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RESUMO

O trauma medular agudo é causa comum de disfungao neurolégica em animais que
compromete as fungdes motora, sensitiva e autondmica, podendo resultar em
incapacidade permanente. O decanoato de nandrolona (DN) é um esteroide
amplamente estudado por seu efeito anabdlico predominante e baixo potencial
androgeénico. E descrito como estimulador de crescimento e promotor de resisténcia
celular em diversos tecidos, inclusive o neuroldgico. Objetivos: Avaliar o efeito do DN
em ratos submetidos ao trauma medular agudo. Materiais e métodos: Foram utilizados
32 ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar), adultos jovens, com peso entre 240 e
260 gramas, divididos em trés grupos: grupo submetido a lesdo medular aguda e
tratamento (GNAN) (n = 13); grupo controle submetido a lesdo medular sem
tratamento (GCON) (n = 13); o terceiro grupo submetido a laminectomia sem lesao
medular (GLAM) (n = 6), para controle de alteragées decorrentes do procedimento.
Para a producao da lesdo medular utilizou-se um aparato de metal com liberagao de
peso de 20g de 25 cmde altura. Apos exposig¢ao do canal medular uma haste de metal
com diametro de 2mm era posicionada em contato coma medula, e ao liberar o peso,
a haste era atingida e promovia alesdao medular. Apds produgao da lesdo, administrou-
se DN na dose de 2 mg/Kg, via intramuscular apds o procedimento cirurgico. Os
animais foram avaliados quanto a recuperacao da funcao motora em cinco momentos:
24 h,48 h, 72 h, 7 e 14 dias pds-lesdo medular. No 14° dia realizou- se eutanasia e
coleta dos fragmentos da medula espinhal e bexiga urinaria para avaliagao histologica.
Resultados e Discussdo: Os animais submetidos a lesdo medular apresentaram
paraplegia, ndo pontuando na escala BBB. A partir do sétimo dia pés-lesao observou-
se melhora locomotora gradativa nos grupos com variagdes na escala. Apos lesao
medular, todos os animais manifestaram retencédo urinaria. O retorno da funcao
ocorreu em média no quinto dia pds-lesdo, ndo havendo diferenga significativa entre
0s grupos. A bexiga urinaria foi avaliada qualitativamente quanto a presenca de
infiltrado inflamatdrio e hemorragia. Os critérios histologicos avaliados nos segmentos
medulares foram hemorragia, cromatolise, necrose neuronal, astrocitose e astrogliose,
células de Gitter, leuco e poliomielomalacia. A avaliagdo locomotora dos animais
submetidos a lesdo medular aguda revelou variagées quanto a intensidade da leséo
nos animais do GNAN e GCON. O tempo foi fator determinante na evolugao clinica dos
animais, sem evidéncias da influéncia do DN. As avaliagdes histolégicas medulares
apresentaram variagbes quanto a intensidade da lesdo, com tendéncia de menor
intensidade nos segmentos cranial e epicentro da lesdo dos animais submetidos ao
tratamento com DN, porém n&o constatou-se evidéncias estatisticas significativas. As
avaliacdes histopatologicas da bexiga urinaria demonstraram a existéncia de resposta
inflamatoria caracterizada cistite linfohistiocitaria e neutrofilica, nos animais do GNAN
e GCON, sem interferéncia do DN quanto a presenca da alteragcdo. Conclusdes: O
método de lesdo medular utilizado reproduziu de maneira heterogénea, incapacidade
funcional, sensorial e motora grave em ratos. O DN na posologia avaliada nao
influenciou de forma significativa no retorno da fungéo locomotora e na intensidade das
alteracbes medulares histopatologicas.

Palavras-chave: Traumatismos da coluna vertebral. Farmacos neuroprotetores.
Esteroides.



ABSTRACT

Spinal cord injury is a common cause of neurological dysfunction in animals that
compromises motor, sensory and autonomic functions and may result in permanent
disability. Nandrolone decanoate (DN) is a steroid widely studied for its predominant
anabolic effect and low androgenic potential. It is described as a growth promoter and
promoter of cell resistance in several tissues, including the neurological. Objectives:
To evaluate the effect of DN in rats submitted to spinal cord injury. Materials and
methods: Thirty-two rats (Rattus novergicus, Wistar line), young adults, weighing
between 240 and 260 grams, were divided into three groups: group submitted to acute
spinal cord injury and treatment (GNAN) (n = 13); control group submitted to untreated
spinal cord injury (GCON) (n = 13); the third group submitted to laminectomy without
spinal cord injury (GLAM) (n = 6), to control procedural alterations. For the production
of the spinal cord injury, a 20 g 25 cm high metal release device was used. After
exposure of the medullary canal a metal rod with a diameter of 2 mm was placed in
contact with the bone marrow, and when releasing the weight, the stem was reached
and promoted the spinal cord injury. After injury, 2 mg / kg of DN was administered
intramuscularly after the surgical procedure. The animals were evaluated for motor
function recovery in five moments: 24 h, 48 h, 72 h, 7 and 14 days after spinal cord
injury. On the 14th day, euthanasia and collection of the fragments of the spinal cord
and urinary bladder were performed for histological evaluation. Results and
Discussion: The animals submitted to the spinal cord injury presented paraplegia, not
scoring on the BBB scale. From the seventh postoperative day, there was gradual
locomotive improvement in the groups with variations in the scale. After spinal cord
injury, all animals showed urinary retention. The return of the function occurred on
average on the fifth post-injury day, with no significant difference between the groups.
The urinary bladder was evaluated qualitatively for the presence of inflammatory
infiltrate and hemorrhage. The histological criteria evaluated in the spinal segments
were hemorrhage, chromatolysis, neuronal necrosis, astrocytosis and astrogliosis,
Gitter cells, leuco and poliomyelomalacia. The locomotor evaluation of the animals
submitted to the acute medullary lesion revealed variations in the lesion intensity in the
GNAN and GCON animals. The time was a determining factor in the clinical evolution
of the animals, without evidence of the influence of DN. The medullary histological
evaluations presented variations regarding the intensity of the lesion, with a tendency
of less intensity in the cranial segments and epicenter of the lesion of the animals
submitted to the treatment with DN, but no significant statistical evidences were
verified. Histopathological evaluations of the urinary bladder demonstrated the
presence of an inflammatory response characterized by lymphohistiocytic and
neutrophilic cystitis, in the animals of GNAN and GCON, without interference of DN in
the presence of the alteration. Conclusions: The spinal cord injury method used
heterogeneously reproduced functional, sensory and motor incapacity in rats. The DN
in the dosage evaluated did not significantly influence the return of the locomotor
function and the intensity of histopathological changes in the spinal cord.

Key words: Spinal injuries. Neuroprotective drugs. Steroids.
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INTRODUCAO

Lesbes a coluna vertebral e medula espinhal compdéem desordens
neurolégicas que comprometem fungdes motoras, sensitivas e autondmicas,
implicando em situagdes que podem levar a perda permanente da funcao
neurolégica (AHUJA et al., 2017; JUTZELER et al., 2018). Opg¢des atuais de
tratamento para lesdo medular aguda incluem intervengdes cirurgicas para
estabilizacdo e descompressao medular, e cuidados de reabilitacdo. O objetivo
do tratamento é permitir a recuperagao neurolégica em casos que a magnitude
da lesao primaria esteja abaixo do limiar que a torne irreversivel (KRUCOFF et
al., 2016).

Os danos a medula espinhal variam consideravelmente dependendo da
gravidade, velocidade e duragao da injuria (AHUJA et al., 2017). Trauma medular
agudo resulta em déficits neurolégicos primariamente por interrupgao direta das
vias neuronais, e por alteragbes secundarias que resultam em reducéo
sanguinea local, isquemia e morte neuronal (LU et al., 2000; CALISKAN et al.,
2016; AHUJA et al., 2017).

O processo de recuperagdo neurologica depende da plasticidade
sinaptica nos circuitos preexistentes, por reorganizagao das vias descendentes
e da formagao de vias neurais colaterais compensatorias (FAKHOURY, 2015;
BAKLAUSHEYV, 2019). Pesquisadores descrevem a necessidade de estudos
para melhor caracterizar os mecanismos de regeneragao axonal e recuperagao
funcional apds lesdo medular aguda (ROSENZWEIG et al., 2010;
BAKLAUSHEYV, 2019).

Esteroides anabdlicos androgénicos sao derivados sintéticos do horménio
masculino testosterona, sendo o decanoato de nandrolona (DN) um dos
principais representantes (GAO et al., 2005). Estudos evidenciam a influéncia do
DN na express&o génica e no desenvolvimento de inumeros tecidos, incluindo o
neurolégico (QIN et al., 2010). Experimentos com ratos e coelhos submetidos a
lesdo neural periférica demonstram melhor recuperagcao motora e sensorial dos
animais submetidos ao tratamento com DN (VITA et al., 1983; GHIZONI et al.,
2013). Diante dos potenciais beneficios do DN, objetivou-se estudar seu efeito

em lesdo medular aguda experimental em ratos.

11
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OBJETIVOS

Avaliar histologicamente as bexigas urinarias e medulas espinhais de
ratos Wistar submetidos a lesdo medular aguda e tratados com decanoato de

nandrolona

Avaliar a locomocgao de ratos Wistar submetidos a lesdo medular aguda

com e sem tratamento com decanoato de nandrolona
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REVISAO DE LITERATURA

Lesdo medular aguda
A lesdo medular aguda desencadeia a sequéncia de eventos vasculares,

bioquimicos e inflamatérios que resultam no desenvolvimento de lesbes teciduais
secundarias, levando a destruicdo progressiva do tecido neurolégico com
consequéncias frequentemente irreversiveis as funcbes motora e sensorial do
paciente (VANGANSEWINKEL et al., 2019). A compreensao dos transtornos
fisiopatoldgicos que ocorrem apés lesao medular aguda, é fundamental para a adogao
de medidas adequadas para interromper a destruigcdo progressiva do tecido nervoso,
proporcionando a possibilidade de recuperagcao funcional (AHUJA & FEHLINGS,
2016; BAKLAUSHEV et al., 2019).

Fisiopatologia do trauma medular
A lesdo medular apresenta mecanismos de injurias primarias e secundarias

decorrentes de danos mecanicos como interrupgdo anatdmica, compressao,
concussao e isquemia (ARIAS & MARINHO, 2015; FLETCHER et al., 2015). Apos a
lesdo medular ocorre a deflagracado de eventos destrutivos que expandem a zona de
lesdo do tecido neuronal, resultando em deterioragédo funcional e comprometimento
da integridade estrutural da medula espinhal (ANWAR et al., 2016). As disfuncdes
metabdlicas severas, caracterizadas por intensa despolarizacdo das membranas
celulares e liberagédo de glutamato, resultam em diminuicdo da regeneragao axonal e
morte de neurbnios em locais adjacentes ao epicentro da injuria (MAO et al., 2015;
ULNDREAJ, 2016; DIAS et al., 2018).

O epicentro da lesédo se expande progressivamente e areas hemorragicas sao
substituidas por formacdes cavitarias, envoltas por astrécitos retivos e células
inflamatorias que formam superficies cicatriciais gliais inibitorias, e atuam como
barreira mecanica (REN et al., 2017; DIAS et al., 2018). Os inibidores de crescimento
e glicoproteinas ativam proteinas quinase, resultando em colapso no crescimento
axonal, e potente inibicdo da regeneracao neuronal (CREGG et al., 2014; SHEN, 2014;
Ll et al., 2016; VANGANSEWINKEL et al., 2019).

Estratégias destinadas a melhorar os resultados clinicos e a recuperagao
neurolégica apos lesdo medular aguda sao intensamente debatidas no meio cientifico.

Propostas terapéuticas objetivam evitar a propagacéo das lesdes secundarias e 0
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remodelamento tecidual, e propiciar a neurorregeneracdo. Apesar das pesquisas em
modelos animais demonstrarem efeitos positivos, a tradugcdo dos resultados
experimentais para a pratica clinica ainda é desafiadora (KABU et al., 2015;
MOEENDARBARY et al., 2017; VANGANSEWINKEL et al., 2019).

Esteroides anabolizantes
O sistema nervoso central é tecido alvo dos esteroides sexuais, 0s quais agem

por mecanismos genémicos, que modulam a sintese e liberagdo de neuropeptideos e
neurotransmissores; e nao gendmicos, que influenciam a excitabilidade elétrica,
sinapses e as caracteristicas morfoldgicas dos neurdénios (MCEWEN & MILNER,
2017). Estudos apontam a importancia critica desses horménios inclusive durante o
desenvolvimento embrionario, os quais influenciam na diferenciagdo neuronal e na
ocorréncia de sinapses (ZHOU et al., 2013; FAN et al., 2015). A eficacia neuroprotetora
foi descrita com horménios sexuais femininos, progesterona e estrégeno, bem como
com o hormdnio masculino, testosterona (SINGER et al., 1999; BATES et al., 2005).

O DN é um esterdide anabdlico androgénico, derivado sintético do horménio
masculino testosterona (GAO et al., 2005), amplamente pesquisado por possuir efeito
anabdlico predominante e baixo potencial androgénico (KUHN, 2002). E relatado em
diversas pesquisas experimentais como agente estimulador de crescimento e
promotor de resisténcia celular, e tem sido utilizado na regeneragdo de diversos
tecidos, inclusive o neuroldgico (IBANEZ et al., 2003; PEREZ et al., 2005; AHMAD et
al., 2013; MARQUES, 2016; GHIZONI et al., 2013).

A influéncia positiva dos estrégenos na neuroprotecdo esta relacionada a
ativagdo de proteinas tirosina-cinase, inibicdo de enzimas proteoliticas, como a
Caspase-3, e liberagdo do citocromo C mitocondrial, ocorrendo estabilizagdo das
membranas, redugdo do processo de peroxidagao lipidica (LUDWIG et al., 2017),
apoptose e diminui¢do da extensdo da lesao (SRIBNICK et al., 2010; SAMANTARAY
et al., 2016). O estradiol, metabdlito primario da testosterona, promove ainda aumento
na concentragdo de substancias que auxiliam no crescimento axonal, como fator
neurotrdéfico circulante (IGF) e fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF) (ROOF
& HALL, 2000). Esses estudos demonstram o potencial dos estrogenos como
promissores no tratamento de lesbées medulares, e por isso a importancia da

investigacdo do decanoato de nandrolona no trauma medular agudo.
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Estudos experimentais de lesdo medular
Allen, em 1911, foi o primeiro a padronizar modelo experimental reprodutivel e

qualificavel de lesdo medular, por queda de esfera metalica com peso pre-
estabelecido sobre a medula espinhal em caes. A lesdo é quantificada por produto do
peso em gramas, pela altura em centimetros, e o resultado € expresso em gramas-
centimetros (g.cm). O pesquisador observou que a queda de 240g.cm produz leséo
parcial da medula com recuperacdo melhor que aquele produzido pela queda de
400g.cm. Constatou a presenca de hemorragia e edema na substancia branca e
cinzenta da medula, e sugeriu que 0 aumento da pressao intramedular decorrente do
edema e hemorragia agrava a lesao apés o trauma inicial.

Tarlov et al. (1953) produziu a técnica da compressao medular em caes, e
estudou a perda e recuperacdo da funcdo sensitiva e motora nos animais. O
pesquisador concluiu que a recuperagdo funcional, apés compressao medular,
depende do tempo de compresséao para produzir a paralisia.

Ducker et al. (1971) realizou estudo experimental com macacos submetidos ao
trauma medular por queda de peso de 10, 15, 20 e 25g em forma de cilindro de altura
de 20 cm, com a resultante do impacto sobre a medula de 200g.cm, 300g.cm, 400g.cm
e 500g.cm respectivamente. O pesquisador avaliou os achados microscopicos apés
sete dias da lesdo medular e observou que a progressdao do trauma medular é
dependente e diretamente relacionada a gravidade da leséao.

Basso et al., (1996) padronizou o aparelho NYU (New York University),
projetado para realizar lesdo medular contusa em ratos, e demonstrou que o sistema
permite produzir contusdo graduada, consistente e reprodutivel em todos os ratos. O
teste NYU de impacto consiste na queda de peso de uma haste de 10g e altura de
25cm entre a ponta da haste e a superficie da medula espinal em queda livre. O
modelo impactador € o mais utilizado em pesquisas com lesdo medular contusiva, e
acredita-se que esta técnica é a que mais se aproxima do que realmente ocorre em
seres humanos (BASSO et al., 1996; VIALLE et al., 1999; TORRES et al., 2010a).

Apesar do avango em pesquisas com lesdo medular, poucos instrumentos
estao disponiveis para a reprodugao da lesdo medular experimental. A deficiéncia de
equipamentos se deve principalmente, aos custos elevados e dificuldade de
adaptacao de materiais aos varios tamanhos de modelos animais (CUNNINGHAM et
al., 2005). Devido a inacessibilidade a tais equipamentos nos centros de pesquisa,

buscam-se mecanismos impactadores alternativos, como o modelo estudado por
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Ducker et al., (1971), reproduzido na Universidade Federal do Parana, validado como
modelo em estudos experimentais de trauma medular em ratos (TANHOFFER, 2004;
CARVALHAL, 2017), e utilizado neste estudo para a producédo da lesdao medular

experimental.

Modelo experimental
Os modelos experimentais tém sido utilizados visando acumular experiéncias,

e consequentemente melhorar e aprimorar os conhecimentos sobre fisiopatologia da
lesdo medular (BASSO, 1995; CRISTANTE et al., 2009). Modelos animais diferem em
muitos aspectos quanto as lesdes ocorridas em humanos, mas sao fontes importantes
de informado (RODRIGUES et al., 2010). Pesquisadores concordam que o rato € o
melhor modelo experimental para analises prévias e a uUnica forma de comparar
resultados € a partir de lesdes padronizadas e em grande numero de espécimes
(CARVALHO et al., 2007).

Meétodo de avaliagdo locomotora
Nos estudos experimentais de trauma medular é importante a padronizagao na

avaliacdo locomotora dos animais, a fim de determinar os efeitos da intervencéo
terapéutica no estudo (BASSO et al., 1995; KJELL & OLSON, 2016). Em modelos
experimentais, o método de avaliagao ideal seria o de facil utilizacdo, sensivel a
detalhes e capaz de avaliar rapidamente a fungdo locomotora em grande numero de
animais (MOLINA et al., 2004).

O método de pontuacdo de Basso, Bresnahan e Beattie (BBB) (1995) € o
modelo de avaliacdo locomotora mais aceito e utilizado em pesquisas de lesao
medular em ratos, pois quantifica de maneira satisfatoria a recuperacao da funcao
motora sem desvios motivados pela metodologia de observagdo (BARROS &
MOLINA, 2008).

O método BBB é definido como uma escala que representa a categorizagéo
detalhada e organizada da recuperacdo motora dos membros pélvicos de ratos
submetidos a lesdo medular. A escala varia entre 0 e 21 pontos, em que 0O representa
paralisia total do membro e 21, atividade locomotora normal, com consistente
coordenagao na caminhada, paralelismo entre os membros durante apoio e elevagao
dos dedos, estabilidade consistente do tronco e cauda levemente elevada durante a
locomocgao (BASSO et al., 1995).
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MATERIAIS E METODOS

Animais
Foram utilizados 32 ratos (Rattus novergicus, linhagem Wistar) machos, adultos

jovens, com peso entre 240 e 260 gramas, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal do Parana (UFPR). O experimento foi realizado seguindo
normas e principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA da Universidade Federal do Parana
do setor de Ciéncias Agrarias (Protocolo 080/2017 - Anexo) e Ciéncias Bioldgicas
(Protocolo 1172 - Anexo).

Os animais utilizados no experimento foram alocados na Ala de
Experimentacao do Biotério durante os 14 dias, mantidos em gaiolas coletivas com 3
a 4 animais em cada, com agua e ragao ad libitum. O Biotério dispbe de salas
equipadas com aparelhos de ar condicionado, exaustores e timer para controle da
luminosidade (12h luz — 12h escuro). A temperatura foi mantida em 22°C, umidade de

45% a 55% e ventilagéo controlada (de 10 a 15 trocas de ar por hora).

Grupos
Os animais foram identificados aleatoriamente, e distribuidos em trés grupos:

Grupo submetido a lesdo medular aguda e tratamento com decanoato de nandrolona
(GNAN, n=13); grupo controle submetido a lesdo medular sem tratamento (GCON,
n=13); e o terceiro grupo submetido a laminectomia sem lesdo medular (GLAM, n=6),

para controle de alteracdes decorrentes do procedimento.

Procedimento anestésico
A medicagao pré-anestésica consistiu na administracdo de 2 mg/kg de

midazolam e 3 mg/kg de morfina . A manutencdo anestésica foi realizada com
isoflurano em circuito anestésico com oxigénio 100%. No monitoramento anestésico

avaliou-se a frequéncia cardiaca e respiratéria, e temperatura corporal.

Procedimento cirurgico
Ap6s tricotomia e bloqueio local comlidocaina 2% na linha de incisao, realizou-

se o posicionamento do animal e antissepsia do campo operatorio com clorexidine
degermante 2% e alcool 70%. Realizou-se incisédo cirurgica de 2 cm na linha média
dorsal, para exposicao da coluna vertebral de T8 a T12. O tecido subcutaneo foi

divulsionado e os musculos inseridos nos processos espinhosos e nas laminas de T10
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e T11 foram afastados. Removeu-se o processo espinhoso e alamina T10, e a metade
distal do processo espinhoso de T9. Realizou-se laminectomia para exposi¢cdo da
duramater permitindo acomodacao da haste de metal do impactador. O impactador
consiste em dispositivo de metal que libera o peso de 20g de 25cm de altura, com
didmetro da cabeca da haste de 2mm (Figura 1).

Apos centralizar o animal no impactador, a haste era posicionada no segmento
medular exposto e o0 peso liberado. Realizava-se inspe¢do da lesdo medular e
hemostasia na constatagdo de hemorragia. O animal era colocado novamente em
superficie aquecida, e realizava-se as suturas de musculatura e pele em padrao

simples interrompido com nylon 4-0.

FIGURA 1. Equipamento impactador utilizado para produgéo de lesdo medular contusiva experimental

em ratos.

Procedimentos pds-operatorios
Os animais foram monitorados e mantidos em superficie aquecida até

recuperarem a temperatura minima de 36°C. Apds recuperacao, eram alocados nas
caixas e monitorados quanto a funcdo urinaria. Realizou-se compressao vesical a
cada 6 horas até recuperacao completa da fungao.

Como protocolo analgeésico instituiu-se morfina 5 mg/kg/BID por via
intramuscular por trés dias. Como agente antibiético profilatico optou-se por
enrofloxacina 10 mg/kg/SID viaintramuscular por cinco dias. O tratamento foi instituido
em todos os animais do estudo, a fim de evitar viés nas avaliagbes. Os animais
pertencentes ao grupo experimental receberam 2 mg/kg de decanoato de nandrolona,

por via intramuscular imediatamente pds-lesao, aplicagao unica.
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Avaliagdo motora
A avaliacao motora foi realizada apds 24h, 48h, 72 horas, 7 € 14 dias pés- leséo,

seguindo a escala de avaliagdo motora BBB (BASSO et al., 1995). A perda total de
motricidade em membros pélvicos 24 horas apds o procedimento foi critério de
inclusao no estudo. Os animais foram avaliados e filmados em campo de 0.8m x 1.5m
por 5 minutos.

As avaliagdes locomotoras foram realizadas por pesquisador cego ao estudo,
com dominio prévio dos atributos da ficha de pontuacdo. O examinador possuia a
planilha de escala BBB onde descrevia os resultados. As pontuagdes dos animais

foram comparadas e avaliadas estatisticamente.

Eutanasia
No 14° dia pds-lesdo medular, realizou-se o procedimento de eutanasia. Os

animais foram anestesiados com sevoflurano, em sistema de camara fechada com
gaze embebida, permitindo perda da consciéncia rapida e suave. Apos constatagao
de plano anestésico profundo, com avaliagao do teste corneal negativo, realizava-se

a decapitacao.

Preparo das amostras biologicas
Apds a eutanasia, realizou-se necropsia com coleta de amostras da medula

espinhal e bexiga urinaria. A medula foi dissecada e, em seguida, ressecada a partir
do nivel intervertebral C5 até o nivel L1 e aderida em papel filtro com identificacbes
topograficas do local da lesdo, e das areas craniais e caudais. Apos identificagéo, as
medulas e fragmentos da vesicula urinaria foram acondicionadas individualmente em
recipientes contendo formol tamponado 10% com proporcéo de 20:1.

Os segmentos medulares foram coletados no epicentro, e 3 mm cranial e 3mm
caudal a lesdo. Os fragmentos foram desidratados com alcool, diafanizados em xilol,
submetidos a inclusdo com formagdo dos blocos de parafina, seccionados com
microétomo a espessura de 4 uym, fixados em Iaminas de vidro e corados por método

de hematoxilina-eosina.



20

Analises estatisticas
Os dados obtidos no estudo da recuperagao locomotora e retorno da micgao

espontanea foram avaliados estatisticamente com o software R 3.5.0 e o pacote
nparLD. Os testes estatisticos utilizados foram nao-paramétricos, com intervalo de
confianga nos dados de 95% (p=0,05). O grupo GLAM n&o apresentou alteragdes
medulares e vesicais, sendo desnecessaria a sua inclusdo na analise estatistica pela
auséncia de variabilidade (parametro constante). Os grupos GNAN e GCON foram
avaliados e comparados entre si.

Para analise da variavel retorno da micgao espontanea foi utilizado teste U de
Mann-Whitney. Para avaliagdo da evolugao temporal da pontuacéo na escala BBB,
utilizou-se teste ANOVA — ndo paramétrico (BRUNNER et al., 2002). A variavel de
alteracao histoldgica vesical foi comparada entre os grupos utilizando-se o teste exato
de Fischer. Analises das avaliagdes histoldgicas da medula foram realizadas de forma
quantitativa para os parametros pré-estabelecidos. As variaveis foram tratadas como
dados ordinais (classificagdo em cruzes) e na comparagao dos grupos, utilizou-se o
teste de U de Mann-Whitney.
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RESULTADOS

Mortalidade no estudo
Evidenciou-se 6bito de quatro animais, dois do GNAN e dois do GCON 24 horas

pos lesao, representando taxa de mortalidade de 15,39%. A causa de o6bito dos
animais durante o procedimento possivelmente foi por edema pulmonar neurogénico
devido a congestdo pulmonar visibilizada na necropsia. Os outros dois animais que
foram a o6bito no pds-operatdrio tardio, ndo apresentaram alteracbes macroscopicas
na necropsia, € a causa do o6bito nao foi esclarecida. Os animais foram excluidos do

estudo.

Avaliagdo locomotora
A avaliacao locomotora consistiu na observagao dos animais em cinco

momentos distintos (24 h, 48 h, 72 h, 7 e 14 dias). Foram excluidos quatro animais do
estudo, dois animais do GNAN e dois do GCON, por ndo apresentarem escore zero
na escala BBB na primeira avaliacdo locomotora pés lesdo medular, conforme descrito
como critério de inclusdo dos animais neste estudo. Desta forma, permaneceram no
estudo 24 animais, nove animais nos grupos GNAN e GCON, e seis animais no GLAM.

Os animais do GLAM obtiveram 21 pontos na escala BBB nas cinco avaliagbes

locomotoras. Emrelagao aos animais submetidos ao procedimento de lesdo medular,

nas trés primeiras observagoes, todos os animais pontuaram zero na escala BBB. A
partir da quarta avaliagdo, no sétimo dia pds-procedimento cirurgico, os animais
apresentaram escores variados na escala.

O inicio da recuperacao parcial da motricidade dos animais submetidos ao
procedimento ocorreu em média aos sete dias pos-leséo, representado por 66,67% (n
= 6) dos individuos de ambos os grupos, com pontuagdes variadas na escala. No 14°
dia, apenas 22% dos animais (n = 2) do grupo experimental e 11,11% (n = 1) do grupo
controle n&o recuperaram a funcdo locomotora, pontuando zero na escala BBB. A
mediana das pontuagdes nas avaliagdes locomotoras e as minimas e maximas na
escala BBB, bem como intervalo de confianga, estdo detalhadas na Tabela 1. A
melhora nos resultados da escala BBB foi progressiva ao longo do tempo conforme

demonstrado no Grafico 1.
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TABELA 1. Representacao das medianas e pontuagdes minimas e maximas, obtidas a partir da analise

estatistica da escala BBB, nos cinco momentos de avaliagéo locomotora nos grupos GNAN e GCON.

MEDIANA MIN-MAX
BBB 24 hs 0 0-0
BBB 48 hs 0 0-0
4
<Z£ BBB 72 hs 0 0-0
(U]
BBB 7 dias 3 0-13
BBB 14 dias 7 0-20
BBB 24 hs 0 0-0
BBB 48 hs 0 0-0
% BBB 72 hs 0 0-0
O
o BBB 7 dias 1 0-15
BBB 14 dias 7 0-20
o
~ T 7 @ experimental
: ' O controle
m ; :
3] LT - I |
@ v T
& - -
3
b
a 2
[&]
I& —— —
3
c N
E Ty ]
s o e s s S et e TR

24 horas 48 horas

72 horas

14 dias

GRAFICO 1. Boxplot da distribuicdo dos dados quanto & avaliacdo locomotora. Nos trés primeiros

momentos, todos os animais pontuaram O na escala BBB. Aos 7 e 14 dias, animais de ambos os grupos

apresentaram pontuacdes variadas na escala .

Avaliagéo do retorno da micgcdo espontanea

Apos lesao medular aguda, todos os animais submetidos ao procedimento de

lesdo medular (n = 18) manifestaram retenc¢ao urinaria. A compressao vesical ocorreu

a cada seis horas até retorno da fungéo. Observou-se hematuria macroscopica a partir

de 48h pés-lesao em 67% dos animais, com resolugdo ematé 72 horas. O retorno da
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funcdo ocorreu em média no quinto dia pds-lesdo, com minimo no segundo dia em
ambos o0s grupos e maximo em nove dias para o GNAN e dez dias para o GCON, nao

havendo diferenga estatistica significativa entre os grupos.

Avaliagéo histolégica da medula espinhal
Cortes histologicos medulares foram analisados em microscoépio éptico por

patologista cego a alocagao dos animais nos grupos. As alteragdes histologicas foram
avaliadas quanto a critérios de lesao medular estabelecidos previamente na literatura
como hemorragia, cromatolise, espongiose, necrose neuronal, astrocitose e
astrogliose, células de Gitter, leucomielomalacia e poliomielomalacia, em trés
segmentos medulares distintos: cranial, no epicentro e caudal a lesdo. Atribuiu-se
escores segundo a intensidade da lesdo em ausente (0), leve (+) com menos de 30%
da area acometida; moderado (++) de 30 a 70% da area acometida; e acentuada (+++)
com mais de 70% da area acometida (BLACK et al., 1986; FINKELSTEIN et al., 1990).
A avaliagao histolégica medular revelou auséncia de hematoma ou quaisquer
alteragdes hemorragicas em todos os segmentos avaliados. Constatou-se lesao
axonal com cromatdlise central, espongiose e necrose neuronal (Graficos 2, 3 e 4).
Observou-se menor intensidade destas alteragdes nos segmentos cranial e epicentro
da lesdo do GNAN.

Astrocitose e astrogliose foi observada em todos os animais submetidos ao
procedimento de lesdo medular com graus de apresentagdo variaveis. Observou- se
menor intensidade nos segmentos cranial e epicentro da les&o nos animais do GNAN
(Gréfico 5).

Constatou-se perda da arquitetura normal no epicentro da lesdo, com presenca
de areas de necrose nas substancias branca e cinzenta, com proliferagdo de células
de Gitter e camaras de digestao frequentes em todos os animais, em ambos 0s grupos.
Constatou-se menor intensidade destas células nos segmentos cranial e epicentro da
lesdo do GNAN (Grafico 6). Observou-se ainda menor intensidade de leuco e
poliomielomalacia no segmento cranial dos animais do GNAN; além de menor

intensidade de poliomielomalacia no epicentro da lesdo dos animais deste grupo.
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GRAFICO 8. Boxplot da distribuicdo dos dados quanto a intensidade de poliomielomalacia nos

segmentos medulares do GNAN e GCON.

No presente estudo, apesar das analises individuais revelarem menor
intensidade de lesbes no GNAN, nado observou-se diferengca significativa na

intensidade das lesdes entre os grupos emqualquer das localizagdes e caracteristicas

avaliadas (p<0,05) (Tabela 2).
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TABELA 2. Representacao do nivel de significancia (valor de p) entre os grupos GNAN e GCON,

para cada variavel de alteragéo histologica e localizagao avaliada.

Estatistica descritiva Local da amostra

Cranial Lesécq Cauda
Cromatolise 0,573 0,271 0,141
Espongiose 1,00( 0,177 0,314
Necrose neuronal 1,00( 0,818 0,458
Astrocitose e astrogliose 0,534 0,271 0,334
Células de Gitter 0,291 0,569 0,341
Leucomielomalacia 0,406 0,143 0,514
Poliomielomalacia 0,797 0,512 0,458

A avaliagao histologica dos segmentos medulares do GLAM demonstrou que

este procedimento n&o promove alteragdes histologicas. A preservagao da arquitetura

normal do tecido dos animais do GLAM, e as principais alteracbes observadas na
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avaliagao histolégica dos animais do GNAN estdo ilustradas na Figura 2 e 3

respectivamente.

FIGURA 2. Medula espinhal de rato Wistar. Aspecto histologico de corte transversal do segmento
medular de animal do GLAM. Observa-se a arquitetura normal do tecido neurolégico, com preservagao
do H medular (asterisco) e da substancia branca (setas).

=

FIGURA 3. Medula espinhal de rato Wistar. Aspecto histolégico de corte transversal do epicentro da

lesdo de animal do GNAN. Na porcao dorsal e ventral da medula nota-se area focalmente extensa de
malacea (seta) que se estende desde a substancia branca até a substéncia cinzenta alterando a
arquitetura do H medular (Leuco e poliomielomalacea). Observa-se auséncia do aqueduto
mesencefalico e grande quantidade de neurénios v ermelhos na substancia cinzenta (necrose neuronal
— estrelas). Em meio a area de malacea notam-se algumas células Gitter (tridngulos) e vacuolizagéo

moderada da substancia cinzenta adjacente (seta larga). (HE 2X).
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Avaliagéo histolégica da bexiga urinaria
A bexiga urinaria foi avaliada qualitativamente quanto auséncia ou presenca de

infiltrado inflamatério e hemorragia. As avaliagdes histopatoldgicas evidenciaram a
existéncia de resposta inflamatoria tecidual caracterizada por cistite linfohistiocitaria e
neutrofilica, nos animais de ambos os grupos submetidos a lesdo medular (Figura 4).
Em todos os casos, a ocorréncia de cistite foi precedida por hematuria 24 horas pos-
lesdo, com resolugcao em até 72 horas. A frequencia de cistite nos animais do GNAN
foi de 77,8%, e no GCON de 55,6%, sem diferenca estatistica significativa entre os

grupos.

FIGURA 4. Bexiga urinaria de rato Wistar. Aspecto histolégico de corte transversal da bexiga urinaria
de animal submetido a lesdo medular (GNAN). Observa -se marginagao de leucécitos na periferia de

vasos sanguineos (seta) e hemorragia difusa leve (asteriscos) (HE 40x).
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DISCUSSAO

O método empregado na producido da lesdo medular contusiva consistiu na
utilizacdo de peso de 20g com impacto de 400g.cm na medula espinhal, como
estudado por Ducker et al., (1971), e descrito como modelo reprodutivel e adequado
por pesquisadores em estudos experimentais de lesdo medular em ratos
(TANHOFFER, 2004; CARVALHAL, 2017). No presente estudo o modelo foi eficaz na
producado de lesdo medular constatada apos trauma imediato, pela presenca de
edema, hemorragia e perda da integridade da arquitetura tecidual. Essas alteragdes
sdo descritas por Kakulas (2004) que destaca o edema do tecido nervoso como
primeiro sinal da lesdo medular, manifestado por aumento do volume, causado por
extravasamento de fluidos dos capilares, e hemorragia parenquimal da substancia
branca.

A mortalidade observada entre os animais submetidos ao procedimento de
lesdo medular foi de 15,39%, tendo como uma das causas o edema pulmonar
neurogénico. Na literatura ha descricdo de diferentes taxas de mortalidade, e altas
taxas estado intimamente relacionadas ao método de producao de lesao, intensidade
de impacto, gravidade da lesdo, protocolo anestésico utilizado, e cuidados pés-
operatorios (BASSO et al., 1996; VILLANOVA 2013). Meyer et al., (2003) constatou
mortalidade semelhante ao reproduzir lesdo medular com impactador NYU. As
principais causas de 6bitos descritas sdo edema pulmonar neurogénico e retengéo
urinaria (MEYER et al., 2003; VILLANOVA 2013).

Edema pulmonar neurogénico ocorre por ativagdo simpatica excessiva e
consequente aumento de pressao arterial e redistribuicdo sanguinea para o leito
vascular pulmonar (MEYER et al., 2003). A retencao urinaria ocorre em pacientes com
trauma medular em regido de T3 a L3, por incapacidade de esvaziamento vesical. Em
casos mais graves podem-se desenvolver infecgdo ascendente do trato urinario,
hidronefrose, insuficiéncia renal aguda e obito (MEYER et al., 2003). No presente
estudo, observou-se retencdo urinaria em todos os animais submetidos a lesao
medular, sendo o retorno a fungao variavel no tempo. Nao se evidenciou influéncia do
decanoato de nandrolona no tempo de retorno da micgao espontanea.

Nos trés primeiros momentos de avaliagao, todos os animais inclusos no estudo
apresentaram paraplegia, com pontuacado zero na escala BBB. A partir da quarta

avaliagao, os animais apresentaram escores variados, com sinais de paraplegia de
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membros pélvicos, e paraparesia ndo-ambulatédria assimétrica. Estudos experimentais
de lesdao medular contusiva descrevem a ocorréncia de variacbes nos déficits
neurolégicos em lesdes promovidas por um mesmo peso, possivelmente por
variagdes anatdmicas dos animais, como dimensdo da medula e massa corporal
(PANJABI & WRATHALL, 1988).

A escala de avaliagao motora BBB foi utilizada nos pacientes submetidos a
laminectomia e demonstrou que a técnica cirurgica ndo promove déficit motor, pois os
animais do grupo apresentaram o maior escore na escala BBB nos cinco momentos
de avaliagao locomotora.

A melhora locomotora nos animais submetidos a lesdo medular foi gradativa e
observada em ambos 0s grupos. Recuperacgao espontanea apos trauma medular tem
sido relatada, e decorre do retorno funcional dos axénios que se mantiveram intactos
em meio ao tecido danificado (BRECHTEL, 2006). O presente estudo ndao observou
influéncia do uso do medicamento na pontuagao da escala BBB. O tempo foi fator
determinante na evolucéo, havendo melhora significativa na pontuagéo na escala BBB
ao longo do experimento, independente do tratamento.

As alteragbes histoldgicas da vesicula urinaria foram caracterizadas por cistite
linfohistiocitaria nos animais de ambos os grupos. Observou-se hematuria 24 horas
pos-lesdo em todos os animais que apresentaram a alteragdo. Segundo Meyer et al.,
(2003), a hematuria € sinal clinico precoce de cistite, 0 que ocorre nas primeiras 24 -
48 horas apds a lesdo, causando distensédo vesical, formagdo de coagulos que
favorecem a obstrucdo das vias urinarias. O presente estudo ndo observou acgao
antiinflamatéria direta do uso do DN quanto a presenca de alteragdes vesicais.

Avaliagdo histologica dos segmentos medulares revelou auséncia de
hematoma ou quaisquer alteragbes hemorragicas. Segundo Loane & Byrnes (2010),
areas hemorragicas sao substituidas por cavitagdes cisticas envoltas por astrécitos
reativos, com inicio em cinco dias pos-lesdo, e atuam como potente inibidor da
regeneracao neuronal (SHEN, 2014).

A perda da integridade neuronal, constatada pela presenca de cromatdlise
central e necrose neural foi evidenciada emtodos os segmentos. A ativagao de células
fagociticas, como células de Gitter, precede a reac&o astrocitaria, e esta diretamente
envolvida na resposta inflamatéria (GRAEBER & STREIT, 1990). Apesar da tendéncia
encontrada de menor intensidade das células de Gitter e da astrocitose no grupo

experimental, ndo é possivel confirmar a influéncia positiva do decanoato de
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nandrolona na limitacdo destas alteragdes.

Evidenciou-se maior intensidade da lesdao no epicentro da injuria, com
diminui¢do da intensidade nos segmentos caudais e craniais emtodos os animais com
lesdo medular. Observou-se menor intensidade de lesdes nos segmentos cranial e
epicentro da injuria dos animais do grupo submetido ao tratamento com decanoato de
nandrolona, porém certa tendéncia nao revelou diferenca estatistica significativa. As
alteracdes visibilizadas foram descritas da mesma forma por Sribnick et al., (2010),
que ao estudarem o efeito do estrogeno em lesdo medular em ratos, observaram maior
dano tecidual no epicentro da lesdo. Os pesquisadores ndo encontraram evidéncias
de protegao neuronal com o uso do estrégeno. Outros estudos avaliaram o efeito de
estrégenos no trauma medular experimental em ratos e nao identificaram preservagao
tecidual no grupo tratado (FEE et al., 2007; SWARTZ et al., 2007). Nao ha estudos
quanto a utilizacdo do DN no trauma medular agudo.

A auséncia de influéncia significativa do uso do DN na intensidade das
alteracdes histologicas medulares avaliadas pode ser atribuida ao pequeno numero
de animais ou a inexisténcia da diferenca realmente. Justifica-se o0 aumento do
tamanho experimental para confirmar as tendéncias individuais que nao foram
significativas (CARVALHO et al., 2007). Além disso, para garantir resultados mais
detalhados o ideal seria realizar periodo maior de observacao, tendo em vista que o
tempo foi fator determinante na recuperagcdo dos animais com lesdo medular no
presente estudo. Outras possibilidades seriam a realizacdo de técnicas como
imunohistoquimica e citometria de fluxo, por exemplo, que permitem a identificagcao de
intensificacao de leséo e de atividade proliferativa, além da avaliagdo quimica celular
(ENG, 1985), permitindo melhor analise quantitativa. Tais técnicas permitem
resultados mais acurados, porém nao foram realizados no presente estudo por falta
de recursos.

A dose de decanoato de nandrolona utilizada foi de 2mg/kg por via
intramuscular, como preconizado por Ibafiez et al. (2003). A dosagem da droga
descrita na literatura varia de 1 a 20 mg/kg (ISAACS et al., 2011). Segundo Ghizoni et
al., (2013) a dose ideal de decanoato de nandrolona para promover regeneragao
nervosa ainda nao foi determinada.

Efeitos adversos decorrentes da administracdo de decanoato de nandrolona
estdo frequentemente relacionados as formas de administragcdo, principalmente

dosagem e frequéncia (BROWER, 2002). Os principais efeitos adversos descritos em
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humanos sao atrofia testicular e ginecomastia, hipertensao, arritmia e infarto do
miocardio (KINDLUNDH et al., 2011). Estudos experimentais com ratos expostos a
testosterona exdgena descrevem alteragao no comportamento social e aumento da
agressividade (MELLONI et al., 1997; KOUVELAS et al., 2008). No presente estudo
nao evidenciou-se tais alteragdes, possivelmente por se tratar de administragao unica
e baixa dose.

Modelos experimentais tém sido utilizados visando acumular experiéncias, e
consequentemente melhorar e aprimorar os conhecimentos sobre fisiopatologia da
lesdo medular (BASSO et al., 1995; CRISTANTE et al., 2009). O animal de escolha
para o presente estudo foi o rato, por ser considerado modelo experimental adequado
para estudos prévios de lesdo medular (KJELL & OLSON, 2016). O numero de animais
utilizados foi baseado em estudos prévios na literatura (KIM et al., 2010; TORRES et
al., 2010; VILLANOVA, 2013). O método de eutanasia utilizado demonstrou-se método
efetivo, rapido e indolor. A decapitacdo promove rapida perda de consciéncia e
auséncia de alteragdes decorrentes do uso de métodos quimicos para a eutanasia
(CFMV, 2012).

No presente estudo os animais utilizados foram considerados adequados para
o0 experimento de lesdo medular, apresentaram tolerancia satisfatéria aintensidade
dos procedimentos, e alta taxa de sobrevivéncia observada possivelmente esta
associada a utilizagdo de protocolo anestésico seguro, procedimento cirurgico

adequado e cuidados pés-operatérios intensivos.
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CONCLUSOES

O modelo de trauma medular compressivo reproduziu, de maneira

heterogénea, incapacidade funcional, sensorial e motora grave em ratos.

Decanoato de nandrolona na posologia avaliada, nao influenciou no retorno da
funcao locomotora em ratos submetidos a lesdo medular, bem como na intensidade
das alteragdes medulares histologicas. O tempo foi fator determinante para o retorno

locomotor.
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ANEXOS

Avaliagdo funcional da escala Basso, Beatie and Bresnahan (BBB)

A escala BBB observa os movimentos da articulagdo do quadril, joelho, tornozelo, posicéo
do tronco, cauda e digitos do membro pélvico. A partir dessas observagdes, foram
atribuidos pontos de zero a 21, sendo zero o correspondente a auséncia total de
movimentos e 21 a presengca de movimentos normais

0 — Nenhum movimento observavel do membro pélvico.

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

2 — Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma articulagao e
discreta de outra.
3 — Movimento extenso de duas articulagdes.
4 — Movimento discreto de todas as trés articulagdes do membro pélvico.
5 — Movimento discreto de duas articulagbes e movimento extenso
da terceira.
6 — Movimento extenso de duas articulagbes e movimento discreto
da terceira.
7 — Movimento extenso das trés articulagdes do membro pélvico.
8 — Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar dos digitos sem suporte de peso.
9 — Apoio plantas dos digitos com suporte de peso somente em fase de apoio (quando
estatico), ou passada dorsal ocasional, frequente ou consistente com suporte de peso e
nenhuma passada plantar.

10 — Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenagdo dos membros
toracico e pélvico.

11 — Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma coordenacgao
dos membros toracico e pélvico.

12 — Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagao ocasional
dos membros toracico e pélvico.

13 —Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenacao frequente
dos membros toracico e pélvico.

14 — Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagao consistente dos
membros toracico e pélvico e posicdo predominante dos digitos rodados (interna ou
externamente) durante alocomogéo, no instante de contato inciial com a superficie (piso)
bem como, antes de liberar os digitos no final da fase de apoio ou passada plantar
frequente, coordenagdo consistente dos membros toracico e pélvico e passada dorsal
ocasional.

15 — Passada plantar consistente e coordenagao consistente dos membros toracico e
pélvico e nenhuma liberagao dos digitos ou liberagao ocasional durante o movimento do
membro para frente, posi¢do predominante dos digitos paralelos ao corpo no instante do
contato inicial.

16 — Passada plantar consistente e coordenacao dos membros toracico e pélvico durante
a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre frequentemente durante o movimento do
membro para frente, a posigdo predominante dos digitos € paralela ao corpo no instante
do contato inicial e rodada no instante da liberagéo.

17 - Passada plantar consistente e coordenagao dos membros toracico e pélvico durante
a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre frequentemente durante o movimento do
membro para frente, a posi¢gao predominante dos digitos é paralela ao corpo nos instantes
do contato inicial e da liberagdo dos digitos.

18 - Passada plantar consistente e coordenagao dos membros toracico e pélvico durante
a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para frente, a posi¢do predominante dos digitos € paralela ao corpo no instante
do contato inicial e rodada no instante da liberagao.

19 - Passada plantar consistente e coordenagao dos membros toracico e pélvico durante
a marcha e a liberagdo dos digitos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para frente, a posigao predominante dos digitos é paralela ao corpo nos instantes
do contato inicial e da liberagdo dos digitos e apresenta a cauda para baixo



parte do tempo ou por todo o tempo.

20 — Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros toracico e pélvico durante
a marcha e a liberacdo dos digitos ocorre consistentemente durante o movimento do
membro para frente, a posi¢cdo predominante dos digitos & paralela ao corpo nos instantes
do contato e da liberacédo dos digitos e apresenta a cauda consistentemente elevada e
instabilidade do tronco.

21 — Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberagdo consistente dos
digitos, a posigcao predominante dos digitos é paralela ao corpo durante toda a fase de
apoio, estabilidade consistente do tronco, cauda consistentemente elevada.

BASSO, D. M., BEATTIE, M. S., BRESNAHAN, J. C. A sensitive and reliable locomotor
rating scale for open field testing in rats. Journal do Neurotrauma. v. 12, n. 1, p. 1 —21.
1995.
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