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RESUMO

Torelli AG. Estudo experimental com avaliacédo funcional e imuno-histoquimica
do efeito do monogangliosidio G(M1) e da eritropoietina na lesdo medular
contusa em camundongos balb C [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo, 2021.

ApoOs a lesdo medular inicial, segue-se a necrose celular que, inicialmente, esta
restrita a essa area. A medida que eventos metabdlicos e vasculares
desencadeados pela leséo inicial vdo somando-se a esse processo, tecidos
intactos sofrem lesdo secundaria apoptotica. Dessa forma, a area de dano
celular é ampliada e, consequentemente, o comprometimento neuroldgico e
funcional desses pacientes é agravado. Os esforgos terapéuticos nos casos de
lesdo medular tém se concentrado em reduzir a les&o secundaria e em promover
a regeneragao axonal. Atualmente, porém, ndo ha estratégias farmacolédgicas
com beneficio comprovado e aplicabilidade clinica no tratamento de pacientes
acometidos por lesdes medulares. Estudos realizados, a partir de lesdo medular
programada em modelos animais, tém sugerido que algumas drogas como a
eritropoietina (EPO) e o gangliosideo G(M1) demonstraram efeitos
neuroprotetores e neurotréficos quando administrados imediatamente apds a
lesdo. Neste estudo, estabeleceu-se como objetivo a avaliagado desses possiveis
efeitos funcionais e imuno-histoquimicos da (EPO) e do G(M1) tanto de forma
isolada como combinada. Para tal, um modelo de lesdo medular contusa foi
reproduzido em camundongos Balb C, com o objetivo de avaliar desempenho
dessas drogas em um modelo de pesquisa com cobaias que oferecem maior
facilidade de manuseio, maior resisténcia e menor custo. Por sorteio, os 32
camundongos foram divididos em quatro grupos: grupo G(M1), composto por
animais que sofreram lesdo medular e administracdo de gangliosideo G(M1) (30
mg/kg); grupo (EPO), composto por animais que sofreram lesdo medular e
administracao de eritropoetina (1000 Ul/kg); grupo combinado, composto por
animais que sofreram lesdo medular e administragdo concomitantemente de
G(M1) e de eritropoetina (EPO); grupo salina, configurou o controle e foi
composto por animais que sofreram lesdo medular e que receberam injegéo de
solugao salina (0,9%). Para todos os grupos, a administragéo das drogas foi via
intraperitoneal e as lesdbes medulares experimentais foram provocadas pelo
equipamento NYU-Impactor. Os animais foram avaliados segundo a escala BMS
e MFS. Apds a eutanasia, foi realizada a analise imuno-histoquimica do tecido
medular proveniente da area da lesdo. O grupo G(M1) apresentou melhor
desempenho funcional em ambas as escalas, e 0 grupo com tratamento
combinado apresentou desempenho funcional intermediario entre o grupo G(M1)
e 0 grupo eritropoietina. O pior resultado foi o0 do grupo salina. A analise das
medulas espinhais por imuno-histoquimica mostrou que o numero e o
comprimento de axénios mielinizados foram significativamente maiores no grupo
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da eritropoietina do que em qualquer outro grupo que sofreu intervencao (p
<0,01). Esta pesquisa mostrou que o G(M1) e a eritropoietina exercem efeitos
terapéuticos na regeneragao axonal em camundongos submetidos a lesao
experimental da medula espinhal e que a administracdo de apenas G(M1) teve
as pontuacgdes mais altas nas escalas BMS e MFS.

DESCRITORES: Eritropoetina; Gangliosideo G(M1); Compressao da medula
espinal; Medula espinal; Camundongos Balb C.
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Abstract

ABSTRACT

Torelli AG. An experimental study with functional and immunohistochemical
assessments on the effect of monoganglioside GM1 and erythropoietin on spinal
cord contusion injury in BALB/c mice [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”, 2021.

After the initial spinal cord injury, cell necrosis follows, restricting initially to this
area. As metabolic and vascular events triggered by the initial injury are added to
this process, intact tissues suffer secondary, apoptotic injury. Thus, the area of
cell damage is extended and, consequently, the neurological and functional
impairment of these patients is aggravated. Therapeutic efforts in cases of spinal
cord injury have focused on reducing secondary injury and promoting axonal
regeneration. However, there are no pharmacological strategies with proven
benefit and clinical applicability in treating patients affected by spinal cord injuries.
Studies carried out from programmed spinal cord injury in animal models have
suggested that some drugs such as erythropoietin (EPO) and ganglioside GM1
demonstrated neuroprotective and neurotrophic effects when administered
immediately after the injury. This study aimed to evaluate these possible
functional and immunohistochemical effects of EPO and GM1, alone and in
combination. A model of spinal cord contusion injury was reproduced in BALB/c
mice to evaluate the performance of these drugs in a research model that offer
an ease handling, greater resistance, and lower cost. Thirty-two mice that
suffered spinal cord injury were randomly divided into four groups: GM1 group,
receiving standard ganglioside GM1 (30 mg/kg); EPO group, receiving
erythropoietin (1000 IU/kg); combination group, receiving both drugs; and control
group, receiving an injection of saline solution (0.9%). All animals were subjected
to experimental spinal cord injury using the NYU Impactor device and received
intraperitoneal treatment. The animals were evaluated according to the Basso
Mouse Scale (BMS) and Hindlimb Mouse Function Score (MFS). After
euthanasia, immunohistochemical analysis of the spinal cord tissue was
performed. The group with the best functional performance on both scales was
the GM1 group, and the combination group had intermediate functional
performance between the GM1 and the EPO group. The worst result was the
control group. Immunohistochemical analysis showed that the numbers and the
length of myelinated axons were significantly greater in the EPO group than in
any other intervention group (p < 0.01). This research showed that GM1 and
erythropoietin have therapeutic effects on axonal regeneration in mice subjected
to experimental spinal cord injury and administration of GM1 alone had the
highest scores on the BMS and MFS scales.

DESCRIPTORS: Erythropoietin; G(M1) ganglioside; Spinal cord compression;
Spinal cord; Mice; Mice, BALB C.
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Introducéo

1 INTRODUGAO

Resultante de acidentes ou de violéncia, a lesdo medular acomete, com
maior frequéncia, adultos jovens entre 20 e 40 anos de idade. Embora sua
incidéncia represente 23 casos novos por 1 milhdo de habitantes/ano ao redor
do mundo e a prevaléncia anual entre 220 e 285 mil casos'?, a morbidade e a
mortalidade associadas s&o altamente dispendiosas3®. Ademais, gastos para a
adaptacdo da residéncia e de automoveis, cuidados diarios e encargos
trabalhistas sao os principais componentes de despesas extras iniciais. Além do
impacto financeiro, constatam-se altas taxas de mortalidade entre os individuos
acometidos por lesdo medular ao compara-las com as taxas referentes a
populagdo geral®. Outro fator importante refere-se a debilitagdo e a perda de
funcao, pois quase metade dos casos atingem um comprometimento funcional
completo abaixo do nivel da lesdo medular.

No Brasil, a exata incidéncia do traumatismo raquimedular ndo é
conhecida. No entanto, estima-se que sejam constatados de 50 a 100 novos
casos ao ano por milhdao de habitantes, cerca de 11 mil novos casos ao ano®.

A perda funcional decorrente da lesdo medular é resultado de uma
atividade multifatorial continua que € melhor compreendida quando dividida em
dois momentos predominantes. Iniciada no epicentro da contusdo, o decesso
celular é ocasionado pela energia mecanica transferida ao tecido, promovendo
necrose’. Segue-se, apos a agressdo medular, a expansdo da lesdo para o
tecido nervoso adjascente previamente saudavel aumentando, dessa forma, a

area acometida, levando a intensificagao local da morte celular programada &°.
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A lesdo que se segue ao trauma inicial estda associada a alteragbes
biomoleculares que comegam imediatamente apds a contusdo. Alteragdes
metabdlicas profundas relacionadas a resposta inflamatéria, aos produtos
provenientes da degradacdo de moléculas de oxigénio e a via de ativagao do
acido araquidbénico levam a um aumento da concentragdo extracelular de
aminoacidos, edema e diminuigdo da irrigacdo sanguinea para a medula
espinhal’®-13,

A queda no aporte de oxigénio e de importantes substratos diminui a
disponibilidade no ambiente intracelular de adenosina de trifosfato (ATP), a
liberacdo de glutamato decorrente desse desequilibrio celular leva a edema e
apoptose celular 4.

Em seguida, o aumento do lactato e a redug¢ao do pH local, secundarios a
queda nos niveis de (ATP), provocam dilatagdo vascular e maior aporte
sanguineo, colaborando para criagdo moléculas reativas de oxigénio. Nesse
ambiente de desequilibrio homeostatico, os neurdnios sofrem uma ativacao de
proteases intracelulares com consequente peroxidacao lipidica, provocando um
aumento da morte celular. O acumulo dessas substancias acentua o processo
inflamatorio na substancia branca e a sua desmielinizagao™®.

Os esforgcos nas buscas por um tratamento eficiente da vitima de leséo
medular estdo concentrados em se obter uma diminuigdo da progressao da
lesdo neuroldgica para os tecidos circunjascentes ainda saudaveis e para a
tentativa de recuperagcédo dos axbnios na regido da lesdo. No entanto,
atualmente, ndo ha uma opg¢ao medicamentosa disponivel para uso na pratica
clinica diaria'®. Embora muitas instituicbes continuem a usar altas doses de

metilprednisolona no tratamento do trauma raquimedular, as publicacbes que
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suportavam essas medidas tém sido alvo de criticas quanto a qualidade e
metodologia empregada nesses estudos 68, H4 efeitos colaterais nessa terapia,
inclusive para o processo de regeneragdo neuronal'®?? e possiveis complicagdes
clinicas graves desencorajam o seu uso regular®.

Nos ultimos anos, inumeras publicagbes colocam o estrogénio e seus
agonistas?'-23 com potencial efeito terapéutico, bem como outras drogas como o
gangliosideo G(M1), a eritropoetina+25, 0 magnésio'® e o tacrolimus?.

O G(M1) mostrou seus beneficios em diversos estudos para o tratamento
de lesdes neurologicas secundarias decorrentes de acidentes vasculares
cerebrais, de neuropatia periférica associada ao diabetes e de doenga de
Parkinson?”-28, Suspeita-se que o G(M1) atue inibindo o edema celular através
da ativagcao de bombas ibnicas, promovendo dessa forma, um reequilibrio do
metabolismo celular®® e, principalmente, promovendo o aumento de fatores
protetores neurotréficos endégenos. Essa atuagao reduz a intensidade da lesao
celular secundaria apds o trauma medular, intensifica os mecanismos
adaptativos de plasticidade neural e promove as reconexdes entre os neurbnios
que podem resultar numa melhora funcional.

Ja a eritropoietina, uma glicoproteina produzida nos rins dos adultos, é
capaz de promover a protecdo celular em varios tecidos, incluindo o tecido
nervoso. De acordo com a literatura atual, os principais efeitos atribuidos a essa
glicoproteina sdo a promogéao do bloqueio de apoptose, a modulagao de eventos
na cascata inflamatéria, a promocado da protecdao e a otimizagao do reparo
microvascular e a regeneragao neuronal®>26,

A eritropoietina apresenta acdo neuroprotetora e vem sendo estudada no

tratamento do trauma raquimedulard’3%, Estudos imuno-histoquimicos
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identificaram tanto a eritropoietina quanto seus receptores no cérebro humano,
especialmente em tecidos em formagao. O mecanismo celular e molecular desse
efeito neuroprotetor ainda ndao € bem conhecido®.

Procura-se, ha muito, uma maneira de acelerar ou de potencializar o
processo natural de regeneragdo neuronal. Estudos biomoleculares recentes
abriram caminhos nessa busca ao identificar o papel do G(M1) e da eritropoietina
em modelos experimentais de regeneragdo nervosa, mas o numero de estudos
que comprovem seu potencial para a aplicagao clinica ainda € reduzido.

Nesse sentido, o presente estudo foi motivado pela possibilidade da
aplicacdo do G(M1) e da eritropoietina combinados no tratamento da lesao
medular em camundongos, pois a utilizagdo dessas substancias pode
representar um avango na qualidade da regeneragao nervosa.

Beneficios significativos podem ser obtidos com uma recuperagao
anatbmica minima, pois uma regeneracdo medular minima pode afetar
positivamente a rotina diaria do paciente lesado medular.

E necessario salientar a importancia dos modelos de experimentagdo nas
pesquisas relacionadas a lesdo provocada da medula espinhal para aprimorar
0 conhecimento dos processos fisiopatoldgicos primarios e
secundarios decorrentes do trauma raquimedular. Modelos desenvolvidos com
caes, gatos, macacos e ratos foram amplamente utilizados nas ultimas
décadas, sendo os modelos com ratos os mais frequentes3’-38,

Nas ultimas duas décadas, houve um grande numero de trabalhos
envolvendo experimentos em animais. A maioria utilizou modelos com ratos,

71%, ja 16% dos estudos utilizaram camundongos®.
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Os modelos de experimentagdo que utilizam camundongos mostram-se
mais vantajosos em comparagao a modelos que utilizam outros roedores. Eles
apresentam menores custos e maior facilidade de criagdo e manuseio®°. A esses
dois fatores, soma-se a existéncia de diversas linhagens de camundongos que
foram modificados geneticamente para atender uma necessidade especifica
dentro de determinada area de interesse académico. Por exemplo, algumas
linhagens de camundongos modificados geneticamente apresentam deficiéncia
nos mecanismos biomoleculares dentro da cascata de resposta inflamatoria.
Eventualmente, ao desenhar-se um estudo que compara a resposta ao trauma
medular entre esses camundongos modificados e camundongos sem
modificagdo, pode-se obter novas descobertas que aumentem a compreensao
do papel da resposta inflamatéria na regeneragdo medular. Estima-se que
existam, atualmente, mais de duas mil linhagens de camundongos modificadas

geneticamente*1-48.

1.1 OBJETIVO

Este estudo tem por objetivo avaliar o efeito funcional e imuno-histolégico
que o tratamento com G(M1) e com eritropoetina apresentam de forma isolada
e combinada como agentes neuroprotetores e neurotréficos na lesdo medular

contusa em camundongos Balb C.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Modelos de experimentos em lesdao da medula espinal: evolugao

histoérica

Os primeiros trabalhos documentados utilizando animais com o objetivo de
estudar a lesdo medular datam do fim do século XIX.

Em 1890, Schmaus’ (apud Yeo et al.*%, 1976) utilizou coelhos submetidos
a golpes contusos em coluna toracica com objetivo de analisar
macroscopicamente suas medulas. Em suas analises, o autor aponta a
identificacdo de cavitagdes intramedulares. No ano seguinte, Watson™ (apud
Yeo*?, 1976) tentou reproduzir em cées os resultados observados em coelhos
por Schmaus, mas ndo obteve sucesso.

De acordo com Dohrmann®? (1972), em 1897 e em 1898, Kirchgasser™ e
Scagliosi™™, respectivamente, reproduziram o método de Schmaus para les&o
de medula espinal em coelhos. No entanto, ndo houve identificagdo de
sangramento no interior da medula ou comprometimento estrutural da vértebra

associado ao trauma. Em seus trabalhos, Kirchgasser e Scagliosi descrevem,

* Schmaus H. Beitrége zur pathologischen anatomie der RiickenmarKserschiitterung. Arch Pathol Anat Physiol Klin Med.
1890;122(3):470-95.

** Watson BA. An experimental study of lesions arising from severe concussions. Zent.bl. Allg. Pathol. 1891;2:74.

“* Kirchgasser G. Experimentelle unteruchugen iiber riickenmarkserchiitterung. Deustsche Z Nervneh. 1897; 11:406-19.

“** Scagliosi G. Ueber die Gehirerschiitterung und die daraus im Gehirn und Riickenmark hervorgerufenen
histologischen Veranderungen. Virchows Arch Pathol Anat Physiol Klin Med. 1898; 152(3):487-525.
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porém, a degeneragao da substancia branca e dos axénios das porgdes mais
ventrais da medula espinhal.

Uma padronizagao de lesdo da medula espinhal passivel de reprodugao foi
descrita pela primeira vez por Allen®'(1911), cujo estudo foi realizado com caes.
Na realizagcao desse modelo, os canais vertebrais desses animais foram abertos
cirurgicamente, os sacos durais expostos e, por meio de queda de peso,
produzia-se uma contusdo. Esse sistema mostrou-se eficiente para produzir
lesao padronizada na medula espinal, controlando-se a massa e altura de queda
do peso com os resultados expressos em gramas multiplicados por centimetros
(g.cm).

O mesmo autor, em 1914, documentou uma relacao direta e proporcional
entre a magnitude da contusao medular e o pior progndstico funcional associada
a essa lesdo. Na avaliacdo microscoépica das medulas espinais que sofreram a
contusao, ele também observou edema e hemorragia intramedular no primeiro
quarto de hora apds a contusao e edema axonal tardio. A partir da observacao
de que a mielotomia apresenta impacto positivo na recuperagao funcional dos
animais do estudo, Allen? (1914) estabelece a hipétese de que o aumento da
pressao intramedular agravaria a isquemia ja presente em fungdo do edema e
hemorragia causada pela lesao inicial.

Ayer®3, em 1919, testou um modelo com inje¢do de parafina no espago
extradural que ndo se mostrou eficaz como método reprodutivel de lesao
medular.

Em trabalho publicado em 1923, Mcveigh>* descreveu um modelo de lesdo
medular em cées. Os animais foram submetidos a laminectomia entre a sétima

e oitava vertebra toracica e, posteriormente, suas medulas eram comprimidas
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pelo cirurgiao com seus proprios dedos. Por meio de analises histopatologicas,
observou-se edema medular presente dentro das primeiras 8 horas apos leséo
e piora progressiva até o segundo dia apés lesao. A partir da comparagao entre
esses achados e os estudos cadavéricos, o autor identificou semelhancgas
relacionadas, principalmente, aos fatores mecanicos associados a lesdo medular
e as alteragdes histologicas presentes. Dessa forma, foi estabelecida uma
correlagao entre as caracteristicas encontradas em modelos de experimentacao
de trauma medular e as alteragbes presentes em humanos com trauma
raquimedular, estimulando o aprofundamento do estudo da contusdo da medula
espinhal com a aplicagdo de modelos de experimentagdo em animais®.

O modelo estudado por Tarlov et al.5, em 1953, e Tarlov e Klinger®, em
1954, padronizou a lesdo medular em caes através da colocagao de um baldo
inflavel no espago extradural, o0 que promovia uma compressao gradual de seu
conteudo. Os autores estudaram o comprometimento e o reestabelecimento das
funcdes sensitivas e motoras desses animais e desenvolveram uma escala para
avaliagao dessas funcdes. Assim, foi possivel observar que a recuperagao
neuroldgica dos caes dependia da quantidade de tempo em que a medula ficou
submetida & compressao para gerar paralisia®®°.

Woodard e Freeman®’, em 1956, desenvolveram em cdes uma
padronizacao de lesdo medular por isquemia. Nessa publicacdo, os autores
seccionaram vasos sanguineos e raizes nervosas entre as sexta e nona
vértebras toracicas dos animais. Os cées foram sacrificados entre a primeira e a
quarta semanas apos lesdo. Na avaliagdo histolégica das medulas, foram
analisadas as caracteristicas presentes relacionadas a isquemia leve ou grave.

Nas duas situagoes, foram encontradas formacgao de cavitagcdes e diminuigao de
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neurdnios. De acordo com o0s autores, nos casos de isquemia grave,
especificamente, essas alteragdes apresentaram-se muito mais pronunciadas®’.

Ducker et al.5® (1971) realizaram um estudo randomizado, prospectivo
envolvendo macacos. Nesse estudo, os animais foram submetidos a
intensidades diferentes de trauma na medula espinhal, resultante do impacto de
um peso em queda sobre a medula. Foram combinandos pesos de diferentes
massas com diferentes alturas de queda. A resultante da multiplicacdo dessas
variaveis era dada em unidades de grama multiplicada pela altura em
centimetros (g.cm).

Inicialmente, os 32 macacos utilizados no estudo foram divididos em quatro
grupos em fungao da energia do trauma: 200 g.cm; 300 g.cm; 400 g.cm; 500
g.cm. Nesse agrupamento inicial, cada animal foi randomizado em subgrupos, a
saber, subaguda e aguda. Seis horas apos a lesao, seguia-se o sacrificio dos
animais do subgrupo aguda. J& com os animais do subgrupo subaguda, o
sacrificio era realizado de cinco a seis dias apds a lesédo. A analise microscopica
das medulas extraidas dos animais foi feita por pesquisadores cegos ao estudo.
As alteragdes histologicas foram graduadas em leve, moderada e grave.

No subgrupo subaguda, foram realizados testes neurolégicos motores e
classificados por uma escala criada pelos autores. Observou-se que o
comprometimento da medula espinhal estd diretamente relacionado a
intensidade do trauma, no entanto, as mudancas presentes na analise
histologica ndo correspondem aos achados clinicos. Os autores observaram,
também, que nas contusdes de menor intensidade houve recuperacao funcional
e modificacdes no tecido nervoso compativeis com um padrao centromedular;

nas contusdes com intensidades intermediarias houve paresia significante com
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acometimento da substancia branca e as lesdes de maior intensidade evoluiram
com paraplegia e acometimento de toda medula®®.

Ainda em 1971, Fairholm e Turnbull®® estudaram a microcirculagéo da
medula espinal apds lesdo causada por queda de peso. Os animais do
experimento, caes e coelhos, foram sacrificados em tempos variaveis apos a
lesdo (10 minutos e 14 dias). No processo de eutanasia, os animais receberam
solugdo coloidal de bario para contraste. Os achados mais significativos das
microangiografias estavam presentes nos animais sacrificados entre o sétimo e
décimo quarto dias que se seguiram a contusdo da medula. Durante a analise
da vascularizagao da regiao de interesse, foram definidas duas regides destintas
na medula espinhal: Setor 1 correspondente a regido posterocentral onde os
capilares perderam a capacidade de transporte do sangue; Setor 2 (area
contigua ao setor 1) onde ndo havia comprometimento vascular. Com esse
estudo, conclui-se que ha correlagao direta entre conservagao microvascular e
a regeneragao axonal®®.

Dohrmann et al.%° desenvolveram, em 1976, um aparelho para a producao
de lesdes experimentais da medula espinal padronizadas. O aparelho permitia a
monitorizagdo da velocidade de deformagdo medular no momento do trauma,
energia e impulso.

O desenvolvimento de aparelhos que padronizam a quantidade de energia
transferida @ medula produziu um grande ganho em termos de acuracia e
reprodutibilidade da lesdo. Assim, foi possivel estabelecer uma melhor
correlagdo entre trauma e grau de disfungdo neurolégica como também uma

melhor analise comparativa entre os diferentes métodos de tratamentos.
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Ainda em 1976, e com a participagdo de Panjabi e Wagner, Dohrmann®"
estudou a associagao da energia do trauma e alteragao funcional em 15 gatos
submetidos a lesdo medular espinal. Nesse experimento, foi utilizado seu
aparelho de queda de peso recém-desenvolvido e padronizado no estudo
anterior. Esses animais foram submetidos a laminectomia entre o nivel da quinta
e sexta vértebras toracicas. As cargas de trauma foram distribuidas da seguinte
forma entre os grupos: Grupo 1 - 5g e 80 cm; Grupo 2 - 10 g e 40 cm; Grupo 3 -
20ge20cm; Grupo4-40ge 10 cm; Grupo5-80ge 5cm.

Nos registros desse estudo observa-se que, apesar de uma unica carga de
400 g.cm ter sido aplicada, o grau de lesao diferiu entre os grupos, levando a
diferentes resultados funcionais. Assim, o estudo de Panjabi e Dohrmann conclui
que a quantidade de energia cinética a qual a medula é submetida influencia de
forma diretamente proporcional a gravidade da lesdo medular encontrada.

Rivlin e Tator®? desenvolveram, em 1977, uma nova metodologia para
avaliagao funcional em ratos. Para tanto, serviram-se de uma superficie plana e
com angulo de inclinacdo variavel, sobre a qual eram colocados os ratos.
Observava-se a maior inclinagcdo possivel, na qual os animais podiam ser
mantidos sem escorregar. Foram comparados um grupo controle, sem lesao
medular, e outro com sec¢gdo medular completa em nivel toracico. Os registros
apontam diferengas entre os dois grupos.

Em 1978, Balentine®® estudou ratos submetidos a trauma medular
padronizado. As anadlises das medulas foram realizadas em fungéo do tempo
apos a lesdo. Nesse experimento, observou-se o desenvolvimento de necrose

medular de forma continua, iniciando-se na substancia cinzenta e progredindo
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para a substancia branca. Houve suspeita de que a ruptura vascular levou ao
processo de necrose observado nas medulas estudadas.

De la Torre3%4 em 1981 e 1984, fez uma revisdo de estratégias de
pesquisa sobre lesdo da medula espinal. De acordo com o autor, na fase crénica,
principalmente em primatas, ha pouca regeneragao axonal e, quando presente,
decorre de brotamento axonal. Dessa forma, sugere-se que a utilizagdo de
fatores de crescimento ou mesmo tecido neural fetal poderiam promover
regeneragao da medula espinal lesada.

No ano de 1985, Gale et al.%> descreveram uma modificagido da escala,
desenvolvida por Tarlov, para avaliar a fungdo motora de ratos que sofreram
lesdo medular. De acordo com os autores, cada membro traseiro foi avaliado
separadamente e pontuado numa graduagao de zero a cinco pontos, na qual
zero corresponde a nenhum movimento e cinco corresponde a movimento
normal. Nesse estudo, também foram avaliados parametros sensitivos como
sensibilidade e temperatura.

Noble e Wrathall®, em 1987, concluem que a fixagdo da medula proxima
a area de laminectomia, ou seja, processos espinhosos proximais e caudais,
diminui a complacéncia da coluna vertebral e da caixa toracica. Dessa forma, é
possivel uniformizar o trauma, pois ha menor dissipagéo da energia na medida
em que ha diminui¢do do amortecimento provocado pelos movimentos da coluna
e da caixa toracica. Os autores concluem que essa técnica permite graduar a
intensidade da lesdo desejada em ratos. Concluem ainda que o modelo de lesao
em rato é apropriado para os estudos de lesdo medular espinal contusa.

Behrmann et al.%” apresentaram, em 1992, um aparelho que se propunha

a causar lesdo medular contusa em ratos. Nessa ocasido, compararam-se
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aspectos comportamentais da recuperagao motora entre um grupo que sofreu
lesdo medular contusa por queda de peso e outro que sofreu transec¢ao medular
completa. Os grupos também foram submetidos a analise histolégica. Esse
estudo demonstra recuperagcdo funcional em animais que sofreram trauma
contuso em comparacgao aos animais submetidos a sec¢gao medular.

Em 1992, Gruner® apresentou um aparelno com monitorizagdo de
parametros fisicos que permitia a uniformizagdo da quantidade de energia
envolvida na contusao experimental em medulas espinhais de ratos. A inovagao
desse aparelho esta relacionada a possibilidade de se obter medidas de
velocidade de impacto e quantificar a energia transferida a medula durante uma
contusao.

Basso et al.?®®, em 1995, publicaram uma adaptagdo da escala
desenvolvida por Tarlov e Klinger®® (1954). Conhecida por escala BBB (Basso,
Beattie, Bresnahan), essa modificagdo consiste em medida preditiva da
recuperacao motora, a partir da qual é possivel predizer o padrao de
modificagdes encontradas no epicentro da regido de contusdo da medula. Essa
escala apresenta reprodutibilidade entre examinadores.

No ano seguinte, Basso et al.”® (1996) padronizaram um modelo
experimental completo, utilizando o New York University Impactor (NYU-
Impactor), para provocar lesdo medular espinal em ratos e a escala BBB
padronizada para avaliacdo funcional. Assim, foi demonstrada a capacidade
desse sistema de gerar lesdes medulares graduadas, de forma consistente e
reprodutivel, e a alta sensibilidade para avaliar a fungdo motora de ratos

submetidos a contusdo medular da escala BBB.
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Ainda nesse estudo de Basso et al.”® (1996), aponta-se que a melhor
recuperacao motora esta diretamente relacionada a quantidade de tecido
preservado na area de contusdo medular.

No experimento chamado MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study) desenvolvido pelos responsaveis pela BBB, essa escala foi submetida a
testes de confiabilidade por meio da comparacdo de trés grupos de
observadores: um grupo composto por avaliadores experientes e treinados na
utilizagcdo da escala e outros dois grupos sem experiéncia prévia a utilizagao.
Nesse experimento, também foi comparada a confiabilidade individual e em
grupo dos examinadores. Os resultados do MASCIS indicam que a escala BBB
€ de facil aplicagdo mesmo para individuos inexperientes com a técnica. No
entanto, sua confiabilidade é maior quando utilizada por examinadores
experientes.

Em 1999, o modelo experimental NYU-Impactor foi padronizado no
Laboratorio de Estudos do Traumatismo Raquimedular e de Nervos (LETRAN)
por Rodrigues, com a publicagao de seu artigo sobre o estudo de lesdo medular
espinal em ratos Wistar. O autor seguiu a padronizagéo estabelecida pelo
MASCIS. Seus resultados confirmam a correlagéo entre a magnitude da lesdo e
energia envolvida no trauma. O autor confirma que é possivel obter lesées
medulares padronizadas em ratos Wistar aplicando-se esse modelo. No ano de
2010, a técnica foi consolidada em nosso meio com a publicagcdo dessa
padronizacao’’.

Metz et al.”?, no ano 2000, publicaram artigo relatando que modelos
animais sao amplamente utilizados em estudos sobre fisiopatologia e tratamento

para lesées medulares. Nesse artigo, os autores analisam se esses modelos
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apresentam correlagdo com o que € encontrado em lesdes similares em seres
humanos e se ha um paralelo entre os achados identificados em estudos de
modelos animais e aqueles encontrados em nossa espécie. Os dados obtidos
sugerem haver um paralelo entre os achados presentes em estudos com animais
e aqueles presentes em humanos. Dessa forma, os autores apresentam a
conclusao de que modelos de lesdo medulares utilizando ratos s&do adequados
para pesquisas relacionadas aos efeitos de potenciais tratamentos de lesao
medular, bem como para aprofundar o conhecimento da fisiopatologia dessas
lesdes com estudos funcionais e alteracées morfoldgicas.

Em 2011, Santos et al.”®> em trabalho realizado no LETRAN, padronizaram
0 modelo de lesdo da medula espinal e sua respectiva avaliagao funcional em
ratos da raga Wistar. Nesse estudo, foram utilizados 20 ratos divididos em quatro
grupos com niveis diferentes de energia de trauma transferido a medula
gerando, portanto, diferentes niveis de gravidade das lesdes da medula espinal
padronizadas pelo sistema MASCIS. Em todos os grupos que sofreram lesao,
utilizou-se peso de 10 g, mas com diferentes alturas de queda. No grupo 1, peso
a 12,5 mm de altura; no grupo 2, peso a 25 mm; no grupo 3, peso a 50 mm; no
grupo 4, os animais nao sofreram lesdo medular (controle). Esses animais foram
avaliados 48 horas apo6s a lesdo por meio da escala BBB, padronizada por
Basso, Bettie e Bresnahan. Concluiu-se que o modelo pode ser reproduzido em

nosso laboratoério.
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2.2 Estudos sobre irrigagao tecidual na lesao da medula espinal: evolugao

histoérica

Em 1975, um experimento envolvendo ovelhas com medulas espinais
lesadas foi realizado por Yeo et al.”*. Esse estudo, no qual se utilizou
microscopia € mielografia com contraste e com isétopos, define que os
mecanismos dinamicos relacionados a lesao tecidual envolvem a disfuncao da
microcirculagdo medular, com presenca de edema, extravasamento e congestao
intramedular. Os autores observaram, ainda, um padrdo semelhante de
recuperacao motora e sensitiva que sugere que o hipofluxo sanguineo e a baixa
oferta de oxigénio tecidual contribuem sobremaneira na fisiopatologia do deficit
neuroldgico que se segue ao trauma.

Balentine®® "5, em 1978, estudando ratos adultos Sprangue Dawley que
sofreram trauma contuso da medula espinhal em regido de coluna toracica baixa,
observou sob microscopia Optica e eletrbnica as mudangas nos vasos
sanguineos e o desenvolvimento de necrose tecidual em fungdo do tempo
decorrido apéds lesdo. Segundo o autor, foram observadas necrose fibrinoide e
rotura de vasos arteriais e venosos imediatamente apds o trauma. Ademais, uma
zona de necrose fusiforme surgiu dentro do intervalo de 8 a 24 horas apds o
trauma. Essas observacdes sao consistentes em necrose isquémica decorrente
do trauma medular contuso e secundarias, principalmente, a rotura de vasos
sanguineos maiores que ocorrem no momento do trauma.

Nesse mesmo ano, Rivlin e Tator’® (1978) estudaram o fluxo sanguineo

na medula espinal de 12 ratos albinos apds lesdo medular espinal experimental
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provocada por técnica de compressao extradural por clipagem. Essa técnica
provoca deficit funcional grave nos animais. Nos periodos de 15 minutos, 2 horas
e vinte e 4 horas apds a provocacao da lesdo medular, foram avaliados os fluxos
sanguineos na medula espinal através de técnica de autorradiografias com 14C-
antipirina. Com 15 minutos e 2 horas, tanto a substancia branca como a cinzenta
apresentaram fluxo sanguineo gravemente comprometido. Apds 24 horas, o
reestabelecimento do fluxo sanguineo foi minimo. O comprometimento da
perfusdo também foi observado a distancias consideraveis, tanto proximais
como distais ao ponto de lesao inicial da medula espinal. Esse estudo mostra
que o comprometimento do fluxo sanguineo apds trauma medular perdura por
pelo menos 24 horas.

Ainda em 1978, Ducker et al.””7® estudaram, inicialmente em cées, e
depois em macacos, a oxigenagao medular e irrigagdo sanguinea medular apos
a lesdo experimental que provocava paraplegia nesses animais. No primeiro
estudo envolvendo caes, os autores observaram uma diminuicdo de 15,2 para
6,1 ml/min/100g do fluxo sanguineo na regido central da medula entre o periodo
de 2 a 3 horas apds o trauma. Nesse mesmo periodo, os animais também
tiveram uma redugao importante nos niveis de oxigénio tecidual intramedular, a
saber, de 35-39 mm de Hg para 17-24 mm de Hg.

Ja no estudo envolvendo macacos, traumas medulares foram aplicados
com intensidades diferentes. Por técnica de depuracédo de Argdnio, foram
avaliados o fluxo sanguineo, oxigénio e diéxido de carbono teciduais e
monitorizagdo do potencial evocado somato-sensorial. Os autores observaram,
novamente, uma diminuigdo importante do fluxo sanguineo e dos niveis de

oxigénio tecidual na medula contundida considerando o periodo de 2 a 3 horas
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apos o trauma. Somente 8% dos animais mantiveram o potencial evocado
somato-sensorial preservado dentro de 5 minutos que se segue a lesdo. Para
Ducker et al. (1978), os dois estudos sugerem que os esforgos no tratamento
dessas lesGes devem se concentrar nesse periodo critico de poucas horas de
intervalo.

Tator e Rivlin’®, em 1978, reforcaram a importancia das alterages
microvasculares na medula na fisiopatologia do trauma medular e no prognéstico
dessas lesdes. Para os autores, o tratamento precoce na fase hiperaguda do
trauma é importante, pois diminui a lesdo secundaria decorrente da isquemia e
infarto da substancia branca e cinzenta, melhorando, dessa forma, o progndstico
funcional dos individuos acometidos por tais lesoes.

Lohse et al.”® (1980), ao investigarem o fluxo sanguineo em gatos,
produziram lesdo medular em nivel toracico. Foram aplicadas contusdes
medulares com intensidades variadas, uma baixa com valor de 100 g.cm e outra
alta com valor de 260 g.cm. O fluxo sanguineo foi avaliado antes da lesdo e
imediatamente apds. A metodologia de avaliacdo do fluxo sanguineo envolvia
técnica de analise de depuragcdo de moléculas de hidrogénio. Esteve
universalmente presente entre os grupos estudados um aumento de pressao
arterial e arritmias cardiacas. Foi observado um aumento no fluxo sanguineo, 6
horas apds o trauma, s6 no grupo em que foram aplicadas contusdes de alta
intensidade.

Nesse trabalho, os autores apontam que a lesdo isquémica da substancia
branca na fase aguda é responsavel pelo comprometimento neuroldgico

permanente associado ao trauma medular grave.
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Albin e White®, em 1987, realizaram estudo de levantamento
epidemioldgico, fisiopatoldgico e sobre terapias experimentais relacionadas a
lesdo medular. Somam-se a lesdo mecanica inicial provocada no momento do
trauma: a hemorragia, a diminuicao de perfusdo, o edema, a diminuicdo da

tensdo de oxigénio tecidual e a necrose tecidual.

2.3 Estudos experimentais sobre substancias terapéuticas

Na década de 1960, diversas substancias foram estudas para o tratamento
da lesdo medular espinal. Dentre elas estdo o estradiol, metilprednisolona,
gangliosideo, opioides, eritropeoetina e outras drogas com agao sobre o sistema
nervoso central.

Em 1969, Ducker e Hamit®' estudaram o uso de corticosteroides em
modelo padronizado de trauma contuso medular em caes. Esses animais foram
divididos em quatro grupos: um grupo controle; um grupo composto por animais
que receberam tratamento por hipotermia através irrigacdo do local da ferida
com solugao salina resfriada; um grupo composto por animais que receberam
tratamento com dexametasona intramuscular 3 horas apds a lesdo e
metilprednisolona nos 7 dias seguintes e um grupo composto por animais que
receberam uma unica dose de metilprednisolona intratecal. Os autores
observaram melhor desempenho neurolégico e funcional nos grupos que

receberam dexametasona e hipotermia com tratamento.
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Hansebout et al.82 (1975) estudaram hipotermia e corticosteroides. Os
autores provocaram lesao da medula espinal em caes através do uso de baldes
que comprimiam a medula por 1 hora.

Os caes foram divididos em cinco grupos: Grupo 1, que configurou o
controle e no qual os animais sofreram laminectomia; Grupo 2, no qual os
animais sofreram laminectomia e foram submetidos a sistema de troca de calor
a 37 graus (normotermia); Grupo 3, no qual os animais sofreram laminectomia e
lesdo medular; Grupo 4, no qual os animais sofreram laminectomia, lesao
medular e foram submetidos ao uso de corticosteroide e Grupo 5, no qual os
animais sofreram laminectomia, lesdo medular e foram submetidos a
resfriamento a 6 °C por 4 horas. Foi observado, pelos autores, que os grupos
que receberam tratamento apresentaram taxas de recuperagao
significativamente maiores quando comparado aos grupos sem tratamento
algum.

De la Torre?, também em 1975, realizou experimento de lesdo medular
contusa em cées. Nesse estudo, o tratamento consistiu na administragao de soro
fisiologico, manitol, dexametasona ou dimetil-sulfoxide. Tanto o soro fisioldgico
quanto o manitol ndo mostraram efeito positivo na recuperagéo neuroldgica. Ja
0s caes que receberam dexametasona ou dimetil-sulfoxide apresentaram
recuperacao parcial ou total das fungdes neurolégicas.

Kuchner e Hansebout?®, em 1976, realizaram outro estudo com lesdo
experimental medular espinal em caes. Na ocasido, as lesdes foram provocadas
por compressao através de baldo pressurizado a 160 mm de Hg no espago
epidural no nivel da décima terceira vértebra toracica. Esses animais foram

submetidos a tratamentos com dexametasona parenteral isolada, hipotermia ou
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associagao dos dois tratamentos. A hipotermia foi alcangada sem uso de
irrigagao continua e através da colocagao de uma miniatura de bolsa de troca de
calor no local da lesdo, mantendo a temperatura a 6 °C por 4 horas. Apds 7
semanas de seguimento, os caes submetidos a tratamento tanto com
dexametasona como com hipotermia local apresentaram capacidade para
deambulagdo, o que ndo ocorreu no grupo de caes que nao receberam
tratamento algum. O grupo que recebeu tratamento combinado apresentou
desempenho funcional fraco nas primeiras semanas apds o trauma, porém, ao
fim das 7 semanas, foi o grupo com melhor desempenho motor.

Em 1977, Yeo et al.8 estudaram o efeito da metilprednisolona sobre as
alteragdes patoldgicas associadas a necrose central presente na medula espinal
ap6s o trauma. Os autores estudaram metilprednisolona subaracnoidea,
Alfametilparatirosina e oxigénio hiperbarico. No grupo controle, encontraram
intensa deterioracéo central da substancia cinzenta, inclusive com formacéao de
cisto na porcao centromedular. Apesar dessas alteragdes descritas, todos os
animais desse grupo recuperaram algum grau de funcéo neurolégica. Pouco
impacto positivo foi encontrado no grupo tratado com metilprednisolona
subaracnoidea apresentando ao final achados muito similares aqueles
encontrados no grupo controle. A alfametilparatirosina apresentou melhor
desempenho em todos os desfechos analisados. Em funcéo da toxicidade dessa
droga em humanos, sua aplicagao clinica nao € possivel.

Nos 20 anos seguintes, foram publicados inumeros estudos experimentais
pesquisando a acdo da metilpednisolona na recuperagao funcional apés leséo
da medula espinal. Dentre esses estudos, citamos o publicado por Means et al.8¢

em 1981, no qual foi avaliada, em gatos, a agcdo desse medicamento na
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preservacao do tecido neural lesado no trauma contuso e a recuperagao clinica
desses animais. A lesdo medular foi provocada pela colocagao de peso de 170
g sobre a medula por 5 minutos. Os animais foram separados em um grupo que
recebeu metilprednisolona por 9 dias, tendo o inicio da aplicagdo do
medicamento 2 horas apds o trauma medular. O grupo controle sofreu a lesédo
medular e ndo recebeu tratamento medicamentoso algum. Apds 60 sessenta
dias, esses animais sofreram eutanasia e suas medulas foram retiradas e
preparadas para analise sob microscopia 6ptica. Foram observados parametros
morfométricos e porcentagem de area cavitaria e esses dados foram
comparados com as respectivas avaliagbes funcionais. Quanto maior a
cavitagao pior foi o desempenho nas avaliagbes funcionais. Esse trabalho traz
evidéncias de um potencial beneficio da aplicagao de metilprednisolona nesse
contexto.

Young e Flamm® (1982) estudaram diferentes doses de
metilprednisolona no tratamento da lesdo medular contusa. Em seu
experimento, aplicaram doses elevadas de  metilprednisolona nos
primeiros 45 minutos apods trauma. Observaram uma rapida reversao das
alteragbes isquémicas tipicamente vistas na fase aguda de trauma. O fluxo
sanguineo aumentou na substancia branca, apesar da hipotensédo sistémica
frequentemente presente em associacdo a aplicacao de altas doses desse
farmaco. Foi identificada uma recuperagdo de calcio ibnico no intersticio e,
também, da avaliagao eletrofisiologica.

Braughler e Hall® (1983) aplicaram doses diferentes em bolus
de metilprednisolona, variando de 7,5 a 60 mg/Kg, 30 minutos apos o
trauma medular espinal em gatos. Segundo os autores, houve um aumento

rapido de lactato e da taxa lactato/piruvato apds o trauma. O Lactato dobrou
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dentro de 5 minutos apoés o trauma, atingiu seu pico em 2 horas e
permaneceu significativamente alto por aproximadamente 8 horas. O piruvato,
por outro lado, caiu abruptamente na primeira hora apds o trauma e elevo-se
lentamente nas 8 horas subsequentes ao trauma. Tanto a elevagao do lactato,
quanto a queda do piruvato na primeira hora, foram completamente evitadas
pela administracdo endovenosa, de uma dose, de 30 mg/Kg de succinato
de metilprednisolona dentro de meia hora da ocorréncia do trauma. Esses
resultados sugerem, segundo os autores, que altas doses endovenosas
desses corticosteroides podem promover um melhor fluxo sanguineo ao
seguimento medular acometido e, consequentemente, diminuir a intensidade
da les&do medular secundaria.

Hall.?® (1992) testou diferentes doses de metilprednisolona em um estudo
cujos resultados apontam na direcao de que se a droga for administrada em
uma dose tao elevada quanto 30 mg/Kg imediatamente apds o trauma, ha
reducdo da isquemia medular pos-traumatica. Doses altas de
metilprednisolona dentro das primeiras 8 horas pods-trauma melhora a
recuperacao funcional de animais de experimentagdo como também de
pacientes.

Yoon et al.?® (1999), utilizando o modelo de lesdo medular NYU-Impactor,
estudaram o uso de metilprednisolona aplicada em alta dose (30 mg/Kg) dentro
de 10 minutos subsequentes ao trauma. A partir desse estudo, os
autores concluem que seu uso reduz de forma significativa a lesdo medular em
24 horas.

Em nosso meio, no Laboratério de Estudos do Traumatismo
Raquimedular e Nervos do IOTHCFMUSP (LETRAN), Marcon et al.*!

(2010) testaram a utilizagdo da metilprednisolona antes do trauma medular
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em ratos Wistar. Verificaram que, além de nado trazer beneficio, houve
complicacgdes relacionadas ao uso da droga.

Na década de 1990 iniciaram-se estudos envolvendo associacdo de
drogas. Constantini e Young®, em 1994, estudaram conjuntamente a agéo da
metilprednisolona e do monogangliosidio G(M1) em ratos submetidos a
contusdes medulares de diferentes gravidades. Os autores
observaram que a metilprednisolona em dose unica, administrada apos
o trauma, apresentou efeito benéfico ao  diminuir a gravidade
da leséo e previnir a hiponatremia desencadeada pelo trauma
medular. Quanto a acdo do G(M1) utilizado sem metilprednisolna
ndao foram evidenciados efeitos benéficos. A associacdo das duas
drogas, por sua vez, apresentou pior resultado comparado ao uso
isolado de ambas. Portanto, houve um efeito do G(M1) que
antagonizava a agao da metilprednisolona.

Em 2001, Taoka et al.?® identificaram que o mecanismo de ago pelo qual
a metilprednisolona reduz a gravidade da lesdao medular pds-traumatica é
através da inibicdo da peroxidacéo lipidica da membrana celular endotelial que
ocorre através da ativagao leucocitaria e ndo pela inibicdo da agao do fator de
necrose tumoral alfa. Assim, os autores apontam que a
metilprednisolona atenua a lesdo da medula espinhal bloqueando a
intensificagdo da permeabilidade do endotélio no local do trauma.

Em 2011, Souza et al.®%, a fim de estudar eficacia do G(M1), aplicaram
essa droga via intraperitoneal em um grupo de ratos Wistar e a compararam
com aplicagdo de soro fisioldgico pela mesma via em outro grupo de animais
dessa mesma espécie. As aplicagdbes foram feitas logo apds a

lesdo medular experimental produzidas, seguindo-se o protocolo
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internacional MASCIS, com o sistema NYU-Impactor. A conclusdo dos autores
foi de que a aplicagdo de G(M1) intraperitoneal ndo apresentou resultados
promissores apods contusao medular experimental.

Na década de 1990 foram publicadas algumas revisées que levantaram o
que havia de pesquisas sobre drogas e substédncias endogenas para
tratamento da lesdo medular aguda.

Nockels e Young® (1992) relataram que, na fase tardia, a mielina
provoca uma redugdo na capacidade de regeneragdo axonal, e que ao se
bloquear esses fatores haveria maior regeneracdo na medula espinal. Em
1996, Schwab e Bartholdi®® fizeram um levantamento dos conhecimentos
existentes até aquele momento, que foram obtidos através de estudos
experimentais sobre trauma medular. Nesse levantamento, foi salientada a
importancia de se minimizar o dano secundario aliado a uma otimizagdo do
uso das sinapses remanescentes, incremento da plasticidade neural e
regeneragao axonal como importantes objetos de investigacdo em pesquisas
futuras.

Gebrin et al.%”, em 1997, identificaram atividade do G(M1) que favorecia
uma maior preservagdo funcional de arcos reflexos envolvendo a bexiga,
intestino e sexual em pacientes com deficits crénicos do sistema nervoso
central. Mesmo que um numero reduzido de axdnios se mantivesse integros,
eles eram capazes de preservar parte da fungao neurologica.

Kao et al.?® (2006) demonstraram que os receptores de serotonina,
quando estimulados, podem melhorar a capacidade de sustentacdo de
peso dos membros posteriores em ratos lesados medulares.

Gerin et al.?° (2010) sugeriram que a ativagao de vias serotoninérgicas na

porcao anterior da medula espinal teria participagao na recuperacao da fungao
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motora apds lesdo medular em ratos. Nesse experimento foi implantado um
probe de microdialise, na porgao ventral da medula em ratos com lesao
medular incompleta, para avaliar a evolugao da ativacdo dessa via fazendo um
paralelo com a recuperagao motora identificada em teste funcional. Nesse
mesmo ano, Hayashi et al.'® (2010) verificaram, em ratos, que a ativagao
seletiva dos receptores serotoninérgicos nao € efetiva nas lesdes
incompletas. Porém, o precursor da serotonina 5-hidroxitriptofano tem
sucesso na melhora da fungdo motora em ratos com leséo leve a moderada.

Em 2013, Cristante et al.’"®", em um estudo com ratos Wistar submetidos
a lesdo da medula espinal padronizada utilizando-se o NYU-Impactor,
administraram antidepressivo fluoxetina associado a treinamento motor. Os
autores dividiram os animais em quatro grupos: grupo 1- os animais foram
submetidos a lesdo medular padronizada e a um programa de treino de
marcha; grupo 2- lesdo medular associada a fluoxetina intraperitoneal; grupo
3- lesdo medular, fluoxetina intraperitoneal e treino de marcha; grupo 4-
somente lesdo medular sem qualquer tratamento. Foi observado no estudo
que o treinamento em esteira leva a melhora do desempenho motor assim
como da avaliagao eletrofisioldgica. A combinagédo de treinamento de marcha
e uso de fluoxetina apresentou melhores resultados do que aqueles obtidos
com os tratamentos isoladamente.

Miyake et al.'%2, em 1977, ao analisar a urina de pacientes com anemia
isolou a eritropoietina, uma glicoproteina que controla a hematopoiese. Essa
citocina atua diretamente na medula 6ssea sobre a células precursoras de
eritrocitos desempenhando papel fundamental na producdo dessas células.
Uma vez identificada a sequéncia de aminoacidos que a compunha foi possivel

clonar os genes envolvidos em sua sintese. Lin et al.’®® (1985) obtiveram
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sucesso na clonagem do gene da eritropoetina humana e a partir desse
momento seu uso terapéutico foi difundido.

Muitos estudos experimentais testaram o wuso da Eritropoetina
recombinante (EPO-rh) e seu efeito protetor do sistema nervoso central. Ha
grande interesse em sua acgao sobre a medula espinal e consequentemente ha
inumeros estudos investigando sua acdo sobre a medula em modelos
experimentais de trauma medular. Brines et al.'% (2000) identificaram grande
quantidade de receptores de eritropoetina (EPO-r) em capilares cerebrais, o que
forneceria, provavelmente, permeabilidade para circulagdo de EPO no interior
cérebro vencendo dessa forma, a barreira hematoencefalica.

Gorio et al.'% (2002) avaliaram dois modelos de tratamento em roedores.
No primeiro modelo, os animais foram submetidos a compressao medular por
grampo de aneurisma ao nivel da terceira vertebra toracica. Imediatamente apos
a liberagao do grampo, um grupo de animais recebeu EPO-rh na dose de 1000
Ul por Kg de peso corporal intraperitoneal e o outro grupo apenas solugao salina.
No grupo que recebeu eritopoetina, os animais apresentaram recuperacgao
funcional parcial dentro de 12 horas e quase completa dentro de 28 dias. No
entanto, o grupo de animais que receberam apenas solugao salina apresentaram
apenas uma recuperagao modesta. No segundo modelo utilizado, a
administracdo de EPO-rh foi na dose de 5000 ui por Kg de peso corporal
intraperitoneal 1 hora apds a lesdo causada por compressédo por grampo 50%
mais intensa do que no primeiro modelo. Nesse segundo modelo, também houve
recuperacao funcional superior do grupo que recebeu EPO-rh em comparagao
ao grupo que recebeu apenas solugao salina. No grupo submetido ao trauma

contuso grave, a resposta inflamatéria tardia também foi atenuada pela utilizagao
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de EPO-rh. Esses achados sugerem que a EPO-rh proporciona melhor

recuperagcao precoce da fungdo medular, como também apresenta funcgao
neuroprotetora, antinflamatdérias e estabilizadora de membrana celular.

Celik et al.’° (2002) provocaram lesdo isquémica da medula por 20
minutos em animais de experimentagcdo e em seguida administraram EPO via
endovenosa em diferentes doses, tendo o grupo controle recebebido apenas
soro fisioldgico logo apds a liberagdo da oclusdo arterial. Tanto parametros
funcionais como histolégicos apresentaram melhor desempenho no grupo que
recebeu EPO-rh em comparagao aqueles que receberam solugao salina.

Nagai et al.’®” (2001) investigaram em estudo a interferéncia que as
citocinas pro-inflamatdria tém sobre a expressao de receptores da eritropoietina
em células do sistema nervoso central humano. Os resultados sugeriram que as
citocinas proé-inflamatérias participam da regulagao da expressao de receptores
dessa glicoproteina em neurénios humanos, astrécitos e micréglia.

Kaptanoglu et al.'% (2004), ao estudar ratos que foram submetidos a
trauma raquimedular padronizado, separados em sete grupos, aplicaram em trés
desses grupos diferentes doses Unicas intraperitoneais de eritropoietina (100
Ul/kg, 1000 Ul/kg e 5000 Ul/kg) imediatamente apdés a lesdo, um com
metilprednisolona, um somente com laminectomia, outro com laminectomia e
trauma e um ultimo grupo recebeu albumina. Na analise da ultraestrutura
visualizada através da microscopia eletrbnica, observou-se que a EPO, nas
dosagens de 1000 Ul/kg e 5000 Ul/kg, inibia de forma mais eficaz a peroxidagao
lipidica quando comparada a inibicdo provocada pela metilprednisolona. A
dosagem de eritropoietina com melhor desempenho no estudo foi a de 5000

Ul/kg.
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Arishima et al.’® (2006) investigaram o efeito antiapoptotico da
eritropoietina no trauma medular em ratos. Os animais foram submetidos a leséo
medular contusa padronizada e entao receberam eritropoietina intraperitoneal.
Em Avaliagdo histolégica e imuno-histoquimica, os autores utilizaram
marcadores caspase-3 e de células ativas entre 6 horas e 7 dias apés a lesao.
Concluiu-se que a atividade molecular da eritropoietina promove uma redugao
importante de apoptose dos axénios e oligodendrocitos no intervalo de 1 semana
apods a lesédo. Além disso, promove intensa redugao do numero de caspase-3 de
células imunorreativas por via intramedular.

Cerri et al.’? (2012) demonstraram em ratos que a administragcdo aguda
de eritropoietina humana recombinante (EPO-rh), apés uma lesdao medular
contusa, melhora a recuperacao da fungdo motora do membro posterior, medida
através da escala BBB (Basso, Beattie, Bresnahan) locomotora. Essa escala
avalia a atividade locomotora global, sem testar se a recuperagdo motora
induzida por EPO-rh é devida a uma recuperacéo paralela de vias sensoriais
e/ou motoras. O objetivo desse estudo foi utilizar um teste eletrofisiolégico para
avaliar a transmissdo de ambas as vias ascendente e descendente através do
cordao lesionadoem 2, 5, 7, 11 e 30 dias apds a lesdo, em animais tratados com
EPO-rh e com solucdo salina. Potenciais motores evocados por estimulacéo
cortical foram registrados na medula espinhal, e os potenciais sensoriais
evocados por estimulagdo espinhal foram registrados no nivel cortical. Em
animais tratados com EPO-rh, os resultados mostram uma melhora geral, tanto
na transmissao sensorial quanto na motora, através de vias espinhais poupadas,
supostamente via sistema reticuloespinhal, em relagdo aos controles com

solugdo salina. No geral, essas caracteristicas sdo concomitantes as mudangas
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observadas no escore BBB, sugerindo que as vias neurais da medula espinhal
poupadas pela EPO podem contribuir para uma melhor transmisséo do impulso,

que, por sua vez, pode ser responsavel pela recuperagao da fungao locomotora.

2.4 Métodos de avaliagdo da lesdo medular experimental: evolugao

histoérica

Tarlov et al.555¢, em 1953 e 1954, publicaram estudo no qual provocavam
lesdo medular em caes por compressao com baldo intracanal em nivel toracico.
Os autores também desenvolveram um método de avaliagao funcional desses
animais. Esse trabalho mostra um dos primeiros esforgos para padronizagao da
lesdo medular e dos métodos de avaliagdo funcional dos animais de
experimentacao e é considerado um dos precursores de inumeros estudos sobre
esse tema que surgiram nos anos seguintes.

Rivlin e Tator®?, em 1977, desenvolveram um método de avaliagdo da
funcdo motora em ratos. O método desenvolvido por eles utilizava uma rampa
com inclinagao ajustavel, na qual os animais eram colocados e avaliados quanto
a capacidade de permanecerem sobre a rampa sem escorregar. Os autores
observaram diferengas consistentes entre os ratos sem lesdao medular e aqueles
que sofreram lesdo experimental.

Em 1983, Blight'"" descreveu um método que avaliava a quantidade de

axbénios mielinizados no epicentro da lesdo medular experimental em felinos.
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Gale et al.%5 (1985) desenvolveram um protocolo para avaliagdo do
comprometimento funcional de ratos submetidos a lesdo medular contusa. Esse
protocolo, apesar de simples, exige curto periodo de treinamento do avaliador e
combina varios testes, nos quais o principal componente da avaliagdo € a escala
motora. Os animais séo observados em campo aberto, sendo que cada membro
traseiro é observado individualmente e pontuados conforme seu grau de
movimentacdo em uma escala graduada de zero (sem movimento) a cinco
(caminhada normal). As escalas de avaliagdo funcional utilizadas atualmente
seguem o0 mesmo principio e ndo deixam de ser um aprimoramento das escalas
predecessoras.

Noble e Wrathall'12 (1989) estudaram o desenvolvimento de alteragdes
histopatoldgicas e deficits funcionais e os avaliaram quantitativamente apés
lesdes contusas leves, moderadas e graves da medula espinal em ratos. A area
da secgao transversal da medula espinal na regido da contusdo, onde se
encontra o dano tecidual maximo, e as areas de hemorragia, de substancia
cinzenta e de substancia branca remanescentes foram determinadas de 15 min
a 8 semanas apos a lesdao. De 24 h a 8 semanas apds a lesdo, os deficits
funcionais foram quantificados usando um escore comportamental combinado
que é baseado nos resultados de varios testes comportamentais funcionais.
Uma analise estatistica de regressao foi usada para examinar as correlagdes
entre a quantidade de substancia branca residual na medula, a gravidade do
impacto contuso e o deficit funcional ao longo do tempo apds a leséo.

Nesse estudo, os autores apontam a observacdo de uma correlagao
significativa entre a quantidade de substéncia branca residual e o grau de leséo

inicial em 24 horas apos a lesao e em todos os momentos subsequentes.
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Basso et al.%%, em 1995, publicaram um estudo com o objetivo de
desenvolver uma escala de avaliagdo locomotora eficiente, abrangente e
inequivoca com o objetivo de padronizar as medidas de desfecho locomotor em
laboratérios. Os autores submeteram ratos adultos (n=85) a contusdo medular
no nivel de T7-9 por queda de peso. O comportamento locomotor dos animais
foi avaliado antes da les&o, no primeiro ou no segundo dia de pds-operatério e,
em seguida, por até 10 semanas. Categorias e atributos de pontuagcao foram
identificados, operacionalmente definidos e classificados com base na
sequéncia observada de padrdes de recuperacao locomotora. Essas categorias
formaram a escala locomotora de Basso, Beattie, Bresnahan (BBB).

Os dados obtidos por Basso et al.®? (1995) evidenciam que a escala BBB
€ capaz de prever o padrao de recuperagao da motricidade e diferenciar o
comportamento do animal diante de diferentes padroes de lesdo. Com ela é
possivel, também, inferir as modificacbes anatdbmicas encontradas na regiao
central da area de lesdo medular. Testes de confiabilidade entre observadores
indicam que os examinadores com experiéncia em testes comportamentais
podem aplicar a escala de forma consistente e obter resultados semelhantes. A
escala de avaliagdo motora (BBB) oferece aos pesquisadores uma medida mais
discriminativa do resultado comportamental para avaliar os tratamentos apds a
lesdo medular.

Os mesmos autores, em 1996, desenvolveram um aparelho que realizava
lesdo medular contusa em ratos de forma padronizada, conhecido por "NYU-
Impactor"’?. Os autores também consideraram o teste BBB como o mais sensivel
para avaliar a funcdo locomotora em ratos que sofreram lesdao medular. Os

resultados indicam que a escala é facilmente aplicavel mesmo por observadores
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pouco experientes e que se aproximam dos resultados obtidos nas avaliagdes
realizadas por equipes experientes. A experiéncia melhora a consisténcia das
pontuacdes da equipe.

Vialle et al.''3 (1999) aplicaram, em um estudo experimental com ratos, o
protocolo de lesdo medular utilizando o aparelho desenvolvido por Basso et al.”®
(1996). O objetivo do estudo foi analisar as laminas histolégicas das medulas
contundidas dos animais, coloridas com hematoxilina-eosina. Os animais
sofreram eutanasia em diferentes momentos apds a lesdo. A partir dos
resultados obtidos, os autores fazem observagdes: os ratos sacrificados apos 6
horas da lesdo apresentavam diminuicdo do volume dos neurdnios; os ratos
sacrificados com 1 dia apds a lesdo apresentavam queda do numero de
neurdnios e presenca incipiente de vacuolos intramedulares; apds 2 dias da
lesao, os ratos apresentavam importante comprometimento neuronal e presencga
abundante de vacuolos.

Em 2011, Santos et al.”® padronizaram um modelo de lesdo medular e
avaliagao em ratos que atualmente é utilizado em nosso laboratério LETRAN.
Nesse modelo, os animais séo divididos em quatro grupos com 5 ratos Wistar
em cada. Excetuando-se o grupo controle, todos os demais animais recebem
diferentes energias de trauma medular através da variagdo da altura inicial do
peso de 10 gramas utilizado para contundir a medula, segundo padronizagao
desenvolvida pelo MASCIS. Assim, configura-se: Grupo 1 - les&o leve (12,5 mm);
Grupo 2 - lesdo moderada (25 mm); Grupo 3 - lesdo grave (50 mm); Grupo 4 -
grupo controle (ndo sofreram lesdo). Apds a lesao, a fungdo motora é avaliada
segundo escala proposta por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) dentro das 48

horas que se seguem a lesao.
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De acordo com esses resultados, a padronizacdo de lesdo medular e o
sistema de avaliagao funcional adotados nos estudos podem ser reproduzidos.
A partir da realizagdo desse estudo, o protocolo que inclui lesdo medular
padronizada e avaliagdo funcional passou a ser adotado em todos os estudos

realizados em nosso laboratério.

2.5 Estudos sobre lesao medular experimental em camundongos

Kuhn e Wrathall*!, em trabalho publicado em 1998, advogam a favor da
utilizagdo de camundongos em estudos experimentais para lesdo da medula
espinal. A partir dos resultados de seus estudos, os autores reforcam as
vantagens da utilizacdo de animais transgénicos.

Servindo-se de um modelo que utilizou queda de pesos com massas e
alturas distintas, Kuhn e Wrathall estudaram as alteragdes histoldgicas
provocadas na medula desses animais por diferentes energias de traumas como
também avaliaram o seu desempenho funcional. Os autores observaram que a
area de tecido medular lesado é proporcional ao trauma transferido.

Farooque'' descreveu, em 2000, uma escala de avaliagdo funcional para
camundongos, intitulada "MFS" (Hindlimb Motor Function Scale). Essa escala foi
posteriormente aprimorada por Isaksson et al.''%(2000). Nesse experimento, os
camundongos foram submetidos a lesdo da medula espinal por compressao com
intensidades entre leve, moderada e grave. Os resultados demonstram que ha

uma correlagao direta entre a gravidade da leséo e os resultados obtidos na
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analise funcional pela escala MFS e da quantidade de lesao tecidual observada
em analise histologica. Nesse estudo, os autores concluem que o modelo é
reprodutivel e que a intensidade da compressao tem correlagdo direta com o
dano neuroldgico. A escala de avaliagdo proposta é eficaz para a avaliagao
funcional em experimentagdo com camundongos.

Jakeman et al.'"® (2000) adaptaram um modelo de lesdo medular
experimental em ratos para aplicagdo em camundongos. Nesse estudo, a lesédo
foi provocada por contusdo medular padronizada na medula espinal de
camundongos com dispositivo de impulso eletromagnético da haste. Para
avaliagdo do desfecho funcional, foi utilizada a escala de Tarlov e Klinger>®
(1954). Observou-se que havia uma correlagao entre energia transferida a
medula no momento do trauma e a avaliagao funcional. Dos parametros
analisados para inferir a quantidade de energia transferida, o apice de forga de
contusdo, a energia transferida ao tecido durante 0 momento de contato e o
impulso estavam diretamente relacionados a pontuagao da avaliagdo funcional
ja no primeiro dia apdés a lesdo medular. Com 4 semanas apos a lesao, as
variaveis que apresentavam maior correlagdo com o desfecho funcional foram o
apice e impulso de movimento do cilindro de impacto. As mensuracdes dessas
variaveis apresentaram alta sensibilidade. A sua utilizagdo em camundongos
oferece a vantagem experimental de permitir a op¢ao por animais geneticamente
modificados quando essa caracteristica se mostrar vantajosa para determinado
desenho de estudo.

Seki et al.*3 (2003) compararam camundongos transgénicos que foram
submetidos aa lesdo medular contusa experimental. Todos os animais

apresentavam mutagdo com expressao do gene bcl-2, que previne apoptose
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celular. Os camundongos transgénicos apresentaram melhor recuperagao
motora e menor comprometimento tecidual na analise histopatologica e,
portanto, a expressao aumentada do gene bcl-2 poderia ter aplicabilidade no
tratamento da lesédo da medula espinal.

Sroga et al."7 (2003) utilizaram ratos e camundongos submetidos a trauma
medular experimental com a intengdo de comparar as respostas inflamatérias
em cada espécie. Diferengcas substanciais foram encontradas entre elas. Em
analise histologica, constatou-se a presencga de cavitagbes na medula de ratos
apds o trauma, enquanto nas medulas analisadas dos camundongos houve
formacao de tecido conectivo denso no local da contusdo. Na analise imuno-
histoquimica, observou-se uma similaridade quanto a resposta da microglia e de
macrofagos, enquanto a resposta linfocitica e de células dendriticas eram
claramente distintas. Em ratos, a migracao de linfécitos T para area de lesao
ocorre na fase inicial do processo inflamatério, entre o terceiro e o sétimo dia, e
em camundongos a migragao ocorre tardiamente, em torno do décimo quarto
dia. Em camundongos, ocorre migragao predominante de um tipo celular que se
assemelha a fibrocitos e n&o a células dendriticas, como ocorre em ratos. A partir
da analise dos resultados, os autores concluem que o processo de cicatrizacao
entre ratos e camundongos é distinto.

Sheng et al.'® (2004) descreveram um modelo de lesdo da medula espinal
em camundongos através da colocagao de microtubulo de silicone com 1,5 mm
de didmetro no espago subaracnoideo. Os camundongos C57BIl/6J foram
separados em quatro grupos de até oito animais e submetidos a lesdo medular
experimental através da colocacdo e manutencdo de um tubo de silicone no

espaco epidural, provocando compressao da medula espinal por periodos
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distintos em cada grupo experimental. Conforme a divisdo, os autores
apresentaram: Grupo 1 - 1 minuto; grupo 2 - 30 minutos; grupo 3 - 60 minutos e
grupo 4 - 120 minutos. Transcorrido o tempo programado, o tubo era retirado de
forma percutdnea através de um fio guia. Os animais foram submetidos a
avaliagao funcional motora por meio da escala BBB, marcha em barra cilindrica
e apreensao em tela metalica. Foi realizada, ainda, uma analise histoldgica por
coloragao hematoxilina-eosina ao nivel da lesdao em todos os animais. Os
autores, de acordo com seus resultados, apontam que a piora funcional
observada nos trés testes e o aumento da area cicatricial identificada no estudo
histolégico estavam diretamente relacionados ao tempo de compressao. Como
esperado, quanto maior o tempo de compressao medular, maior a area cicatricial
na medula e pior o desempenho dos animais nas escalas de avaliagao funcional.

Farooque et al.’® (2006) analisaram a influéncia do género sexual em um
experimento com lesdo medular padronizada em camundongos C57BI/6. Os
animais foram divididos em grupos compostos pelo sexo masculino e pelo sexo
feminino e submetidos a lesdo medular experimental. Com 2 semanas de
evolugao apds o trauma, os animais eram submetidos a avaliagao funcional pela
escala BBB, em seguida sacrificados e a medula contundida era preparada para
analise histologica. Foi notado um desempenho funcional superior entre as
fémeas, estatisticamente significativo, quando comparado aos machos na
mesma condicdo. Na analise histoldgica, evidenciou-se menor hemorragia e
sinais inflamatérios nas fémeas. Os autores concluiram que animais de sexos
diferentes apresentam resposta inflamatdria, bem como desempenho funcional

diferentes entre si. Nesse sentido, apresentam a hipotese de que hormdnios,
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como o estréogeno por exemplo, podem apresentar papel neuroprotetor e
interferir na resposta inflamatéria pés-trauma medular.

Basso et al.’° (2006) desenvolveram a BMS (Basso Mouse Scale). Trata-
se de uma escala de avaliagdo do desempenho funcional de camundongos
submetidos ao trauma medular contuso experimental. E uma adaptacdo da
escala BBB desenvolvida para ratos, ja citada anteriormente neste texto. Os
autores testaram diferentes linhagens de camundongos, submetendo-os a
diferentes graus de lesdo medular contusional ou transec¢ao medular em nivel
toracico. A partir da comparacédo entre as escalas BBB e BMS, os autores
apontam que a escala BMS apresenta menor variabilidade intra e entre
observadores, em comparagao com a escala BBB, e é capaz de demonstrar uma
correlagao correta e diretamente proporcional entre o grau de comprometimento
medular no local da lesao e os achados na avaliagdo comportamental.

Li et al.’?' (2006) aplicaram um modelo de lesédo medular em camundongos
com o objetivo de comparar as diferentes escalas existentes. Os autores
compararam a escala BBB, uma modificagdo dessa escala a (mBBB), a BMS e
o teste de marcha em plano inclinado. Segundo os autores, a escala (mBBB)
apresentou menor variabilidade interobservador quando comparada as demais,
além de correlacionar melhor a intensidade/gravidade da contusdo aos dados
obtidos na anadlise histoldgica.

Pitzer et al.*® (2010) estudaram a ag&o do fator estimulador de col6nias de
granulécitos (G-CSF ou Granulocyte-colony stimulating factor) no trauma
medular contuso em camundongos. O G-CSF mostrou, em estudos anteriores,
sua acao neuroprotetora e estimuladora de crescimento neural tanto in vitro

como in vivo. Nesse estudo, os autores utilizaram camundongos selvagens e
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transgénicos que apresentavam expressdao aumentada de G-CSF no sistema
nervoso central. Apds lesdao medular experimental padronizada, os
camundongos selvagens receberam G-CSF e foram comparados com os
camundongos transgénicos e com grupo controle sem lesdo. Os autores
observaram que o receptor de G-CSF sofreu regulagcédo apos a lesdo da medula
espinal e que o G-CSF diminuiu, significativamente, a apoptose celular no
modelo experimental. O tratamento com G-CSF ocasionou um melhor
desempenho funcional em ambos os grupos. Dessa forma, aponta-se que o G-
CSF reduz morte celular.

Kim et al.’?2 (2010) estudaram camundongos C578L/6 fémeas. Esses
animais foram divididos em cinco grupos. Em quatro desses grupos, os animais
foram submetidos a lesdo medular e um grupo controle que sofreu laminectomia
sem lesdo. Todos os animais foram submetidos a ressonancia magnética dentro
de 3 horas apds a lesdo. Todos os animais foram submetidos a avaliacéo
funcional seriada nas 2 semanas seguintes. Aplicou-se a escala BMS. Apds
sofrerem eutanasia, as medulas lesadas foram preparadas para analise
histolégica. Os autores observaram forte correlagao entre os achados presentes
na ressonancia magnética aqueles encontrados na anadlise histologica e
avaliagao motora. Assim, os autores concluiram que os achados presentes na
ressonancia magnética podem aumentar a capacidade de entendimento da
lesdo medular e sua fisiopatologia e apresentam potencial de interferir na
decisdo terapéutica, como também prognosticar a recuperagdo da fungao
motora.

Sato et al.*” (2012) compararam as respectivas respostas ao trauma

medular por transec¢ao completa da medula ao nivel toracico. Para tal, os
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autores utilizaram camundongos transgénicos com supressao de interleucina-1
e camundongos selvagens. No seguimento apds a lesdo, os animais foram
acompanhados com testes funcionais motores por 14 dias. Os autores
observaram que os camundongos transgénicos tiveram desempenho funcional
significativamente superior aqueles encontrados nos camundongos selvagens.
Uma das respostas encontradas para justificar essa diferenca seria que a
inibicdo da interleucina-1 diminui a inflamag¢ao da medula espinhal.

Kubota et al.*¢ (2012) também compararam camundongos transgénicos a
camundongos selvagens. A linhagem transgénica escolhida pelos autores
apresentava supressao da expressao de mieloperoxidase. Atribuiu-se a
mieloperoxidase a produgcdo de um metabdlito oxidativo neurotdxico, o acido
hipocloroso. O objetivo foi avaliar o papel da mieloperoxidase na resposta
inflamatdria que se segue ao trauma medular em camundongos. Apds sofrerem
lesdo medular contusa, esses dois grupos de animais foram seguidos com
avaliagdes funcionais seriadas conhecidas como escala de locomogédo motora
em campo aberto. Os autores identificaram nos locais das lesbes medulares
maior producdo de acido hipocloroso nos animais selvagens, quando
comparados aos transgénicos. Também observaram maior lesdo tecidual e pior
desempenho funcional nesse grupo. Desse estudo, os autores concluiram que o
acido hipocloroso acentua a lesao tecidual secundaria que se segue ao trauma
medular inicial.

Forgione et al.'? (2017) reforcam a importancia dos modelos
experimentais de lesdo medular em animais para o entendimento da
fisiopatologia e para aplicagédo de testes terapéuticos antes de ensaios clinicos

em humanos. Em seu modelo experimental, a lesdo medular foi provocada por
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compressao com clipe vascular no nivel cervical (C6-7). Os animais foram
divididos em dois grupos. Um grupo submetido a lesdo medular e um grupo
controle submetido apenas a laminectomia. Os desfechos analisados foram
fungcdo motora apds a lesao utilizando as escalas BMS, "CatWalk” e analise
histolégica do local da lesdo medular. Os autores observaram uma recuperagao
parcial da fungcdo motora em ambos os testes e acentuagdo da resposta
inflamatdria presente no estudo histolégico. Esse modelo experimental mostrou-
se viavel para estudar lesdes cervicais em camundongos.

Em revisao sistematica, Sharif-Alhoseini et al.'?4 (2017) levantaram 2209
artigos publicados desde 1946 até 2016, dos quais 43,4% sao publicagdes sobre
trauma medular experimental com modelos animais contusionais.

Desse quadro, a maioria dos estudos descreve a utilizacdo de ratos como
animais de experimentacdo, 72,4%, e apenas 16% dos modelos utilizam
camundongos. Avaliagao histologica esteve presente em 63,2% das publicagbes
e a técnica de coloragao por HE foi utilizada em aproximadamente 47% dos
protocolos. Dos mais de dois mil estudos analisados, a avaliagédo funcional como
desfecho primario esteve presente em aproximadamente 63% deles. A maioria
das escalas utilizadas eram motoras (89%) e menos de 20 % fizeram avaliagcbes

sensitivas.
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3 METODOS

3.1 Etica

Este protocolo de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comissao
Cientifica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP e pela
Comissao de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa (CAPPesp) do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-
FMUSP) por meio da Comissédo de Etica no Uso de Animais (protocolo 072/16,
Anexo A).

No presente estudo foram seguidos de forma meticulosa os padrdes éticos
estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA) e
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Todos os animais utilizados neste estudo foram obtidos junto ao Centro de
Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Estudos do

Traumatismo Raquimedular e de Nervos (LETRAN).
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3.2 Animais de experimentagao

Foram utilizados neste estudo 32 camundongos Balb C. Os
critérios de inclusdo eram animais machos, com peso variando de 20 a 35
g e com idade entre 10 e 12 semanas de vida. Todos os animais devem
apresentar pelagem e estado clinico normais, bem como condigdes
normais de motricidade. O objetivo dessa avaliacdo foi assegurar que
todos estavam saudaveis e apresentavam capacidade de movimentagao
normal no inicio do estudo. Todos os animais foram pesados ao inicio e ao
final do estudo.

No primeiro contato com os animais, todos os camundongos foram
submetidos a inspecado pelo pesquisador e pelo veterinario responsavel pelo
laboratério para avaliagdo do estado geral.

Nesse sentido, os critérios de exclusido estabelecidos nesse estudo
seguem listados:

a) Obito apds o trauma medular experimental;

b) Mas formagbes ou anomalias anatdbmicas visiveis a inspegao visual da
regiao a ser operada;

c) Automutilacdo ou canibalismo entre os animais durante o periodo de
observacao;

d) Auséncia de defict neuroldgico e motricidade normal na primeira avaliagao
apo6s contusdao medular — pontuagdo 9 na escala BMS (Basso Mouse

Scale), que consiste numa avaliagao funcional especifica para avaliagao
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de camundongos e que mostraria falha da obtencédo de lesdo medular
experimental,

e) Infecgao do sitio cirurgico.

As complicagdes foram registradas para serem utilizadas por ocasido das
andlises estatisticas dos resultados. A decisdo referente a quantidade de
animais necessaria para a realizacao do estudo foi baseada na literatura atual
que utiliza camundongos para estudos com finalidades e métodos similares ao
presente experimento39118.122,125

Todos os animais, durante a realizacdo do estudo, foram mantidos em
gaiolas com ambiente climatizado, em condigcbes adequadas de higiene,
alimentacao e hidratagdo. As gaiolas foram acondicionadas no Laboratério de
Estudos do Traumatismo Raquimedular e de Nervos (LETRAN) do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP. Cada gaiola, cujas dimensdes eram
de 30 x 19,8 cm x 13,3 cm, contava com até trés camundongos de uma mesma
ninhada. Os animais foram frequentemente manuseados pela equipe de
cuidadores do laboratério com o objetivo de acostuma-los a equipe técnica do
laboratério e de condiciona-los a se movimentarem regularmente permitindo,
assim, maior facilidade por ocasiao das subsequentes avaliagdes da motricidade

apo6s a contusao medular experimental.
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3.3 Grupos experimentais

Os camundongos foram distribuidos, por sorteio simples, em quatro grupos
de oito animais cada, todos submetidos a lesdo medular experimental, conforme

descrito adiante:

a) Grupo salina — camundongos sofreram contusdo medular e receberam
solugao salina (0,9%) por via intraperitoneal, grupo controle;

b) Grupo G(M1) — camundongos sofreram contusdao medular e receberam
gangliosideo G(M1) (30 mg/kg) por via intraperitoneal;

c) Grupo eritropoetina — camundongos sofreram contusdo medular e
receberam eritropoetina (1000 Ul/kg) por via intraperitoneal;

d) Grupo combinado — camundongos sofreram contusdo medular e
receberam de forma combinada G(M1) (30 mg/kg) e eritropoetina

(1000 Ul/kg) por via intraperitoneal.
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3.4 Modelo experimental de lesao medular

3.4.1 Protocolo de anestesia

O procedimento anestésico antecedeu todos os procedimentos cirurgicos
realizados e ocorreu em duas etapas.

Uma etapa pré-anestésica obtida através da associagao de Diazepam na
dose de 0,5 mg/kg, Atropina em dose de 0,04 mg/Kg e Cloripromazina na dose
de 30 mg/Kg, todos por via intraperitoneal, e Acepromazina na dose de 0,25
mg/100g por via intramuscular.

Em seguida, na segunda etapa, utilizou-se, para a anestesia propriamente
dita, a associacao de Ketamina em dose de 90 mg/Kg e Xilazina em 5 mg/Kg. A
manutencao do plano anestésico adequado foi confirmada através da auséncia
de reflexos corneos e de dor a compressao da cauda por pingamento. Caso o
plano anestésico ndo fosse obtido de forma satisfatdria, era feita uma nova
aplicagao de reforgco com um ter¢co da dose das drogas da segunda etapa da

anestesia 73126,
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3.4.2 Procedimento cirurgico e lesao medular experimental

Com a confirmagao do plano anestésico através do pingamento da pata
traseira, do pingamento da cauda e da observagao da auséncia de reflexo da
cérnea, cada um dos animais foi submetido a tricotomia, que se estendia do nivel
T5 ao T12, aproximadamente, em regido dorsal.

ApoOs a adequada antissepsia com solugdo alcodlica de clorexidine, os
camundongos foram submetidos a incisédo longitudinal em regido dorsal, que se
estendia do nivel T7 ao T11, aproximadamente.

Foi realizada dissecg¢do romba dos planos musculares e seu afastamento
lateral dos respectivos processos espinhosos e laminas. Foi executada
laminectomia em nivel T9 com subsequente exposicao medular. A identificagao
precisa do nivel de laminectomia foi realizada através da contagem das
vertebras, que é feita, primeiramente, identificando-se a costela mais distal. Essa
regido corresponde a localizagdo da décima terceira vértebra toracica, e a partir
dessa referéncia contavam-se as vértebras no sentido de distal para proximal
até a identificagdo da nona vertebra toracica, local em que é feito o
procedimento.

Em funcdo de configurarem estruturas diminutas, todo o procedimento
cirurgico foi realizado com auxilio de microscopio cirurgico minimizando o risco

de lesbes iatrogénicas a medula espinal. Conforme segue na Figura 1:
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Fonte: Acervo pessoal do autor

Figura1 - Sequéncia de procedimentos cirirgicos realizada nos
camundongos para exposi¢ao medular. A) Tricotomia e marcagao
da extensdao da incisdo; B) Incisdo longitudinal sobre coluna
vertebral e afastamento dos musculos nos processos espinhosos
de T7 a T11; C) Laminectomia com pinca; D) Detalhe mostrando
medula toracica exposta

Para promover a contusao medular, foi obedecido o protocolo internacional
MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study)’®. As lesdes medulares
foram obtidas utilizando-se o sistema NYU Impactor?.

Primeiramente, o animal foi posicionado em uma placa de suporte e teve
sua coluna vertebral alinhada de forma a ficar paralela a placa de apoio e em
aproximadamente 90° de alinhamento em relacédo a haste de impacto. Uma vez
posicionado, a coluna vertebral do camundongo era imobilizada através de

pingas autostaticas fixadas em uma vértebra proximal e distal a area de
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laminectomia e exposigcdo medular. O objetivo desse procedimento foi minimizar
o0 movimento do animal durante o impacto, o que dissiparia parte da energia do
trauma podendo interferir na padronizagédo da lesao®.

Em seguida, uma haste de 89 foi posicionada de forma a tocar a medula,
porém sem provocar lesdo. Essa manobra permitiu identificar o ponto definido
como altura zero, a partir do qual se programou a altura estabelecida para queda
do peso. Neste estudo, a altura foi definida em 12,5 mm com o objetivo de
provocar uma lesdo medular moderada, conforme protocolo padronizado e
validado em nosso laboratorio para experimentos com camundongos®.

O aparelho utilizado apresenta um circuito elétrico que acusa, através do
acionamento automatico de um sinal sonoro, o momento em que a haste entra
em contato com a medula, facilitando uma aproximagao cuidadosa da haste e
minimizando o risco de lesao iatrogénica.

Uma vez definidos esses parametros e o correto posicionamento e fixacéao
do animal, a haste foi solta da altura 12,5 mm em direcdo a medula exposta
provocando, dessa forma, uma lesdo medular moderada, como se observa na
Figura 2.

O aparelho utilizado dispde de sistema computadorizado de monitorizacéo
de parametros fisicos que permite confirmar a homogeneidade das contusdes
experimentais. Esse sistema permite que se produza lesao medular reprodutivel

e eficaz com minima variagao entre uma aplicagao e outra.
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Figura 2 - Produgédo da lesdo medular experimental. A) Posicionamento do
camundongo sobre a plataforma e fixagdo de processos
espinhosos proximais e distais a area de exposi¢do medular; B)
Acoplamento da plataforma ao sistema NYU-Impactor; C)
Posicionamento da haste de impacto em contato com a medula,
porém, sem compressao para definir o nivel zero; D) Elevacéo da
haste de impacto a altura de 12,5 mm preparando-a para causar
contusao medular por queda de peso

3.4.3 Cuidados apés lesao medular

Ap0s o procedimento cirurgico descrito na se¢ao anterior, o0s camundongos
tiveram o sitio cirargico inspecionado e lavado com soro fisiolégico. A ferida

operatoria foi fechada a partir de planos profundos com fio de nylon
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monofilamentar 2.073. Em seguida, foi aplicado um creme antisséptico. Os
animais foram acondicionados em suas respectivas gaiolas tendo livre acesso a
alimentagao e agua. Foi aplicado um regime rigoroso de higiene das gaiolas com
trocas frequentes do substrato.

Diante do risco de bexiga neurogénica, por ocasiao da lesdo medular, foi
realizada diariamente a manipulagdo vesical através de massagem para
esvaziamento vesical a cada 8 horas por 5 dias. Durante todo o experimento, os
animais foram monitorizados e examinados diariamente com o intuido de
identificar qualquer complicagdo como, por exemplo, automutilagdo, infecgao
urinaria ou do sitio cirurgico.

Todos os animais receberam Buprenorfina na dose de 0,01 a 0,05 mg/Kg,
por via subcutadnea para analgesia, e para profilaxia antibiética foi administrado
amoxacilina na dose de 15 mg/Kg a cada 12 horas por via intraperitoneal. Todos
os medicamentos foram administrados em todos os grupos, inclusive no grupo

controle.

3.5 Intervengdes experimentais: G(M1) e eritropoietina

Imediatamente apds a lesdo medular contusa e ainda sob efeito da
anestesia e sedacdo, os camundongos dos grupos G(M1) isolado e G(M1)
combinado com eritropoietina receberam injegao intraperitoneal dessa droga na

dose de 30 mg/Kg.
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De forma analoga, a eritropoietina foi administrada aos camundongos do
grupo eritropoietina isolada e do grupo eritropoietina em combinagdo com G(M1).
A dose administrada foi de 1000 Ul/Kg logo apds a lesdo medular experimental.
E importante salientar que nos grupos que receberam ambas as drogas, elas
foram administradas em pontos intraperitoneais distintos e por seringas
diferentes.

No grupo em que os camundongos foram submetidos a lesdo medular e
sem aplicagdo de G(M1) ou eritropoietina, os animais receberam injecéo

intraperitoneal de solugéo salina a 0,9%.

3.6 Avaliacao da capacidade locomotora pela escala BMS e MFS (Anexos

BeC)

Para realizacdo da avaliagdo motora BMS, os animais foram observados
sobre uma superficie plana em campo aberto de 52 x 87 x 66 cm e deixados
livres para se locomoverem. A observacdo dos animais foi realizada por dois
pesquisadores treinados e "cegos” em relagcdo a qual grupo cada animal
pertencia e quanto a avaliagdo do colega. As avaliagcbes seriadas apos a
intervencao foram realizadas nos 2°, 14°, 28°, 42° dias apos a lesdao medular
experimental e os examinadores responsaveis classificaram, segundo a BMS
(Basso Mouse Scale)'®, o padrdo de marcha desses animais e a pontuagdo
obtida nessa escala. No caso de divergéncia entre os examinadores, a menor

nota entre as duas era a escolhida.
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Essa escala considera a movimentacdo das articulacbes dos membros
traseiros e seus respectivos posicionamentos, a estabilidade do tronco, a
coordenacgao entre os membros dianteiros e o posicionamento da cauda. De
forma equivalente ao que é aplicado na classica escala BBB®°, utilizada na
avaliagio de ratos, na escala BMS'2° cada membro posterior é avaliado de forma
separada e o resultado da avaliacdo € a média da pontuagao entre um membro
e o outro.

A escala MFS, desenvolvida em 2000 por Farooque''4, Isaksson et al.'15,
€ especifica para avaliagao funcional motora de camundongos. Os parametros
analisados nessa escala séo o padrao de movimentagdo do membro traseiro e
a capacidade do animal de deambular sobre barras de diferentes diametros, o
que demonstra a destreza e equilibrio do camundongo. A pontuagao na escala
MFS é graduada de zero a 13 pontos, sendo zero a auséncia de movimentagao
em membros traseiros e 13 pontos para animais com movimentagcdo normal em

ambos os membros.

3.7 Protocolo de Eutanasia (CONCEA)

Todos os animais sofreram eutanasia no 42° dia de experimento. O
protocolo utilizado para esse procedimento foi o publicado, em 2018, na "Diretriz
da Pratica de Eutanasia do CONCEA""?.

Para o procedimento de eutanasia, os animais encontravam-se

inconscientes sob efeito de anestesia. Foram realizadas a toracotomia e a
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exsanguinacdo através de perfuragcdo cardiaca. Concomitantemente a
exsanguinacgao, o ventriculo esquerdo dos camundongos foi perfundido com
solucgéo fisiolégica, por meio de pung¢ao e bombeamento continuo e controlado
a um fluxo de 1ml/s, de modo a garantir a remog¢ao do sangue e preservar ao
maximo as estruturas dos vasos sanguineos da medula espinal. Por fim, os
animais foram induzidos a morte indolor através da infusdo de 5 ml de solucao

de cloreto de potassio (19,1%) por via endovenosa.

3.8 Protocolo de necrépsia e avaliagao medular

ApoOs a eutanasia, seguiu-se uma minuciosa inspeg¢ao da carcaga com 0O
objetivo de identificar alteragbes anatébmicas que fugissem ao padrdo da
normalidade. Em seguida, a coluna vertebral foi cuidadosamente ressecada da
sexta a décima segunda vértebra toracica e retirada em bloco. Uma vez que a
coluna vertebral foi isolada, a medula foi extraida e foram acondicionadas em
tubos Falcon, contendo 30 ml de solucédo de sacarose a 10% em temperatura
ambiente, e mantidas nessa solugcado por no maximo 24 horas até o preparo das
laminas’?®, devidamente identificados e encaminhados ao servigo de patologia
do IOT-HCFMUSP.

Deu-se sequéncia a inspeg¢ao de o6rgaos cavitarios em busca de qualquer
anomalia ou sinal de doenca subclinica apds a extragdo completa da medula.

Caso alguma anormalidade fosse encontrada, o animal seria excluido do estudo.
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Todos os achados foram registrados e serdo oportunamente descritos como
complicagbes associadas ao experimento.

Ao fim desse processo, as carcagas foram acondicionadas, identificadas e

devidamente descartadas de acordo com o protocolo de descarte de carcagas

da FMUSP'?7.

3.9 Preparo dos tecidos e avaliagao imuno-histoquimica

Para a realizagédo do estudo imuno-histoquimico das pegas anatémicas, os
segmentos das medulas espinhais toracicas foram fixados em solugcdo de
paraformaldeido a 4% em tampao de fosfato (PB) 0,1 M, ph 7,3 por 8 horas e
submetidos a crioprotecao em diluicbes sequenciais de sacarose (10%, 20% e
30%) a 4°C. Apos serem embebidos em composto O.C.T
(Optimal Cutting Temperature), foram cortados no plano sagital e coronal (12
micrometros) em criostato. Os cortes foram incubados de um dia para o outro
com os anticorpos primarios MBP (MBP, do inglés: myelin basic protein)
em solugdo contendo soro normal de cabra a 5% e Triton X-100® 0,3%
diluidos em PBS em temperatura ambiente. Apés lavagem com PB 0,1M, os
cortes foram incubados com anticorpo secundario acoplado a compostos
fluorescentes (Alexa 488®) na diluicdo 1:500. As laminas foram
marcadas com 4’-6-diamino-2-fenil-indol (DAPI) para detec¢do dos
nucleos (diluicdo 1:60000), também diluido em Triton X-100® 0,3%/PB 0,1M

por 2 horas em temperatura ambiente. Finalmente foi feita uma lavagem com
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PB 0,1M e as laminas foram fechadas com meio de montagem e laminula para

visualizagdo em microscoépio de fluorescéncia.

3.10 Analise estatistica

Os animais tiveram suas fungbes motoras analisadas utilizando duas
escalas distintas, a BMS e MFS. Os momentos das avaliacbes foram: antes da
lesao, 2 dias, 2 semanas, 4 semanas e 6 semanas apos a lesdo. Ao término da
ultima avaliagao, os animais foram sacrificados e tiveram sua medula espinal
extraida e encaminhada para preparo e analise imuno-histoquimica a fim de se
avaliar o numero de axbénios e o comprimento dos axbnios regenerados no
local da leséao.

O objetivo do estudo é verificar se existe diferengas nos parametros
funcionais entre os grupos em cada momento da avaliagéo e se ha diferenga no
resultado da imuno-histoquimica entre os grupos experimentais.

Foram descritas as escalas funcionais antes da lesdo segundo grupos com
uso de medidas de resumo (média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo)
e comparados entre os grupos com uso de andlises de variancias
(ANOVA)'29.130 J3 as medidas da imuno-histoquimica foram descritas segundo
grupos com uso de medidas de resumo e comparadas entre os grupos com
uso de modelos lineares generalizados (MLG) com distribuicdo Poisson, e
funcdo da ligagdo identidade para o numero de axdénios e com distribuicao
Normal e fungcdo de ligagdo logaritmica para a soma dos comprimentos

dos axodnios™31,
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As analises foram seguidas de comparag¢des multiplas de Bonferroni para
identificar quais grupos foram diferentes3°,

Os parametros de funcionalidade foram descritos segundo os grupos ao
longo do seguimento e comparados entre os grupos e momentos de avaliagéao
com uso de equagdes de estimagao generalizadas (EEG), com distribuicdo
Normal e funcdo da ligacao identidade assumindo matriz de correlagbes
autorregressiva de primeira ordem entre os momentos’3!. Os resultados foram
seguidos de comparagdes multiplas de Bonferroni para identificar entre quais
grupos e momentos ocorreram as diferengas quando significativas'0.

As analises foram realizadas com uso do software IBM-SPSS for
Windows® verséo 20.0 e tabulados com uso do software Microsoft-Excel® 2003

e os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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Durante a analise funcional dos camundongos, tanto pela escala BMS

como pela escala MFS, nao foi observada diferencga estatisticamente significante

nas pontuacgdes entre os lados esquerdo e direito em cada animal em ambas

as escalas.

A descrigao dos resultados da escala BMS e MFS podem ser vistos na

Tabela 1 e 2.

Tabela1 - Descricdo das escalas funcionais antes da lesdo segundo

grupos e resultado dos testes comparativos

GM1 +
SF GM1 eritropoietina eritropoieti
Variavel ina
(N=28) (N=28) (N=38) (N=28)
BMS >0,999
média = DP 9+0 9+0 9+0 9+0
mediana (min.; max.) 9(9;9) 9(9;9) 9(9;9) 9(9;9)
MFS 0,451
média = DP 114+12 105+1,1 11+1,1 11+0,9

mediana (min.; max.)

11 (10; 13)

11 (9; 12)

11(10; 13) 11 (10; 13)

ANOVA
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A Tabela 1 mostra que as escalas funcionais foram em média

estatisticamente iguais entre os grupos antes da lesao (p > 0,05).

Tabela 2 - Descrigdo das escalas de funcionalidade segundo grupos e
momentos de avaliagdo apds indugdo da lesdo e resultado dos

testes comparativos

Momento de avaliagédo

Variavel/Grupo 2 4 6 P Grupo P Momento P Interagio
2 dias semanas semanas semanas

BMS <0,001 <0,001 <0,001

SF

média + DP 010 1,1+0,6 210 28+0,5

mediana (min.;

max.) 0(0;0) 1(0;2) 2(2;2) 3(2;3)

GM1

média £ DP 01+04 18105 3,1+04 46105

mediana (min.;

max.) 0;1) 2(1;2) 3(3;4) 5 (4; 5)

eritropoietina

média £+ DP 00 1,8+0,7 24+05 3,307

mediana (min.;

max.) 0(0;0) 2(1;3) 2(2;3) 3(2;4)

GM1 + eritropoietina

média £+ DP 00 1,5+09 34105 39%0,6

mediana (min.;

max.) 0(0;0) 15(0;3) 3(3;4) 4 (3;5)

MFS <0,001 <0,001 <0,001

SF

média £+ DP 00 09+04 2+08 2605

mediana (min.;

max.) 0(0;0) 1(;1) 2(1;3) 3(2;3)

GM1

média £+ DP 01+04 18+05 4+05 6,8+0,7

mediana (min.;

max.) 0(0;1) 2(1;2) 4(3;5) 7(5,7)

eritropoietina

média £ DP 00 1,9+06 24+0,7 43%0,5

mediana (min.;

max.) 0(0;0) 2(1;3) 2(2;4) 4 (4;5)

GM1 + eritropoietina

média + DP 00 1,8+1 44+07 54+07

mediana (min.;

max.) 0(0;0) 2(0;3) 45(3;5) 5,5(4;6)

EEG com distribuigao normal e fungéo de ligagao identidade com matriz de correlagdes AR(1) entre os momentos
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A Tabela 2 corrobora os achados sugeridos nas figuras 3 e 4, sendo que,
tanto na escala BMS como na escala MFS o comportamento médio dos
animais ao longo do seguimento foi estatisticamente diferente entre os grupos
(p Interacao < 0,001).

As figuras 3 e 4 sugerem que o0s animais que receberam GM1
apresentaram aumentos nas escalas mais rapidamente que os animais que

receberam SF ou somente eritropoietina.

SF

GM1

eritropoietina
—e—GM1 + eritropoietina

BMS
w

2 dias 2 semanas 4 semanas 6 semanas

Figura 3 - Perfis médios da escala BMS segundo grupos e respectivos erros
padroes
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SF
i GM1
—e—eritropoietina

MFS
£

GM1 + eritropoietina

o

2 dias 2 semanas 4 semanas 6 semanas

Figura 4 - Perfis médios da escala MFS segundo grupos e respectivos erros
padroes

As Tabelas 3 e 4 mostram que, em ambas as escalas, as diferengas médias
entre os grupos s6 comegaram a ocorrer a partir de 4 semanas, sendo 0s grupos
que usaram GM1 maiores que o grupo SF em 4 semanas e maiores que 0 grupo
SF e eritropoietina em 6 semanas (p < 0,05), com pequenas diferencas entre as
escalas. Ao longo do seguimento, o0 Unico grupo que apresentou aumento médio
nas escalas em todos os momentos de avaliagao foi o GM1 (p < 0,05), os demais
grupos também aumentaram em média ao longo dos momentos de avaliagao,
mas nem sempre o aumento foi estatisticamente significativo, principalmente
entre duas avaliagbes consecutivas, por exemplo, no grupo eritropoietina, de 2
para 4 semanas, nao houve aumento médio estatisticamente significativo em

nenhuma das escalas (p > 0,999).
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Tabela 3 - Resultado das comparag¢des multiplas da escala BMS segundo grupos e momentos de avaliagao
IC (95%)
Momento/ Grupo Comparacao Diferengca média Erro Padrao gl p X X
Inferior Superior
SF vs GM1 -0,13 0,26 1 >0,999 -1,02 0,77
SF vs eritropoietina 0,00 0,26 1 >0,999 -0,90 0,90
5 dias SF vs GM1 + eritropoietina 0,00 0,26 1 >0,999 -0,90 0,90
GM1 vs eritropoietina 0,13 0,26 1 >0,999 -0,77 1,02
GM1 vs GM1 + eritropoietina 0,13 0,26 1 >0,999 -0,77 1,02
eritropoietinavs  GM1 + eritropoietina 0,00 0,26 1 >0,999 -0,90 0,90
SF vs GM1 -0,63 0,26 1 >0,999 -1,52 0,27
SF vs eritropoietina -0,63 0,26 1 >0,999 -1,52 0,27
SF vs GM1 + eritropoietina -0,38 0,26 1 >0,999 -1,27 0,52
2 semanas . I
GM1 vs eritropoietina 0,00 0,26 1 >0,999 -0,90 0,90
GM1 vs GM1 + eritropoietina 0,25 0,26 1 >0,999 -0,65 1,15
eritropoietinavs ~ GM1 + eritropoietina 0,25 0,26 1 >0,999 -0,65 1,15
SF vs GM1 -1,13 0,26 1 0,001 -2,02 -0,23
SF vs eritropoietina -0,38 0,26 1 >0,999 -1,27 0,52
SF vs GM1 + eritropoietina -1,38 0,26 1 <0,001 -2,27 -0,48
4 semanas . I
GM1 vs eritropoietina 0,75 0,26 1 0,392 -0,15 1,65
GM1 vs GM1 + eritropoietina -0,25 0,26 1 >0,999 -1,15 0,65
eritropoietinavs ~ GM1 + eritropoietina -1,00 0,26 1 0,011 -1,90 -0,10
continua
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continuagao

SF vs GM1 -1,88 0,26 1 <0,001 -2,77 -0,98
SF vs eritropoietina -0,50 0,26 1 >0,999 -1,40 0,40
SF vs GM?1 + eritropoietina -1,13 0,26 1 0,001 -2,02 -0,23
6 semanas . o
GM1 vs eritropoietina 1,38 0,26 1 <0,001 0,48 2,27
GM1 vs GM1 + eritropoietina 0,75 0,26 1 0,392 -0,15 1,65
eritropoietinavs  GM1 + eritropoietina -0,63 0,26 1 >0,999 -1,52 0,27
2 dias vs 2 semanas -1,13 0,24 1 <0,001 -1,96 -0,29
2 dias vs 4 semanas -2,00 0,25 1 <0,001 -2,89 -1,11
SE 2 dias vs 6 semanas -2,75 0,26 1 <0,001 -3,65 -1,85
2 semanas vs 4 semanas -0,88 0,24 1 0,028 -1,71 -0,04
2 semanas vs 6 semanas -1,63 0,25 1 <0,001 -2,52 -0,73
4 semanas vs 6 semanas -0,75 0,24 1 0,191 -1,59 0,09
2 dias vs 2 semanas -1,63 0,24 1 <0,001 -2,46 -0,79
2 dias vs 4 semanas -3,00 0,25 1 <0,001 -3,89 -2,11
GMA 2 dias vs 6 semanas -4,50 0,26 1 <0,001 -5,40 -3,60
2 semanas vs 4 semanas -1,38 0,24 1 <0,001 -2,21 -0,54
2 semanas vs 6 semanas -2,88 0,25 1 <0,001 -3,77 -1,98
4 semanas vs 6 semanas -1,50 0,24 1 <0,001 -2,34 -0,66
2 dias vs 2 semanas -1,75 0,24 1 <0,001 -2,59 -0,91
2 dias vs 4 semanas -2,38 0,25 1 <0,001 -3,27 -1,48
eritropoietina 2 dias vs 6 semanas -3,25 0,26 1 <0,001 -4,15 -2,35
2 semanas vs 4 semanas -0,62 0,24 1 >0,999 -1,46 0,21
2 semanas vs 6 semanas -1,50 0,25 1 <0,001 -2,39 -0,61
4 semanas vs 6 semanas -0,88 0,24 1 0,028 -1,71 -0,04
continua
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2 dias vs 2 semanas -1,50 0,24 1 <0,001 -2,34 -0,66
2 dias vs 4 semanas -3,38 0,25 1 <0,001 -4,27 -2,48
GM1 + 2 dias vs 6 semanas -3,88 0,26 1 <0,001 -4,77 -2,98
eritropoietina 2 semanas vs 4 semanas -1,88 0,24 1 <0,001 -2,71 -1,04
2 semanas vs 6 semanas -2,38 0,25 1 <0,001 -3,27 -1,48
4 semanas vs 6 semanas -0,50 0,24 1 >0,999 -1,34 0,34

Comparagbes multiplas de Bonferroni

conclusao
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Tabela 4 - Resultado das comparag¢des multiplas da escala MFS segundo grupos e momentos de avaliagao
IC (95%)
Momento/ Grupo Comparacao Diferenga média Erro Padrao gl : -
Inferior Superior
SF vs GM1 -0,13 0,29 1 >0,999 -1,15 0,90
SF vs eritropoietina 0,00 0,29 1 >0,999 -1,03 1,03
5 dias SF vs GM1 + eritropoietina 0,00 0,29 1 >0,999 -1,03 1,03
GM1 vs eritropoietina 0,13 0,29 1 >0,999 -0,90 1,15
GM1 vs GM1 + eritropoietina 0,13 0,29 1 >0,999 -0,90 1,15
eritropoietina vs GM1 + eritropoietina 0,00 0,29 1 >0,999 -1,03 1,03
SF vs GM1 -0,88 0,29 1 0,325 -1,90 0,15
SF vs eritropoietina -1,00 0,29 1 0,073 -2,03 0,03
SF vs GM1 + eritropoietina -0,88 0,29 1 0,325 -1,90 0,15
2 semanas . I
GM1 vs eritropoietina -0,13 0,29 1 >0,999 -1,15 0,90
GM1 vs GM1 + eritropoietina 0,00 0,29 1 >0,999 -1,03 1,03
eritropoietina vs GM1 + eritropoietina 0,13 0,29 1 >0,999 -0,90 1,15
SF vs GM1 -2,00 0,29 1 <0,001 -3,03 -0,97
SF vs eritropoietina -0,38 0,29 1 >0,999 -1,40 0,65
SF vs GM1 + eritropoietina -2,38 0,29 1 <0,001 -3,40 -1,35
4 semanas . o
GM1 vs eritropoietina 1,63 0,29 1 <0,001 0,60 2,65
GM1 vs GM1 + eritropoietina -0,38 0,29 1 >0,999 -1,40 0,65
eritropoietina vs GM1 + eritropoietina -2,00 0,29 1 <0,001 -3,03 -0,97
continua
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SFvs GM1 -4,13 0,29 1 <0,001 -5,15 -3,10
SF vs eritropoietina -1,63 0,29 1 <0,001 -2,65 -0,60
6 semanas SF vs GM1 + eritropoietina -2,75 0,29 1 <0,001 -3,78 -1,72
GM1 vs eritropoietina 2,50 0,29 1 <0,001 1,47 3,53
GM1 vs GM1 + eritropoietina 1,38 0,29 1 <0,001 0,35 2,40
eritropoietina vs GM1 + eritropoietina -1,13 0,29 1 0,014 -2,15 -0,10
2 dias vs 2 semanas -0,88 0,28 1 0,244 -1,88 0,13
2 dias vs 4 semanas -2,00 0,29 1 <0,001 -3,03 -0,97
SF 2 dias vs 6 semanas -2,63 0,29 1 <0,001 -3,65 -1,60
2 semanas vs 4 semanas -1,13 0,28 1 0,009 -2,13 -0,12
2 semanas vs 6 semanas -1,75 0,29 1 <0,001 -2,78 -0,72
4 semanas vs 6 semanas -0,63 0,28 1 >0,999 -1,63 0,38
2 dias vs 2 semanas -1,62 0,28 1 <0,001 -2,63 -0,62
2 dias vs 4 semanas -3,88 0,29 1 <0,001 -4,90 -2,85
GM1 2 dias vs 6 semanas -6,63 0,29 1 <0,001 -7,65 -5,60
2 semanas vs 4 semanas -2,25 0,28 1 <0,001 -3,25 -1,25
2 semanas vs 6 semanas -5,00 0,29 1 <0,001 -6,03 -3,97
4 semanas vs 6 semanas -2,75 0,28 1 <0,001 -3,75 -1,75
2 dias vs 2 semanas -1,88 0,28 1 <0,001 -2,88 -0,87
2 dias vs 4 semanas -2,38 0,29 1 <0,001 -3,40 -1,35
eritropoietina 2 dias vs 6 semanas -4,25 0,29 1 <0,001 -5,28 -3,22
2 semanas vs 4 semanas -0,50 0,28 1 >0,999 -1,50 0,50
2 semanas vs 6 semanas -2,38 0,29 1 <0,001 -3,40 -1,35
4 semanas vs 6 semanas -1,88 0,28 1 <0,001 -2,88 -0,87
continua
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2 dias vs 2 semanas -1,75 0,28 1 <0,001 -2,75 -0,75
2 dias vs 4 semanas -4,38 0,29 1 <0,001 -5,40 -3,35
. . 2 dias vs 6 semanas -5,38 0,29 1 <0,001 -6,40 -4,35
GM?1 + eritropoietina

2 semanas vs 4 semanas -2,63 0,28 1 <0,001 -3,63 -1,62
2 semanas vs 6 semanas -3,63 0,29 1 <0,001 -4,65 -2,60
4 semanas vs 6 semanas -1,00 0,28 1 0,051 -2,00 0,00

Comparagbes multiplas de Bonferroni

conclusao
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4.2 Analise imuno-histoquimica

O tratamento com eritropoietina aumenta a remielinizagdo axonal 6
semanas apos lesao medular.

Utilizando um anticorpo especifico contra a proteina basica da mielina
(MBP, do inglés: myelin basic protein), avaliamos a remielinizagcdo axonal 6
semanas apos contusdo da medula espinhal. Como pode ser observado na
figura 5 (A - H), foram realizados cortes longitudinais da medula espinhal de
camundongos dos grupos controle (SF), GM1, eritropoietina e a combinagao de
GM1 + eritropoietina que foram marcados com MBP e contracorados com 4',6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI).

Usando o plugin NeuroJ® do programa de analise de imagens ImageJ®, o
numero de axdnios mielinizados foi estimado sendo aproximadamente 27,40 +
11,42 para o grupo controle (SF), 99,8 £ 31,12 para o grupo GM1, 161,60 £ 60,30
para o grupo eritropoietina, 6,40 + 10,65 para o grupo eritropoietina + GM1. O
grupo eritropoietina foi diferente significativamente dos grupos controle (SF),
GM1 + eritropoietina como mostra a figura 6 (N = 5, P < 0,05). A soma do
comprimento dos axénios mielinizados foi quantificada utilizando o mesmo
software sendo aproximadamente 15,97 £ 5,62 polegadas para o grupo controle
SF); 63,23 £ 6,54 polegadas para o grupo GM1; 120,14 + 34,38 polegadas para
0 grupo eritropoietina e 39,31 + 31,02 polegadas para o grupo GM1 +
eritropoietina. Mais uma vez o grupo eritropoietina foi diferente significativamente

dos grupos controle (SF) como mostra a figura 7 (N = 5, P < 0,05). O teste
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estatistico adotado para avaliagdo do nivel de significancia foi ANOVA de uma

via seguida do pos-teste Holm-Sidak.

eritropoietina

| GM1+eritropoietina

Figura 5 - Imunofluorescéncia de proteina basica da mielina (MBP, verde)
contracorado com 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, azul) em
secgdes longitudinais da medula espinhal de camundongos
submetidos a lesdo medular por contusdo. A) Microfotografia da
medula espinhal de animal do grupo controle (SF) marcada com
MBP; B) Zoom digital da area selecionada de A; C) Microfotografia
da medula espinhal de animal com lesdo medular e tratado com
GM1; D) Zoom digital da area selecionada de C; E) Microfotografia
da medula espinhal de animal com lesdo medular e tratado com
eritropoietina; F) Zoom digital da area selecionada de E; G)
Microfotografia da medula espinhal de animal com lesdo medular e
tratado com GM1 + eritropoietina; H) Zoom digital da area
selecionada de G
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A figura 6 sugere menos axdnios mielinizados nos grupos controle (SF) e

GM1+eritropoietina e mais axénios no grupo eritropoietina.

250 4
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NUmero de ax6nios mielinizados

50

Figura 6

Pela

150 -

eritropoietina GM1 + eritropoietina

- Valores médios e respectivos erros padréoes do numero de axénios
segundo grupos

figura 7, parece que a soma dos comprimentos dos axodnios

mielinizados foi menor no grupo controle (SF) e maior no grupo eritropoietina.
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- Valores médios e respectivos erros padrées da soma dos
comprimentos dos axénios segundo grupos

eritropoietina GML1 + eritropoietina
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A Tabela 5 mostra que, tanto o numero de axdnios mielinizados como a
soma dos comprimentos dos axénios mielinizados, apresentaram em média
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,001 e p = 0,024

respectivamente).

Tabela 5 - Descricdo dos parametros da imuno-histoquimica segundo grupos e
resultado dos testes comparativos

.. SF GM1 eritropoietina . GM1.+.
Variavel eritropoietina p
(N=28) (N=28) (N=28) (N=38)
Numero de axénios mielinizados <0,001
161,6 +

média + DP 274+ 255 99,8 + 69,6 134.8 17,2 £ 23,8
mgg'g"”a (min.; 21 (2; 59) 110 (31; 205) 123 (19;330) 9 (1; 59)
Soma dos comprimentos dos axénios mielinizados 0,024*
média + DP 16+£12,6 532+146 120,1+76,9 40,6 £60,2
mediana (min.; . 52,6 (30,1, 157,8 (8,4; 11,7 (1;
max.) 14,2(3,8,30,9) 67) 184.2) 143.1)

MLG com distribui¢cdo Poisson e fungao de ligacéo identidade; * MLG com distribuigdo normal e fungao de ligagéo
logaritmica

A Tabela 6 mostra que o numero médio de axdnios mielinizados diferiu
estatisticamente entre todos os grupos (p < 0,05), sendo maior no grupo
eritropoietina € menor no grupo GM1 + eritropoietina. Ja a soma dos
comprimentos dos axénios mielinizados foi maior no grupo eritropoietina em
comparagao ao grupo controle (SF) (p =0,001) e em comparagao ao grupo GM1

+ eritropoietina (p = 0,028) apenas.
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Tabela 6 - Comparagdes multiplas dos parametros da imuno-histoquimica entre os grupos
Variavel Comparacao D"e,ref‘?a E"‘Z gl p I_C (95%) X
média Padrao Inferior Superior
SF vs GM1 -72,4 5,0 1 <0,001 -857 -59,1
SF vs eritropoietina -134,2 6,1 1 <0,001 -150,4 -118,0
. . _ SF vs GM1 + eritropoietina 10,2 3,0 1 0,004 2,3 18,1
Numero de axonios mielinizados . o
GM1 vs eritropoietina -61,8 7,2 1 <0,001 -80,9 -42,7
GM1 vs GM1 + eritropoietina 82,6 4,8 1 <0,001 69,8 95,4
eritropoietina vs GM1 + eritropoietina 144 .4 6,0 1 <0,001 128,6 160,2
SF vs GM1 -37,3 28,1 1 >0,999 -111,5 37,0
SF vs eritropoietina -104,2 28,1 1 0,001 -1784 -29,9
Soma do comprimento dos axénios SF vs GM1 + eritropoietina -24,6 28,1 1 >0,999 -98,9 49,6
mielinizados GM1 vs eritropoietina -66,9 28,1 1 0,105 -1412 73
GM1 vs GM1 + eritropoietina 12,7 28,1 1 >0,999 -61,6 86,9
eritropoietina vs GM1 + eritropoietina 79,6 28,1 1 0,028 53 153,8

Comparagdes multiplas de Bonferroni
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5 DISCUSSAO

O paciente vitima de trauma raquimedular, desde o primérdio da medicina
moderna, sempre foi considerado um paciente de dificil manejo e, por décadas,
essa condicdo manteve-se com taxas de mortalidade elevadas ja nas primeiras
semanas e meses que se seguiam a lesdao. Somente na segunda metade do
século XX teve inicio um movimento para organizagao de centros especializados
multidisciplinares exclusivamente dedicados ao tratamento desses pacientes.
Essa iniciativa levou a uma queda na mortalidade e abriu caminho para um
melhor entendimento das necessidades especiais exigidas no tratamento desse
tipo de leséo.

Inicialmente, os avangos no tratamento concentraram-se na estabilizagao
da coluna vertebral, reabilitacdo e prevengcdo de complicagdes clinicas
associadas. Por outro lado, houve parca evolugao no tratamento farmacolégico
direcionado a recuperagao e regeneragao neuronal. Acreditou-se, por décadas,
na incapacidade de recuperagao do neurdnio motor superior. Hoje, entretanto,
sabemos que apesar de limitada, a regeneragao axonal é possivel e grande
esforco tem sido direcionado a se encontrar uma droga que promova a
recuperagao neuronal.

Nas ultimas décadas, estudos experimentais tém se debrucado sobre a
pesquisa de drogas potencialmente capazes de diminuir a lesdo secundaria e
que promovam a regeneragao axonal através do sitio de lesdo medular.

Em funcdo da alta complexidade metabdlica envolvida nos mecanismos

moleculares associados a lesdo medular secundaria, a combinag¢ao de multiplas

Alessandro Gonzalez Torelli



78

Discussao

frentes de tratamentos, considerando-se cada via metabdlica de forma
independente, podem trazer resultado mais promissores. A combinagado de
farmacos, cada qual atuando em vias especificas de forma separada ou
combinada, pode levar a melhores resultados funcionais como sugerem algumas
publicagdes2. O presente estudo, seguindo essa linha de tratamento, buscou
avaliar a agao isolada e combinada do G(M1) e eritropoietina em camundongos.

Acredita-se que o mecanismo de agao do G(M1) promova uma reducgao do
edema neuronal pelo aumento da atividade de bombas idnicas, reequilibrando
dessa forma a homeostase celular'?’ e, principalmente, aumentando fatores
protetores neurotréficos enddgenos. Ja a eritropoietina promove um bloqueio de
apoptose, modulagao da cascata inflamatéria, protecao e otimizagao do reparo
microvascular e a regeneragao neuronal®>26,

A eritropoietina tem sido bastante estudada nos ultimos anos; além da acao
ja conhecida sobre a medula éssea, ela também apresenta agéao sobre células-
tronco neurais promovendo diferenciacdo celular e proliferacdo de
oligodendrécitos'33. Efeitos neurotroficos importantes como a estimulagédo da
regeneragao axonal e brotamentos dendriticos também sao atribuidos a ela.

Em estudos pré-clinicos, a administracdo de EPO e seus derivados
melhorou significativamente o resultado funcional apos lesdo do SNC ou da
medula espinhal34.135,

Inumeras publicacbes mostram que diante de uma lesdo do sistema
nervoso central em animais, a EPO apresenta acdo anti-apoptética que se
assemelha a acdo que ja apresenta sobre a medula éssea. Ela promove
atenuagdo dos processos inflamatérios apds lesdo neuroldgica, reduzindo

citocinas pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral 6.
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Uma outra forma de acdo pouco compreendida da eritropoietina é a
promogao da producdo de moléculas protetoras, como o fator neurotréfico
derivado do cérebro.

Em nosso laboratoério esta padronizado o modelo experimental consagrado
pelo MASCIS? e, nos ultimos anos quase que de forma exclusiva, utilizamos o
rato Wistar em nossos experimentos, levando a inumeras publicagbes nacionais
e internacionais.

Recentemente foi padronizado no LETRAN o modelo de lesdo medular em
camundongos?®, inaugurando uma nova linha de pesquisa em nosso laboratério
utilizando essa cobaia. Em razao dela conferir maior facilidade em seu manuseio
e possuir menor custo operacional*®, permitindo tanto a expansao na quantidade
de trabalhos experimentais em animais, quanto o teste de novos farmacos para
tratamento do trauma raquimedular e também, eventualmente, o teste de drogas
potencialmente promissoras para ensaios clinicos. Essas vantagens, levaram-
nos a optar pela utilizagdo dessa cobaia e desse modelo de lesdo medular em
nosso trabalho.

A decisdo do numero de animais utilizados na execucado do trabalho
baseou-se na padronizagao definida pelo MASCIS e em publicagdes resultantes
de experimentos realizados no LETRAN e em outras instituicdes que também
adotaram modelos experimentais equivalentes3%132,

O desfecho primario considerado foi funcional, uma vez que se mostra mais
adequado para avaliagao da acao de farmacos do que outros parametros como
a analise bioquimica ou microscopica de tecidos. Por sua vez, o estudo imuno-

histoquimico foi considerado um desfecho secundario.
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As escalas funcionais escolhidas BMS e MFS sao especificas para
aplicagdo em camundongos, e amplamente utilizadas nesse tipo de
experimento, apresentando excelente concordancia inter e
intraobservador'4.120,

A utilizagdo de camundongos em nosso laboratério € recente. A nossa
experiéncia na aplicagao das duas escalas mais utilizadas na literatura atual para
avaliagao funcional motora de camundongos, a BMS e a MFS, ainda nao atingiu
0 mesmo nivel da que temos na ja bastante utilizada BBB. Por esse motivo e por
nao termos ainda uma escala preferencial optou-se pela utilizagdo concomitante
de ambas as escalas de avaliagdo nesse estudo. Ressaltamos que a
comparacgao formal de escalas nao era o objetivo do presente estudo, de modo
que néo foi realizada.

As escalas foram aplicadas nos mesmos momentos e de forma separada
sem qualquer interferéncia de uma sobre a outra. Os resultados também foram
analisados e apresentados de forma separada entre as duas escalas, e se
revelaram equivalentes, independentemente de qual delas foi utilizada.

Ambas as escalas foram de facil aplicacdo. Para publicacdes futuras, pode-
se considerar a aplicagdao de apenas uma das duas escalas, aquela que o
pesquisador estiver mais familiarizado e julgar que oferega maior conforto em
sua utilizagdo, uma vez que ambas s&o concordantes em termos de resultados®°.

As avaliagbes obrigatoriamente foram cegas para diminuir a influéncia dos
examinadores sobre a pontuacao funcional dos animais.

O G(M1) ja foi testado em nosso laboratério de forma isolada e em
combinagdo com outros farmacos. Recentemente demonstramos um efeito

sinérgico entre G(M1) e eritropoietina em ratos Wistar'32,
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Porém, Diferentemente do resultado do estudo com ratos Wistar, ndo
encontramos um sinergismo entre G(M1) e eritropoietina promovendo melhor
recuperagao neurolégica em camundongos Balb C'32,

Em nosso estudo, os achados sugerem que ha uma acao parcialmente
inibitéria da eritropoietina sobre o G(M1). A avaliagao funcional, feita tanto pela
escala BMS quanto pela MFS, mostrou que no grupo em que foi aplicada uma
combinagado dessas duas drogas, houve uma pior avaliagdo funcional quando
comparado ao grupo em que o G(M1) foi aplicado isoladamente. Por sua vez, o
grupo G(M1) associado a eritropoietina teve um melhor desempenho quando
comparado ao grupo em que foi aplicada eritropoietina isoladamente. Essa
diferenga foi estatisticamente significativa a partir da quarta semana de
avaliagao. Esses achados levantam a hipotese de que as combinacdes dessas
drogas apresentem um efeito inibitério da regeneragdo neuronal
promovida pelo G(M1) quando testadas em camundongos. Possivelmente a
eritropoietina apresente uma agdo antagbnica ao G(M1) na promogado da
regeneragao axonal através do local onde se provocou a lesdo medular.

As combinagdes dessas duas drogas tém um efeito sobre a regeneragao
neuronal que difere entre espécies distintas de mamiferos, o que pode dificultar,
de alguma forma, a transposi¢céo de um estudo experimental em animais para
um estudo clinico em humanos. Dados da literatura j& mostram que ha uma
resposta diferente entre ratos e camundongos tanto do ponto de vista funcional
quanto do ponto de vista histologico de reparagao tecidual, microambiente
metabolico, vascular e celular na area regenerativa apos lesao'?’.

O achado mais importante em ratos foi a cavitagdo e formagao cistica

intramedular no local da leséo, ja em camundongos o aspecto histolégico mais
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marcante foi a presenga de fibrose massiva, intensa celularidade no local da
lesdo e auséncia de cavitagdo. Essa diferengca de resposta ao trauma, entre
espécies distintas de cobaias, pode explicar, em parte, a diferenga encontrada
em nosso estudo com camundongos daqueles estudos com ratos Wistar. Na
fase preliminar de preparagao desse trabalho, havia uma expectativa de que o
estudo em camundongos provavelmente confirmaria os dados encontrados em
estudos com desenhos semelhantes que utilizaram ratos e testaram G(M1) e
eritropoietina nesse contexto de trauma medular no qual foi identificado um
sinergismo entre esses medicamentos'?!,

Pouco se conhece sobre as interagdes moleculares e vias metabdlicas de
acao de ambos os medicamentos. O G(M1) sendo uma molécula anfifilica
presente na membrana celular neuronal apresenta forte interagao de sua porgao
hidrofilica com inumeros receptores e proteinas de membrana, promovendo sua
regulagédo e ativagédo. Estudos apontam para mais de 300 moléculas que tem
suas fungdes reguladas por agao direta do G(M1)'37. As mais importantes sdo a
tirosina-quinase A, fator neurotréfico derivado de célula glial, fator neurotréfico
derivado do cérebro, fator de crescimento de nervo, integrina e outros. Ja a
eritropoietina tem sua acéo celular promovida principalmente por ativacao de
receptores de membrana especificos da eritropoietina e seus mecanismos de
agao mais conhecidos seguem majoritariamente trés vias metabdlicas de
sinalizagao intra-celular, a via Janus tirosina-quinase 2 (JAK-2), a proteina-
quinase B (AKP) e a via fosfatidil-linositol-quinase 3 (PI3K). Até o presente
momento nao foi identificado em que parte dessas complexas vias metabdlicas
podem ocorrer interacdes entre o G(M1) e eritropoietina de forma que este ultimo

provogue uma agao que antagonize, mesmo que de forma parcial, a agdo do

Alessandro Gonzalez Torelli



83

Discussao

primeiro em camundongos. Dados provenientes de estudos sobre a estrutura
molecular dos tipos de G(M1) em humanos e outros mamiferos mostram que ha
uma estabilidade e bastante similaridade dessa estrutura entre espécies, porém,
foi identificada somente em humanos, uma delegcao no gene que codifica parte
da estrutura molecular o G(M1) conferindo propriedades quimicas ligeiramente
distintas com relagdo a sua afinidade por outras moléculas presentes na
membrana celular. Dessa forma, apesar de ainda nao identificada, pode haver
diferengas estruturais moleculares e metabdlicas entre ratos e camundongos
que expliguem a diferenca funcional encontrada nesse trabalho. No futuro, com
0 avango e melhor compreensao das vias de sinalizag&o celular envolvidas na
preservacao e reparacao de tecido neural, sera possivel levantar hipéteses para
melhor explicar esses achados.

Na analise de imuno-histoquimica o grupo que recebeu eritropoietina
apresentou maior numero de axbnios mielinizados, como também maior
comprimento total da somatéria das fibras nervosas na area da leséo. Estes
achados foram estatisticamente significantes. A razdo do grupo eritropoietina
apresentar maior regeneragdo axonal ao estudo de imuno-histoquimica ao
mesmo tempo em que apresenta o pior desempenho funcional nas escalas BMS
e MFS quando comparado aos grupos onde se utilizou G(M1), pode estar
relacionado a fatores ainda desconhecidos e ao processo de cicatrizacdo da
lesdo medular em camundongos, em que ha predominio de fibrose e presenga
de fibroblastos e miofibroblastos no epicentro da lesdo medular. Apesar de a
eritropoietina promover um aumento de axdnios e fibras nervosas nessa regiao
ela nao foi capaz de promover uma conducido do estimulo nervoso de forma

eficaz que conseguisse transpor essa area de fibrose tecidual. No que diz
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respeito aos achados encontrados na imuno-histoquimica, outras hipoteses
plausiveis podem ser levantadas.

Ha evidéncias na literatura de que a eritropoietina estimula a regeneracgao
axonal, porém, ainda nao esta confirmado que ela promove estimulo a formagéao
de novas sinapses'®®. Além disso, um brilhante artigo publicado por Inman e
Steward’3® em 2003 mostrou, quando do estudo da regeneragdo axonal em
medulas lesadas de camundongos, através de tragcadores celulares imuno-
histoquimicos, que os axénios regenerados identificados na analise
imuno-histoquimica correspondiam a apenas aqueles provenientes de tratos
ascendentes sensitivos. AxOnios provenientes de tratos descendentes como
cértico-espinhais, por exemplo, ndo conseguiam regenerar € penetrar a area de
lesdo medular. Seria prudente supor que a regeneragao axonal vista na imuno-
histoquimica em nosso trabalho trate-se de fibras ascendentes sensitivas e,
portanto, ndo seria esperado necessariamente uma concordancia entre os
resultados funcionais e imuno-histoquimicos. Uma maior proliferacdo e
regeneracao de axonios sensitivos nao resultaria em um melhor desempenho
nas escalas BMS e MFS que se apoiam em parametros motores de avaliacao.

O G(M1) atua principalmente promovendo a homeostase celular e fatores
enddgenos neuroprotetores. Como houve um melhor desempenho funcional no
Grupo G(M1) quando comparado ao grupo G(M1) associado a eritropoietina e,
por sua vez, como esse segundo grupo teve um resultado melhor
quando confrontado ao grupo da eritropoietina isolada, esse achado
pode estar relacionado a uma maior eficiéncia do G(M1) em aumentar
sinapses e preservar fibras nervosas na area de penumbra da lesdo, por
meio da manutengdo e promog¢ao da homeostase celular, evitando dessa

forma, a apoptose celular e ndo necessariamente a promogao e regeneragao
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de fibras através da area de contuséo.

Parte importante do processo de evolugdo cientifica é trazer,
frequentemente, mais perguntas do que respostas. Nesse trabalho foi possivel
identificar uma acédo promotora de regeneragao neuronal tanto do G(M1) e da
eritropoietina que levou a uma melhora funcional em camundongos.

Outra informacédo obtida, igualmente importante, foi o comportamento
diferente dessas drogas quando aplicadas em diferentes espécies. Fato de suma
importancia quando se pretende testar em ensaios clinicos com humanos
drogas que foram promissoras em estudos experimentais. Estudos de trauma
medular realizados em camundongos apresentam algumas limitagbes
quando comparados aqueles em que se utilizam ratos. A principal
limitacdo esta justamente nos mecanismos de reparagédo tecidual, ja citado
anteriormente nesse texto. Diferentemente do que vemos em camundongos as
caracteristicas histolégicas de reparagao tecidual verificadas em ratos se
aproxima bastante daquela vista em humanos e por esse motivo seria em
tese um animal mais adequado para esses estudos. Porém, o
camundongo apresenta enorme variedade de linhagens isogénicas com
mutacgdes especificas que podem ser muito interessantes nesse contexto de
trauma medular. Por exemplo, ao se utlizar uma linhagem de
camundongos com mutagdo especifica que leva a disfungcdo de
determinada proteina envolvida na cascata metabdlica de regeneragao
celular podemos aumentar a compreensao dessas vias e chegar as
respostas das questdes levantadas nesse e em outros trabalhos.
Principalmente no que diz respeito aos mecanismos moleculares de acao das

drogas a serem testadas.
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Esse trabalho ao utilizar camundongo como animal de experimentagcao abre
novas possibilidades de linhas de pesquisas na area de trauma medular e
vem complementar aquilo que ja vem sendo feito ha anos em nosso laboratério
com os ratos, principalmente o Wistar.

A existéncia de uma enorme variedade de linhagens de camundongos
modificados  geneticamente, somada a padronizagdo dessa técnica
em nosso laboratério, vai nos permitir confeccionar estudos com
metodologias e desenhos especificamente voltados a
responder  questdes complexas relacionadas as vias metabdlicas de
lesdo e reparagao tecidual, além dos ensaios experimentais

voltados para identificacdo de drogas capazes de promover o reparo tecidual.
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Este estudo mostrou que tanto o G(M1) como a eritropoietina apresentam
acgao terapéutica promovendo recuperagao da fungado motora em camundongos
Balb C submetidos a lesdo medular experimental.

O G(M1) levou a um melhor desempenho funcional dos camundongos
quando utilizado de forma isolada.

O grupo submetido a terapia combinada teve um desempenho funcional
inferior ao grupo G(M1) isolado e superior ao grupo eritropoietina isolada.

Todos os grupos que receberam G(M1) e eritropoietina combinados, ou de
forma isolada, apresentaram desempenho funcional superior ao grupo controle
que recebeu soro fisioldgico.

A anélise imuno-histoquimica das medulas extraidas dos camundongos ao
fim do estudo, enviadas para analise microscépica, mostrou um processo de
regeneracgao axonal mais exuberante no grupo eritropoietina quando comparado
aos demais grupos.

O grupo eritropoietina apresentou melhor desempenho tanto em numero

de axdnios regenerados quanto na somatéria dos comprimentos das fibras.
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ANEXO B - Planilha para preenchimento da escala BMS

Apoio pata plantar com peso

Camundongo: XX, Grupo: XX, Data: [ !/
BMS Scale Score | Esquerdo | Direito | Media

Auséncia de movimentos 0
Tormozels com movimento discreto 1
Tomozelo com movimentos amplos 2
Maovimento dbvio dos membros posteriores | 3
Pisada dorzal 3
Apoio pata 3

4

5

Frequente e conzsistents passada plantar

Menor que 50% de membro anterior e
posterior coordenados e paralelos no| 5

contato inicial

Menor que 50% de membro anterior e
posterior coordenados com contato iniciale| 6
patas paralelas

mgior que 50% de membro anterior e

posterior coordenados e patas rodadas

mgior que 50% de membro anterior e
posterior coordenados e paralelos no| 7T
contato inicial

Fatas paralelas e tronco estavel T
Tronco estavel e cauda S0% cima/S0%

baixo 8
Moderada instabilidade de tronco 8

Estabilidade normal e cauda sempre para

cima
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ANEXO C - Planilha para preenchimento da escala MFS
Camundongo: XX. Grupo: XX. Data: [ [
MFS Score | Esquerdo | Direito | Média

Auséncia de movimentos 0

Movimentos ocasionais 1

Obvio movimento em 1 membro posterior 2

Obvio movimento em 2 membros| 3

posteriores

Passada de 1 membro posterior 4

Impulso com 2 membros posteriores 5

Apoia o peso e ndo deambula 6

Deambulacdo com patas rodadas 7

Deambulacdo normal em baixa velocidade 8

Barra 2 cm 9

Barra 1,5 cm 10

Barra 1 cm 11

Barra 0,7 cm 12

Barra 0.5 cm 13
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