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RESUMO

Obijetivo: Avaliar os efeitos da metilprednisolona empregada
previamente ao traumatismo medular, tanto em relacdo aos
possiveis efeitos benéficos quanto as possiveis complicagdes
associadas. Materiais e Métodos: Foram utilizados 32 ratos Wis-
tar, divididos em 4 grupos. Dois grupos receberam as drogas A
(placebo) e B (metilprednisolona) imediatamente apos a leséo.
Outros 2 grupos receberam as mesmas drogas 4 horas antes da
leséo. Todos foram avaliados por um perfodo de 28 dias quanto
a funcéo locomotora e complicagbes associadas. Resultados:
Os 4 grupos foram comparados quanto ao peso e idade. Nao
foi encontrada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos de estudos quanto as médias de peso e de idade. Na
comparagéo entre 0s 4 grupos quanto as intercorréncias foi en-
contrada diferenga estatisticamente significante nos 6bitos (p
= 0,047), onde o grupo Droga B TO apresentou propor¢ao de
obitos (0%) significantemente menor do que a encontrada no
grupo Droga B T-4 (55,6%). Nao houve diferenca estatistica entre
estres grupos quanto aos indides motores e quanto as compli-
cagbes (p > 0,05 em todas as comparagoes).Conclusoes: 0s
animais tratados com metilprednisolona quatro horas antes do
trauma apresentaram um numero de ébitos significativamente
maior quando comparados aos ratos tratados com a mesma
droga apds o trauma.

Descritores: Medula espinhal. Metilprednisolona. Ratos Wistar.

ABSTRACT

Obijective: To evaluate the effects of methylprednisolone used
prior to spinal injury, both in relation to possible beneficial effects
and to possible associated complications. Materials and metho-
ds: The study subjects were 32 Wister rats, divided into 4 groups.
Two groups received drugs A (placebo) and B (methylpredniso-
lone) immediately after the injury. Another 2 groups received the
same drugs 4 hours before the injury. They were all evaluated
over a period of 28 days to verify locomotor function and asso-
ciated complications. Results: The 4 groups were compared in
terms of weight and age. No statistically significant difference was
found between the study groups in relation to mean weight and
age. In the comparison of intercurrences among the 4 groups a
statistically significant difference was found in deaths (p = 0.047),
where the Drug B T-0 group exhibited a significantly lower pro-
portion of deaths (0%) than that found in the Drug B T-4 group
(55.6%). There was no statistical difference among these groups
in terms of motor and complication rates (p > 0.05 in all the com-
parisons). Conclusions: the animals treated with methylpredniso-
lone four hours before the injury trauma presented a significantly
higher number of deaths than the rats treated with the same drug
after the injury.
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INTRODUCAO

A lesdo medular é incapacitante, irreversivel e de custo econémico e
social alto. Apresenta um efeito devastador na qualidade de vida da
vitima, com alteragoes fisiopatolégicas nos sistemas cardiovascular,
respiratério, gastrointestinal, urogenital, neurolégico e musculo-es-
quelético. A extensao destas alteracdes esté relacionada a gravidade
do dano neurolégico. Tem como causa mais frequente o traumatis-
mo, mas também é produzida por tumores, infecgéo, lesao vascular
ou mesmo como complicacao de procedimentos terapéuticos.

Os mecanismos que provocam a lesdo medular aguda podem ser
separados em priméarios e secundarios.! O mecanismo de lesao
primario consiste da interrupgao fisiolégica e estrutural aguda dos
axonios. A lesdo secundaria resulta do dano tecidual adicional, me-
diado pela resposta inflamatéria, que resulta em morte celular.

O tratamento farmacolégico apds a ocorréncia da lesédo medular
pode contribuir efetivamente para a redugéao da lesao medular se-
cundéria. Entre as drogas em estudo estao os corticoesteroides, 0os
bloqueadores dos canais de calcio, a naloxona, os gangliosideos,
0s lazaroides, o dimetil-sulfoxido e a alfa-metil-paratirosina. Os corto-
coesterdides e os gangliosideos ja sdo usados na pratica clinica.
Entre os corticoesterdides, a metilprednisolona teve sua eficacia
clinica comprovada em estudos clinicos randomizados, prospecti-
vos e duplo-cegos.2 O tratamento com corticoesterdides baseia-se
na sua acao antiinflamatoria e na sua efetividade no tratamento do
edema cerebral. Acredita-se também que a metilprednisolona atua
no aumento do fluxo sanguineo, na estabilizagdo da membrana
celular e na inibicao da peroxidagao lipidica com redugao da for-
macao de radicais livres.

Em algumas situagdes clinicas, a lesdo medular pode ser prevista,
como no tratamento cirdrgico dos tumores intra-espinais. Muitos
cirurgides tém empregado metilprednisolona previamente aos pro-
cedimentos cirdrgicos com risco elevado de lesdo medular, apesar
de ndo haver estudos na literatura que justifiquem esta indicagao.
Este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos da metilprednisolo-
na administrada previamente ao traumatismo medular com relagéo
aos efeitos benéficos e complicagdes em um modelo experimental
padronizado.

MATERIAL E METODO

Trinta e seis ratos Wistar, machos, com idade de 20 semanas, peso
médio 350g foram utilizados no estudo. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos, de acordo com a droga adminis-
trada e o tempo do inicio do tratamento com relacao ao momento
da lesdo medular.

Dois grupos de ratos receberam solugao fisiologica intraperitonial
e dois grupos de ratos foram medicados com metilprednisolona na
dose de 30 mg/Kg por via intraperitonial. As drogas foram rotuladas
como A ou B para que os pesquisadores ndo soubessem qual
substancia estava sendo administrada.

Dos grupos que receberam a droga rotulada como A, em um foi
administrada no momento da leséo (Grupo A-T0) e no outro, quatro
horas antes (Grupo A-T-4). Dos grupos que receberam a droga rotu-
lada como B, em um foi administrada no momento da leséao (Grupo
B-T0) e no outro, quatro horas antes (Grupo B-T-4). (Tabela 1)

Tabela 1 - Descricao dos grupos experimentais.

Grupo Droga Tempo do inicio do tratamento
Grupo A, TO Droga A Imediatamente apos a leséo
Grupo A, T-4 Droga A Quatro horas antes da lesdo
Grupo B, T0 Droga B Imediatamente apés a leséo
Grupo B, T-4 Droga B Quatro horas antes da lesdo

Fonte:|OT/HC/FMUSP
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Os critérios de exclusao foram: ébito imediatamente apoés o pro-
cedimento cirdrgico, ratos com anomalias da medula na area de
lesdo a avaliagdo macroscdpica ou que apresentaram movimenta-
¢ao normal na primeira avaliagao apds lesao.

Adotou-se 0 modelo experimental de lesao medular do Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS) padronizado para ratos
Wistar.3 Para produzir a lesdo medular, foi utilizado um equipamento
computadorizado por queda de peso NYU Impactor® (New York
University Spinal Cord Contusion System). (Figura 1) A lesao foi
causada pela queda de uma haste de impacto de 10 g de uma al-
tura pré-determinada de 25 mm com monitoramento da velocidade
da haste, deformagédo absoluta e relativa da medula, instante de
contato efetivo e tempo de contato.

Para o procedimento, todos os ratos foram submetidos a anestesia
com 65 mg/Kg de pentobarbital intraperitoneal. Foi realizada lami-
nectomia para a exposicao da medula. Os ratos foram posicionados
no NYU Impactor® de maneira a permitir o contato pleno da ponta
da haste na superficie exposta da medula, na altura da 102 vértebra
toracica. Duas garras foram usadas para a fixagao da coluna verte-
bral, presas aos processos espinhosos da 92 e 112 vértebras tora-
cicas para reduzir a deformagéo do corpo do rato no momento do
impacto e, consequentemente, 0 movimento da coluna. (Figura 2)

Potenciémetro 6tico digital para medigéo da posicéo das hastes
de impacto e de monitoragdo do movimento vertebral
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Figura 1 — Equipamento computadorizado para impacto medular por
queda de peso - NYU Impactor®. A - diagrama esquematico sem escala
e B — Microcomputador e dispositivo de impacto.
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Figura 2 — A — Laminectomia, com exposi¢do da medula espinal; B — Garras de fixagao nos processos espinhosos e C — Posicionamento do animal
no dispositivo de impacto.

Apos a lesdo foi feita a inspecao do local e hemostasia com bisturi
elétrico bipolar nos casos em houve hemorragia. Em seguida, foi
feito o fechamento por planos. Os ratos foram submetidos a anti-
bioticoterapia para profilaxia de infecgéo na ferida cirdrgica com 25
mg/Kg de Cefalotina (Keflin Neutro® - Ely Lilly) subcutanea, imedia-
tamente apds a leséo e uma vez ao dia durante os 7 dias seguintes.
Nos casos em que houve infecgdo, o tempo do antibidtico seria
estendido até o 10° dia e esta foi considerada como complicagao
para fins estatisticos.

A recuperacao da capacidade locomotora apos leséo medular foi
medida pela escala Basso, Beattie e Bresnahan (BBB).* A escala
BBB baseia-se em critérios observacionais especificos, definicbes
simples e ndo ambiguas dos termos e permite uma descrigéo ra-
pida e precisa do desempenho locomotor. (Tabela 2)

Durante o periodo de avaliagéo pela escala BBB, os ratos foram
observados quanto a mutilacoes, infecgoes ou outras alteragoes.

A avaliacdo foi conduzida por dois observadores treinados nos
29, 79 14°, 21° e 282 dias de pds-operatério (PO). Avaliou-se a
capacidade locomotora do rato. Foram feitas observacoes sobre
0 movimento das articulagbes da pata posterior (quadril, joelho e
tornozelo), a posicao do tronco, do abdome, o deslocamento da
pata (balango) e 0 modo de contato da pata com o solo, a coor-
denacgéao, os dedos, o contato e a liberagdo da pata com o solo, a
instabilidade do tronco e a posigao relativa da cauda, em relagéo
ao lado direito e esquerdo.

A avaliagdo da capacidade locomotora do rato durou de 4 a 5 mi-
nutos durante os quais extraiu-se as caracteristicas do movimento
executado. Anotaram-se as caracteristicas de consenso entre os
observadores. Caso houvesse discordancia, decidiu-se pela ano-
tacao da menor pontuagao.

Ao final do periodo de experimentagao, todos os ratos foram subme-
tidos a eutanasia conforme legislagédo em vigor e seguindo os pre-
ceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal — COBEA.S
Os ratos foram submetidos a exame necroscopico com observa-
¢ao de lesdes possivelmente associadas a autofagia ou mutilagéo,
avaliagéo de anomalias macroscépicas da medula incluida nos cri-
térios de exclusao, avaliagdo de alteragdes pulmonares como em-
piema ou condensacao, avaliagdo da bexiga para sinais de bexiga
neurogénica flacida ou alteragdes sugestivas de infecgao.

Os grupos foram comparados quanto as variaveis qualitativas pelo
Teste do Qui-quadrado. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado
para testar a presenga de distribuicdo normal nos parametros quan-
titativos. Quando comparados 0s quatro grupos quanto as variaveis
quantitativas foi utilizada a técnica de Analise de Variancia (ANOVA)
com um fator fixo na presenga de distribuicdo normal das variaveis
e a Prova nao paramétrica de Kruskal-Wallis caso contrario. Quando
comparados os dois grupos quanto as variaveis quantitativas foi uti-

Tabela 2 — Definicées operacionais de categorias e atributos da escala
BBB de avaliaggo funcional*

PONTUAGAO DEFINICOES OPERACIONAIS DE CATEGORIAS E ATRIBUTOS

0 Nenhum movimento observével do membro posterior.

1 Movimento discreto (limitado) de uma ou das duas articulagdes, geralmente, do quadril
e/ou do joelho.

Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma articulagdo e
discreta de uma outra.

Movimento extenso de duas articulacdes.

Movimento discreto de todas as trés articulagdes do membro posterior.

Movimento discreto de duas articulagdes e movimento extenso da terceira.

Movimento extenso de duas articulacdes e movimento discreto da terceira.

Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior

|V~ |w| o

Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de peso.

Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase de apoio (i.e., quando
9 estatico) ou passada dorsal ocasional, frequente ou consistente com suporte de peso e
nenhuma passada plantar.

Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenago dos membros
anterior e posterior.

1 Passo plantar com suporte de peso frequente & consistente e nenhuma coordenacéo dos
membros anterior e posterior

12 Passo plantar com suporte de piso frequente & consistente e coordenagéo ocasional dos
membros anterior e posterior.

Passo plantar com suporte de peso frequente & consistente e coordenacao frequente dos
membros anterior e posterior.

Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagéo consistente dos membros
anterior e posterior e posicdo predominante da pata rodada (interna ou externamente)
14 durante a locomogdo, no instante do contato inicial com a superficie (piso) bem como, antes
de liberar os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar frequente, coordenacéo
consistente dos membros anterior e posterior e passada dorsal ocasional.

Passada plantar consistente e coordenagéo consistente dos membros anterior e posterior e
15 nenhuma liberacéo dos dedos ou liberagéo ocasional durante o movimento do membro para
frente, posicdo predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.

Passada plantar consistente e coordenagéo dos membros anterior e posterior durante a
16 marcha e a liberagao dos dedos ocorre frequentemente durante o movimento do membro

para frente, a posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato
inicial e rodada no instante da liberagdo.

Passada plantar consistente e coordenagéo dos membros anterior e posterior durante a
17 marcha e a liberacao dos dedos ocorre frequentemente durante o movimento do membro

para frente, a posicéo predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato
inicial e da liberagéo dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior durante
18 a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do

membro para frente, a posicao predominante da pata é paralela ao corpo no instante do
contato inicial e rodada na liberagdo dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenagéo dos membros anterior e posterior durante a mar-

19 cha e a liberagdo dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para
frente; a posico predominante da pata ¢ paralela ao corpo nos instantes do contato e da

liberac@o dos dedos e apresenta a cauda para baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

Passada plantar consistente e coordenagéo dos membros anterior e posterior durante a mar-
cha e aliberagdo dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para
frente; a posicéo predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato e da li-
berag&o dos dedos e apresenta a cauda consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

20

Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberagéo consistente dos dedos, a
21 posigao predominante da pata & paralela ao corpo durante toda a fase de apoio, estabili-
dade consistente do tronco, cauda consistentemente elevada.
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lizado o teste t de Student para amostras independentes na presen-
¢a de distribuicdo normal das variaveis e a prova nao paramétrica
de Mann-Whitney caso contrario. Foi adotado o nivel de significancia
de 0,05 (o0 = 5%) e niveis descritivos (p) inferiores a esse valor foram
considerados significantes e representados por *.

RESULTADOS

Dos 36 ratos incluidos inicialmente, trés foram excluidos por ébito
imediatamente apos a lesao.

Os 4 grupos foram comparados quanto ao peso e idade. Nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos
de estudos quanto as médias de peso e de idade.

Nos indices motores néo foi encontrada diferenga estatisticamente
significante entre os grupos de estudo em nenhuma das avaliacoes
(p > 0,05). (Tabela 3)

Os 4 grupos foram comparados quanto as intercorréncias.
(Tabela 4)

Na comparagdo entre os 4 grupos quanto as intercorréncias foi
encontrada diferenga estatisticamente significante nos ébitos (p =
0,047), onde o grupo Droga B TO apresentou proporcéo de 6bitos
(0%) significantemente menor do que a encontrada no grupo Droga
B T-4 (55,6%.). (Figura 3)

Tabela 3 - indices motores nos diferentes grupos.
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Droga A- T4 Droga A- T-0 Droga B-T-4  Droga B- TO
Grupo
*p < 0,05 B Obito ausente @ Obito presente

indice Motor — 282 PO - Lado esquerdo

Figura 3 - Proporgdo de 6bitos nos quatro grupos, onde o grupo B
—T-4 apresentou proporgédo de 6bitos significativamente maior do que a
encontrada no grupo B — TO

Os animais foram reagrupados em dois novos grupos de acordo
com a droga administrada, independentemente do tempo de apli-
cacao da droga, em grupo A e B. Foram comparados quanto ao
peso, idade e as medidas pds-operatérias. (Tabela 5) Nao houve di-
ferenca estatistica entre estres grupos quanto aos indides motores
e quanto as complicacdes (p > 0,05 em todas as comparagoes).

Tabela 5 — indice motor dos ratos submetidos & administragao da droga
A (Grupo A) e a droga B (Grupo B), independete do tempo de adminis-
tragdo das drogas.

média + dp 10,00+ 6,35 | 13,50 +3,82 | 13,33 +2,25 | 10,00 £ 2,31
Mediana 11(7) 12,5 (8) 14 (6) 10 (4)
minimo — maximo 3-21 9-21 9-15 8-12
Prova de Kruskal-Wallis | p=0,126

indice Motor — 282 PO - Lado direito

média + dp 10,43 +5,88 | 12,63 +3,78 | 13,83 +248 | 10,50 £ 2,38
Mediana 11(7) 12 (8) 14,5 (6) 10,5 (4)
minimo — maximo 3-21 9-21 9-16 8-13
Prova de Kruskal-Wallis | p=0,148

indice Motor - PO28 E

Fonte:I0T/HC/FMUSP

Tabela 4 - Frequéncia de intercorréncia nos grupos

Variaveis | Grupo ATO | GrupoBTO | Grupo AT-4 | Grupo B T-4
Obito - n (%)

Nao 7 87,5% 8100,0% 6 75,0% 4 44,4%
Sim 112,5% 00,0% 225,0% 555,6%
Teste do Qui-quadrado | p = 0,047 * Droga B T0 = Droga B T-4

Complicagdes — ITU - n (%)

Nao 6 75,0% 787,5% 7 87,5% 777,8%
Sim 2 25,0% 112,5% 112,5% 222,2%
Teste do Qui-quadrado | p = 0,874

Variaveis Grupo ATO | GrupoBTO | Grupo AT-4 | Grupo B T-4
Complicagdes — n (%)

Néo 6 75,0% 7 87,5% 6 75,0% 777,8%
Sim 225,0% 112,5% 225,0% 222,2%
Teste do Qui-quadrado | p = 0,918

Complicagdes e/ou Obito - n (%)

Néo 6 75,0% 787,5% 450,0% 333,3%
Sim 2 25,0% 112,5% 450,0% 6 66,7%
Teste do Qui-quadrado | p = 0,098

Achados relevantes de Necropsia — n (%)

Nao 6 75,0% 8 100,0% 7 87,5% 6 66,7%
Sim 2 25,0% 00,0% 112,5% 333,3%
Teste do Qui-quadrado | p = 0,309

Fonte:IOT/HC/FMUSP
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média + dp 11,54 + 5,03 12,33 + 3,70
Variaveis Droga A Droga B
mediana (n) 13 (13) 12 (12)
minimo — méximo 3-21 8-21
Prova de Mann-Whitney p = 1,000

indice Motor — PO28 D

média + dp 12,00 + 4,80 11,92 + 3,42
mediana (n) 13 (13) 12 (12)
minimo — méximo 3-21 8-21
Prova de Mann-Whitney p = 0,585

Fonte:I0T/HC/FMUSP

DISCUSSAO

Modelos experimentais e observagdes clinicas da lesdo medular
aguda suportam o conceito da lesdo medular secundaria, na qual
uma lesdo mecanica é sucedida por uma série de eventos dele-
térios que promovem o dano tecidual progressivo e a isquemia.®®
Assim, embora a lesdo mecéanica priméria seja determinada pe-
las circunstancias do trauma e geralmente irreversivel, existe uma
cascata de eventos bioldgicos que resultam na lesdo medular se-
cundaria, que pode ser reduzida pela agéo terapéutica de drogas
neuroprotetoras.®'°

Apesar de existirem varias substancias utilizadas para a atenua-
cao dos efeitos da lesdo medular apdés um traumatismo agudo,
escolhemos a metilprednisolona para realizar este estudo porque
a metilprednisolona tem mostrado beneficios clinicos com melhora
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da fungéo neurolégica como comprovado por varios autores.'”
Muitos mecanismos relacionados ao efeito neuroprotetor da metil-
prednisolona s&o mencionados na literatura como a preservagao
do tecido medular,'® o aumento da microcirculagao e a diminuigéo
da quantidade de ATR'® a diminuigédo do acUmulo de lactato e de
piruvato,?® a manutengéo do fluxo sanguineo medular dentro da
normalidade,?' a capacidade de inibir os radicais livres de oxigénio
induzidos pela peroxidagéo lipidica,?*?3 a diminuicdo do volume
da les&o,?* a melhora da regeneracao dos axénios,? a reducao da
cascata de efeitos secundarios apds o trauma agudo,?® a diminui-
¢ao da isquemia medular, inibindo 0 aumento da permeabilidade
vascular no local lesado na medula? e a reducdo do edema grave,
preservando a arquitetura da medula adjacente.?®

Yoon et al.?® afirmam que o modelo de lesdo medular, provocada
pelo sistema NYU Impactor®, apresenta uma janela terapéutica mui-
to curta e que os melhores resultados do uso da metilprednisolona
se dao com dose de 30mg/kg, aplicada nos primeiros 30 minutos
apos a leséo. Baseados neste estudo, a dose de escolha para a
utilizacao da metilprednisolona foi de 30mg/kg quatro horas antes
da lesdo medular e imediatamente apés a leséo, como ja descrito.
A utilizacao da metilprednisolona antes do trauma néo é descrita e
0s poucos estudos com drogas antes do trauma raquimedular s&o
normalmente realizados para lesdes isquémicas, comumente encon-
tradas nos tratamentos dos aneurismas de aorta.®® Convencionou-
se, neste estudo o uso da metilprednisolona quatro horas antes do
traumatismo para que a droga obtivesse nivel sérico adequado.
Contrariando estudos anteriores, nao houve diferencga estatistica-
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mente significante nas avaliagbes motoras entre 0s grupos estu-
dados, em todas as andlises. E importante ressaltar que a escala
BBB utilizada contempla somente a avaliagao motora dos ratos e
muitos dos estudos, principalmente os grandes ensaios clinicos
como o “National Acute Spinal Cord Injury Studies” (NASCIS), 1231
avaliaram ndo so6 a recuperacao motora mas também a recupera-
¢ao sensitiva e alteragdes da fungao vesical.

Quanto as complicagdes, quando se comparou a utilizagdo da
metilprednisolona em relacdo ao soro fisioldgico, ndo se obser-
vou diferenca estatisticamente significante. Mas, ao se comparar
a utilizacdo da metilprednisolona quatro horas antes do trauma e
a utilizada imediatamente apds o trauma, observa-se que o0 USO
da metilprednisolona quatro horas antes do traumatismo teve um
numero de obitos significativamente maior. Uma explicagao possi-
vel seria de que os ratos submetidos a aplicagdo da droga quatro
horas antes do trauma estariam expostos ao um nivel maior de
estresse, com liberacéo de catecolaminas, as quais poderiam po-
tencializar os efeitos prejudiciais da metilprednisolona, levando a
um maior nimero de 6ébitos.

CONCLUSOES

Néo foi observado efeito benéfico do uso da metilprednisolona
previamente ao traumatismo medular quanto aos indices motores.
Quanto as complicagdes, os ratos tratados com metilprednisolona
quatro horas antes do trauma apresentaram um numero de 6bitos
significativamente maior do que quando comparados aos ratos tra-
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