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ARTIGO ORIGINAL

MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO MEDULAR E
PROTOCOLO DE AVALIACAO MOTORA

EM RATOS WISTAR

GusTtavo Bispo pos SANTOS, ALEXANDRE FOGACA CRISTANTE, RAPHAEL MARTUS MARCON, FABIANO INACIO DE Souza,
TArcisio ELoy PessoA pE BARrROs FiLHO, MARCELO LOQUETTE DAMASCENO

Objetivos: Determinar modelo de contusao medular padronizado
e meétodo de avaliagdo motora em ratos com quadro de para-
plegia. Métodos: Utilizados 20 ratos Wistar divididos em quatro
grupos, diferenciado o nivel de gravidade da lesé&o raquimedular;
realizadas lesdes intermediérias padronizadas, através do siste-
ma “MASCIS IMPACTOR” (Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study): grupo 1 - 12,5 mm (leséo leve); grupo 2 - 25 mm (lesao
moderada); grupo 3 - 50 mm (lesdo grave); grupo 4 - animais que
ndo sofreram lesdo (grupo controle). Apds 48 horas foi avaliada
fungao motora, segundo escala proposta por Basso, Beattie e
Bresnahan. Resultados: Utilizando o modelo, notamos que as
contusdes leves (12,5mm de altura) foram efetivas, e os animais
apresentaram infecgéo urinaria na fase aguda uma semana apés
a contusdo. As contusdes intermediarias (25 mm de altura) foram
efetivas, os animais apresentaram infecgéo urinaria até duas se-
manas apds a contusdo. As contusdes graves (50mm de altura)
foram efetivas, os animais apresentaram infecgao urinéria durante
trés a quatro semanas e autofagia. Conclusdo: O modelo de leséao
medular utilizando o sistema MASCIS IMPACTOR e a avaliagao
funcional proposta por Basso, Beattie e Bresnahan é reprodutivel,
podendo ser utilizada, propiciando troca de informagodes entre 0s
diferentes pesquisadores.

Descritores: Traumatismo da medula espinal. Paraplegia. Contusoes.

Objectives: To determine a standardized spinal cord contusion mo-
del and a method for motor assessment in rats with paraplegia. Me-
thods: This study used 20 Wistar rats divided into 4 groups according
to level of severity of spinal cord injury; standardized intermediate
lesions were made through system MASCIS IMPACTOR (Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study): group 1, 12.5mm (mild injury);
group 2,25mm (moderate injury); group 3,50mm (severe injury; in
the group 4 the animals suffered no injury (control group). Motor
function was assessed after 48 hours, using the scale proposed
by Basso, Beattie and Bresnahan. Results: Using the model, we
observed that the mild contusions (12.5mm height) were effective,
and the animals presented acute urinary tract infection one week
after the injury. Moderate contusions (25mm height) were effective,
and the animals presented urinary infection until 2 weeks after in-
jury. The severe contusions (50mm height) were effective, and the
animals presented urinary infection for 3 to 4 weeks and autophagy.
Conclusion: The model of spinal cord injury using the system MAS-
CIS IMPACTOR and the functional assessment proposed by Basso,
Beattie and Bresnahan is reproducible and can be used, enabling
information exchange among different researchers.
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INTRODUGAO

Os modelos experimentais tem sido utilizado visando acumular
experiéncias e por conseguinte melhorar e aprimorar os conheci-
mentos sobre fisiopatologia da lesdao medular.’

Esses conhecimentos aplicados a tratamentos clinicos e cirdrgicos

sa0 utilizados para reduzir a morbidade e mortalidade em pacien-
tes com traumatismo raquimedular.*

E importante que haja uma avaliacdo padronizada aplicada
nos estudos experimentais para determinar os efeitos de cada
intervencao terapéutica que se deseja estudar. Alguns critérios
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de avaliagao tem sido apresentados na literatura, e a escala
proposta por Basso, Beattie e Bresnahan BBB é a que foi utilizada
neste estudo."?4

Definida como uma escala de 21 pontos que observa a
recuperagdo locomotora no membro posterior apés leséo na
medula espinhal toracica em ratos, essa escala representa uma
detalhada e organizada categorizagao da recuperacdo dos
movimentos no membro inferior a partir da lesdo na medula
espinhal. Cada indice representa um Unico e sequencial estagio
da recuperagado comportamental.®

Esse estudo tem como obijetivo avaliar, através da escala BBB
a gravidade das lesdes em diferentes niveis de altura realizadas
utilizando-se modelo padronizado de lesdo medular experimental
“Mascis Impactor” .4

Foram utilizados 20 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos
jovens, com idade média de 20 semanas, peso em torno de 350g,
provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina
da USP, divididos em quatro grupos de cinco animais.

As divisdes dos grupos foram realizadas da seguinte forma:
Grupo controle: realizada somente via de acesso e laminectomia
ao nivelde T 9

Grupo 2: 12,5 mm representando leséo leve

Grupo 3: 15 mm representando leséo moderada

Grupo 4: 50 mm representado lesdo grave.

Os procedimentos e o acondicionamento dos animais foram rea-
lizados no Laboratério de Estudos do Traumatismo Raquimedular
e Nervos do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da USP

Os animais foram anestesiados com pentobarbital, na concen-
tragao de 45mg/kg, pela via intraperitoneal no tergo inferior do
abdémen. Em seguida, os animais foram submetidos a tricotomia
dorsal, antissepsia com clorexidine, e incisao longitudinal na topo-
grafia de T7 a T12 (Figura 1), dissecc¢ao por planos e exposicao
dos componentes posteriores da coluna dorso-lombar. (Figura 2)
As laminas de T9 e T10 foram ressecadas, no sentido caudo-
cranial. (Figura 3)

Figura 1. Planejamento de incisao.

Figura 2. Exposicao regido dorso-lombar.

Figura 3. Exposigao medular em T9.

CONTUSAO MEDULAR

As lesbes foram produzidas obedecendo ao protocolo internacio-
nal MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study). Modelo
que realiza contusdes raquimedulares em diferentes niveis, o que
determina o grau de gravidade. (Figuras 4, 5, 6, 7 € 8)

Os niveis de lesdo variam de 6 mm de altura o que € considerada
uma leséo leve, até 70 mm de altura, que simula leséo gravissima.
Foram realizadas lesdes intermediérias de 12,5 mm representando
lesao leve, 25 mm lesdo moderada e 50 mm de altura representa-
do leséo grave. Apos procedimento de leséo, foram observados
parametros de padronizagao tais como aspectos clinicos do sitio
de leséo e gréficos. (Figuras 9 e 10)

O sfitio de lesao foi irrigado com soro fisiolégico a temperatura
ambiente, seguindo-se a inspegao, cauterizagdo, miorrafia e su-
tura da pele. (Figuras 11 e 12) Foi administrado subcutaneamente
25mg/kg de cefalotina.*

Os animais foram mantidos em gaiolas (60x40cm) em nimero de 3
ou 4, sendo fornecido racéo e agua ad libitum. As massagens para
esvaziamento vesical foram efetuadas diariamente, assim como
avaliagao de possiveis complicagbes, como infecgdo urinaria.
Apds 48 horas foram realizadas avaliacbes motoras seguindo
protocolo de avaliagdo motora, proposta por Basso, Beattie e
Bresnahan “BBB”, que corresponde a uma escala de 21 pontos,

Figura 5. Contato inicial posigao neutra.
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Figura 6. Representacdo esquematica do modelo utilizado.

Figura 7. Posicionamento 12,5 mm.

Figura 8. Posicionamento 25 mm.

Figura 9. Aspecto p6s contusao.
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Figura 10. Parametros graficos.

Figura 11. Miorrafia.

Figura 12. Sutura cutanea.

de acordo com a motricidade dos membros pélvicos e cauda do
animal, em local padronizado com dimensoes de 90 cm de didme-
tro e 7 cm de altura sem presenca de ruidos. (Quadros 1 e 2).

RESULTADOS

Os dados obtidos mostram diferengas estatisticas entre os grupos
e também que as contusdes séo efetivas e realizadas de forma
padronizada, pois ndo foram notadas diferencas estatisticas em
um mesmo grupo, de acordo com o Quadro 3 e Figura 13.

DISCUSSAO

Varios modelos experimentais tem sido descritos na literatura para
estudo da lesdo medular padronizada em animais.’® Optamos
em nosso protocolo o modelo “MASCIS IMPACTOR”, que utiliza
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Quadro 1.

Pontuagao do protocolo BBB.

Pontuacao Caracteristicas Comentério
0 N&o se observam movimentos de membro posterios (MP)
1 Movimentos suaves de 1 ou 2 articulagdes de mebro posterior Suave — Menor que 50% da capacidade articular
2 Movimento e)ldenso de 1 articulagéo e possivel movimento suave de outra articulagdo no Extenso — Maior ou igual a 50% capacidade articular
mebro posterior
3 Movimento Extenso de 2 articulagbes do MP Duas articulagdes = quadril e joelho, geralmente
4 Movimentos suaves de todas as 3 articulagdes Trés articulagdes = quadril, joelho e tornozelo
5 Movimentos suaves de 2 articulagdes, extenso da 3? articulagédo do MP
6 Movimentos extensos de 2 articulagdes e movimento delicado da 3¢ articulagéo do MP 32 articulagdo = tornozelo
7 Movimentos extensos das 3 articulagdes
8 Movimentos suaves, sem suportar o peso do corpo ou a pata apoiada sem suportar o peso Extenséo ritmica de 3 articulagdes do membro posterior, o tronco se
do corpo encontra de lado
9 Apoio plantar com suporte do peso do corpo imével ou ocasional, frequente ou consistente Suporte do peso = contragéo do misculo. Extensao do membro
suporte do peso do corpo com apoio dorsal posterior durante o apoio plantar da patta ou elevagéo da bacia imével
Ocasionalmente > 5° e menor ou igual que 50%. Passos — contato
Passo sustentando o peso do corpo ocasionalmente, sem haver coordenagéo entre os plantar com suporte do peso, 0 membro posterior avanga para
10 ) ! restabelecer contato plantar.
membros anterior e posterior - . . .
Coordenag&o — movimentos simultdneos entre 0 membro posterior € 0
membro anterior, alternando entre os lados.
11 De freqiiente a consistentes passadas com suporte do peso sem coordenagéo entre 0s Freqiiéncia — 51 a 94% do tempo
membros posteriores e anteriores Consistente — 95 a 100% do tempo
De freqi i m i I( a -
12 e gquentes a consistentes passafias com suporte do peso do corpo e coordenagdo 60a50% de locomogdo coordenada
ocasional entre 0 0s membros anteriores e membros posteriores
13 De freqiiente a cgnsstentes passadas. com suporte do peso e freqliente coordenagéo entre 51 a 95% de locomogao coordenada
0 membro posterior e 0 membro anterior
Conswteﬂcoordenagao _d; _passada com apoio pliantar e posigéo predominante d_a pata e Rotagdo => rotagéo interna e externa da pata traseira quando esta
14 de rotagdo no contato inicial e na elevagéo, freqiiente passadas plantares, consistente ) .
- ) . } apoiada e erguida
coordenacdo entre 0 membro anterior e ocasionalmente com apoio dorsal
16 Consistente coordenagéo da passada com apoio plantar, predominante posicao em paralelo | Frequente liberdade do 1° dedo => Ha mais da metade das passadas
da pata no contato inicial e na elevagéo sem ouvir os sons das arranhaduras
17 Consiste coordenagéo da passada com apoio plantar, predominante posicdo em paralelo da
pata no contato inicial e na sua elevagéo
18 goqrd_enagao consistente na passada com apoio plantar e_conS|stente liberagdo do 1° dedo. Consiste arranhadura de quatro dedos por um periodo de 4 minutos
osigao em paralelo da pata no contato inicial e na elevagéo
Consistente coordenagéo da passada com apoio plantar, consistente liberagdo do 1° dedo.
19 Posicéo paralela da pata no contato inicial e na elevagéo e o rabo esté para baixo na maior Rabo para baixo => rabo toca o chao durante as passadas
parte do tempo
Consistente coordenagéo da passada com apoio plantar, consistente liberagéo do 1° dedo. Rabo elevado => néo toca o chao.
20 Posigéo em paralelo da pata no contato inicial e na elevagéo, o rabo consistentemente para Instabilidade do tronco => lateralizagdo do tronco quando se vira
cima e instabilidade de tronco. rapidamente (perda de equilibrio)
Consistentemente coorqenada na carr1|nhada, con5|ster]te movimento do 1 dedo. Posicéo Consistente estabilidade do tronco, sem cambalear ou cair, o
21 da pata paralelo no apoio e na elevagao. O rabo para cima ) . i
I . movimento da bacia e do rabo coordenado com a locomogéo
Estabilidade consistente do tronco

a queda de peso de altura padronizada provocando contusao da
medula espinhal em ratos, apds a qual os mesmos sdo avaliados
na sua fungao locomotora.’?7 Utilizamos neste estudo experimen-
tal, ratos da linhagem Wistar pelo baixo custo a na facilidade na
sua obtencao.

Os métodos de avaliagéo funcional ainda nao séo totalmente pa-
dronizadas existindo vérias descrigbes na literatura.38°

Dentro da avaliacdo padronizada de lesdo medular, para propor-

cionar intercambio seguro de dados entre os diferentes grupos de
pesquisa, vem sendo analisadas entre outras, as alteragdes anato-
mo patoldgicas, biogquimicas e de diagndstico por imagem. !0t
Em nosso estudo optamos pelo modelo de avaliagédo funcional
descrito por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), que utiliza uma
escala de avaliagdo locomotora padronizada. Optamos, pela meto-
dologia adotada no Multicenter animal spinal Cord injury (MASCIS)
que utiliza a escala BBB apés lesdo da medula espinhal a niveis
Acta Ortop Bras. 2011;19(2):87-91



Quadro 2. Protocolo BBB (subcomponentes)

6.

7.

CATEGORIA TIPO CARACTERISTICA
O - sem movimento
Quadril (D/E) | S - movimento limitado
E — movimento extenso
Movimento O - sem movimento
do membro Joelho (D/E) | S - movimento limitado
posterior E — movimento extenso
Tornozelo 0- Sem. mowmt.ent.o
S — movimento limitado
(O/8) E — movimento extenso
Lado => Deitado sobre um dos lados
Posicao do Centrado => Posigéo centrada (normal)
Tronco
Apoio => Usa o rabo para suportar o corpo
Apoiado => Abdome apoiado no chéo
Abdome Paralelo => Abdome paralelo ao chéo (normal)
Alto => Abdome e bacia elevados
Posigéo da Movimentos => Apoio da pata sem sustentar o peso
Pata suaves (D/E) | => Apoio da pata suportando o peso
0 - nunca
0O - Ocasionalmente (menor ou igual a 50% do tempo)
Peso (D/E) F — frequentemente (51 a 94% do tempo)
C - consistente (95 a 100% do tempo)
0 - nunca
) i 0O - Ocasionalmente (menor ou igual a 50% do tempo)
Caminhando Coordenagdo F - frequentemente (51 a 94% do tempo)
C - consistente (95 a 100% do tempo)
0 - nunca
Mobilidade 0O - Ocasionalmente (menor ou igual a 50% do tempo)
do 1 dedo F - frequentemente (51 a 94% do tempo)
C - consistente (95 a 100% do tempo)
Posm;ao‘ Contato - rotagaf) interna
Predominante inicial (D/E) E - rotagéo externa
da pata P — paralelo (normal)
Contato - rotaga9 interna
o S E - rotagéo externa
Posicao inicial (D/E) P — paralelo (normal)
Predominante I —
da pata Elevagdo da E_ rotaga9 interna
ata - rotagdo externa
P P — paralelo (normal)
L“Stab"'dade Sim/Nao Sim — Cambaleando, desequilibrio
o corpo
Rab Elevado/ Elevado - o rabo se encontra acima do chéo
abo :
Abaixado Abaixado - o rabo toca o chdo
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Quadro 3. Pontuacao avaliada de acordo com modelo proposta por
“BBB”.

1

1

Animal
Grupo 1 2 3 4 5 Total
Controle 21 21 21 21 21 105
12,5 mm 17 16 17 17 15 82
25 mm 8 8 7 7 5 35
50 mm 0 0 0 0 1 1
25 1 i
.
20 H
o Valor médio - 21
15 |
m Valor médio - 16,4
10 i o Valor médio - 7
5 -+ : i@ Valor médio - 0,2
0 e ¥ t e o1
controle 25

Figura 13. Valor médio do indice BBB em cada um dos grupos
estudados.

de altura padronizada (12,5, 25, 50 mm).

Os resultados apresentados pelos grupos apresentaram diferencas
na avaliagao funcional da lesao em cada altura padronizada, o que
confirma a objetividade e confiabilidade dos dados da escala BBB.
E importante enfatizar que esse método de avaliagdo apresenta
confiabilidade nos exames realizados por diferentes abservadores
como demonstrado por Basso et al.?

CONCLUSAO

Conclui-se que o0 modelo de lesdo medular utilizando o sistema
MASCIS IMPATOR e o modelo de avaliagéo funcional proposto
por Basso, Beattie e Bresnahan “BBB” é reprodutivel e pode ser
utilizada por observadores com treinamento prévio na avaliagédo de
animais com lesao medular, propiciando troca de informagoes entre

os diferentes pesquisadores que utilizam a mesma escala.
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