celular apoptotica
induzida pelo acido kainico em culturas de
células granulares cerebelares (in vitro) e em
neur6nios cerebrais (in Vvivo) em ratos
Wistar, e relataram que o dantrolene foi
capaz de diminuir significantemente a
apoptose neuronal. Li et al. (2005) relataram
o efeito neuroprotetor desse farmaco, pela
diminuicdlo do numero de células
apoptdticas em ratos, apos isquemia cerebral
focal transiente.

O mecanismo de agdo do dantrolene ocorre
via ativacdo de receptores rianodina, com
consequente inibi¢do do efluxo de célcio do
reticulo endoplasmatico para o citosol (Zhao
et al.,, 2001; Ayar e Kelestimur, 2002;
Kobayashi et al., 2005; Mori et al., 2005),
justificando, portanto, o efeito neuroprotetor
do farmaco.
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Figura 13 - Fotomicroscopia de sec¢des transversais da medula espinhal de ratos Wistar coradas em H.E.
A) Medula espinhal morfologicamente normal, circundada pelas meninges, dividida em substincias
branca (SB) e cinzenta (SC). A seta indica o canal ependimario. Animal do GII (controle negativo - 32
horas) - 25,7x; B) Medula espinhal normal de animal do GV (controle negativo - oito dias) - 25,4x; C)
Epicentro da lesdo mostrando areas multifocais acentuadas de hemorragia (h) e malacia na substancia
branca e perda da substancia cinzenta (asterisco) de animal do GIII (dantrolene - 32 horas) - 24,7x; D)
Epicentro da lesdo com varios focos de malacia extensa e grave tanto da substincia branca como da
cinzenta de animal do GIV (controle positivo - oito dias) - 22,1x; E) Degeneragdo axonal em segmento
adjacente ao epicentro de animal do GI (controle positivo - 32 horas) - 23,6x; F) Degeneracao axonal em
segmento adjacente ao epicentro de animal do GIV (controle positivo - oito dias) - 25,3x.
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Figura 14 - Fotomicroscopias de secgdes da medula espinhal de ratos Wistar coradas em H.E. (A a F) ou
TUNEL (G) mostrando detalhes das lesdes medulares. A) Degeneragdo Walleriana observada em corte
longitudinal de animal do GIV (controle positivo - oito dias) - 441,7x; B) Células Gitter (setas) em area
de malacia de animal do GVI (dantrolene — oito dias) - 559,4x; C) Degeneracdo de raiz nervosa dorsal em
corte transversal de animal do GIV (controle positivo - oito dias) - 326,8x; D) Gliose e camara de
digestdo (asterisco) em area de malacia de animal do GVI (dantrolene — oito dias) - 327,1x; E) Corte
transversal de segmento adjacente ao epicentro contendo neurdnios com caracteristicas de apoptose (setas
finas) e neurdnios integros (seta cheia) de animal do GIV (controle positivo - oito dias) - 435,7x; F) Area
de malacia em corte transversal apresentando neurdnios com caracteristicas de apoptose (seta fina) e
neuroniofagia (seta cheia) de animal do GIV (controle positivo - oito dias)- 285,5x; G) Nucleos de corpos
neuronais (setas) com caracteristicas apoptoticas marcados com TUNEL em corte transversal de
segmento adjacente ao epicentro da lesdo. Animal do GIV (controle positivo - oito dias)- 368x.
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Figura 15 - Grafico das médias e desvios padrdo do niimero de corpos neuronais TUNEL-positivos por
campo, em medula espinhal de ratos Wistar. (GI — controle positivo - 32 horas; GII — controle negativo -
32 horas; GIII — dantrolene - 32 horas; GIV — controle positivo - oito dias; GV — controle negativo - oito
dias; GVI — dantrolene - oito dias). Letras mintsculas diferentes expressam diferenca significativa

(p=0,05).

5.6 - IMUNOISTOQUIMICA

O anticorpo  monoclonal  anti-NeuN
determinou a marcagdo especifica de
neurdnios permitindo avaliar a integridade
da medula espinhal nos diferentes grupos
(Figura 16). Nao foi observada marcacdo de
células gliais e, os neur6nios marcados
apresentaram invariavelmente caracteristicas
morfologicas preservadas, enquanto
neurdnios com caracteristicas patologicas
(necrose ou apoptose) ndo apresentaram
imunorreatividade ao anti-NeuN. Alguns
neurdnios apresentaram caracteristicas
morfologicas  aparentemente  integras,
embora ndo estivessem reativos ao anti-
NeuN, o que sugere que 0O processo
patologico resultante do trauma interferiu
com a expressao da proteina NeuN.

O numero de neurbnios com marcagdo
positiva para o anticorpo monoclonal anti-

NeuN foi maior nos animais do GIII
(dantrolene - 32 horas) e do GVI (dantrolene
- oito dias) do que naqueles dos GI (controle
positivo - 32 horas) e GIV (controle positivo
- oito dias), respectivamente. Embora o
nimero de neurdnios NeuN-positivos tenha
sido menor no grupo GIII (dantrolene - 32
horas) em comparagdo com o GII (controle
negativo — 32 horas), aos oito dias observou-
se quantidade semelhante entre os animais
tratados com dantrolene (GVI) e os que ndo
receberam trauma medular (GV) (Figuras
16-A a F; e 17). Estes resultados reafirmam
os do TUNEL, que apods tratamento com
dantrolene  houve maior preservagao
neuronal, ou seja, menor extensao da lesao,
independente do tempo de observagao.

A proteina Neuronal Nuclei (NeuN) ¢ um
constituinte especifico de neurénios e esta
presente no nucleo e, em menor quantidade,
no corpo celular, sendo precocemente
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expresso em neurOnios a partir da fase
inicial de diferenciacao celular ¢ molecular.
O NeuN ndo ¢ expresso em células da glia,
ou seja, oligodendrdcitos, astrocitos ou
células da microglia ndo expressam essa
proteina. Mullen et al. (1992)
desenvolveram o anticorpo monoclonal A60,
ou anti-NeuN, para identificar a proteina
NeuN. Este anticorpo ¢é amplamente
utilizado como marcador neuronal em
culturas  celulares ou  diagnosticos
histopatolégicos (Unal-Cevik et al., 2004).

Segundo Mullen et al. (1992) e Casella et al.
(2004) a expressao de altas concentragdes do
NeuN pode corresponder ao estado de
diferenciagdo ou atividade neuronal, ou seja,
a imunorreatividade ao anti-NeuN diminui
sob condi¢des patologicas diversas que
afetam a viabilidade neuronal, como

isquemia, hipoxia e trauma (Xu et al., 2002;
Unal-Cevik et al., 2004).

Uma vez que houve maior expressdo
protéica de NeuN e menor marcagdo de
TUNEL relacionadas a preservacao neuronal
nos animais tratados com dantrolene, estes
resultados confirmam o efeito neuroprotetor
deste farmaco no tratamento de trauma
medular agudo experimental em ratos.

Assim, sugere-se, pela primeira vez em
trauma medular, que o dantrolene sédico
apresenta efeito neuroprotetor por atuar na
inibicdo apoptotica. Este farmaco surge,
portanto, como um promissor adjuvante no
tratamento de desordens neurodegenerativas,
como ¢ o caso das lesdes na medula
espinhal.
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Figura 16 - Fotomicroscopias de secc¢des transversais de medula espinhal adjacentes ao epicentro da
lesdo em ratos Wistar. Imunoistoquimica com anti-NeuN. A) Marcagdo de ntcleos de corpos neuronais
integros (NeuN-positivos) da substancia cinzenta em animal do GII (controle negativo - 32 horas) - 23,5x;
B) Marcacdo de neurdnios NeuN-positivos em animal do GV (controle negativo - oito dias) - 26x; C)
Marcagao discreta de neurdnios NeuN-positivos em animal do GI (controle positivo - 32 horas) - 24x; D)
Marcagao moderada de neur6nios NeuN-positivos em animal do GIII (dantrolene - 32 horas) - 21,8x; E)
Marcagao discreta de neurénios NeuN-positivos em animal do GIV (controle positivo - oito dias) - 23,9x;
F) Marcacao de neurdnios NeuN-positivos semelhante aos grupos sem lesdo. Animal do GVI (dantrolene
- oito dias) - 23,3x; G) Detalhe de neurdnios NeuN-positivos (setas) com nicleo marcado pelo anticorpo
monoclonal anti-NeuN - 374,6x.
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Figura 17 - Grafico das médias e desvios padrdo do numero de corpos neuronais NeuN-positivos por
campo, em medula espinhal de ratos Wistar. (GI — controle positivo - 32 horas; GII — controle negativo -
32 horas; GIII — dantrolene - 32 horas; GIV — controle positivo - oito dias; GV — controle negativo - oito
dias; GVI — dantrolene - oito dias). Letras mintsculas diferentes expressam diferenca significativa

(p=<0,05).

6 - CONCLUSOES

O modelo de trauma medular compressivo
em ratos adultos com 70,5g durante cinco
minutos reproduz, de maneira homogénea,
incapacidade funcional sensorial e motora
graves.

Dantrolene sédico, em dose unica de
10mg/kg, pela via intraperitonial, para
tratamento de ratos submetidos a trauma
medular agudo, € um protocolo seguro e ndo
apresenta efeitos sist€émicos deletérios.

O dantrolene sodico ¢ capaz de auxiliar no
esvaziamento vesical e diminuir a
intensidade das lesdes originadas pelo
trauma medular agudo.

O dantrolene so6dico diminui a morte
neuronal secundaria por apoptose o que
limita a extensdo da lesdo causada pelo

trauma medular agudo e, consequentemente,
permite preservacdo da integridade dos
neurdnios.
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