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ARTIGO ORIGINAL

PADRONIZACAO DA LESAO DE MEDULA

ESPINAL EM RATOS WISTAR

NiLsoN RopNel RoprIGUES!, OLavo BiraGH! LETAIF?, ALEXANDRE FOGACA CRISTANTEZ,
RapHAEL MARTUS MARCON?, REGINALDO PERILO OLIVEIRAZ, TARCisio ELoY PEssoa DE BARROs FiLHO?

Objetivo: Padronizar um modelo experimental de lesdo de me-
dula espinal em ratos Wistar, utilizaram-se um equipamento
computadorizado para impacto por queda de peso e 0s para-
metros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study — MASCIS. Métodos: Avaliaram-se 30 ratos, com idade
variando entre 20 e 25 semanas de vida. O peso variou de 200
a 300 g, para as fémeas, e de 232 a 430 g para os machos.
Realizaram-se impactos com pesos de 10 g de 12,5; 25 e 50
mm de altura, controlando-se a velocidade de impacto e o co-
eficiente de compresséo. O impacto ocorreu sobre a superficie
da medula espinal na altura da décima vértebra toracica, apds
laminectomia. Monitoraram-se os sinais vitais e realizaram-se
gasometrias previamente e posteriormente a lesdo da medu-
la. O volume de leséo foi avaliado pela andlise quantitativa dos
ions de sédio e potassio. Resultados: Verificaram-se correla-
coes estatisticamente significantes entre o volume de lesao e
0s parametros mecanicos. O volume de leséo provocado por
queda de 50 mm de altura foi superior aos de 12,5 e 25 mm,
que néo diferiram entre si. Concluséo: O modelo demonstrou-
se eficaz e capaz de gerar lesdes medulares padronizadas em
ratos Wistar.

Descritores: Modelo experimental. Lesao medular. Ratos
Wistar.

Objective: To standardize an experimental model of spinal cord
injury in Wistar rats, computerized weight fall impact equipment
were used and the parameters were used determined by the
multicenter animal spinal cord injury study — MASCIS . Methods:
Thirty rats were used, with age varying between 20 and 25 weeks,
and weight ranging from 200 to 300g for females, and from 232
to 430g for males. The impacts were done with weights of 10g
starting from 12.5, 25 and 50 mm of height, and the impact speed
and compression coefficient were obtained. The impact occurred
on the surface of the spinal cord at the level of the tenth thoracic
vertebra after laminectomy. Vital signs were monitored and gas
analysis was made before and after the spinal cord injury. The le-
sion volume was evaluated by the quantitative analysis of sodium
and potassium ions. Results: Statistically significant correlations
were verified among the lesion volume and the mechanical pa-
rameters. The lesion volume caused by the fall from 50mm height
was superior to that of the 12.5 and 25mm, which didn't differ
from each other. Conclusion: The model demonstrated itself to be
effective and capable of generating standard spinal cord injuries
on Wistar rats.
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INTRODUGAO

O efeito potencialmente devastador da lesdo medular na qualidade
de vida da vitima traz preocupacéo para os médicos que cuidam
deste tipo de paciente. As alteragdes fisiopatoldgicas causadas pela
lesdo da medula espinal afetam multiplos sistemas, sendo a extensao
das alteraces relacionada com a gravidade do dano neuroldgico.
A leséo neurolégica pode ser completa ou incompleta; lesdes
incompletas séo aquelas nas quais a funcao neurologica é pre-
servada em mais do que dois niveis abaixo do nivel da lesdo. A
presenca de sensibilidade sacral, fungao motora distal e potencial
evocado sensitivo motor indicam lesao incompleta.

Segundo Holdsworth' as lesbes completas sdo aquelas em que
ndo hé fungéo neuroldgica distal & leséo e podem ser reversiveis
ou irreversiveis. Nao ocorrera recuperagao neurolégica se persistir
o déficit completo apds o choque medular. Uma lesdo completa
implica na total interrupgao da comunicagao nervosa, ainda que
ndo haja transeccéo fisica da medula espinal.

A lesdo do tecido nervoso ocorre por mecanismos primario e se-
cundario. A lesao priméria deve-se ao trauma direto ou indireto no
nivel da lesdo; os mecanismos podem ser por flexdo, extenséo,
tragdo, compressao, inclinacdo lateral ou laceragao por objeto
penetrante como, por exemplo, projétil de arma de fogo.2

Apds a lesdo priméaria ocorre o desencadeamento do mecanismo
secundario, que é a liberagdo de mediadores enddgenos que
levam a progressao da leséo neuronal por alteracoes fisiologicas
e metabdlicas no local da lesdo.??

Somente mediante investigacdes de laboratério bem planejadas
foi possivel acumular experiéncia necesséria para melhorar nossos
conhecimentos da fisiopatologia da lesao medular. Estes conheci-
mentos, combinados com as técnicas cirdrgicas para estabilizagao
da coluna vertebral e os cuidados clinicos em unidades especiali-
zadas, tém possibilitado reduzir a morbidade e a mortalidade em
pacientes com traumatismo raquimedular. Apesar destes avangos
a lesao medular continua sendo um problema complexo e grave,
dado que a nossa capacidade de prevenir a perda ou a recupera-
¢ao da fungéo neuronal depois do traumatismo da medula espinal
permanece limitada. Os métodos atuais para avaliagéo das altera-
¢oes fisiopatolégicas da lesdo da medula espinal em humanos séo
limitados e as causas das lesoes sao multifatoriais®, portanto ha a
necessidade do uso de modelos experimentais em animais.
Devemos considerar que os modelos em animais diferem em
muitos aspectos das lesdes ocorridas em humanos, tanto no me-
canismo, quanto topograficamente, anatomicamente e quanto a
energia do trauma, mas mesmo assim sao fontes ricas e impor-
tantes de informagoes.

Considerando estas variaveis, ndo € surpreendente que se desen-
volvam um grande nimero de modelos experimentais de leséo
medular*. Durante os Ultimos 90 anos, varios modelos experimen-
tais de lesao aguda da medula espinal em animais foram desen-
volvidos tentando estudar e encontrar um método efetivo para
tratar a lesdo aguda da medula espinal no ser humano.*>'3

Com relacado ao mecanismo de producdo de lesdo da medula
espinal observamos que o modelo que utiliza a queda de peso é o
mais aceito pelos pesquisadores e o que mais se aproxima do que
ocorre com 0 ser humano na situagao real durante o trauma.
Assim sendo, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de pa-
dronizar a lesdo de medula espinal através do New York University
(NYU) Spinal Cord Contusion - IMPACTOR em ratos Wistar, pelos

parametros biomecéanicos do impacto e estimando o volume de
lacAaA an Nnivial Aa mediila ceninal laeeinnada

MATERIAL E METODOS
MODELO DE LESAO MEDULAR

Foram analisadas as lesdes produzidas em 30 ratos Wistar, sendc
24 machos e 6 fémeas, com idade variando de 20 a 25 semanas
e 0 peso de 200 a 300g para as fémeas e 232 a 430g para os
machos. Foram provocadas lesbes através de ensaios de impactc
por queda de peso computadorizados alternados de 12.5, 25.C
e 50.0 mm de altura (10 ratos para cada tipo de lesao). Os ratos
foram anestesiados com pentobarbital intraperitoneal.
Previamente a contusao, a medula foi exposta atraves da realiza-
¢édo de uma laminectomia (realizado com o auxilio de microscépic
cirtrgico). (Figura 1)

Figura 1 — Laminectomia ao nivel de T9-T10 com exposicdo do
saco dural.

O teste de impacto por queda de peso consistiu em liberar-se ume
haste de impacto com 10 g de alturas pré-determinadas de 12,5, 2&
e 50 mm (entre a cabega da haste de impacto e a superficie da me-
dula espinal) em queda livre através do tubo guia. (Figuras 2 e 3)

Figura 2 — Equipamento computadorizado para impacto por queda de
peso - Impactor.

Determinaram-se os volumes de leséo pela anélise quantitativa de
sodio (Na) e potassio (K).™ Procurou-se correlacionar os volumes de
lesdo com os parametros mecanicos do ensaio de impacto que os
geraram e obter uma equacéo de regressao capaz de estima-los com

precisao. A obtencao de uma correlagao estatisticamente significante
AcepnAlira Alie A mMadala avharimaental AranActA eaia ranrad ool



Figura 3 - Posicionamento do rato no Impactor no momento do trauma.

A producédo das lesdes, a eutandsia dos animais apos 48 ho-
ras do procedimento e a coleta das amostras ocorreram no
Laboratério de Estudos do Traumatismo Raquimedular e Ner-
vos Periféricos (LETRAN) e no Laboratério de Microcirurgia do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (IO0T-
HC-FMUSP). A andlise ibnica e a comparagéo dos dados obti-
dos através do IMPACTOR ocorreram no Centro de Neurocién-
cias da Rutgers - Universidade Estadual de Nova Jersey, New
Brunswick, E.U.A.

Para andlise estatistica foi utilizado o teste de Qui-quadrado na
comparagao entre trés grupos de parametros nominais e para os
parametros ordinais utilizou-se a Andlise de Variancia. Nos ca-
sos em que ocorreram diferencgas significativas entre os grupos,
estas foram discriminadas pelo teste das minimas diferencas
significantes, protegido de Fisher.

Também foram realizados testes de correlagdo entre parame-
tros ordinais. Nos casos em que o Coeficiente de Correlagao
(r?) foi significante calculou-se a respectiva equacao de regres-
sao linear.

Adotou-se o nivel de significancia de 5 % (o. = 0,05).

Os resultados estatisticamente significantes foram assinalados
por asteriscos.

RESULTADOS

Imediatamente apds a leséo, observamos hemorragia subdural
no local do impacto, que foi evidente em todos os animais e pa-
recia mais intensa e extensa quanto maior era a altura da queda
da massa.

Nao se observou hipotensao durante o ensaio e lesao da dura-
méter apds o impacto.

Nao houve significancia estatistica: na distribuicao de frequéncia
do sexo, descritiva da idade (semanas), do peso (g), do pH, da
presséao parcial de pO, (mmHg), do pCO, (mmHg), da satura-
cdo de O, (%) e da presséo sanguinea média (mmHg) dos ratos
previamente a contusao segundo a altura da queda da haste de

impacto utilizada por grupo. Comparacao pela andlise de varian-
~a (A — 0O NR)

Foi encontrada significancia estatistica na analise descritiva: dc
volume de les&o plasmaético por litro (p = 0,0001) (Tabela 1), dc
volume de leséo intracelular por litro (p = 0,0001) (Tabela 2) e vo-
lume de lesao tecidual por litro (p = 0,0012) (Tabela 3) segundo &
altura da queda da haste de impacto utilizada em cada grupo. Fo
realizada comparacgéo pela analise de variancia (A = 0,05) e feite
discriminacéo das diferencas pelo teste das minimas diferencas
significantes protegido de Fisher.

Tabela 1 - Volume de lesao plasmatico por litro.

VLp/1
125 25,0 50,0
M 36,250 38,764 46,269
DP 3,504 2,805 5,045
EPM 1,108 0,887 1,595
N 10 10 10
Andlise de variancia F= 17,441 p=0,0001*
Discriminagéo por Fisher's Protected LSD: 12,5 # 50,0 e 25 # 50
Tabela 2 — Volume de leséo intracelular por litro.
VLi/l
12,5 25,0 50,0
M 37,024 39,296 46,180
DP 3,498 3,059 4,956
EPM 1,106 0,967 1,567
N 10 10 10
Andlise de variancia F= 14,817 p=0,0001*
Discriminago por Fisher's Protected LSD: 12,5 # 50,0 e 25 # 50
Tabela 3 - Volume de leséo tecidual por litro.
VLk /1
12,5 25,0 50,0
M 40,203 45,243 52,219
DP 4,644 5,185 8,342
EPM 1,469 1,640 2,638
N 10 10 10
Anélise de variancia F=8,818 p=0,0012*

Discriminagao por Fisher's Protected LSD: 12,5 # 50,0 e 25 # 50

Também foi encontrada significancia estatistica na analise descriti-
va: da velocidade de impacto Imp-V (m/s) (p= 0,0001) (Tabela 4),
da deformacéo méxima (mm) (p= 0,0001) (Tabela 5) e da taxe
média de compressdo (m/s) (p=0,0001) (Tabela 6) segundo ¢
altura da queda da haste de impacto, sendo realizada comparagac
pela anélise de variancia (A = 0,05).

A Tabela 7 demonstra o coeficiente de correlacdo e equacdes de

regressao linear do volume de lesao (VL) em funcao do coeficiente
Ao ~rAMNnracean (Cr)



Tabela 4 - Velocidade de impacto Imp-V (m/s).

Imp-V (m/s)
12,5 25,0 50,0
M 0,496 0,699 1,000
DP 0,013 0,004 0,013
EPM 0,004 0,001 0,004
N 10 10 10
Andlise de varidncia F=5358,1 p=0,0001*
Tabela 5 — Deformacao maxima (mm).
Cd (mm)
12,5 25,0 50,0
M 1,455 1,881 2,458
DP 0,286 0,340 0,217
EPM 0,090 0,107 0,069
N 10 10 10
Andlise de variancia F=31,146 p= 0,001
Tabela 6 —Taxa média de compressao (m/s).
Cr (m/s)
12,5 25,0 50,0
M 0,362 0,501 0,733
DP 0,056 0,049 0,059
EPM 0,018 0,015 0,019
N 10 10 10
Andlise de varidncia F=116,8 p=0,0001

Tabela 7 - Coeficiente de correlagcdo e equagées de regressao linear do
volume de leséo (VL) em fungéo do coeficiente de compressao (Cr).

Coeficiente de Equacio de
Parametros Correlagao Fg-.\ gr?esséo
R
Depe(’;‘)’e"‘e '“dep(e)?)de“‘e (Feritico = 0,49) Y= ABX
Vip/I Cr 0,469
Vi /1 Cr 0,504* Y=272+248
VLt/1 Cr 0,376

Onde p= plasmatico
i= intracelular
t= tecidual

DISCUSSAO

A lesdo traumética da medula espinal talvez seja uma das mais,
senao a mais incapacitante lesao que o ser humano pode sofrer e
tem despertado grande interesse no conhecimento das alteracoes
histopatolégicas, bioquimicas e funcionais.

O desenvolvimento de uma abordagem racional no tratamento da
lacean ariida Aa mediila ceninal am hiimanno redriar 1im modala

experimental através de um mecanismo traumatico quantificavel
que produza lesdes padronizadas e reprodutiveis. Os maiores
obstaculos nestes estudos tém sido a variedade de parametros ¢
serem controlados em modelos animais e a falta de um métodc
de aceitag&o universal para produzir a leséo. '

Desde que o método de Allen® foi introduzido, tornou-se o modelc
mais utilizado no estudo da lesé&o traumatica da medula espinal
O modelo de Allen® é também conhecido como modelo da quede
de peso, pois consiste da queda livre de uma massa conhecide
de uma altura preestabelecida sobre a medula espinal exposte
cirurgicamente.

Este modelo, com alguns aperfeicoamentos, foi utilizado por varios
autores'®?' e é o que mais se assemelha com a leséo traumatice
no ser humano.

A nossa escolha pelo New York University (NYU) Spinal Cord Con-
tusion system — IMPACTOR, deveu-se ao fato do Laboratério de
Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos Periféricos (LE:
TRAN) participar do Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study
(MASCIS), o que possibilita a realizacao de estudos experimentais
comparaveis.

Ratos sao uma boa alternativa, segundo a literatura, em razac
das caracteristicas patologicas da sua medula espinal, e estudos
utilizando a técnica do impacto, afirmam que o rato é uma espécie
vélida para o estudo experimental da lesdo medular. 2%*

A nossa escolha pelo rato Wistar deve-se a sua disponibilidade enr
nosso meio e ao baixo custo, de manutencdo. Nao encontramos
trabalhos que utilizem ratos Wistar em estudo experimental pele
queda de peso com o IMPACTOR.

Neste estudo os ratos distribuidos entre os grupos que utilizarr
diferentes alturas de haste de impacto apresentaram caracteris:
ticas semelhantes quanto ao sexo, idade, peso, pH, pO,, pCO,
saturagéo de O, e presséo sanguinea previamente a contusdo
condicao necesséria para torna-los comparaveis.

No nosso estudo realizamos uma laminectomia torécica o suficien:
te para permitir a penetracao da cabega do impactor, com ume
area de seguranga de 2 mm, sempre preservando 0s Processos
articulares e pediculos.

Para produzir diferentes graus de trauma séo utilizados diferentes
pesos mantendo a mesma altura da queda; ou um mesmo pesc
cai de diferentes alturas, ou menos comumente, uma combinagac
das duas variaveis é utilizada.

O volume de lesao plasmatico foi 0 que apresentou correlagac
com os fatores biomecanicos e observou-se diferenca entre aque-
les obtidos a 50 mm de altura dos demais, porém n&o se observol
diferenca do volume de lesao provocada ente 12,5 e 25 mm de
altura. (Tabela 1)

Em nosso estudo ndo observamos o fendmeno de mdultiplos im-
pactos, pois o IMPACTOR possui uma regulagem que evita este
segundo impacto.

Em nosso modelo experimental nao utilizamos o protetor de me:
dula, pois a queda da haste do impactor cai diretamente sobre
a dura-méater espinal exposta, eliminando assim os fatores que
poderiam alterar os resultados biomecéanicos pela utilizagdo dc
protetor de medula.

Nos realizamos uma laminectomia limitada; o suficiente para per-
mitir que a cabega da haste entre em contato com a dura-matel

espinal e estabilizamos a coluna vertebral com grampos através
Ane nrarncene neninhAene ~ranial o ~atidal A laminartAamia



Atécnica queda de peso apresenta varias desvantagens ou criticas
como:

1 - A quantificagdo g.m n&o é uma verdadeira representacéo da

energia aplicada a medula espinal; uma massa de 40 gramas
caindo da altura de 10 centimetros transfere mais de 100 vezes
de energia a medula espinal, que uma massa de 5 gramas
caindo da altura de 80 centimetros, ainda que ambas séo lesdes
de 400 g.m.”"®

2 — A medula é comprimida na sua face dorsal, diferente das com-

pressdes anteriores ou circunferéncias que se observam nas
lesbes em seres humanos.?®

3 — Ainda que alguns autores tem relatado que a técnica da queda

de peso apresenta resultados variaveis 81

Aos parametros biomecéanicos do impacto observamos que ha dife-
renca estatisticamente significante, entre os grupos, no coeficiente
de compresséo (Cr), na deformagédo maxima da medula espinal
(Cd) e na velocidade maxima de impacto (Imp_V).

-
-
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