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RESUMO

Objetivo: Desenvolver um modelo de impacto cortical controlado (pneumatico) para traumatismo
craniencefalico experimental em ratos, sem exposi¢do do encéfalo. Métodos: Com base em relatos da
literatura, foi construido um modelo de impacto cortical pneumatico, sendo testado em 30 ratos, com
analise histopatolégica de todos os animais. Resultados: Os resultados da analise histopatologica
baseada na contagem de neurénios lesados por campo demonstraram a eficiéncia do modelo na
produgéo de lesdo traumatica. Conclusao: Esse modelo para reprodugédo experimental de traumatismo
craniencefalico podera oferecer, por meio de metodologia reproduzivel e clinicamente relevante, situagées
patolégicas causadas por forcas mecanicas em lesées traumaticas cranianas.

PALAVRAS-CHAVE
Trauma craniencefalico. Modelo experimental em ratos.

ABSTRACT

Experimental brain injury in rats with a controlled cortical impact device model

Objective: To develop a controlled cortical impact model (pneumatic) for experimental traumatic brain
injury in rats, without brain exposition. Methods: Based in literature, we developed a pneumatic cortical
impact model, and tested in thirty rats, with pathological analysis in all animals. Results: The results of
pathological analysis of the studied animals, based in the quantification of the neurons injured for field,
demonstrated the effectiveness of the model to produce experimental traumatic injury. Conclusion: This
model for experimental traumatic brain injury study offers reproducible and clinically relevant pathological
conditions through the application of mechanical forces in traumatic brain injury.
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em animais. Optou-se, a partir dai, pela constru¢ao de um

Introdugao
modelo que, dentro dos padrdes de exigéncia cientificos

Este trabalho relata a construgao e os testes iniciais
de um modelo desenvolvido para reprodugéo de trau-
matismo craniencefalico de forma experimental.

Com o objetivo de produzir estudos experimentais
envolvendo o traumatismo craniencefalico, houve dificul-
dade no acesso a um modelo para realizagdo de estudos

internacionais, pudesse realizar o traumatismo de forma
controlavel, reproduzivel e fornecesse as lesdes encefalicas
compativeis com as observadas nos traumatismos cranien-
cefalicos fechados nos humanos. Realizou-se revisao ampla
da literatura'? e convocou-se 0 apoio técnico necessario
para auxiliar na execugdo de um projeto adequado.
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Ha grande quantidade de relatos sobre o desenvol-
vimento de modelos de traumatismo craniencefélico
em animais, na tentativa de reproduzir aspectos das
respostas biomecanicas, de sindromes neurologicas e
outras condi¢des patologicas observadas no traumatis-
mo craniencefalico fechado. Entre os diversos modelos
descritos, podem-se citar os modelos de aceleragao ou
rotagdo do cranio'?, os de impacto induzido no cranio
livre' ou fixo® ou aqueles com injegdo rapida de solugo
salina através de pequena craniectomia, chamados de
modelos de “percussdo por fluido”?.

O aparato desenvolvido neste relato encaixa-se na
categoria dos modelos de “impacto cortical controlado”,
em que, por meio de forgas mecanicas (queda de peso ou
pistdo pneumatico, por exemplo), provoca-se o trauma
sobre a area de interesse no cranio do animal, podendo
ser um cranio fechado ou com craniectomia prévia’.
Optou-se pelo desenvolvimento de um impactor pneuma-
tico pela possibilidade de maiores variaveis nas analises
biomecanicas, como o controle adequado do impacto
(com possibilidade de variagdo na for¢a do impacto e sua
localizagdo) ¢ mudangas na rigidez da base sob a cabeca
do rato (podendo-se criar variantes do traumatismo quanto
adissipagao de energia). Também na literatura observou-se
que as lesdes obtidas com esse tipo de modelo de impacto
cortical sdo mais parecidas com as encontradas em trau-
matismos fechados em humanog?*>1016.17,

Material e métodos
Impactor

Desenvolveu-se um pistdo pneumatico exclusivo para
o modelo, baseado em descri¢des da literatura®>710141617,
com 10,7 cm de altura e diametro de 19,5 mm, podendo
fazer um deslocamento de até 33 mm. A extremidade do
pistdo (que atinge a cabega do animal) tem regulagem,
podendo variar de 6 a 10,5 mm. A movimentagdo do
pistdo (impactor) é feita a partir do compressor de ar
ligado ao aparelho, podendo-se selecionar a pressdo
desejada pela observagao do mandmetro fixado no painel
de controle, ao lado do botdo de disparo, tendo como
limite 200 psi (libras por polegada ao quadrado), com
uma velocidade de impacto estimada em mais de 7 m/s.
O pistdo fica mantido em base fixa, com regulagens de
altura bilateral, diametro e rigidez da base (Figura 1).

Preparagdo cirurgica e lesdo
O trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica

da Universidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp), e
os estudos, realizados no Laboratorio de Neuromi-
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Figura 1 — Modelo de dispositivo de impacto cortical controlado,
conectado ao compressor de ar.

crocirurgia da Unifesp. Utilizaram-se 30 ratos da raga
WISTAR/EPM, todos machos, com peso entre 250 e
350 g, mantidos em biotério da institui¢do, com boa
ventilacdo e iluminac¢do natural, com agua e ragdo a
vontade. Na preparagdo, foram colocados em gaiolas
individuais, anestesiados com Zoletil 50® (cloridrato
de tiletamina + cloridrato de zolazepam; Laboratério
Virbac S/A, Franga) e posicionados adequadamente na
base do aparelho. Foram utilizadas, sob a cabega dos
animais, bases de diferentes texturas: espuma, borracha
e ferro (Tabela 1). Depois, fixou-se o cranio do animal
com fita adesiva e realizou-se o traumatismo na regiao
frontoparietal direita dos ratos (Figura 2). Foram sub-
metidos a impacto que variou de 50 a 150 psi. Apos
o trauma, observaram-se as rea¢des do rato, como as
alteracdes respiratorias, cardiacas e crises convulsivas,
sendo tomadas medidas de eventual reanimagao. Pas-
sado um tempo de 60 a 90 minutos de observacao em
gaiola separada e aquecida a 30°C, os animais foram
novamente anestesiados e sacrificados por decapitacao.
Tiveram seus encéfalos removidos integralmente e
fixados com solugdo de formol a 10% para posterior
analise anatomopatologica.

Figura 2 — Animal anestesiado no modelo de impacto cortical.
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Tabela 1
Relagdo dos animais, intensidade do impacto, base sob a cabega,
alteragoes clinicas imediatas e achados histopatoligicos

Animal®  Impacto® Base® Eventos? Patologia®
1 50 psi Espuma Nao 8
2 50 psi Espuma Nao 7
3 60 psi Espuma Nao 12
4 60 psi Espuma Nao 10
5 70 psi Espuma Nao 10
6 70 psi Espuma Nao 10
7 70 psi Borracha Nao 12
8 80 psi Borracha Nao 11
9 90 psi Borracha Nao 17
10 90 psi Borracha Nao 18
11 100 psi Borracha Nao 15
12 100 psi Borracha Nao 17
13 100 psi Ferro Bradicardia 18
14 110 psi Ferro Nao 17
15 110 psi Ferro Nao 18
16 110 psi Ferro Nao 23
17 120 psi Ferro Bradicardia 20
18 120 psi Ferro Nao 35
19 120 psi Ferro Nao 40
20 130 psi Ferro Dispnéia 44
21 130 psi Ferro Dispnéia 55
22 130 psi Ferro Crise convulsiva 68
23 140 psi Ferro Crise convulsiva 50
24 140 psi Ferro Dispnéia/apnéia 85
25 140 psi Ferro Nao 72
26 150 psi Ferro Nao 86
27 150 psi Ferro Crise convulsiva 90
28 150 psi Ferro Crise conv./apnéia 85
29 150 psi Ferro Dispnéia 83
30 150 psi Ferro Dispnéia/apnéia 85

* Ratos numerados de 1 a 30.

b Pressdo do impacto em psi (libras por polegada ao quadrado).

¢ Material da base colocada sob a cabega do animal.

4 Eventos clinicos observados imediatamente apds o impacto.

¢ Andlise histopatologica: contagem de neurdnios lesados por campo de grande aumento (400x).

Andlise anatomopatologica

Apos a fixagdo com formol a 10%, os encéfalos
foram cortados no plano coronal na espessura de 5 [L e
corados com hematoxilina-cosina. Fizeram-se a analise
geral das lesdes e um estudo histologico, sob aumento
de 400 vezes, que consistiu na contagem de neurdnios
lesados por campo de grande aumento. Em cada espé-
cime foram feitas contagens em trés campos de grande
aumento; cada um desses campos continha, em média,
100 neurédnios (Figura 3).

Traumatismo craniencefalico experimental em ratos

Figura 3 — Andlise histopatologica de animal submetido ao
impacto cortical controlado, podendo-se observar neuronios
lesados e edema cerebral.

Resultados

Observaram-se episodios de crises convulsivas
focais em quatro ratos. Alteragdes respiratorias com
dispnéia e/ou apnéia em cinco e bradicardia em dois
ratos (Tabela 1). As alteragdes clinicas relatadas foram
mais freqiientes nos animais submetidos a impacto de
maior intensidade.

A principal alteragdo macroscopica observada
durante a retirada do encéfalo dos espécimes foi a he-
morragia subaracnéidea (HSA), vista principalmente
na convexidade. Nao se observaram fraturas de cranio,
mesmo quando foi utilizado impacto mais potente.

Do ponto de vista microscopico, observaram-se alte-
ra¢des como: edema cerebral, petéquias hemorragicas,
contusdo hemorragica, congestdo vascular, lesdo axonal
e neuronal. Com a finalidade de graduar a intensidade
das lesoes, foi feita a contagem de neurdnios por campo
de grande aumento, que demonstraram proporcionalida-
de da quantidade de neurdnios lesados com o impacto
utilizado no espécime (Tabela 1).

Discussao

Na literatura existem diversos relatos'->#7-10.12.16-18
sobre o desenvolvimento e a utilizagdo de modelos para
estudos experimentais no traumatismo craniencefalico.
Entre os diversos tipos de aparatos, podem-se destacar
dois grandes grupos: “percussio por fluido” e “impacto
cortical controlado”.

Os modelos de “percussdo por fluido” utilizados
em diversos relatos'*!'>!® basicamente funcionam pela
injecdo de um pulso de liquido extradural através de
uma canula, causando uma deformagao no cérebro por
um periodo de 10 a 20 milissegundos'?. Evidentemente
alcangam o objetivo de reproduzir um numero rele-
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vante de situagdes fisiopatologicas, porém tém duas
importantes limitagdes: a restrigdo da investigacao
biomecanica (limitacdo na analise no pulso do liquido
e suas possiveis dispersdes no espago extradural) e a
de produzir, além da lesdo axonal difusa e hemorra-
gias intraparenquimatosas, lesdes no tronco cerebral,
condigdo esta que ndo ¢ um achado primario freqiiente
nos traumatismos craniencefalicos graves em humanos.
E, com menor intensidade, produzir as contusdes cere-
brais, que sdo um achado mais comum entre as lesdes
cerebrais traumaticas®.

Ja nos modelos de “impacto cortical controlado”,
podem-se dimensionar os eventos biomecanicos que
contribuiram para a lesdo, podendo estabelecer para-
metros como forg¢a, velocidade e deformagao, além da
magnitude da lesdo tecidual e/ou funcional, dependen-
do do modelo. A maioria desses modelos usa pistdes
pneumaticos com extremidades adaptadas ao local de
interesse do trauma, causando impactos precisos em
sua velocidade e efeitos rapidos de deformagdo corti-
cal controlada®*3710:1617 Exjistem também importantes
diferengas entre os métodos para produgao do impacto
cortical controlado, podendo ser por “queda de peso”
(ndo excedendo velocidade de 2 m/s) e o “pneumati-
co”, ja mencionado e adotado neste estudo, que pode
chegar a velocidades maiores que 7 m/s. Ambas as
técnicas produzem lesdes, porém a utilizagdo do pis-
tao pneumatico, em virtude de sua maior velocidade e
intensidade de impacto, propiciara lesdes maiores e de
maior gravidade*>"13,

A opgao por ratos fez-se em razao do maior nimero
de modelos desenvolvidos para esses animais, o grande
numero de relatos quanto as suas respostas fisiologicas
e comportamentais, compatibilidade com varios neuro-
farmacos e anestésicos humanos, facilidade de acesso
aos espécimes e seu custo.

Os resultados obtidos no trabalho sdo semelhantes
aos de outros publicados na literatura, mostrando que a
lesdo obtida nos espécimes aumenta proporcionalmente a
velocidade e a intensidade do impacto!+6-8 11.13.15.18.19.21.22.
Os estudos foram iniciados, utilizando-se a intensidade
de impacto de 50 psi (libras por polegada ao quadrado)
¢ uma base de espuma macia sob a cabeca do animal.
Gradualmente, foi elevada a intensidade do impacto até
chegar a 150 psi e utilizando base de ferro sob a cabega
do animal, situagdo em que se encontrou 0 maior niimero
de neurdnios lesados por campo.

O impacto criado pelo modelo também provocou
outros tipos de lesdes habituais no traumatismo cra-
niencefalico: contusdes hemorragicas, hemorragia
subaracnoidea, petéquias hemorragicas, lesdes axonais
e edema cerebral. Porém, a maioria dessas lesoes ¢ de
dificil quantificago; a contagem de neuronios lesados
observados em campos de grande aumento (400x),

técnica descrita na literatura, é eficaz, acessivel, de
baixo custo e facil quantificac¢@o. A partir do uso dessa
técnica, verificou-se que, quanto maior a intensidade
do impacto testado, maior a quantidade de neurdnios
lesados por campo!®1421:22,

Até a intensidade de impacto de 150 psi, ndo foram
observadas fraturas de cranio nos espécimes testados,
apesar de ndo se utilizar capacete de prote¢ao nos ratos,
como em alguns relatos da literatura®!?. Para obter as le-
sOes traumaticas também nao foi necessaria a realizagao
de craniectomia prévia no local do impacto, condigdo
também eventualmente utilizada.

As alteragOes sistémicas decorrentes do traumatis-
mo foram observadas e compativeis com as relatadas
em outros modelos, isto é, nos animais submetidos
a maiores impactos; observaram-se, principalmente,
bradicardia, dispnéia e apnéia. Isso aconteceu da mes-
ma forma com as crises convulsivas focais verificadas
nos animais submetidos também a impacto de maior
intensidade.

O modelo construido oferece possibilidade de
alteragdo da base sob a cabega do animal, que da
margem a analises quanto a dissipagdo de energia do
impacto'®; podem-se também fazer outras alteragdes na
extremidade do impactor, deixando-o maior que seus
10,5 mm, aumentando, assim, a area de contato com
o cranio, diminuindo-se o potencial de lesdes locali-
zadas e aumentando as lesdes difusas'®!3. H4, ainda, a
possibilidade de eventuais mudangas na angulagdo da
cabeca do espécime na base do modelo, podendo criar
outras situacdes de interesse investigativo.

Conclusao

O modelo que desenvolvemos para estudar expe-
rimentalmente o impacto cortical controlado em ratos
possibilita o estudo de muitos aspectos do traumatismo
craniencefalico num simples aparato, fornecendo alto ni-
vel de controle biomecanico (alteragdo de base, selegao
do local de impacto, possibilidade de eventuais angula-
¢Oes da cabeca do animal etc.), permitindo a mensuragao
morfolégica e eventual evolugdo funcional.

Esse aparato mostrou-se efetivo na reprodugao de
achados patoldgicos observados nos traumatismos
craniencefalicos fechados em humanos, como edema,
lesdo axonal e neuronal, fornecendo, de maneira pro-
porcional, a intensidade do impacto, maior niimero de
alteragdes, comprovadas pela contagem dos neurdnios
lesados por campo de grande aumento (400x).

Certamente serd uma ferramenta efetiva para pes-
quisadores no estudo experimental dos traumatismos
craniencefalicos.
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