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on locomotion recovery of rats
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RESUMO

Objetivo: o objetivo deste trabalho
foi estudar as consequéncias da lesdo
por contusdao da medula espinhal, as-
sociada ao estreitamento do canal ver-
tebral, no comportamento motor de
ratos, avaliando-se o efeito do tempo
para descompressdo na recuperagao
neurologica dos animais. Métodos:
foram utilizados ratos Wistar machos
(n=6 por grupo), subdivididos nos se-
guintes grupos experimentais: lami-
nectomia (T9-T10, Grupo Controle),
contusao por queda de peso (10 g de
peso, 15 cm de altura), estreitamento
do canal vertebral em 35% (hastes de
policarbonato; espessura de 0,78 mm)
e contusdo associada ao estreitamento
do canal vertebral. O grupo de lesdo
associada foi ainda subdividido em
sem ou com descompressdo 24 ou
72 horas apo6s a cirurgia. Os animais
foram sacrificados sete dias apds os
procedimentos cirargicos. A funcdo
locomotora dos animais foi avaliada
por meio do teste do campo aberto, do

ABSTRACT

Objective: the aim of this study was
to investigate the consequences
of contusion injury of spinal cord
associated ~ with  narrowing  of
vertebral canal on motor behavior
of rats, as assessing the effect of
decompression time on the neurologic
recovery of the animals. Methods:
male Wistar rats (n=6 per group)
were divided into three experimental
groups: submitted to laminectomy
(T9-T10, Control Group), contusion
due to weight drop (10 g from a
height of 15 cm), 35% narrowing of
the vertebral canal obtained with
0.78 mm thick polycarbonate rods
and contusion injury associated with
narrowing of the vertebral canal. In
this last group, decompression was
not performed or it was made after
24 or 72 hours of the surgery, as the
animals were divided into subgroups.
Rats were sacrificed seven days
after surgical procedures. The motor
behavior of the animals was assessed

RESUMEN

Objetivo: estudiar las consecuencias
de la lesion por contusion de la médu-
la espinal, asociada al estrechamien-
to del canal vertebral en el comporta-
miento de ratas, evaluando el efecto
del tiempo para la descompresion en
la recuperacion neurologica de los
animales. Métodos: fueron utilizadas
ratas Wistar machos (n=6, por gru-
po), subdivididos en los siguientes
grupos experimentales: laminecto-
mia (T9-T10, Grupo Control), contu-
sion por caida de peso (10 g de peso,
15 cm de altura), estrechamiento del
canal vertebral de 35% (astas de po-
licarbonato, espesura de 0.78 mm) y
contusion asociada al estrechamiento
del canal vertebral. El grupo de le-
sion asociada fue subdividido en sin
o con descompresion, 24 o 72 horas
después de la cirugia. Los animales
fueron sacrificados siete dias después
de los procedimientos quirurgicos. La
funcion locomotora de los animales
fue evaluada por medio del teste de
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teste do plano inclinado e pela aplica-
¢do da escala BBB, antes da cirurgia,
24 ¢ 72 horas depois da cirurgia ¢ apos
7 dias do procedimento cirtrgico. Re-
sultados: a lesdo por queda de peso e
compressdo da medula espinhal, bem
como a lesdo mista, prejudicaram o
comportamento motor dos animais,
sendo que a descompressdo cirurgi-
ca ap0s 24 e 72 horas da cirurgia ndo
melhorou a recuperagdao motora dos
animais, como mostram os resulta-
dos da avaliagdo de campo aberto, no
plano inclinado e pela escala BBB.
Por outro lado, os animais que sofre-
ram lesao medular por queda de peso
apresentaram melhores escores na es-
cala BBB e angulos maiores no plano
inclinado do que aqueles que sofre-
ram lesdo por estreitamento do canal
vertebral ou lesdo mista. Conclusées:
a lesdo por queda de peso ou estrei-
tamento do canal vertebral provocou
alteragdes no comportamento motor
dos animais, sendo que a descom-
pressao ndo trouxe melhora funcional
significativa.

DESCRITORES: Compressao
da medula espinhal;
Traumatismos da medula
espinal/complica¢des; Medula
espinhal/lesdes; Canal
vertebral; Ratos Wistar

in open arena, inclined plane and
by means of Basso, Beattie, and
Bresnahan (BBB) locomotor rating
scale, before and after 24, 48 hours
and 7 days of surgical procedures.
Results: contusion injury, narrowing
of the spinal canal and mixed injury
impaired the motor behavior of the
animals. Surgical decompression (24
and 72 hours) did not improve motor
recovery as assessed in open arena,
BBB scale and inclined plane test. On
the other hand, animals injured with
weight drop showed better scores
on BBB scale and higher angles in
the inclined plane when compared
to the ones that were injured with
narrowing of the vertebral canal
and mixed lesion. Conclusions:
spinal cord injury by weight drop
and narrowing of the vertebral canal
induced alterations on the motor
behavior, which did not significantly
improve with decompression.

KEYWORDS: Spinal cord
compression; Spinal cord
injuries/complications; Spinal
cord/injuries; Spinal canal;
Rats, Wistar

campo abierto, del plano inclinado y
por la aplicacion de la escala BBB,
antes de la cirugia, 24, 72 horas y 7
dias después del procedimiento qui-
rurgico. Resultados: la lesion por
caida de peso y compresion de la
médula espinal, asi como la lesion
mixta perjudicaron el comportamien-
to motor de los animales, siendo que
la descompresion quirurgica 24 y 72
horas después de la cirugia no me-
joro la recuperacion motora de los
animales, cuando los mismos fueron
evaluados en el campo abierto, en el
plano inclinado y por la escala BBB.
Por otro lado, los animales que su-
frieron lesion medular por caida de
peso presentaron mejores indices en
la escala BBB y dangulos mayores en
el plano inclinado, cuando compara-
dos con aquellos que sufrieron lesion
por estrechamiento del canal verte-
bral o la lesion mixta. Conclusiones:
la lesion por caida de peso o estre-
chamiento del canal vertebral provo-
co alteraciones en el comportamiento
motor de los animales, siendo que la
descompresion no trajo mejoria fun-
cional significativa.

DESCRIPTORES: Compresion de la
médula espinal; Traumatismos
de la médula espinal/
complicaciones; Médula
espinal/lesiones; Conducto
vertebral; Ratas Wistar

INTRODUCAO

Alesdo traumatica da medula espinhal, além de trazer con-
sequéncias catastroficas para a vitima, ¢ problema desa-
fiador tanto para os cientistas quanto para os clinicos. As
consequéncias frequentemente persistem por toda a vida e
influenciam ndo so6 a vitima, mas também a familia e a so-
ciedade como um todo. O maior afa das pesquisas basicas
da area, atualmente, é o desenvolvimento de novas inter-
vengdes terapéuticas para prevenir ou reduzir as sequelas
decorrentes do trauma'.

As pesquisas relacionadas a lesdo da medula espinhal
podem ser divididas em duas grandes categorias: relaciona-
das aos problemas da fase aguda e relacionadas a fase cro-
nica. Na fase aguda, arbitrariamente definida como as pri-
meiras 48 horas apds a lesdo, as investigagdes sao feitas no
sentido de estudar a fisiopatologia associada ao trauma da
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medula espinhal, observando-se as causas ¢ os efeitos da le-
sdo. O objetivo seria desenvolver terapias que interrompam
ou revertam a progressdo das disfungdes sensorio-motoras.
Nas terapias, estariam inclusos procedimentos cirirgicos,
intervengdes farmacologicas e manipulagdes bioquimicas
dos componentes celulares no tecido nervoso. A fase cro-
nica, por outro lado, mostra a necessidade de reversdo de
quadro neurologico estavel por dias, meses, ou anos apds a
lesdo. Para tanto, manipulagdes cirurgicas e farmacologicas
tém sido de pouca ajuda no retorno de disfungdes. Uma area
que tem crescido muito no estudo da lesao medular croni-
ca esta relacionada a regeneragdo do tecido nervoso central
apos lesdo. De fato, este ¢ um dos maiores desafios da pes-
quisa biomédica acerca deste assunto.

Embora esteja claro que a lesdo primaria seja induzida
pela contusdo da medula espinhal produzida pela ruptura
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da membrana, lesdo vascular e hemorragia, o quadro pato-
logico final vai muito além do que aquele identificado nas
primeiras horas ap6s a lesdo. Imagina-se que a propagacao
da lesdo seja devido a ativagdo de eventos bioquimicos,
levando a uma franca destrui¢@o celular (necrose) e lesdao
excitotoxica.

A ideia de que os eventos bioquimicos secundarios
contribuem para a lesdo da medula espinhal, especialmente
aquelas causadas por contusdo, tem sido a for¢a impulsora
para o desenvolvimento de terapias para o tratamento de
lesdes medulares agudas em humanos®. Além da necrose
secundaria, processos ativos de morte celular programada
(apoptose) podem ser importantes na produgdo da lesdo
secundaria do Sistema Nervoso Central (SNC) causadas
tanto pela isquemia, quanto pelo trauma*.

O entendimento detalhado dos mecanismos que subli-
nham os processos secundarios a lesdo ¢ esparso, contudo,
¢ um processo dinamico e complexo. A lesdo celular mobi-
liza uma sequéncia de modificagdes moleculares e celula-
res que ocorrem poucos minutos apds a lesdo e continuam
por horas, dias e semanas, ampliando a gravidade da lesao,
tais como mudangas no fluxo sanguineo e isquemia, ede-
ma, acumulo de célcio intracelular e de potassio no espaco
extracelular, hidrolise de fosfolipideos, formagdo de radi-
cais livres, liberagdo de aminoacidos excitatorios como
glutamato e aspartato, migracdo de células inflamatorias,
ativacdo da microglia, presenga de fatores inibitorios, en-
tre outros®.

O desenvolvimento de uma terapéutica racional para
o tratamento de lesdes traumaticas agudas da medula es-
pinhal em humanos requer modelo animal padronizado
e reprodutivel, no qual um estimulo lesivo que pode ser
quantificado possa ser correlacionado a recuperacdo fun-
cional e a morfologia da lesdo medular.

Varios métodos experimentais tém sido desenvolvidos
para simular o tipo de compressdo aguda do trauma medu-
lar®, sendo que o primeiro descrito foi através da técnica
de queda de peso em cachorros, introduzido por Allen’,
em 1911. Embora varios pesquisadores tenham utilizado
este método ou métodos semelhantes, muitos outros tém
sido desenvolvidos. Em 1953, Tarlov et al.® introduziram
a técnica de compressdo medular em cachorros por meio
da implantagdo de um baldo inflavel no espacgo extradu-
ral. O desenvolvimento de balGes inflaveis menores tornou
possivel estudar um maior nimero de pequenos animais,
os quais sao mais facilmente disponiveis. Na década de
1970, Rivilin e Tator’ descreveram um novo método de
lesdo aguda da medula espinhal em ratos, utilizando “clip”
de aneurisma modificado. Esse método tem sido adotado
por varios pesquisadores por ser fidedigno ¢ barato.

Mais recentemente, Dimar et al.'® desenvolveram um
método experimental para estreitar gradualmente o canal
vertebral de ratos usando pequenos espagadores de Teflon,
inseridos no espago epidural sob a lamina vertebral. Por
meio deste método, foi possivel produzir uma compres-
sdo persistente da medula espinhal com comprometimento

neurologico progressivo, de acordo com a proporgdo de
estreitamento do canal vertebral causada pelo espagador.

Atualmente, paradigmas experimentais envolvem des-
de células neuronais em cultura a segmentos anatomica-
mente intactos da medula espinhal, sujeitos a varios tipos
de insultos mecanicos ou isquémicos, tais como aqueles
produzidos por queda de peso, compressao focal ou cir-
cunferencial por baldo extradural, estreitamento do canal
vertebral com espagador epidural, compressao por “clip”,
lesdes térmicas ou fotoquimicas, forcas de distragdo ou
ainda lesdes por pistonamento. Com estes métodos, a fisio-
patologia dos eventos secundarios a lesdo e a intervengdo
terapéutica tem sido extensivamente investigada em varios
laboratorios!'.

Assim, a utilizacdo de modelos de laboratério tem se
mostrado extremamente relevante no entendimento e de-
senvolvimento de novas terapéuticas para lesdes da me-
dula espinhal em humanos. A utilizagdo de ratos como
animal experimental parece ser satisfatoria, pois eles sdo
resistentes o suficiente para a experimentagdo, além de se-
rem facilmente disponiveis''.

Em humanos, ¢ comum que o trauma medular por con-
tusdo venha acompanhado por um estreitamento do canal
vertebral, levando a uma compressao persistente da medu-
la espinhal, o que poderia afetar a recuperacao neurologica
a longo prazo. Todavia, resultados de estudos prévios sao
contraditérios quanto ao fato de a intensidade de estreita-
mento do canal vertebral e o tempo para a descompressao
apos uma lesao na medula espinhal afetarem o grau de re-
cuperagdo neurologica ou nao'.

Este dilema clinico tem sido dificil de ser resolvido por
causa da dificuldade em avaliar o grau da lesdo medular
inicial e o efeito imprevisivel de varios outros fatores, tais
como as mudangas metabolicas secundarias, a extensao do
estreitamento do canal vertebral, o grau de instabilidade
espinhal e as lesdes ndo espinhais associadas. Esforcos
para o desenvolvimento de um modelo animal tém sido
dificultados pela inabilidade em se reproduzirem os multi-
plos parametros que simulem a situagdo clinica. A despeito
destas dificuldades, o valor da determinagdo se a descom-
pressdo apos lesdo da medula espinhal ¢ benéfica para a
recuperagdo neurologica e o tempo 6timo para os procedi-
mentos cirurgicos para descompressao justificam os estu-
dos acerca do tema.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as consequ-
éncias da lesdo por contusdo da medula espinhal, associa-
da ao estreitamento do canal vertebral, no comportamento
motor e circulagdo sanguinea espinhal de ratos, avaliando-
se o efeito do tempo para descompressdao na recuperagao
neurologica dos animais.

METODOS

Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos machos da raga
Wistar, com peso corporal variando entre 250 e 300 g,
provenientes do Biotério da Universidade Catolica Dom
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Bosco. Os animais foram mantidos, até ao término do ex-
perimento, em gaiolas contendo trés animais, alimenta-
dos com uma dieta padrdo do biotério e agua ad libitum,
com temperatura controlada (24+2°C), e com um ciclo
claro/escuro de 12 x 12 horas, sendo o inicio do periodo
claro as 6:00 horas.

Previamente ao inicio do experimento, todos os ani-
mais foram pesados, identificados e numerados através
de um cddigo de marcas em suas orelhas; o desenvolvi-
mento dos animais foi acompanhado por meio de pesa-
gens semanais.

Anestesia

A anestesia usada para o procedimento cirurgico foi o tri-
bromo-etanol, na dose de 250 mg/kg de peso do animal
(volume, 10 mL/kg). No dia do sacrificio do animal, para
a retirada da medula espinhal, a anestesia utilizada foi
uretana na dose de 1,5 g/kg de peso do animal (volume,
4 mL/ kg).

Analgesia pés-cirurgica

Apds o procedimento cirtrgico, os animais receberam
aplicagdo de buprenorfina na dose de 0,05 mg/kg (via sub-
cutdnea) a cada 12 horas durante as primeiras 72 horas.

Grupos experimentais

1. Grupo laminectomia (n=6): neste grupo, apds a
anestesia, em cada animal foi feita uma pequena incisao
(2 cm) na linha média da regido posterior do animal, na
regido correspondente a coluna toracica inferior. A mus-
culatura foi, entdo, divulsionada, expondo-se as vértebras
T8 a T12. Em seguida, a lamina da vértebra T10 foi cui-
dadosamente retirada, usando-se uma lupa cirurgica, com
aumento de 10 vezes. Apods a laminectomia, a musculatura
e a pele foram suturadas separadamente. Em seguida, o
animal foi colocado em local apropriado para se recuperar;

2. Grupo contusdo da medula espinhal por queda de
peso (n=6): neste grupo, apds a laminectomia da vértebra
T10, cada animal foi submetido a uma lesdo medular por
contusdo, por meio da queda de um cilindro de 10 g de
massa, de uma altura de 15 cm, sobre a medula espinhal
exposta;

3. Grupo estreitamento de 35% do canal vertebral
(n=6): neste grupo, apds a laminectomia da vértebra T10,
em cada animal foi colocado um espagador de policarbo-
nato de 0,78 mm de espessura sob a lamina da vértebra
T9, no espago epidural, estreitando-se o didmetro do canal
vertebral em 35%. Em seguida, o animal foi colocado em
um local apropriado para se recuperar;

4. Grupo contusdo da medula espinhal (queda de peso)
+ estreitamento de 35% do canal vertebral, com descom-
pressao apos 24 horas (n=6): neste grupo, ap6s a laminec-
tomia da vértebra T10, cada animal foi submetido a uma
lesdo medular por contusdo por meio da queda de um ci-
lindro de 10 g de massa, de uma altura de 15 cm, sobre a
medula espinhal exposta. Em seguida, colocou-se um es-
pagador de policarbonato de 0,78 mm de espessura sob a
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lamina da vértebra T9 no espago epidural, estreitando-se o
diametro do canal vertebral em 35%. Nesses animais, 0S
espagadores utilizados para o estreitamento do canal verte-
bral foram retirados ap6s 24 horas do final do procedimen-
to cirlirgico;

5. Grupo contusao da medula espinhal (queda de peso)
+ estreitamento de 35% do canal vertebral, com descom-
pressao apos 72 horas (n=6): neste grupo, apds a laminecto-
mia da vértebra T10, cada animal foi submetido a uma lesao
medular por contusdo por meio da queda de um cilindro de
10 g de uma altura de 15 cm, sobre a medula espinhal ex-
posta. Em seguida, colocou-se um espagador de policarbo-
nato de 0,78 mm de espessura sob a lamina da vértebra T9,
no espaco epidural, estreitando-se o didmetro do canal ver-
tebral em 35%. Nesses animais, os espagadores utilizados
para o estreitamento do canal vertebral foram retirados apos
72 horas do final do procedimento cirurgico;

6. Grupo contusdo da medula espinhal (queda de peso)
+ estreitamento de 35% do canal vertebral, sem descom-
pressdo (n=6): neste grupo, apds a laminectomia da vérte-
bra T10, cada animal foi submetido a uma lesao medular
por contusdo por meio da queda de um cilindro de 10 g de
massa, de uma altura de 15 cm, sobre a medula espinhal
exposta. Em seguida, colocou-se um espagador de policar-
bonato de 0,78 mm de espessura sob a lamina da vértebra
T9, no espago epidural, estreitando-se o didmetro do canal
vertebral em 35%. Nesses animais, os espagadores utili-
zados para o estreitamento do canal vertebral ndo foram
retirados até o momento da eutanasia.

Um desenho ilustrativo do aparato utilizado para a con-
tusdo da medula espinhal por queda de peso esta apresenta-
do na Figura 1. Uma ilustra¢do dos espagadores utilizados
para a compressdo da medula espinhal por estreitamento
do canal vertebral esta apresentada na Figura 2.

=g

=+

espinhal

Figura 1
Desenho ilustrando o aparelho utilizado para a produgéo da
leséo da medula espinhal por meio da queda de peso.

Todas as cirurgias foram realizadas no Laboratério
de Fisiologia Animal da Universidade Catélica Dom
Bosco. Apods o procedimento cirlrgico, os ratos recebe-
ram dose unica de pentabidtico na dosagem de 240000
UI das penicilinas por kg ¢ 100 mg de estreptomicina e
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Figura 2

Desenho ilustrando forma e as dimensées dos espacadores
de policarbonato utilizados para a produgdo da compresséo
de 35% do canal vertebral.

diidroestreptomicina por kg (Forte Dodge®; volume,
0,1 mL/100 g de peso do animal).

Nos dias subsequentes ao procedimento experimental,
cada animal foi manipulado diariamente com massagem
vesical e abdominal, para facilitar a eliminacao de urina e
fezes, e teve as articulagdes dos membros posteriores mo-
bilizadas para se evitarem contraturas musculares e outras
alteragdes vasculares.

Todos os animais foram mantidos vivos para a avalia-
¢do funcional (por sete dias), praticando-se a eutandsia em
seguida. O descarte dos animais foi congelado e encami-
nhado para incinerago pelos responsaveis pelo lixo biolo-
gico da UCDB.

Avaliacéo funcional dos animais

A avaliagdo sensorio-motora dos animais apos a lesdo me-
dular por estreitamento do canal vertebral, bem como a
quantificacdo da recuperagdo funcional dos animais no de-
correr do tempo, foi realizada por meio do teste do campo
aberto'>"®, da avaliagdo do comportamento locomotor, por
meio da escala de avaliagdo locomotora de Basso, Beattie
e Bresnahan'?, e do teste do plano inclinado’. Os testes de
comportamento foram realizados no pré-teste, bem como
4,24, 48, 72,96 ¢ 168 horas (7 dias) apds o procedimen-
to experimental, sempre no mesmo horario e local, como
descritos a seguir.

Teste do campo aberto

Em nosso laboratério, os parametros avaliados durante a
realizagdo do teste do campo aberto foram: a frequéncia
dos comportamentos de exploracdo horizontal e verti-
cal, em uma arena cilindrica, de 72 cm de didmetro, com
paredes de acrilico translucido de 49 cm de altura, posi-
cionada sobre uma base de madeira recoberta de formica
na cor branca, a qual ¢ subdividida em 12 quadrantes de
339,3 cm? cada.

Escala de avaliacéio locomotora BBB

Os animais também foram avaliados pela escala de ava-
liacao locomotora BBB', em que a fung¢do locomotora
do animal foi avaliada por meio da observagdo de alguns
pardmetros comportamentais, enquanto se locomovia no
mesmo aparato utilizado para o teste do campo aberto. O
animal foi classificado por meio de uma escala que varia-
va de 0 a 21 pontos, refletindo as condigdes locomotoras
do animal, em que o escore 0 representava plegia total do

membro, ¢ o escore 21 representava atividade locomotora
normal do membro.

Teste do plano inclinado

Neste teste, cada animal foi avaliado pela habilidade de se
manter sobre um plano inclinado. O plano inclinado era
constituido por duas tdbuas retangulares de madeira com-
pensada unidas por uma dobradiga. Uma das tabuas era
a base ¢ a outra, um plano inclinado mével. Duas tabuas
laterais graduadas, fixas na base, foram utilizadas para me-
dir os graus de inclinag@o do plano movel. Para avaliar o
animal, ele foi colocado sobre o plano mével de maneira
que o eixo do seu corpo estivesse perpendicular ao eixo
do plano inclinado. O angulo (em graus) do plano inclina-
do foi determinado como o angulo méaximo no qual o rato
pdde se manter por si mesmo durante pelo menos cinco
segundos’.

Andlise estatistica

Os resultados obtidos por meio dos testes de comporta-
mento foram analisados estatisticamente pelos softwares
SPSS para Windows®, na versdo 4.0 ou pelo SigmaStat
para Windows®, na versdo 2.0. Em todos os testes utili-
zados, consideraram-se estatisticamente significativas as
diferengas em que p<0,05.

Para os resultados obtidos, as médias dos fatores trata-
mento e tempo foram comparadas por analise de variancia
de duas vias de medidas repetitivas paramétrico (ANOVA),
para se verificar o efeito de cada fator e a possivel intera-
¢do entre eles. Apos o teste, se houve efeito e/ou interagao
entre os fatores, as médias de cada fator foram comparadas
por analise de varidncia de uma via (ANOVA de uma via,
independente e/ou de medidas repetitivas), seguido pelo
pés-teste de Duncan ou ainda pelo teste 7 de Student!1°,

RESULTADOS

Os resultados gerais obtidos pelo teste ANOVA de duas
vias de medidas repetitivas referentes as variaveis peso
corporal, exploragdo horizontal e vertical, angulo no plano
inclinado e escore na escala BBB, estdo apresentados na
Tabela 1. Para todas as variaveis avaliadas, houve um efei-
to significativo do Grupo Experimental e do momento de
avaliacdo dos animais. Além disso, houve uma interagao
para os fatores grupo ¢ momento em todas as variaveis
avaliadas, com exce¢do da exploracao dos animais, e hou-
ve apenas uma tendéncia de interagdo (p=0,054).

Os resultados referentes a mensuragdo do peso dos
animais, em cada grupo experimental e em cada momen-
to avaliado, estdo apresentados na Tabela 2. Os animais
dos grupos experimentais laminectomia, compressao de
35% do canal medular, queda de peso + compressdo de
35% com descompressdo apos 24 horas ¢ queda de peso
+ compressdo de 35% sem descompressdo apresenta-
ram ganho de peso significativo no decorrer do tempo
(ANOVA de uma via de medidas repetitivas, p<0,05), o
que nao foi observado para os animais dos grupos queda
de peso somente e queda de peso + compressdo de 35%
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TABELA 1 - Resultados gerais obtidos pelo teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas,
referentes as varidveis peso corporal, exploracéo horizontal e vertical, éngulo no plano inclinado e

escore na Escala BBB.

Efeito dos fatores

Variavel

Interacéo entre os fatores

Grupo Momento (Grupo e Momento)
Peso <0,001 <0,001 <0,001
Exploracao horizontal 0,03 <0,001 0,054
Exploracéo vertical <0,001 <0,001 <0,001
Angulo no plano inclinado <0,001 <0,001 <0,001
Escore na Escala BBB <0,001 <0,001 <0,001

Teste ANOVA.

TABELA 2 - Resultados referentes a mensuracéo do peso dos animais, nos diversos momentos

avaliados neste estudo.

Grupo experimental Peso dos animais nos momentos avaliados Valor de p
Pré-teste 24 horas 72 horas 7 dias (entre tempos) *

Laminectomia 293,33+10,77 297,17+10,30 315,00=10,24 332,33+9,30 <0,001
alab ala alb alc

Queda de peso 282,67+8,42 281,50+6,14 285,17+7,26 286,83+7,63 0,15
ala ala ala ala

Compressdo de 35% 323,33+x13,96 325,50+9,47 304,00+9,59 329,00+8,37 0,02
alab alb ala alb

Queda de peso + compresséo de 35%  379,50+10,52 393,00=11,95 393,17+12,01 396,83+11,82 0,02

com descompressdo apés 24h b|a b|ab b|ab b|b

Queda de peso + compressdo de 35%  309,50+16,76 312,67+11,94 313,50=11,17 306,00=12,75 0,48

com descompressdo apés 72h ala ala ala ala

Queda de peso + compressdo de 35%, 294,50+13,87 310,00+14,11 295,00+16,38 308,33=17,49 0,01

sem descompresséo ala alb ala alab

Valor de p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

(entre grupos) **

Os valores estdo expressos em média=erro padrdo da média;

* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey;

** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey;

Letras diferentes (mesma cor) indicam diferenca significativa entre os grupos/momentos (pés-teste de Tukey, p<0,05).

com descompressao apds 72 horas. Na comparagdo en-
tre grupos, em todos os momentos avaliados, inclusive
no pré-teste, o grupo de animais com queda de peso +
compressdo de 35% com descompressao apds 24 horas,
apresentou um peso significativamente maior do que os
demais grupos (teste ANOVA, p<0,001). Esses resulta-
dos indicam que os animais do grupo de animais com
queda de peso + compressdo de 35% com descompressao
apos 24 horas ja iniciaram o experimento com mais peso
do que os animais dos demais grupos e, portanto, nao po-
dem ser utilizados na comparag¢do com os demais grupos
experimentais.

Os resultados referentes a exploragao horizontal dos
animais no campo aberto, em cada grupo experimen-
tal e em cada momento avaliado, estdo apresentados na
Tabela 3. Com excecdo dos animais do grupo compres-
sdo de 35% do canal medular, os animais dos demais
grupos experimentais apresentaram uma diminuicido do
comportamento de exploracdo horizontal com a reex-
posicdo dos animais ao campo aberto (ANOVA de uma
via de medidas repetitivas, p<0,05). Na comparagdo
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entre grupos, apenas no pré-teste houve diferenca sig-
nificativa entre eles (teste ANOVA, p=0,02), o que ndo
era esperado, pois, teoricamente, todos os animais esta-
vam em condi¢Bes semelhantes. Nos demais momentos
avaliados, ndo houve diferenca entre os grupos experi-
mentais (p>0,05), indicando que a lesdo medular ndo
influenciou o comportamento de exploragdo horizontal
dos animais.

Os resultados referentes a exploragdo vertical dos
animais no campo aberto, em cada grupo experimental
e em cada momento avaliado, estdo apresentados na
Tabela 4. Os animais de todos os grupos experimentais
apresentaram uma diminui¢do do comportamento de
exploracdo vertical com a reexposicdo dos animais ao
campo aberto (ANOVA de uma via de medidas repe-
titivas, p<0,001). Na comparacdo entre grupos, houve
diferenca em todos os momentos avaliados, inclusive
no pré-tese (teste ANOVA, p=0,02), o que ndo era es-
perado, pois, teoricamente, todos os animais estavam
em condi¢des semelhantes. Nos demais momentos
avaliados, os animais dos grupos que sofreram lesdo



Influéncia do estreitamento do canal vertebral e do tempo para a descompressdo na recuperagio locomotora de ratos

TABELA 3 - Resultados referentes & mensuragéo do comportamento de exploragéo horizontal dos
animais, nos diversos momentos avaliados neste estudo.

Grupo experimental

nos momentos avaliados

Exploragéo horizontal dos animais

Valor de p

(entre tempos)*

Pré-teste 24 horas 72 horas 7 dias

Laminectomia 43,00£3,59 14,83+3,66 13,67+3,45 16,83+=13,47 <0,001
ab|a alb alb alb

Queda de peso 29,00+3,72 12,17+2,27 15,83x2,17 19,17+3,02 0,003
ab|a alb alb alab

Compressédo de 35% 28,00+8,28 11,33+4,51 11,83+2,94 11,00+4,11 0,11
ab|a ala ala ala

Queda de peso + compressdo de 35% 45,00+5,95 9,83+1,85 11,83+1,38 12,33+1,73 <0,001

com descompressdo apés 24h ala alb alb alb

Queda de peso + compressdo de 35% 22,83+3,57 9,67+1,50 8,67+1,20 10,83+1,30 <0,001

com descompress@o apds 72h b|a alb alb alb

Queda de peso + compressdo de 35%, 36,50+3,36 5,33+1,80 12,83+2,94  11,50+3,13 <0,001

sem descompress@o ab|a alb alb alb

Valor de p 0,02 0,31 0,49 0,41

(entre grupos)**

Os valores estdo expressos em média=+erro padrdo da média;

* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pé-teste de Tukey;

** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pé-teste de Tukey;

Letras diferentes (mesma cor) indicam diferenca significativa entre os grupos/momentos (pés-teste de Tukey, p<0,05).

TABELA 4 - Resultados referentes & mensuragéo do comportamento de exploragéo vertical dos
animais, nos diversos momentos avaliados neste estudo.

Grupo experimental

Exploracéo vertical dos animais nos momentos avaliados

Valor de p

Pré-teste 24 horas 72 horas 7 dias (entre tempos)*
Laminectomia 21,17+2,86 4,50=1,02 5,67+2,58 5,83+2,50 <0,001
ala alb alb alb
Queda de peso 10,17+1,66  0,00+0,00 0,00=0,00 0,00=+0,00 <0,001
bc|a b|b b|b b|b
Compressédo de 35% 8,50+2,04 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 <0,001
cla b|b b|b b|b
Queda de peso + compressdo de 35% 14,33+1,67 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 <0,001
com descompressdo apés 24h abc|a b|b b|b b|b
Queda de peso + compressdo de 35% 5,83+1,45 0,00=+0,00 0,00=+0,00 0,00=+0,00 <0,001
com descompressdo apds 72h cla b|b b|b b|b
Queda de peso + compressdo de 35%, 17,83+2,87 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 <0,001
sem descompresséo ab|a b|b b|b blb
Valor de p <0,001 <0,001 0,002 0,001

(entre grupos)**

Os valores estdo expressos em média=+erro padrao da média;

* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey;

** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey;

Letras diferentes (mesma cor) indicam diferenca significativa entre os grupos/momentos (pés-teste de Tukey, p<0,05).

medular (queda de peso e todos os grupos compressao)
ndo apresentaram qualquer exploracdo vertical duran-
te a realizag@o do teste, o que evidencia a dificuldade
destes animais em se colocarem sobre as patas poste-
riores apos lesdo.

Os resultados referentes ao maior dngulo em que os
animais se mantiveram no plano inclinado, em cada
grupo experimental e em cada momento avaliado, estdo
apresentados na Tabela 5. Os animais do grupo lami-
nectomia mantiveram um angulo no plano inclinado de

aproximadamente 80°, em todos os momentos avaliados
neste estudo (ANOVA de uma via de medidas repetitivas,
p=0,17). Os animais dos demais grupos apresentaram uma
diminuicdo significativa no angulo maximo de permanén-
cia no plano inclinado, apds a lesdo da medula espinhal
(queda de peso e compressao — ANOVA de uma via de
medidas repetitivas, p<0,001). Na comparacao entre gru-
pos, houve diferenca em todos os momentos avaliados, in-
clusive no pré-tese (teste ANOVA, p<0,001), o que ndo era
esperado, pois, teoricamente, todos 0s animais estavam em
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TABELA 5 - Resultados referentes @ mensuragéo do dngulo maximo no plano inclinado,

sustentado pelos animais, nos diverso momentos avaliados neste estudo.

Grupo experimental

Angulo maximo no plano inclinado para
os animais nos momentos avaliados

Valor de p

(entre tempos)*

Pré-teste 24 horas 72 horas 7 dias

Laminectomia 86,67+1,79 82,08+1,76 82,08+0,77 83,75+1,91 0,17
ala ala ala ala

Queda de peso 89,568+0,42 36,67+2,30 44,58+2,69 55,00+1,83 <0,001
ala b|b b|c b|d

Compressdo de 35% 87,92+1,50 29,58+1,50 34,58+1,19 38,75+2,64 <0,001
ala be|b c|bc clc

Queda de peso + compressdo de 35% 89,17+0,83 29,58+3,19  30,83+2,01 35,42+2,53 <0,001

com descompressdo apds 24h ala bc|b c|b clb

Queda de peso + compressdo de 35% 90,00+0,00 31,67+1,67 36,25+1,41 38,75+1,07 <0,001

com descompressdo apés 72h ala be|c clb clb

Queda de peso + compressdo de 35%, 77,08+2,69 27,08+1,87 29,58+0,77 36,25+1,07 <0,001

sem descompresséo bla clb c|bc clc

Valor de p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

(entre grupos)**

Os valores estdo expressos em média=erro padrdo da média;

* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey;

** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey;

Letras diferentes (mesma cor) indicam diferenca significativa entre os grupos/momentos (pés-teste de Tukey, p<0,05).

condigdes semelhantes. Nos demais momentos avaliados,
os animais do grupo que sofreram lesdo medular por queda
de peso apresentaram angulos significativamente maiores
do que aqueles dos demais grupos com lesdo medular, o
que indica uma maior recuperagdo funcional (motora) des-
ses animais.

Os resultados referentes aos escores obtidos na avalia-
¢ao pela escala BBB, em cada grupo experimental e em
cada momento avaliado, estdo apresentados na Tabela 6.
Os animais do grupo laminectomia mantiveram escores

que correspondem a normalidade das fun¢des locomoto-
ras, ou seja, escore de 21 pontos. Os animais dos demais
grupos apresentaram uma diminui¢do significativa nos
escores da escala BBB apds a lesdo da medula espinhal
(queda de peso e compressao — ANOVA de uma via de me-
didas repetitivas, p<0,001). Na comparagao entre grupos,
ndo houve diferenca significativa apenas no pré-teste, no
qual todos os animais se apresentavam com fungdo loco-
motora normal (21 pontos). Todavia, nos demais momen-
tos, houve diferenga entre eles (teste ANOVA, p<0,001),

TABELA 6 - Resultados referentes aos escores obtidos pelos animais, na Escala BBB, nos diversos

momentos avaliados neste estudo.

Pontuacéo pela Escala BBB para os animais
nos momentos avaliados

Grupo experimental

Valor de p

(entre tempos)*

Pré-teste 24 horas 72 horas 7 dias

Laminectomia 21,00+0,00 21,00=0,00 21,00=0,00 21,00+0,00 1,00
ala ala ala ala

Queda de peso 21,00+0,00  2,83+0,31 5,67+0,84 8,50+0,50 <0,001
ala b|b b|c b|d

Compressdo de 35% 21,00+0,00 0,33+0,21 1,00+0,26 2,83+0,31 <0,001
ala clb d|bc d|c

Queda de peso + compressdo de 35% 21,00+0,00 1,17+0,54 2,00+0,45 4,83+0,79 <0,001

com descompressdo apés 24h ala clb cd|b cd|b

Queda de peso + compressdo de 35% 21,00+0,00 0,33+0,33 3,00+0,36 6,50+0,56 <0,001

com descompresséo apds 72h ala clc c|lb bc|b

Queda de peso + compresséo de 35%, 21,00+0,00 0,17+0,17 1,17+0,31 2,17+0,48 <0,001

sem descompresséo ala clb cd|b elb

Valor de p 1,00 <0,001 <0,001 <0,001

(entre grupos) **

Os valores estdo expressos em média=+erro padrdo da média;

* Teste ANOVA de uma via de medidas repetitivas, seguido pelo pés-teste de Tukey;

** Teste ANOVA de uma via, seguido pelo pés-teste de Tukey;

Letras diferentes (mesma cor) indicam diferenca significativa entre os grupos/momentos (pés-teste de Tukey, p<0,05).
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sendo que os animais do grupo que sofreu lesdo medular
por queda de peso apresentaram escores significativamen-
te maiores do que aqueles dos demais grupos com lesdo
medular, o que indica uma maior recuperagao funcional
(motora) dos animais. Esses resultados sdo semelhantes
aqueles observados no plano inclinado.

DISCUSSAO
Por varias décadas, a avaliacdo do comportamento loco-
motor de ratos foi baseada na escala criada por Tarlov e
Klinger'” e suas modificagdes ao longo dos anos. Em
meados dos anos 1990, Basso, Beattie ¢ Bresnahan'* de-
senvolveram uma nova escala de avaliagdo motora. Essa
nova escala foi criada com o intuito de ampliar a escala de
Tarlov de 0 a 5 pontos para uma escala de 0 a 21 pontos,
avaliando-se um maior repertorio de movimentos. A esca-
la BBB faz combinagdes de movimentos de modo a for-
mar categorias que representem os estagios sequenciais de
recuperagéo apds lesio medular em ratos'®. Na avaliagdo
do comportamento motor pela escala BBB, observou-se
a habilidade motora do animal para caminhar livremente
por uma arena semelhante a do Teste do Campo Aberto,
porém com dimensdes maiores. Este sistema de pontuagdo
usa uma escala ordinal ndo linear, na qual a parte inicial de
recuperagio concerne a aspectos grosseiros da locomogao,
enquanto as partes superiores incluem aspectos discretos
da habilidade motora dos animais'®. A escala poderia ser
dividida em trés fases: 1) o ganho de movimentos das ar-
ticulagdes dos membros posteriores, mas incapacidade de
caminhar; 2) capacidade de dar passadas e ganho de quali-
dade na caminhada; e 3) ganho de posicionamento correto
das patas e cauda e estabilidade de tronco'. Além disso, a
escala BBB demonstrou correlagdo com o grau de lesdo
e comprometimento histologico'’; e alta reprodutibilidade
tanto intra quanto interobservador'*'*°, Desse modo, a es-
cala difundiu-se amplamente e proporcionou um parame-
tro de comparagao entre estudos de diferentes laboratorios
no estudo da lesdo medular.

E recomendado o uso de estatistica paramétrica para
avaliar os resultados da escala BBB'*!"°. A unifica¢do de

metodologia facilita a interpretagdo e correlagdo dos dados
com outros estudos®.

Os resultados da escala BBB, neste estudo, indicaram
que a lesdo por queda de peso e o estreitamento do ca-
nal espinal em 35% induz lesdo medular em ratos. Estes
resultados estdo em oposigdo aos de Dimar et al.', que
ndo observaram déficit motor apds o estreitamento do ca-
nal espinal de 35% em ratos. Neste estudo, o déficit motor
so foi encontrado apos a associacdo do estreitamento com
contusdo medular. Tal discrepancia pode ser devido a dife-
renga de espécie utilizada para o estudo (Wistar x Sprage
Dawley) ou as dimensdes do espacador de 35% adequadas
para ratos adultos Wistar.

O procedimento de descompressdo cirurgica 24 e 72
horas apds a compressao ndo melhorou a recuperagao mo-
tora dos animais, como mostrado pela pontuagdo BBB e
pelo angulo alcangado no plano inclinado. Por outro lado,
os animais que sofreram lesdo medular por queda de peso
apresentaram melhores escores e angulos maiores no pla-
no inclinado do que aqueles que sofreram lesdo por com-
pressao do canal vertebral, ou lesdo mista, combinado que-
da de peso e estreitamento do canal medular.

Existe uma correlacdo positiva entre o estreitamento
do canal espinal e a severidade do déficit neuroldgico em
humanos?'. Tem sido demonstrado que a descompressao
precoce pode reduzir o grau de lesdo secundaria em huma-
nos??, coelhos? e caes* .

CONCLUSOES

O procedimento de descompressao cirtrgica 24 ¢ 72 horas
apos a compressao nao melhorou a recuperagdo motora dos
animais, como mostrado pela pontuagdo BBB e pelo angulo
alcangado no plano inclinado. Por outro lado, os animais
que sofreram lesao medular por queda de peso apresentaram
melhores escores na escala BBB e angulos maiores no plano
inclinado do que aqueles que sofreram lesdo por compres-
sdo do canal vertebral, ou lesdo mista, combinado queda de
peso e estreitamento do canal medular.
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