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RESUMO



Hita RM. Analise funcional e histoldgica da acédo da neurotropina-4 sobre a lesédo
medular em ratos [Dissertagdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2008. 93p.

As pesquisas em lesdo medular tiveram um avango significativo nas ultimas duas
décadas. Varias substancias tém sido testadas, dentre elas, os fatores neurotréficos
que sdo proteinas que auxiliam na maturag¢do e desenvolvimento do sistema nervoso.
O objetivo deste estudo foi conduzir testes que propiciem a andalise dos efeitos da
recuperacdo funcional locomotora e regeneragdo axonal em ratos submetidos a testes
experimentais com a utilizagdo da substancia neurotropina-4. O estudo consistiu de
30 ratos adultos jovens, da raga Wistar, que foram submetidos a lesdo medular ao
nivel de Tx, provocado por um aparelho denominado NYU impactor. Os ratos foram
divididos em dois grupos de 15 ratos cada, denominados de grupo controle e grupo
tratamento, que receberam aplicagdo de agua destilada e 1pg de neurotropina-4,
respectivamente.  Estes foram avaliados funcionalmente pela escala BBB e
submetidos a analise histologica. Concluiu-se que a neurotropina-4 promove a
recuperagao locomotora funcional e diminui os efeitos secundarios da lesdo medular,

comparativamente ao grupo controle.

Descritores: fatores de crescimento neural, traumatismo da medula espinal, ratos

Wistar
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SUMMARY



Hita RM. Functional and histological analysis of the neurotrophin-4 on medullar
injury of rats. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2008. 93p.

Research into spinal cord injury has advanced significantly over the past two
decades. Many substances have been tested, including the neurotrophics factors,
which are proteins that aid in the maturation and development of the nervous system.
The objective of this study was to conduct tests that provide the analysis of the
effects of the locomotor functional recovery and axonal regeneration in rats subjected
to experimental tests with the use of the substance neurotrophin-4. The study
consisted of thirty young adult rats, Wistar race, which received Tx level of spinal
cord injury through a device called NYU impactor. The rats were divided into two
groups of fifteen rats each, called the control group and treatment group, which
received application of distilled water and 1 p g Neurotrophin-4, respectively. They
were evaluated functionally by the BBB scale and submitted to the histological
analysis. It was concluded that the Nt-4 promotes the recuperation of the locomotor

function and reduces the side effects of spinal cord injury, compared to the control

group.

Descriptors: nerve growth factors, spinal cord trauma, rats Wistar
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A evolugao e a diferenciagao do ser humano em relagao as demais espécies
ocorreram por meio do desenvolvimento e crescimento do sistema nervoso central,
ou seja, o cérebro reconhecidamente maior no homo sapiens em relagdo a seus
ancestrais, ¢ a transicao da condi¢dao de quadrapede para bipede, que proporcionaram
ao homem a liberdade de utilizar os membros superiores para outras fungdes. No
entanto, eventos externos, como o trauma raquimedular lesionando a medula espinal,

podem afetar os individuos e impedir o uso dos membros locomotores.

As lesdes medulares, além de danos no sistema nervoso, também causam
impacto em diferentes sistemas e 6érgaos do corpo humano. As seqiielas t€ém impactos
mais acentuados no controle voluntario motor, na sensibilidade, nos sistemas
urolégico, gastrointestinal e sexual, além de alteragdes menores dos sistemas
respiratorio, cardiovascular e musculoesquelético (Thuret et al., 2006; Vialle et al.,

2007).

Nesta situa¢do, o numero de individuos ¢ consideravel. Dados estatisticos,
nos Estados Unidos da América (EUA), de acordo com o Centro Estatistico Nacional
para Lesdes da Medula Espinhal, revelam que existem onze mil novos casos de
lesados medulares por ano. Destes, 80% sao homens, variando em uma faixa etaria
de 38 anos, sendo as maiores causas os acidentes automobilisticos, perfazendo um
total de 50,4%. O niimero de pessoas com lesdo da medula espinhal (LME) nos EUA
¢ estimado em 250.000. Estes dados levaram os pesquisadores a declarar “A cada
hora do dia, uma pessoa sofre lesdo da medula espinhal” (Miami Project for Cure of

Paralisis).
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No Brasil, dados epidemioldgicos de 2004, coletados da Secretaria de Satde
do Estado de Sao Paulo e Datasus, estimaram a ocorréncia de 1.950 novos casos de

lesados medulares no Estado de Sao Paulo e de 8.950 no Brasil (Molina, 2006).

Por séculos, a lesdo medular era considerada definitiva e irreversivel, haja
vista a descri¢do do famoso papiro egipcio traduzido por Edwin Smith, “- Aquele que
tenha deslocado véertebra do pesco¢o e ndo movimenta seus bracos e suas pernas,
com perda de urina, vocé pode afirmar: € uma lesdo que ndo deve ser tratada”,
(Amar e Levy, 1999; Barros Filho, 2000). Assim, perdurou por séculos, até o comeco
da Segunda Grande Guerra, quando fatores, como a disponibilidade de antibidticos
mais eficazes, a melhor compreensao das complicagdes € o surgimento de centros
especializados em tratamento de lesados medulares comegaram a mudar este cenario

(Grady, 1999; Houle e Tessler, 2003).

Hé cerca de duas décadas houve significativos avangos nas pesquisas, com
resultados promissores em ensaios experimentais; entretanto, com baixa
reprodutibilidade em ensaios clinicos com seres humanos (Kwon et al., 2005;
Bradbury e McMahon, 2006). Atualmente, as abordagens do tratamento das lesdes
medulares traumadticas resumem-se na estabilizagcdo e na descompressao cirargica, no
uso de agentes farmacoterapicos e em métodos bioldgicos e meios fisicos (Dietz e

Curt, 2006).

ApoOs a lesdo primdria mecanica, uma cascata de eventos secundarios
endogenos ocorre finalizando com a morte neuronal. A fisiopatologia desta cascata
celular estd muita bem documentada e esforgos para impedir esses eventos t€ém sido

pesquisados incessantemente. Destes, as pesquisas t€ém se concentrado nos agentes
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farmacoterdpicos, em especial destaque aos agentes neurotroficos (Blesch, 2006;

Reichardt, 2006).

Os fatores neurotroficos (FN) sdo proteinas que exercem consideravel
influéncia em um largo espectro de processos, envolvendo o desenvolvimento e a
maturacao do sistema nervoso, que incluem a sobrevivéncia neuronal, o crescimento
axonal, a plasticidade sinaptica e os neurotransmissores (Gillespie, 2003; Sahenk,
2006; Blesch, 2006). O primeiro neurotrofico a ser identificado foi o fator de
crescimento nervoso (NGF), descoberto por Levi-Montalcini ¢ Hamburger ha cinco

décadas. Apos houve uma dezena de outros fatores neurotréficos.

A acdo dos fatores neurotroficos nas lesdes medulares sustenta-se em trés
teorias: (1) a lesdo provoca uma diminui¢do na disponibilidade de FN pela
conseqiiente degeneracdo dos neurénios que respondem aos fatores, assim a
administracao exogena de FN poderia reverter a deficiéncia e melhorar a fun¢do
neuronal; (2) a lesdo produz uma diminui¢ao quantitativa e qualitativa de receptores
para um FN e os neurdnios ativados por eles, desta forma, a administracao de doses
suprafisioldgicas poderia produzir um incremento no nimero de receptores ativados
e (3) a administragdo de FN poderia impedir uma dano secundario, como a apoptose.

(Moris e Vega, 2003).

A familia dos FN ¢ formada pelo fator de crescimento nervoso (NGF), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-4/5
(Nt-4/5), neurotrofina-6/7 (Nt-6/7) (Huang e Reichardt, 2001; Moris e Vega, 2003).

Estas moléculas atuam sobre as células que respondem a elas por meio de dois tipos
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diferentes de receptores, um de alta afinidade, a tirosinoquinase (trk) e um de baixa

afinidade, o p75.

A trk tem identificado trés tipos de receptores com afinidade, mas nao
completamente especificos. O trkA ¢ receptor fisiologico de NGF; trkB, de BDNF e

Nt4/5 e trkC, do NT-3 (Gillespie, 2003).

Assim, o objetivo deste trabalho, seguindo a linha de pesquisa do Letran ¢
conduzir testes que propiciem a andlise dos efeitos da recuperagdo funcional
locomotora e regeneracdo axonal em ratos submetidos a testes experimentais com a

utilizacao da substancia neurotropina-4.
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Schamaus (1890), apud Yeo et al. (1975), foi o primeiro pesquisador a
realizar um estudo experimental de lesdo medular em coelhos, por intermédio da
aplicacdo de um golpe sobre uma tabua apoiada no dorso dos animais. Observou

areas de degeneragao e cavitacdo no interior da medula espinal.

Kirchgasser (1897), Scagliosi (1898), apud Dorhmann et al. (1976),
estudaram as alteracdes na medula espinal de coelhos submetidos a trauma na regidao
dorsal e descrevem a degeneragdo na bainha de mielina e das células neurais dos
cornos anteriores da medula espinal, ndo havendo evidéncias de hemorragia

intramedular e fraturas da coluna cervical.

Allen (1911) foi um dos primeiros a criar um modelo experimental de lesao
medular em caes, de forma reprodutivel e quantificavel de lesdo medular direta por
queda de peso sobre a dura-mater, modelo denominado de “queda de peso”,
produzindo uma lesdo dinamica, quantificada, o peso em gramas (g) ¢ altura em

centimetros (cm), e os resultados dos testes expressados em g/cm.

Allen (1914) relatou que um impacto de queda de 240g/cm produz uma lesao
parcial da medula com recuperacdo melhor em relagdo aquela produzida por
400g/cm. Observou a presenca de edema e hemorragia na substancia branca e
cinzenta da medula espinal nos primeiros 15 minutos. Apds quatro horas, havia
evidéncia de edema nos axdénios das colunas lateral e posterior da substancia branca
da medula. Descreveu que a redu¢do da pressdo intramedular por meio de

mielotomia favorece a recuperagdo clinica dos animais, supondo que o aumento da



Revisdo de literatura 8

pressao intramedular pelo edema e pela hemorragia agrave a necrose isquémica apos

a lesdo traumatica original.

McVeigh (1923) produziu lesao medular por compressao digital em caes ao
nivel Tyyr e Tyyp € em cadaveres frescos com a mesma técnica. Observou edema nas

colunas anterior e lateral, nas primeiras oito horas, que progride até o segundo dia. Ja
a hemorragia est4 presente na substancia cinzenta, acima e abaixo da lesdo. Concluiu
que as lesdes medulares ocorridas em caes sdo similares as obtidas em cadéveres,

sobretudo quanto as alteragdes mecanicas.

Levi-Montalcini e Hamburger (1951), apud Kwon et al. (2005), foram os
primeiros pesquisadores a identificar um fator neurotréfico, o fator de crescimento

neural (nerve growth factor, NGF).

Tarlov et al. (1953) realizaram estudo experimental em 54 caes, produzindo
uma lesdao por compressao medular gradual por um baldo, apds laminectomia no
nivel toracico médio. Apresentaram um método de avaliagao funcional locomotora
em que se atribuiam valores de zero a cinco para a graduagdo dos movimentos dos
animais e concluiram que a recuperacao funcional depende da duragdo do tempo de

compressao selecionado para produzir a lesao.

Woodward e Freemann (1956), em estudo experimental utilizando 27 caes,

produziram isquemia medular por meio da sec¢do dos vasos sanguineos junto aos
pares das raizes nervosas de Ty; a Tx;. Verificaram histologicamente que, na

isquemia leve, h4 perda de neurdnios no corno dorsal e perda da substancia cinzenta
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na por¢ao posterior e, na isquemia grave, hd necrose e redugdo significativa no

numero de neurdnios € mielomalacia.

Em estudo experimental, Ducker ¢ Hamit (1969) avaliaram quatro grupos de
caes submetidos a lesdo medular por queda de peso. No grupo um, nao receberam
nenhum tratamento especifico; no grupo dois, receberam hipotermia local com
solucdo salina a 0°% no grupo trés, receberam dexametasona intramuscular € no grupo
quatro, receberam metilprednisolona intratecal. A anélise da recuperacao neuroldgica
foi realizada por meio da escala de Tarlov. Os autores concluiram que os grupos de

hipotermia e dexametasona tiveram recuperagao funcional melhor.

Em estudo clinico prospectivo com cerca de mil pacientes com lesao medular
traumatica, Holdsworth (1970) descreveu a anatomia, os mecanismos das lesoes, as
caracteristicas radiograficas e diagnosticas das fraturas. Defendeu que a presenca de
sensibilidade sacral e a presenga de fungcdo motora abaixo do nivel da lesdo sdo
indicativas de lesdo medular incompleta. Preconiza o tratamento cirurgico das
fraturas instaveis com reducdo aberta e fixagdo interna, a fim de alinhar e
descomprimir a coluna e proporcionar melhores condicdes de recuperagdo

neurologica.

Ducker ¢ Kindt (1971) realizaram estudo experimental com macacos Rhesus
submetidos a lesdo medular por queda de peso de 10, 15, 20 e 25g a uma altura de
20cm. Os animais foram randomicamente divididos em quatro grupos de oito
macacos cada. Estes, por sua vez, subdivididos em dois subgrupos de quatro animais,
classificados conforme o tempo de eutanasia, os agudos, que foram sacrificados nas

primeiras seis horas pds-lesdo e o subgrupo dos subagudos, eutanasiados com seis
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dias pos-lesdo. A andlise foi realizada por microscopia e avaliagdo locomotora
funcional. Os autores concluiram que as mudancas histopatologicas sao mais
proeminentes no centro da medula, mesmo sendo o trauma dirigido a sua superficie e
que a localizacdo e a progressdo da area medular lesada sdao dependentes da
quantidade de trauma aplicado. Em traumas leves, o animal recupera-se e as
mudangas sdo somente centrais. Em traumas moderados, com paresia significante, as
mudancgas também envolvem a substancia branca adjacente. Em traumas graves com

resultante paraplegia, as mudangas envolvem toda a substancia medular.

Fairholm e Turnbull (1971) realizaram estudo experimental com 34 coelhos e
cinco caes submetidos a contusao medular por queda de peso. Os animais foram
sacrificados em tempos varidveis, desde imediatamente até 14 dias apos a lesdo. A
avaliacdo foi feita por estudo microangiografico de sete a 14 dias. Definiram duas
zonas de lesdo: zona um, localizada na por¢do postero-central da medula, na qual os
capilares perdem progressivamente a capacidade de conducdo de sangue, e na zona
dois, ao redor da zona um, tinha um padrao microvascular normal. Concluiram que a
recuperagdo dos neurdnios e axonios danificados depende da preservagdo da

microcirculacao.

De la Torre et al. (1975) estudaram 32 caes submetidos a lesdo medular por
queda de peso, divididos em quatro grupos de oito animais. Foram testados: solugdo
salina, manitol, dexametasona e dimetil-sulfoxido. Concluiram que a solugdo salina e
manitol ndo melhoram a recuperacao das lesdes. J4 os animais tratados com a

dexametasona e a dimetil-sulfoxido, apresentaram melhora parcial.
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Dohrmann et al. (1976) realizaram estudo experimental com 15 gatos
submetidos a lesdo medular por queda de peso ao nivel de Ty a Ty Realizaram um

traumatismo de 400g/cm, divididos em cinco grupos: 5g x 80 cm, 10g x 40 cm, 20g x
20 cm, 40g x 10 cm e 80g x 5 cm. Compararam os pardmetros biomecanicos € 0
volume de les@o entre os cinco grupos, observando que o volume de lesdo ¢ diferente
entre os cinco grupos. A quantidade de energia transferida a medula ¢ dependente de
varios fatores, como a massa do impactor, velocidade e altura, sendo a energia

absorvida cem vezes maior no grupo quatro em relagdo ao grupo um.

Yeo et al. (1977) estudaram os resultados das mudangas patoldgicas
associadas com a necrose central pos-traumdtica em ovelhas submetidas a lesdo
medular que foram divididas em quatro grupos: controle, e outros grupos tratados
com metilprednisolona, oxigénio hiperbarico e alfa metil paratirosina. No grupo
controle, os resultados foram intensa necrose da substancia cinzenta central, micro
cistos e desmielinizacao ao redor da substancia branca com varios graus de fibrose e
gliose. Apesar da intensa degeneragdo, havia recuperagdo motora significativa com
todos os animais desse grupo, recuperando pelo menos o0s movimentos
antigravitacionais. No grupo tratado com metilprednisolona intratecal, o grau de
degeneracao cistica central e desmielinizacdo foram semelhantes ao grupo controle.
No grupo tratado com alfa metil paratirosina, houve recuperagao motora significativa
e menor degeneragdo cistica central. Nos animais tratados com oxigénio hiperbarico,
houve melhora significativa da recuperacao motora por um periodo de oito semanas
depois da lesdo e menor degeneragao cistica central e menor formacao de microcistos
nas colunas anterior e lateral. A possivel aplicacao clinica da alfa metil paratirosina ¢

descartada em razao de sua toxidade renal em paciente lesado medular.
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Balentine (1978) estudou a lesao necrotica da medula espinal em ratos adultos
submetidos a lesdo experimental pelo modelo de queda de peso, pela analise da
mudanga patoldgica seqiiencial das alteragdes dos vasos sanguineos e da necrose
tecidual da medula espinal em periodos de tempo que variavam de 3 a 5 minutos, 30
minutos, 1 hora, 2 horas, 8 horas e 1 semana, apds a lesdo. O estudo confirmou a
evolugdo seqiiencial do desenvolvimento de necrose primeiro na substancia cinzenta
e depois na substancia branca. A observacao dos vasos sanguineos demonstrou que a
necrose ¢ devida a ruptura dos vasos sanguineos encontrados imediatamente apds o

trauma.

Rawe et al. (1978) estudaram a fisiopatologia da medula espinal danificada de
gatos. Observaram o aumento da area hemorragica intramedular quando a pressao
arterial sistémica era elevada, bem como sua diminuicdo em regimes de baixa
pressao arterial, demonstrando, assim, a perda da auto-regulacdo vasomotora na

medula espinal lesada, potencialmente a propagacao do dano tissular.

Lohse et al. (1980) estudaram experimentalmente 24 gatos submetidos a lesao
medular contusa com forgas de 100 g.cm a 260g. cm ao nivel de Ty, sendo o fluxo
sanguineo da medula medido pelo clearence de hidrogénio antes e apos a lesdo.
Demonstraram lesdes irreversiveis dentro da primeira hora apds o trauma na
substancia cinzenta da medula espinhal. Verificaram ainda, que a substancia branca
poderia resistir a mais de 72 horas de isquemia, em razdo de sua menor taxa

metabdlica.

De la Torre (1981), em artigo de revisao sobre estratégicas de pesquisa basica

e aplicada sobre lesdo medular, analisa os modelos experimentais, as técnicas de
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avaliacdo de lesdo medular experimental, os estudos neurofisioldgicos e
morfologicos, o mecanismo vascular, o fluxo sanguineo medular, as mudancas
bioquimicas e metabolicas e o tratamento da lesdo medular aguda e cronica. Na lesao
cronica, destaca trés possiveis caminhos de regeneracao axonal no sistema nervoso
central: brotamento colateral, plasticidade e regeneragao axonal. O autor referiu que
a regeneragao pode ser conseguida por meio de transplante de tecido neural e uso de
fatores de crescimento neural. Citou a existéncia de evidéncias de sobrevivéncia e

crescimento dessas células.

Wrathall et al. (1985), em estudo experimental em 51 ratos Sprague-Dawley
submetidos a lesao medular por queda de peso (10g), com alturas de: 2,5, 5,0, 7,5, 10
e 17,5 cm, avaliaram a area lesada quatro semanas apos a lesdo. Sugeriram que existe
correlagdo entre parametros morfoldgicos, altura do peso e recuperagdo funcional,
visto que os resultados demonstraram diferentes graus de lesdo entre os grupos.
Concluiram que a técnica por queda de peso pode ser usada em ratos para produzir
lesdes leves, moderadas e graves, sendo, portanto, uma técnica apropriada para

estudos experimentais em ratos.

Bresnahan et al. (1987) apresentaram um aparelho de impacto com
capacidade de produzir lesdo traumatica medular contusa. Concluiram que as
propriedades mecanicas no momento do impacto interferem na reprodutibilidade da

lesdo medular.

Noble e Wrathall (1987) descreveram um aparelho para provocar lesdo
medular contusa em ratos, por queda de peso. Utilizaram pingas para fixar os

processos espinhosos adjacentes e, com essas modifica¢des, diminuiram as variaveis
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que poderiam produzir lesdes assimétricas, sendo a energia de impacto mais
direcionada para a medula, com diminui¢do do efeito amortecedor da caixa toracica,
da coluna vertebral e dos movimentos respiratorios, tornando-se este um dos

modelos mais utilizados atualmente.

Behrmann et al. (1992) apresentaram um aparelho de contusdao medular em
ratos e compararam com outro grupo que ¢ submetido a sec¢dao anatdomica da medula.
Utilizaram a escala de Tarlov para avaliar a recuperacao locomotora. Observaram os
animais em campo aberto, em plano inclinado e em grade, concluiram que ha melhor
recuperagao funcional nos animais que sofreram contusdo comparativamente aos que

foram submetidos a transeccao.

Eide et al. (1993) destacaram a familia das tirosinoquinases (trk), um proto-
oncogene que tem a acdo de codificar os receptores dos fatores de crescimento
neuronal, como fator de crescimento neural, fator neurotréfico derivado do cérebro,
neurotropina 3, 4 ¢ 5. O entendimento destas moléculas tem importantes implicagdes
na compreensao da fung¢do normal e desenvolvimento dessas substidncias para o

sistema nervoso adulto.

Schnell et al. (1994) em estudo experimental em ratos submetidos a
hemiseccdo medular dorsal, evidenciaram crescimento axonal de fibras do trato
cortico-espinal com a utilizagdo da neurotropina-3, em contraste com oS
experimentos com fator de crescimento neural do cérebro e fator de crescimento
neural que ndo apresentaram crescimento axonal significativo. Ressaltaram que o

brotamento axonal ¢é restrito a ndo mais que 1 mm, porém estes resultados
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modificaram-se com o uso de anticorpos que neutralizaram a agdo dos fatores de

inibi¢ao do crescimento axonal.

Constantini ¢ Young (1994) estudaram os efeitos da metilprednisolona (MP),
do gangliosidio GM-1 e de sua associacdo, em modelos experimentais de lesdo

medular por queda de peso em ratos. O peso utilizado foi de 10g, as alturas de 12,5,
25 e 50 cm ao nivel de Tx. A MP foi administrada em dose unica de 30mg/kg, cinco

minutos apds a lesdo e teve efeito significativo em reduzir o volume da lesdo e
impedir a hiponatremia induzida pela lesdo. O GM-1 administrado isoladamente na
dose de 10 a 30mg/kg tem pouco ou nenhum efeito em qualquer das variaveis
medidas. Concluiram que a GM-1 antagoniza os efeitos central e periférico da MP
em ratos lesados. Recomendaram que nao fossem usados concomitantemente para

tratar lesdo medular aguda em humanos, até que a interacao seja melhor estudada.

Basso et al. (1995) verificaram o comportamento depois da lesao medular
contusa em ratos, propondo uma modificacao na escala locomotora desenvolvida por
Tarlov et al. (1953). Os dados obtidos indicaram que a escala ¢ valida, ¢ uma medida
preditiva da recuperagdo motora, capaz de distinguir resultados comportamentais em
razao das diferentes lesdes e predizer alteracdes anatdomicas no centro da lesao. Os
testes inter-ratos indicam que examinadores com experiéncia conseguem aplica-los
consistentemente e obter resultados similares. Concluiram que a escala proposta
oferece aos avaliadores uma medida mais discriminatoria dos resultados

comportamentais para avaliar o tratamento pos lesao medular.

Cheng et al. (1996) em estudo experimental com ratos adultos submetidos a

lesdo medular com perda de substancia nervosa, realizaram pontes de enxerto com
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nervos intercostais nas substancias branca e cinzenta da medula. Utilizando fator
neurotrofico, acidic fibroblastic growth factor (aFGF), evidenciaram melhora da
fungcdo motora dos membros traseiros e regeneracdo dos tratos cortico-espinal. A
combinacdo da intervengdo cirtrgica e farmacoldgica por meio de fatores
neurotroficos abriu novas perspectivas nos estudos da regeneracdo medular, em

especial nos casos cronicos.

Basso et al. (1996) padronizaram um aparelho, chamado de New York
University impactor® (NYU), desenhado para realizar lesio medular contusa em
ratos. Relataram que o aparelho reproduz uma contusio medular graduada,
consistente e reprodutivel. Citam a escala de avaliacdo locomotora funcional,
descrita e preconizada por Basso, Breshnan e Beatie, denominada escala BBB, como
sendo mais sensivel que as demais até entdo descritas para avaliar a recuperacao da
fun¢do locomotora. Constataram que uma quantidade significativa de tecido neural
nao lesado esta diretamente relacionada com melhor fungdo locomotora final.
Concluiram que a escala BBB ¢ aplicavel, apos a utilizacdo do sistema NYU

impactor, na analise funcional da recuperacao locomotora em ratos.

Rodrigues (1999) apresentou na tese de doutorado a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (FMUSP), um estudo experimental com 30 ratos
Wistar submetidos a lesdo medular com sistema NYU impactor®, com trés
diferentes quedas de peso: 12,5; 25 ¢ 50 cm, com o objetivo de avaliar o volume da
lesdo pela analise quantitativa de ions de so6dio e potassio no sangue dos animais.
Verificou correlagdo estatisticamente significante entre o volume de lesdo e os

parametros mecanicos de forga aplicada. Concluiu que o volume de lesdo por queda
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de peso de 50 cm de altura, foi superior aos de 12,5 e 25 cm que, por sua vez, ndo

diferiram entre si.

Amar e Levy (1999) revisaram a patogénese ¢ as estratégias farmacoldgicas
para atenuar o dano secundario na lesao medular aguda. Por meio de observagdes em
modelos experimentais e clinicos, acreditam que os conceitos de lesdo primaria e
secundaria estdo bem estabelecidos e tém amplas implicagdes no tratamento da lesao
medular aguda. Avaliaram a agdo de varios agentes farmacologicos, entre eles, os
glicocorticdides, lazerdides, gangliosideos, antagonistas dos opidides, bloqueadores
dos canais de célcio, antagonistas dos receptores de glutamato, agentes antioxidantes
e radicais livres. Concluiram que, dentro em breve, esses agentes possam ser Uteis €
enfatizam que, futuramente, ¢ provavel que as terapias efetivamente sejam

combinadas.

Vialle et al. (1999) sugeriram e apresentaram na literatura nacional o aparelho
NYU impactor, para reproducao de lesdo medular em estudos experimentais em ratos
e avaliaram as alteracoes histologicas secundarias ao trauma apds um periodo de 48

horas. Concluiram ser um modelo reprodutivel e aplicavel.

Em artigo de atualizacdo nacional, Barros Filho (2000) relatou sobre os
tratamentos medicamentosos para o trauma raquimedular e destacou que os Unicos
medicamentos recomendaveis para uso clinico s3o a metilprednisolona e os
gangliosideos, utilizados separadamente. A respeito dos fatores neurotroficos, varios
foram descritos e experimentalmente mostraram-se eficazes, evitando a morte

neuronal e estimulando a formagao e extensdo de prolongamentos neuronais.



Revisdo de literatura 18

Bamber et al. (2001), em estudo experimental com ratos submetidos a
hemisec¢do medular cavitaria ao nivel de Tyyy ¢ Tix, enxertaram animais de um

grupo com células de Schwann (CS) e administraram, em outro grupo, dois fatores
neurotréficos: fator neurotréfico derivado do cérebro e a neurotropina-3. Utilizando
marcadores de transporte anterégrados, PHA-L ou BDA, injetando 3mm
cranialmente ao enxerto de CS, observaram um numero significativo de axonios
regenerados no grupo com neurotroficos. Ao contrario, no grupo com enxerto de CS
e sem uso de neurotréficos, o crescimento axonal foi limitado. Demonstraram que a

associacdo das duas técnicas potencializou a recuperag@o neuronal.

Hall (2001) relatou que a maioria das lesdes medulares nao ¢ completa e que
parte da substancia branca permanece integra. Salientou que a recuperagao
neurologica depende da preservagao das estruturas que permanecem integras apos o
trauma, sobretudo axonios ascendentes e descendentes da substancia branca e com
sua mielinizagdo normal. Relatou que as estratégias farmacologicas enfocam o
controle do processo de lesdo secundaria, em especial, a peroxidacdo lipidica e a
preservacao do maximo de substancia branca. Afirmou que a metilprednisolona ¢ a

unica droga que, em altas doses, melhora a fungdo neuroldgica em animais.

Em estudo experimental prospectivo com 15 ratos Wistar submetidos a uma
lesdo parcial de 0,5mm da medula, Barros Filho et al. (2002) transplantaram no local
da lesdo, células do sistema nervoso fetal de ratos doadores. Os animais foram
monitorados por 48 horas e, ao término desse periodo, foram eutanasiados e

avaliados histologicamente. Demonstrou-se que, em 60% dos casos, as células fetais



Revisdo de literatura 19

transplantadas permaneceram viaveis € comparativamente observaram que a reagao

inflamatoéria foi maior no grupo controle.

Tebet (2002) apresentou, em tese de doutorado a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo, um estudo experimental com 24 ratos Wistar,
submetidos a lesdo medular contusa com sistema NYU impactor®, que foram
divididos em quatro grupos: grupo I, recebeu metilprednisolona (MP); grupo II,
gangliosidio GM-1; grupo III, associagdo de MP + GM-1; e o grupo 1V, controle
recebeu soro fisioldgico. Os animais foram avaliados quanto a recuperagdo
locomotora funcional, escala BBB e analise histoldgica. Concluiu que o grupo MP
apresentou resultados funcionais melhores dentre todos os grupos. Os achados
histolégicos ndo tiveram correlagdo com a recuperacao da funcao locomotora dos

animais.

Vialle et al. (2002), em estudo experimental com 20 ratos Wistar, submetidos
a contusao medular aguda moderada com NYU impactor, avaliaram a escala BBB de
recuperagdo motora e concluiram nao haver necessidade de uma avaliagdo tao

extensa, evidenciando que os testes B, D e E ndo influenciaram na avaliagao final.

Em dissertagdo de Mestrado apresentada ao Instituto de Psicologia da
Universidade de Sao Paulo, Gebrin (2003) realizou experimento com ratos Wistar,
enxertando nervos fibulares em pequenos tubos de silicone nos segmentos
toracolombares da medula espinhal lesada, implantados com técnicas
microcirargicas. Foi utilizado um marcador neuronal retrogrado aplicado na porgao

média das pontes nervosas implantadas que, na analise histolégica, mostrou a
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presenca de neurdnios intramedulares (neurénios de projecdo, interneurdnios e

motoneurdnios) e de ganglios sensitivos espinhais.

Galvao (2003) apresentou, em dissertacdo de mestrado a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, um estudo experimental com ratos Wistar,
submetidos a lesao medular leve (12,5 mm de queda de peso), com o objetivo de
avaliar a recuperacao funcional, por meio da Escala BBB e da analise histoldgica dos
ratos tratados com oxigenioterapia hiperbarica (OH). Concluiu que a recuperagao
motora dos ratos tratados com OH em uma fase inicial foi significativamente melhor,
porém, ao final, ndo houve significantes diferengas estatisticas entre ambos os

grupos. A andlise histologica foi semelhante nos dois grupos.

Moris e Vega (2003), em artigo de revisdo, analisaram os aspectos
fisiologicos dos fatores neurotroficos (FN) e avaliaram alguns fundamentos para sua
aplicabilidade clinica. Elaboraram trés teorias para explicar o possivel emprego de
fatores neurotroficos nas enfermidades neurologicas: 1- A enfermidade acompanha
uma diminui¢do da disponibilidade dos FN com a conseqiiente degeneragao seletiva
dos neurdnios, assim a oferta exdgena de FN poderia reverter sua deficiéncia e
melhorar a fun¢dao neuronal. 2- a diminuigdo quantitativa e qualitativa de FN pode
diminuir seus receptores ¢ a administracao de doses suprafisiologicas produziria um
incremento do nimero dos receptores. 3- A adicdo de FN pode estacionar um dano
bioldgico nocivo, como a apoptose. Entretanto, os autores ressaltaram que, até o
presente momento, ndo havia nenhuma evidéncia de uma enfermidade neurologica

com déficit de FN ou de seus receptores que justificasse seu uso clinico.
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Lee et al. (2004) realizaram estudo experimental com ratos, divididos em trés

grupos: 1- grupo controle com laminectomia isolada; 2- grupo com transec¢ao da
medula ao nivel de Ty e 3 — grupo com transec¢do e enxerto de nervo periférico

intercostal + aplicagdo de aFGF (acid fibroblastic growth factor). A avaliagdo
funcional foi realizada por meio da escala BBB, com acompanhamento por seis
meses. Técnicas de imunohistoquimica foram utilizadas para avaliar a taxa de
serotonina em fibras de crescimento (5-HT), marcadores anterogrados de
biotinylated dextran amine (BDA) e marcadores retrogrados com fluoro-gold foram
utilizados para avaliar a presenca de axonios abaixo e acima do sitio da lesdo apos o
tratamento. Os resultados do grupo 2 comparados com o grupo 3, foram: a) aumento
da capacidade locomotora e de marcha; b) presenca de 5-HT em axodnios abaixo do
sitio da lesdo, significando regeneragdao axonal do ntcleo rafe; c) presenga de
marcadores BDA no trato cortico-espinhal no sitio do enxerto e abaixo dele e d)
presenca de fluoro-gold no cortex motor e no nucleo rubro, reticulo espinhal, rafe, e
nucleo vestibular. Os autores concluiram que o enxerto dos nervos periféricos e
aFGF facilitam o crescimento de axonios ¢ melhoram a capacidade motora dos

membros inferiores em medulas transeccionadas em modelos animais.

Molina e Barros Filho (2004) compararam trés escalas de avaliacao funcional
locomotora, afirmaram que a escala BBB ¢ uma medida facil e sensivel de avaliacdo
da recuperagao locomotora, concebida para refletir a repercussao progressiva apos a
lesdao medular, e forneceram uma escala expandida para mostrar os comportamentos
nas fases de recuperacao inicial, intermedidria e avangada, podendo ser reproduzida

em diferentes laboratorios.
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Kwon et al. (2005), em revisdo de literatura, analisaram as diversas
estratégias terapéuticas atuais para promover reparacdo e regeneragao neural apos
lesdao medular, com enfoque nos ensaios clinicos com seres humanos tratados com
medicamentos potencialmente neuroprotetores e nas estratégias de tratamento.
Relataram os anseios de pacientes e familiares em participar destes ensaios clinicos,
porém os autores revelam que, atualmente, as duas drogas neuroprotetoras com
resultados promissores em modelos experimentais e relativamente seguros para uso
em seres humanos sdo a eritropoietina € o minocycline. Neste artigo, concluem e
alertam sobre a importancia de elaborar ensaios clinicos rigorosamente bem
estruturados e formulados metodologicamente, a fim de nao criar falsas expectativas
e falhas que possam comprometer determinado tratamento, ressaltando o papel

fundamental dos pesquisadores na cura da lesao medular.

Oliveira (2005) apresentou em tese de doutorado a FMUSP, um estudo

experimental com 50 ratos Wistar, submetidos a compressao medular com fita de
cetim, nos niveis Trx e Tx, que representava uma reducao de 30% do canal medular,

nestes niveis. Os animais foram distribuidos em cinco grupos: grupo I- controle, foi
realizado somente laminectomia; grupo II, realizado compressdao ¢ descompressao
em cinco minutos; grupo III e IV, realizado compressao e descompressao em 24 ¢ 72
horas respectivamente e o grupo V, realizado compressao até o final do experimento,
no 30°dia. As avaliagcdes da recuperagao neurologica foram feitas por meio do
potencial evocado motor, da escala BBB e do exame anatomopatologico. Concluiu-
se que existe relagdao direta entre o potencial de recuperagao neuroldgica e o tempo

de descompressao medular.
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Bachelin et al. (2005), em estudo experimental com macacos, realizaram
enxerto autdlogo de células de Schwann retiradas de nervos periféricos. Utilizando
técnicas de imunohistoquimica e marcadores virais, constataram largas areas de
remielinizacdo na area transplantada com células de Schwann, em mais de 55% da

area lesada.

Souza et al. (2006) em estudo experimental com 72 ratos machos Wistar,
divididos em quatro grupos com 18 animais cada, grupo I: laminectomia; grupo II:
contusdo medular por queda de peso; grupo II: compressio de 35% do canal
medular e grupo IV: compressao de 50%. Os autores relataram que a maioria dos
trabalhos de literatura enfoca os aspectos moleculares, bioquimicos e histolégicos da
medula espinal traumatizada. Poucos avaliam as alteracdes vasculares
macroscopicas. As avaliacoes foram realizadas em diferentes periodos de tempo (6,
24, 28, 48h e 7, 35 dias). Técnicas de microangiografia foram utilizadas, com
coloragdo nanquin/gelatina, o tecido neural foi desidratado em solugdes crescentes de
alcool e diafanizado pelo método de Spaltholz, tornando a medula semitransparente e
fornecendo uma visdo tridimensional de seus vasos sanguineos. Neste estudo, o
interessante foi a observacao de oclusdo completa de grandes vasos intramedulares
durante o seguimento da lesdo, reforcando a teoria de que, nas alteragdes vasculares
intramedulares  pds-traumadticas,  ocorreriam, fundamentalmente, as da

microcirculagao.

Molina (2006) apresentou, em dissertagdo de mestrado a Faculdade de
Medicina da Universidade de S3ao Paulo, um estudo experimental com 30 ratos

Wistar, submetidos a lesdo medular aguda, com trés diferentes intensidades de lesao:
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leve, moderada e grave. Os animais foram avaliados quanto a sensibilidade e
reprodutibilidade da Escala Funcional de Basso, Beattie ¢ Bresnahan (Escala BBB).
Concluiu que a escala apresenta sensibilidade satisfatoria e reprodutibilidade
excelente para as lesdes leves, mas, para as lesOes graves, a sensibilidade foi

insatisfatoria e a reprodutibilidade baixa.

Marcon (2006) apresentou, em dissertacdo de mestrado a Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, um estudo experimental com 32 ratos
Wistar, divididos em quatro grupos: grupos 1 ¢ 2 receberam agua destilada e
metilprednisolona (MP) imediatamente apds a lesdo, € os outros dois grupos
receberam as mesmas drogas 4 horas antes das lesdes. As avaliacdoes foram
realizadas conforme a recuperagdo funcional pela escala BBB e pelas complicagdes
pos-lesdes. Concluiu que o uso de MP 4 horas antes das lesdes nao modificava os
resultados funcionais locomotores, porém aumentava significativamente os indices

de mortalidade nos ratos, comparativamente aos pos-lesao.

Chao et al. (2006) descreveram a acdo dos neurotréficos na proliferacao,
diferenciagdo, sobrevivéncia e morte celular das células neuronais ¢ nao-neuronais.
Destacaram que os efeitos dos neurotroficos dependem dos niveis disponiveis e da
afinidade de aderéncia dos receptores, tirosinoquinases (trk) da membrana neuronal.
Assim, alteragdes nos niveis dos neurotréficos implicam doengas neurovegetativas,
tais como: Alzheimer e Huntington ¢ a administra¢dao de fatores neurotréficos com
moléculas pequenas, como a GPCR (G-protein coupled receptor), em estudos

preliminares, tem sido promissora.
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Ghasemlou et al. (2006), em estudo experimental com 39 ratos, estudaram as
possiveis varidveis que poderiam influenciar no resultado dos estudos experimentais
em ratos, nos modelos de contusdo medular por queda de peso. No estudo, avaliaram
a forca de impacto e o deslocamento da medula no momento da contusdo.
Concluiram e sugeriram que a forga limite a ser aplicada sera de +- Skdyn e a area de
deslocamento da medula de 200um reproduzirdo com mais sensibilidade os

resultados, indiferentemente do impactor a ser utilizado.

Kubeck et al. (2006) realizaram estudo experimental com 48 ratos Sprague-
Dawley, divididos em dois grupos, controle ¢ experimental, sendo cada grupo
subdividido em seis subgrupos, de acordo com o tempo de lesdo, 0, 4, 8, 16, 24 e 48
horas. Para a lesdo medular, foi utilizada a Técnica de Allen, apds laminectomia
dorsal baixa. O grupo controle recebeu agua destilada e o grupo experimental doses
de metilprednisolona equivalentes as usadas em humanos, calculadas da seguinte
forma: considerou-se o peso humano padrao de 65 kg, estimando-se uma superficie
corporal de 1.710m? e usando a dose do protocolo NASCIS II, que foi convertida
para os ratos, levando em conta que estes pesavam entre 450- 475g, perfazendo uma
superficie corporal de 0,053 a 0,055m?, administrou-se dose proporcional a cada
animal. Assim, foram analisados os efeitos histologicos de altas doses de
metilprednisolona equivalentes em seres humanos sobre os sistemas pulmonar,
cardiovascular, intestinal, renal, hepatico e esplénico. Concluiram que altas doses de
metilprednisolona, apos 48 horas da lesdo medular, causaram linfocitopenia, necrose
intestinal e infiltrado eosinofilico pulmonar nos animais estudados e¢ niao nos
controles. O 6rgao mais afetado foi o bago, onde a deplecao linfocitaria apareceu nas

primeiras 4 horas ap6s infusdo de metilprednisolona e continuou até 48 horas. Os
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tecidos pulmonares mostraram congestdo intersticial e colegdes alveolares
eosinofilicas. As mucosas intestinais apresentaram edema e lise celular apos 16
horas. Os sistemas cardiaco, renal e hepatico ndo apresentaram alteragdes

significativas sobre o grupo controle.

Hurlbert (2006) avaliou as pesquisas de 1996 a 2006 sobre as estratégias
médicas para tratamento das lesdes medulares agudas, limitadas a seres humanos,
totalizando 346 artigos, divididos em estudos de evidéncia clinica e ciéncia basica.
Concluiu que os esteroides continuam sendo utilizados na emergéncia por questdes
legais. Inibidores da proteinoquinases e metaloproteinases parecem ser tratamentos
promissores. Técnicas de regeneragdo estdo concentradas em transplante celular e
manipulagdo de receptores de células gliais. Atualmente, na fase III de ensaios
clinicos em seres humanos e recomendados, estdo os suportes de oxigenacao arterial
e a manutengdo da pressao perfusional na medula espinal, a fim de evitar a hipoxia e

isquemia pds-traumatica.

Thuret et al. (2006) afirmaram que a administragdo exogena de fatores
neurotroficos tem sido proposta como um potencial terapéutico para lesdes
medulares. Estudos experimentais em ratos, com a administragao de neurotropina-3,
podem induzir o crescimento de axdnios cortico-espinal, o fator neurotrofico
derivado do cérebro induz ao crescimento axonal do feixe rubro-espinal, reticulo-
espinal, vestibulo-espinal, rafe-espinal e axonios sensoriais ¢ motores locais. Uma
combinagdo da neurotropina-3 e o fator neurotrofico derivado do cérebro melhora a
funcdo vesical e a motricidade das patas dianteiras em contusdes média toracica e o

fator neurotrofico derivado da glia promove o crescimento de axonios motores ¢
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sensitivos da coluna dorsal em lesdes parciais ou completas da medula espinal. A
administracao isolada de fatores neurotréficos tem promovido recuperagdo parcial.
Atualmente, pesquisadores buscam terapias combinadas, tais como: transplante de
células olfatérias associado a neurotropina-3, transplante de células progenitoras e
fator neurotrofico derivado do cérebro. Sugerem o uso de fatores neurotroficos em

ensaios experimentais em primatas nao humanos.

Baker et al. (2007) realizaram um estudo experimental com ratas adultas
fémeas Sprague-Dawley, que sofreram contusdo medular ao nivel de Tix, e que

receberam neurotropina-3 com intuito de verificar se o medicamento auxiliava na
recuperagdo de axonios sensitivos no nucleo gracil da medula, utilizando toxina
colérica B como marcador. Nos grupos controle € nos que receberam neurotropina-3,
houve redu¢do de aproximadamente 25% da inerva¢do no nucleo gracil. Concluiram
que a neurotropina-3 nao promove neuroprotecao dos efeitos secundarios da lesdo
medular, nos axodnios sensitivos. Isto acontece, provavelmente, porque a

tirosinoquinase-C nao esta presente nos axonios da coluna dorsal ou no nucleo gracil.

Price et al. (2007), em artigo de revisdo, relataram a dificuldade do uso
clinico dos neurotroficos, em razdo de seus efeitos colaterais e de sua
farmacocinética desfavoravel, embora seu potencial terapéutico esteja bem
reconhecido em ensaios experimentais. Alternativas como o uso de carreadores de
baixo peso molecular t€ém tido resultados promissores em ensaios pré-clinicos,

sugerindo a realizagdo de mais estudos nesse sentido.



3 METODOS
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O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq — da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. Protocolo de pesquisa

n® 350/05.
A pesquisa seguiu rigorosamente os seguintes principios e manuais de ensino
e pesquisa, envolvendo animais:

= International Guiding Principles for Biomedical Research Involving

Animals, Genebra, 1985

= Declaragao Universal dos Direitos dos Animais, UNESCO, Bruxelas,

1978.

= Principios Eticos na Experimentagdo Animal — Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal — COBEA.

= Guide for the Care and Use for Laboratory Animals — EUA.

Local do experimento

O experimento foi realizado no complexo do Hospital de Clinicas da
Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ortopedia e Traumatologia, no LETRAN

(Laboratorio de Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos, 8° Andar).
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31 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO MEDULAR

3.1.1 Recepcéo e selecéo dos animais

Selecionaram-se 18 ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar,
provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo (Figura 1). No momento da recep¢do, todos os ratos foram avaliados
quanto a seu estado de saude e, também, suas condi¢des de motricidade. Aprovados,
eles foram marcados com listras pretas na cauda e identificados como amostras do

estudo. Alojaram-se trés ratos de uma mesma ninhada por gaiola.

O manuseio continuo dos animais com a equipe de experimentadores e de
apoio foi realizado, a fim de familiariza-los e aclimatiza-los ao ambiente, antes da

lesdo medular.

Figural- Ratos da linhagem Wistar
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Adotaram-se os critérios de inclusdo e exclusdo, estabelecidos e padronizados

por Rodrigues (1999) e Galvao (2003).

Critérios de inclusao:

Ratos da raga Wistar;
Machos adultos jovens (~ 8 a 12 semanas de vida, inclusive);
Peso entre 300 e 500 gramas, inclusive; e

Condic¢do geral e motricidade normal.

Critérios de exclusao:

Obito imediatamente apds lesdo;

Anomalias da medula na area lesada observada macroscopicamente;
Autofagia ou mutilacdo entre os animais;

Movimentagao abaixo da lesdo medular apds recuperagdo anestésica; e

Lesdo da dura-mater no ato operatorio.

3.1.2 Formacé&o dos grupos experimentais

O estudo consistiu de dois grupos, onde os ratos foram separados

aleatoriamente:

Grupo Controle: consistiu de ratos submetidos a lesdo medular
moderada (Quadro 1) por meio de um equipamento computadorizado para
impacto medular por queda de peso — NYU Impactor® (New York

University Spinal Cord Contusion Sistem - Impactor). Neste, os ratos
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receberam injecao de agua destilada intraperitonealmente. Ocorre que o
grupo foi objeto de estudo de experimentagdo simultdnea com a
substancia neurotropina-3. A metodologia e o0 modelo empregado foram
idénticos, os resultados ja estavam compilados, entdo, foi decidido ndo
sacrificar mais animais.

e Grupo Tratamento — ratos submetidos ao mesmo protocolo de lesdao

moderada e submetidos a injecao intraperitoneal de neurotropina-4.

Quadro I — Tipos de lesdo medular por contusao

Grupo Altura da Haste
Lesao medular leve 12,5 cm
Lesdo medular moderada 25,0 cm
Lesdao medular severa 50,0 cm

Dos 18 ratos incluidos inicialmente, trés foram utilizados como piloto e 15

para o grupo tratamento.

3.1.3 Lesdo medular por queda de peso

Descricdo do NYU impactor

O equipamento computadorizado para impacto medular por queda de peso,

NYU Impactor ®, compde-se de:
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Dispositivo de impacto (haste de 10g a 250 mm de altura
predeterminada, tubo-guia e sistema de monitoragdo de posicao,
velocidade de queda, instante de contato, periodo de contato, deformagao

da coluna e deformagao absoluta e relativa da medula);

Dispositivos de interfaceamento (instrumentac¢ao);

Microcomputador IBM-PC compativel;

Videomonitor VGA;

Placa de interface com saida paralela e temporizador.
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EQUIPAMENTO COMPUTADORIZADO PARA IMPACTO POR QUEDA DE PESO
(WYL Weight - Drop Impactor)
A Diagrama Esquematico Sem Escala

Poterzifmetro Gtioo digital pars medig@o da posiclo das hastes
de mmpacts & de monitorasdo do movimento vertebial

— Albaras prefixadas
— Hastes de conexio
P Pirwy de Boeragio
Aguisicia, mostradores,
Haste de mmpacto ammazenamento e andlkse
compuladonzadas.
Conector

interfaceamenio

W Circuilo detecior de contalo da haste de impacto com a coluna
verebral (delecia com precisdo o Instanie de brpacia)

e Pesn de impacto
(10 gros ¥ digmeiro normingl de 2,5 mim — pode ser alerada)
(resolugdo aproximada: 0,075 mm e 10 ps)

e [ w5t i O NitOFACED do Movimento verebral

{pino de tungsténio posiclionado no processo lateral da wéebra no ponio
do mpacio)

(resolucio aproximada: 0,015 mm & 10 ps)

Figura2 - NYU Impactor® (New York University Spinal Cord Contusion Sistem -
Impactor)
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O procedimento de anestesia

Anestesiaram-se os ratos com 55 a 75mg/kg de Pentobarbital intraperitoneal.
O efeito anestésico iniciou-se em 5 minutos ¢ durou no minimo 2 horas, tempo
suficiente para a lesdo. O plano anestésico profundo foi confirmado pela auséncia

dos reflexos da cornea e pela auséncia de reagdao a compressao da cauda.

A laminectomia

a - Tricotomia na regido do dorso;

b - antissepsia com povidine topico;

¢ - colocacdo de campo fenestrado;

e - incisdo na pele, de aproximadamente 5 cm, na linha média dorsal, para expor a
coluna vertebral de Ty a Tx;

f- descolamento da musculatura inserida nos processos espinhosos e laminas com
espatula delicada;

g - identificou-se a ultima costela, referéncia anatomica de Txj, assim procedeu-se a
identificacdo dos demais niveis, sobretudo Tx e Txj, local da lesao;

h - utilizou-se coagulador bipolar para hemostasia;

i- remog¢do da parte Ossea, com micro saca-bocado delicado, sempre se
preocupando para ndo lesar o saco dural. Os seguintes segmentos foram
removidos:

= metade distal do processo espinhoso de Tix
= totalidade do processo espinhoso e lamina de Tx

j - utilizou-se cera de osso para hemostasia, quando necessario;
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k - realizou-se a laminectomia com a dimensdo necessaria para obter uma margem
de seguranca e acomodar adequadamente a extremidade da haste do equipamento

computadorizado do NYU Impactor ®.

Procedimento cirdrgico - laminectomia

Dura-mater

Figura 4 - Aspectos da laminectomia
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A contusdo medular

Adotou-se 0 modelo experimental de lesdo medular do MASCIS (Multicenter

Animal Spinal Cord Injury Study) padronizado para ratos Wistar.

A contusdao medular produzida pelo NYU impactor® seguiu os passos €

cuidados indicados pelo proprio manual, 1993.

a)

b)

d)

g)

Posicionou-se o rato no equipamento computadorizado por impacto de queda
NYU impactor®. Os processos espinhosos de Ty € Tx; foram fixados com

presilhas e acomodou-se o rato sobre uma esponja;

ajustou-se a haste do equipamento na posi¢ao zero (inicial), e prendeu-se a garra

de base na margem da ferida cirargica;

centralizou-se a extremidade da haste do equipamento entre Tix e Tx, e ajustou-
se para obter um impacto direto sobre a medula. Este contato foi confirmado por

sinais sonoros ¢ luminosos emitidos pelo equipamento;

elevou-se a haste a distancia de 25,0 cm;

liberou-se a haste do equipamento para contundir a medula, aguardou-se 15

segundos, depois foi removido;

colocou-se o rato sobre uma superficie aquecida para inspecionar a darea

contundida. Procedeu-se a hemostasia de qualquer sangramento presente; e

a ferida cirurgica foi suturada por planos com fio de poliamida (nylon®),

monofilamentar nimero trés zeros.
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Figura 5 — Contusdo medular por queda livre

3.1.4 Procedimentos ap6s contusdo medular

= A substancia a ser testada, a neurotropina—4, foi adquirida do laboratério
Sigma-Aldrich, sob o nome de Neurotrophin 4 Human Recombinant®,
cada frasco continha 5ug, que foi diluido em 0,5ml de agua destilada. A
dose administrada foi de Ipg/rato (01 ml da dilui¢do), por via
intraperitoneal, imediatamente apés a lesdo.

= Transferiu-se o rato para uma camara com temperatura controlada de 25°
a 28° durante 30 minutos, para controle de provavel hipotermia pos-
operatdria.

= [Esvaziaram-se a bexiga duas vezes ao dia, por compressao manual vesical
(método de Credé), 6 e 24 horas apds a lesdo e diariamente até o

momento da eutanasia. (Figura 6)
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= Controlou-se a temperatura ambiente, ¢ as gaiolas foram mantidas
forradas com maravalha, para evitar tlceras de pressao.
= Verificou-se diariamente a coloracdo ¢ o odor da urina ¢ a ocorréncia de

feridas provocadas por autofagia.
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Figura 6 — Manobra de Credé

3.1.5 Antibioticoprofilaxia

Os ratos foram submetidos a antibioticoprofilaxia para prevenir e/ou reduzir a
infeccdo na ferida cirurgica nas vias urinarias. Administrou-se, subcutaneamente,
25mg/kg de Cefalotina (Keflin Neutro® - Ely Lilly) imediatamente apos a lesdo e
uma vez ao dia durante os sete dias seguintes. Naqueles que apresentassem infeccao,
o tratamento estenderia até o 10° dia e caso ndo surtisse efeito, o rato seria submetido

a eutanasia.
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3.1.6 Manutengdo dos animais

Os ratos retornaram as mesmas gaiolas de origem, mantidos nos mesmos
grupos de até trés animais, nas mesmas condi¢des ambientais (manejo, ad libitum,
troca periddica da maravalha e limpeza da gaiola) até o final do experimento, quando

foram submetidos a eutanasia. Nenhum rato foi excluido por mutilagdo ou infecgao.

T T TR IERR
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Figura7 — Condi¢ao ad libitum
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3.1.7 Analise funcional locomotora

A capacidade de recuperagao locomotora ap6s lesao medular foi medida pela
escala BBB (Basso; Beattie; Bresnahan) de avaliagao funcional, descrita por Basso et

al., em 1995.

A escala BBB de avaliagdo funcional baseia-se em critérios observacionais
especificos, definicdes simples € ndo ambiguas dos termos e permite uma rapida e

precisa descri¢ao do desempenho locomotor.

Esta escala foi adotada pelas instituigdes que integram o MASCIS e pelo

Letran. Decidiu-se pela avaliagao visual por time treinado (dois observadores).

Todos os ratos dos grupos Controle e Tratamento foram avaliados nos 2°, 9°,

16°, 23° ¢ 30° dias pds-operatdrios.

A avaliacdo consistiu-se em colocar o rato no centro de uma caixa de
observagao de 80x80cm e borda com 17 cm de altura forrada com um campo
cirrgico azul turquesa (escuro) para maior contraste, durante o periodo de

observagao (rato branco, fundo azul escuro). (Figura 8)
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Figura 8 — Aspecto da avaliagdao da Escala BBB

Avaliou-se a capacidade locomotora do rato. As observacdes sobre o
movimento das articulagdes da pata posterior (quadril, joelho e tornozelo), a posi¢ao
do tronco, do abdome, o deslocamento da pata (balango) e o modo de contato da pata
com o solo, a coordenagdo, os dedos, o contato e a liberacdo da pata com o solo, a
instabilidade do tronco e a posi¢ao relativa da cauda em relagdo aos lados direito e

esquerdo, foram anotadas em formulério préprio.

O formulario permitiu o registro da identidade, do nimero de dias pos-
operatorio e dos comentarios e facilitou a descrigdo do movimento ¢ a definicdo da

pontuacdo. A escala BBB varia de 0 a 21 pontos para cada lado, esquerdo e direito.

Caso o rato, posicionado no centro da caixa, permanecesse imével por 15 a

20s, era estimulado a movimentar-se por meio de toques com um lapis.
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A avaliagdo da capacidade locomotora do rato demorou de 4 a 5 minutos
durante 0s quais se anotaram as caracteristicas do movimento executado, no

respectivo formulario.

Anotaram-se as caracteristicas de consenso entre os observadores. Caso
houvesse discordancia, decidia-se pela anotacdo da pior caracteristica (menor

pontuagao).

Em anexo, sdo apresentados o modelo traduzido do formulario e as
respectivas defini¢des operacionais das categorias e atributos da escala BBB de

avaliacdo funcional. (Anexos I, 1T e III)

3.1.8 Eutanasia

Os animais foram submetidos a eutanasia no 30° dia apds a lesdo, injetando-

se a dose toxica de 400mg/kg de pentobarbital soédico intraperitonial.

3.1.9 Preparo do Exame Anatomopatoldgico

e Para a retirada da coluna vertebral, realizou-se uma nova incisdo dorsal
extensa, expondo-se toda a coluna, desde a regido cervical até a lombar,

contendo todo o estojo dsseo e os musculos paravertebrais.

= Com um micro saca-bocado, todas as estruturas Osseas e de partes moles
adjacentes a medula foram retiradas co,m cuidado até expo-las

completamente.
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Realizou-se uma avaliacdo visual macroscopica da medula no local da
contusao para verificar-se a presenca de qualquer anomalia. Nao se

encontrou nenhuma.

Apos a sutura dos planos cirargicos incisados, os ratos foram
embrulhados em papel e pléastico apropriados e firmemente vedados,
sendo depois depositados em sacos plasticos proprios para materiais

biologicos e levados ao depdsito especifico do IOT HCFMUSP.

A medula retirada foi encaminhada em frascos, devidamente numerados,
realizando a identificagdo do lado cranial e caudal da lesdao. As pecas
foram fixadas em soluc¢do de formaldeido (10%) por cerca de cinco dias e,
posteriormente, encaminhadas ao Servico de Anatomia Patoldgica do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. (Figura 9)

Figura 9 — Aspecto da medula fixada

No preparo das laminas, as pegas passaram pelo processo de
parafinizacdo, seguido de cortes de 5 pm de intervalo a partir da zona
central da medula, fixados em laminas de vidro e corados com

hematoxilina-eosina (HE).
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= O estudo anatomopatologico consistiu em uma analise microscopica

(6ptica) de laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE).

3.1.10 Analise histologica

O Servico de Patologia avaliou a medula fixada em trés diferentes areas:
* Area da lesdo
* Area cranial a lesdao

= Area caudal a lesdo

Cada area analisada foi avaliada quanto a:
= Hiperemia
» [nfiltrado celular
= Degeneracdo da substancia nervosa

=  Necrose

Cada parametro foi pontuado baseado na severidade:
= () = auséncia,
= ] =médio,
= 2 =moderado,

= 3 =gevera

Assim, este quatro escores foram somados e obteve-se um indice final.
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Quadro 2 - Indice Anatomopatologicos

Critérios 0 1 2 3

Hiperemia Ausente | Médio | Moderado | Severa
Infiltrado Celular Ausente | Médio | Moderado | Severa
Degeneracao da substancia Nervosa Ausente | Médio | Moderado | Severa
Necrose Ausente | Médio | Moderado | severa

Quadro 3- Indice Final Anatomopatolégico

Escore final Severidade
0 Sem lesao
1-4 Lesao média
5-8 Lesao moderada
9-12 Lesdo severa

3.1.11 Analise estatistica

As variaveis necrose, hiperemia, degeneracdo da substancia nervosa,
infiltrado celular e o escore final foram resumidas por grupo e representadas por

freqiliéncia absoluta e relativa (%) e média e desvio padrao (dp).

O Teste de Mann-Whitney foi aplicado para amostras independentes para

comparar os resultados apresentados pelos grupos controle e tratamento.
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A escala BBB foi resumida por dia de avaliagdo e por grupo e representada

por média, desvio-padrao, mediana, valores minimo e maximo.

Também foi aplicado o Teste de Mann-Whitney para amostras independentes

para comparar os resultados apresentados pelos grupos controle e tratamento.

A presenca de associacdo entre grupo de estudo e ocorréncia de 6bito foi

avaliada pelo Teste Exato de Fisher.

Adotou-se o nivel de significancia de 0,05 (a0 = 5%) e niveis descritivos (p)

inferiores a esse valor foram considerados significantes e representados por *.



RESULTADQOS
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RESULTADOS DA ANALISE ESTATISTICA
Tabela 1 — Pontuagdes da escala BBB — grupo Controle
Ratos Pos-op Pos-op Pos-op Pos-op Pos-op
Dia 2 Dia 9 Dia 16 Dia 23 Dia 30

controle 1 0 0,5 3,5 3,5 6
controle 2 0 0,5 1 5 4
controle 3 0 8 10 10 11
controle 4 0 0 1 1 0,5
controle 5 0 0,5 7 9 9
controle 6 0,5 6 9 10 11
controle 7 0 0 5 3 3
controle 8 0 1 7 8 9,5
controle 9 0 7,5 8,5 10 9,5
controle 10 0 0,5 7,5 8 11
Tabela 2 — Pontuagdes da escala BBB — grupo Tratamento
Ratos Pc').s—op Pc').s—op Pés—op P(?s—op Pc'-)s—op

Dia 2 Dia9 Dia 16 Dia 23 Dia 30
tto 1 0 2 5 8 9
tto 2 0 3,5 5 6 6
tto 3 0 3 3 7,5 7,5
tto 4 0 6 8 12 12
tto 5 0 7 11 11 11
tto 6 0 11 12 16 21
tto 7 0 4,5 8,5 12 13
tto 8 0 8 10 13 15
tto 9 0 1 7 10 10
tto 10 0 8 10 11 12
tto 11 0 3 8 10 11
tto 12 0 4,5 10 10 13
tto 13 0 7 10 12 12
tto 14 0 4 3 6 6
tto 15 0 7,5 10 10 12
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Tabela 3 -  Distribui¢do dos resultados da escala BBB

Eccala Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
P6s-Op Dia 2
média (dp) 0,05 (0,16) 0,00 (0,00)
mediana 0 0
minimo — maximo 0-0,5 0-0
Comparagdo p=0,221
Escala Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
P6s-Op Dia 9
média (dp) 3,06 (3,45) 5,33 (2,73)
mediana 0,75 4,5
minimo — maximo 0,5-28,0 1,0-11,0
Comparagdo p=10,086
Escala Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
P6s-Op Dia 16
média (dp) 5,95 (3,21) 8,00 (2,90)
mediana 7,0 8,5
minimo — maximo 1,0-10,0 3,0-12,0
Comparagdo p=10,099
Escala Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
P6s-Op Dia 23
média (dp) 6,75 (3,34) 10,30 (2,67)
mediana 8,0 10,0
minimo — maximo 1,0-10,0 6,0-16,0
Comparagao p=0,010 *

continua
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Tabela3 -  Distribuigdo dos resultados da escala BBB (continuagdo)
Escala Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
P6s-Op Dia 30
média (dp) 7,45 (3,81) 11,37 (3,72)
mediana 9,25 12,0
minimo — maximo 05-11,0 6,0-21,0
Comparagdo p=0,013 *

Na comparagdo entre os grupos Controle e Tratamento quanto a escala BBB,
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre eles nas
avaliagdes: Pos-Op. Dia 2 (p = 0,221), P6s-Op. Dia 9 (p = 0,086) e Pos-Op. Dia 16
(p = 0,099). Nas avaliagdes Pos-Op. Dia 23 e Pos-Op. Dia 29, o grupo Tratamento
apresentou pontuagdes significantemente mais altas do que as apresentadas pelo

grupo Controle (p = 0,010 e p = 0,013, respectivamente).
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Tabela 4 — Distribui¢do dos resultados da avaliagcdo de Necrose — Cranial

Necrose Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
Cranial —n (%)
0 (ausente) 7 ( 70,0%) 11 ( 73,3%)
1 (médio) 2 ( 20,0%) 4 ( 26,7%)
2 (moderado) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)
3 (intenso) 1 ( 10,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 0,50 (0,97) 0,27 (0,46)
Comparacgao p=0,750

Tabela 5 — Distribui¢do dos resultados da avaliacdo de Necrose - Lesdo

Necrose Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
Leséo —n (%)
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 3 ( 20,0%)
1 (médio) 0 ( 0,0%) 4 (26,7%)
2 (moderado) 2 ( 20,0%) 5 ( 33,3%)
3 (intenso) 8 ( 80,0%) 3 ( 20,0%)
média (dp) 2,80 (0,42) 1,53 (1,06)
Comparagao p=10,002 *
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Tabela 6 — Distribuic¢do dos resultados da avaliacdo de Necrose - Caudal

Necrose Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
Caudal — n (%)
0 (ausente) 7 ( 70,0%) 9 ( 60,0%)
1 (médio) 2 (20,0%) 4 (26,7%)
2 (moderado) 0 ( 0,0%) 2 (13,3%)
3 (intenso) 1 ( 10,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 0,50 (0,97) 0,53 (0,74)

Comparagdo

Na comparacdo entre os grupos Controle e Tratamento quanto a avaliacdo de

necrose, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre eles

nas areas: cranial (p = 0,750) e caudal (p = 0,672). Na area da lesdo, o grupo

Tratamento apresentou pontuagdes significantemente mais baixas do que as do grupo

Controle (p = 0,002).
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Tabela 7 — Distribuigdo dos resultados da avaliagdo de Hiperemia — Cranial

Hiperemia Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
Cranial —n (%)
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 4 ( 26,7%)
1 (médio) 5 ( 50,0%) 7 ( 46,7%)
2 (moderado) 2 ( 20,0%) 4 ( 26,7%)
3 (intenso) 3 ( 30,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 1,80 (0,92) 1,00 (0,76)
Comparacao p=0,046 *

Tabela 8 — Distribuigdo dos resultados da avaliagdo de Hiperemia — Lesdo

Hiperemia Controle Tratamento
(n=10) (n=15)

Leséo —n (%)
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 3 ( 20,0%)
1 (médio) 0 ( 0,0%) 3 ( 20,0%)
2 (moderado) 2 ( 20,0%) 9 ( 60,0%)
3 (intenso) 8 ( 80,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 2,80 (0,42) 1,40 (0,83)

Comparacao p <0,001 *
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Tabela 9 — Distribuigdo dos resultados da avaliagdo de Hiperemia — Caudal

Hiperemia Controle Tratamento
(n=10) (n=15)

Caudal — n (%)
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 3 ( 20,0%)
1 (médio) 5 ( 50,0%) 7 ( 46,7%)
2 (moderado) 2 ( 20,0%) 5 ( 33,3%)
3 (intenso) 3 ( 30,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 1,80 (0,92) 1,13 (0,74)

Comparagdo p=0,101

Quanto a avaliagdo de hiperemia, ndo foi encontrada diferenga
estatisticamente significante entre os grupos Controle e Tratamento na area caudal
(p = 0,101). Nas areas cranial e da lesdao, o grupo Tratamento apresentou pontuagdes
significantemente mais baixas do que as do grupo Controle (p = 0,046 e p < 0,001,

respectivamente).



Resultados 56

Tabela 10 — Distribuigdo dos resultados da avaliagio de Degeneracdo da
Substancia Nervosa — Cranial

Degeneracéo da substancia Controle Tratamento
nervosa (n=10) (n=15)
Cranial — n (%)
0 (ausente) 2 ( 20,0%) 0 ( 0,0%)
1 (médio) 4 ( 40,0%) 9 ( 60,0%)
2 (moderado) 2 ( 20,0%) 6 ( 40,0%)
3 (intenso) 2 ( 20,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 1,40 (1,08) 1,40 (0,51)
Comparagdo p=0,855

Tabela 11 — Distribuigdo dos resultados da avaliagdo de Degeneracdo da
Substancia Nervosa - Lesao

Degeneracéo da substancia Controle Tratamento
nervosa (n=10) (n=15)
Lesdo —n (%)
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)
1 (médio) 0 ( 0,0%) 3 (20,0%)
2 (moderado) 2 ( 20,0%) 5 ( 33,3%)
3 (intenso) 8 ( 80,0%) 7 ( 46,7%)
média (dp) 2,80 (0,42) 2,27 (0,80)

Comparagdo

p=0,075
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Tabela 12 — Distribuigdo dos resultados da avaliagio de Degeneracdo da
Substancia Nervosa - Caudal

Degeneracao da substancia Controle Tratamento

Caudal —n (%)

0 (ausente) 2 ( 20,0%) 0 ( 0,0%)

1 (médio) 4 ( 40,0%) 6 ( 40,0%)

2 (moderado) 2 ( 20,0%) 8 ( 53,3%)

3 (intenso) 2 ( 20,0%) 1 ( 6,7%)

média (dp) 1,40 (1,08) 1,67 (0,62)
Comparagao p=10,405

Na comparagdo entre os grupos Controle e Tratamento quanto a avaliagdo
de degeneracdo da substidncia nervosa, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes entre eles nas dareas: cranial (p = 0,855), lesdo

(p =0,075) e caudal (p = 0,405).



Resultados

Tabela 13 — Distribui¢do dos resultados da avalia¢ao de Infiltrado celular - Cranial

Infiltrado celular Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
Cranial —n (%)
0 (ausente) 7 ( 70,0%) 10 ( 66,7%)
1 (médio) 2 ( 20,0%) 5 ( 33,3%)
2 (moderado) 1 ( 10,0%) 0 ( 0,0%)
3 (severo) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 0,40 (0,70) 0,33 (0,49)
Comparacgao p= 1,000

Tabela 14 — Distribui¢do dos resultados da avaliagdo de Infiltrado celular - Lesdo

Infiltrado celular Controle Tratamento
(n=10) (n=15)

Leséo —n (%)

0 (ausente) 0 ( 0,0%) 4 ( 26,7%)
1 (médio) 0 ( 0,0%) 5 ( 33,3%)
2 (moderado) 5 ( 50,0%) 2 (13,3%)
3 (intenso) 5 ( 50,0%) 4 ( 26,7%)
média (dp) 2,50 (0,53) 1,40 (1,18)

Comparagao p=0,021 *
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Tabela 15 — Distribui¢do dos resultados da avaliag¢ao de Infiltrado celular - Caudal

Infiltrado celular Controle Tratamento
(n=10) (n=15)
Caudal — n (%)
0 (ausente) 7 ( 70,0%) 8 ( 53,3%)
1 (médio) 2 ( 20,0%) 5 ( 33,3%)
2 (moderado) 1 ( 10,0%) 2 (13,3%)
3 (severo) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 0,40 (0,70) 0,60 (0,74)
Comparagdo p = 0,446

Na avaliacdo de infiltrado celular nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos Controle e Tratamento nas areas:
cranial (p = 1,000) e caudal (p = 0,446). Na area da lesdo, o grupo Tratamento
apresentou pontuagdes significantemente mais baixas do que as do grupo Controle

(p=0,021).
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Tabela 16 — Pontuagdes dos escores area cranial — grupo Controle

Necrose Hiperemia Degeneracdo Infiltrado

Ratos escore
Cranial Cranial Cranial Cranial

controlel 1 2 2 2 7
controle2 3 3 3 1 10
controle3 0 1 1 0 2
controle4 0 3 1 1 5
controleb 0 1 1 0 2
controle6 0 1 0 0 1
controle7 1 1 1 0 3
controle8 0 2 0 0 2
controle9 0 1 2 0 3
controlel0 0 3 3 0 6

Tabela 17 — Pontuagdes dos escores area cranial — grupo Tratamento

Necrose Hiperemia Degeneracdo Infiltrado
Ratos . ] . ] escore
Cranial Cranial Cranial Cranial
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Tabela 18 — Distribui¢do dos resultados da avaliagdo do Escore Final - Cranial

Controle Tratamento
Escore
(n=10) (n=15)
Cranial
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)
1-4 (médio) 6 ( 60,0%) 13 ( 86,7%)
5-8 (moderado) 3 ( 30,0%) 2 (13,3%)
9-12 (intenso) 1 ( 10,0%) 0 ( 0,0%)
média (dp) 4,1 (2,8) 3,0 (1,1)
Comparacgao p=0,588
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Tabela 19 — Pontuagdes dos escores da area lesao — grupo Controle

Necrose Hiperemia Degeneracdo Infiltrado

Ratos escore
Leséo Lesdo Leséo Lesdo
controlel 3 3 3 3 12
controle2 3 3 3 3 12
controle3 3 3 3 3 12
controle4 3 3 3 3 12
controleb 3 3 3 3 12
controle6 2 2 2 2 8
controle7 3 3 2 2 10
controle8 3 3 3 2 11
controle9 3 2 3 2 10
controlel0 2 3 3 2 10

Tabela 20 - Pontuagdes dos escores area lesdo — grupo Tratamento

Necrose Hiperemia Degeneracdo Infiltrado

Ratos . . . . escore
Leséao Leséao Lesao Lesao
tol 0 0 2 0 2
tto 2 2 2 2 1 7
tto 3 1 1 2 1 5
tto 4 1 2 3 1 7
tto 5 2 2 3 1 8
tto 6 3 2 3 3 11
tto 7 1 0 1 0 2
tto 8 2 2 3 3 10
tto 9 1 0 2 1 4
tto 10 2 2 3 2 9
tto 11 0 2 1 0 3
tto 12 3 2 3 3 11
tto 13 2 1 2 2 7
tto 14 3 2 3 3 11
tto 15 0 1 1 0 2
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Tabela 21- Distribui¢do dos resultados da avaliagdo do Escore Final - Lesao
Controle Tratamento
Escore
(n=10) (n=15)
Leséo
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)
1-4 (médio) 0 ( 0,0%) 5 ( 33,3%)
5-8 (moderado) 1 ( 10,0%) 5 ( 33,3%)
9-12 (intenso) 9 ( 90,0%) 5 ( 33,3%)
média (dp) 10,9 (1,4) 6,6 (3,4)
Comparagdo p=0,001 *
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Tabela 22 — Pontuagdes dos escores area caudal — grupo Controle

Necrose Hiperemia Degeneracdo Infiltrado

Ratos escore
Caudal Caudal Caudal Caudal

controlel 1 2 2 2 7
controle2 3 3 3 1 10
controle3 0 1 1 0 2
controle4 0 3 1 1 5
controleb 0 1 1 0 2
controle6 0 1 0 0 1
controle7 1 1 1 0 3
controle8 0 2 0 0 2
controle9 0 1 2 0 3
controlel0 0 3 3 0 6

Tabela 23 — Pontuagdes dos escores area caudal — grupo Tratamento

Necrose Hiperemia Degeneracdo Infiltrado
Ratos escore
Caudal Caudal Caudal Caudal
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Tabela 24 — Distribui¢ao dos resultados da avaliagdo do Escore Final — Caudal

Controle Tratamento
Escore
(n=10) (n=15)
Caudal
0 (ausente) 0 ( 0,0%) 0 ( 0,0%)

1-4 (médio) 6 ( 60,0%) 11 ( 73,3%)
5-8 (moderado) 3 ( 30,0%) 3 ( 20,0%)
9-12 (intenso) 1 ( 10,0%) 1 ( 6,7%)
média (dp) 4,1 (2,8) 3,9(1,9)
Comparagdo p=0,734
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Na comparagao entre os grupos Controle e Tratamento quanto ao escore final,
nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre eles nas areas:
cranial (p = 0,588) e caudal (p = 0,734). Na area da lesdo, o grupo Tratamento
apresentou pontuagdes significantemente mais baixas do que as do grupo Controle

(p=0,001).
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Nas ultimas trés décadas, foram desenvolvidos diversos estudos e ensaios
experimentais na area de traumatismo raquimedular (Bradbury e McMahon, 2004,
Thuret et al., 2006). Uma simples consulta em um sitio de Internet, especializado em
publicacdes cientificas (Medline) na area médica, recuperou cerca de vinte mil
artigos relacionados ao tema. Isto evidencia um certo entusiasmo por parte dos
pesquisadores, pois cada vez mais surgem experimentos sobre regeneragao medular e

crescimento neuronal, os quais, na sua maioria apresentam resultados promissores..

Estes trabalhos tém se apoiado em animais de laboratorio para o
desenvolvimento de conhecimento sobre os mecanismos de processos vitais na
prevengdo, diagndstico e tratamento de doengas em seres humanos (Bassit, 2005).
No entanto, uma questdo discrepante sao os resultados promissores em regeneracao

medular em animais de laboratério e a pouca reprodutibilidade em seres humanos.

Acredita-se que a fisiologia, anatomia e¢ a desproporcionalidade entre os
animais de experimentos ¢ o homem influenciem nos resultados, ¢ como comparar
quilémetros com centimetros do sistema nervoso. Muitos pesquisadores estdo
trabalhando no mapeamento das diferengas entre espécies de animais e na defini¢ao
de seus mecanismos, com intuito de diminuir o impacto nos resultados experimentais
(Thuret et al., 2006), entre eles, Courtine et al. (2007) que defende a experimentacao
com primatas ndo-humanos geneticamente semelhantes ao homem, porém o custo
elevado e a dificuldade de cuidados com primatas lesados medulares tém

inviabilizado a experimentagao.
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Além disto, o bem-estar do animal € uma questao importante de debate ético
e preocupacdo da sociedade, tornando-se até uma area de estudo, pois o completo
bem-estar do animal influencia diretamente no resultado do estudo. (Frajblat et al.,
2006). Dentro deste contexto, este trabalho foi conduzido obedecendo a normas e
principios internacionais para pesquisas biomédicas, entre clas, da International
Guiding Principles for Biomedical Research Involving Animals, a Declaragio
universal dos direitos dos animais, além das leis que estabelecem os critérios para a
criacdo e utilizagdo de animais em atividades de ensino e pesquisa em territdrio
nacional, tais como: COBEA e a Lei de n® 6.638 (Normas para pratica didatico-
cientifica da vivissec¢ao de animais). Dentro dessas diretrizes € em consonancia com
os critérios dos trés “Rs”, que preconiza a reducdo, a substituicdo e o
aperfeicoamento nos estudos com experimentagao animal, propostos por William
Russell e Rex Burch no livro Principles of Humane Experimental Technique (Russel

e Burch, 1959).

Assim, este estudo também buscou reduzir o nimero de amostras. Baseado
em trabalhos experimentais com nimero de amostras de animais semelhantes aos
grupos de estudos e com resultados estatisticos satisfatorios, entre eles, Narazaki
(n=15), Vialle (n=10) e Sayer (n=8). Outra forma de reduzir foi a utilizacdo do
grupo Controle do estudo realizado com a neurotropina-3, com execugdo ¢
metodologia idéntica a este estudo, com resultados previamente compilados. Quanto
a substituicdo e aperfeicoamento foram pesquisadas outras formas de modelos e
ensaios em consulta no periodico ATLA (Alternative to Laboratory Animal), mas
para este tipo de experimento ndo foi encontrado outro método alternativo, que nao

seja em animais in Vvivo.
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A espécie de animal de experimentagdo foi escolhida levando em
consideragdo alguns critérios como a facilidade no manejo, a prolificidade, a
docilidade, o pequeno porte, o baixo consumo alimentar, a fisiologia conhecida e o
ciclo reprodutivo curto (Bassit, 2005). Os roedores, ratos (rattus norvegicus), sao os
animais mais utilizados em todos os laboratérios do mundo, pois atendem
perfeitamente as caracteristicas mencionadas, além disso, a linhagem de ratos Wistar
também, exibe a caracteristica do albinismo, ou seja, homogeneidade da espécie,

atendendo satisfatoriamente aos propositos da pesquisa (Andrade et al., 2002).

Os ratos foram provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da USP, local que obedece aos padroes da ICLAS (International Council
for Laboratory Animal Science) e da AAALAC (Association for Assentament and
Accreditation of Laboratory Animal Care), duas entidades que regulam esse tipo de
centros no mundo. Outra caracteristica das cobaias foi a certificagdo SPF (Specific
Pathogen Free), ou seja, espécime livre de qualquer tipo de agente patogénico que
poderia mascarar os resultados da pesquisa. Esta qualificacdo habilita o experimento
para a publicacdo em revistas internacionais € também assegura que qualquer
contaminagdo patogénica possa ser creditada a falhas metodoldgicas na execugao do

estudo.

As condicdes ambientais do Letran seguiram as normas e principios dos
organismos reguladores em experimentacdo animal, com temperatura da sala
oscilando entre 25 e 28 graus de temperatura Celsius, com ciclo claro/escuro de 12
horas, a oferta de agua e ragdo ad libitum e, o confinamento de trés animais de uma

mesma ninhada, pois ratos Wistar nao familiarizados tendem a ser agressivos entre
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si, acomodados em gaiolas com mara valha, para evitar ulceras de pressdo. O
manuseio € a manipula¢ao foram realizados por técnicos ja treinados e familiarizados

com ratos de laboratorio (COBEA).

A via de administragdo dos farmacos escolhida foi a intraperitoneal, pois ¢ a
mais utilizada em estudos experimentais, por ser de facil administragdo e oferecer
menor risco de acidentes ao pesquisador, além de possuir uma melhor da substancia

(Bassit, 2005).

A laminectomia para exposi¢ao cirargica da medula espinal do rato para
provocar a lesao medular, também, foi um procedimento executavel e reprodutivel

pelo treinamento prévio e experiéncia adquirida no Letran.

A respeito dos modelos de lesdo medular, desde as classicas publicagdes de
Allen, em 1911 e 1914, varias técnicas para reproduzir lesdes foram idealizadas,
sendo as principais, a contusdo, a maceragao, a sec¢ao, a compressao € a penetracao
(Dellamarter et al., 1990). Nesta pesquisa, optou-se pelo modelo de contusdo por ser
0 que mais se assemelha a contusdo medular em seres humanos (Constantine e

Young, 1994).

O sistema empregado para realizar a contusdo medular nos ratos foi o NYU
impactor, desenvolvido por Gruner (1992) e difundido por Constantini ¢ Young
(1994) e Basso et al. (1996). A opgdo pelo NYU impactor foi devido a este permitir
uma monitorizagdo precisa da altura da queda, do peso, da velocidade do impacto e
do indice de compressdo em todos os animais, o que propicia uma lesdo graduada e

controlada (Basso et al., 1996). Outro fator ¢ que aparelho NYU impactor ¢ o

equipamento-padrao dos principais centros de pesquisa com animais de
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experimentagdo, que integram o Mascis (Multicenter Animal Spinal Cord Injury

Study), o que permite a comparagdo de resultados interinstitucionais.

As graduagdes por queda de peso foram classificadas em leve, média e
severa, com a queda da haste de uma altura de 12,5, 25 ¢ 50 cm. Neste estudo, foi
utilizada a lesdo moderada com altura de 25 cm, pois as severas apresentavam alta
mortalidade (Molina, 2006; Vialle et al., 1999) e, as leves os animais mostravam

recuperagao locomotora completa em dez dias (Basso et al., 1996; Rodrigues, 1999).

Os estudos realizados na década passada, com fatores neurotroficos,
trouxeram resultados finais alentadores (Sahenk, 2006), entre eles, podem ser citados
os experimentos conduzidos por Schnell et al. (1994) e Cheng et al. (1996). Embora
a droga utilizada por estes autores tenha sido a neurotropina-3. No entanto, segundo
Moris e Vega (2003), os fatores neurotroficos tém agdes semelhantes no sistema
nervoso, diferindo somente nos receptores ativados. Cabe destacar que, assim como
em outros ensaios com roedores, os fatores neurotroficos nao apresentaram
toxicidade aos animais, até porque fazem parte normal dos diversos sistemas
organicos, mas, neste estudo em especial, a neurotropina-4 reduziu a mortalidade no
grupo tratamento, pois nao houve nenhum o6bito na execucdo da lesdo medular
contusa. Supde-se que a neurotropina-4 diminua os efeitos imediatos do choque
neurogénico instalado imediatamente ap6s a lesdo medular, ocasido esta em que

ocorre a maioria dos 6bitos (Molina, 2006).

Outra questdo ¢ se a dose administrada da neurotropina-4 seria adequada para
o experimento. Schnell et al. (1994) utilizaram a mesma dosagem de lug de

neurotropina-3, com descricdo de bons resultados em regeneracdo axonal. Mas sua
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via de administragdo foi in loco, assim neste experimento poderia ter sido incluso
mais um grupo, com administragdo de neurotropina-4 localmente na lesdo,
permitindo o confronto dos resultados com o grupo que teve administragao
intraperitoneal. Deste modo, as duas vias de administracdo poderiam ser avaliadas.
Na literatura consultada, nenhum ensaio utilizou a administracdo intraperitoneal.
Nesta mesma linha de raciocinio, poderia ser testada uma supradosagem de Nt-4 e

observar seu efeito, criando-se um quarto grupo.

Segundo Basso et al. (1996), o método de avaliagdo da funcdo locomotora
ideal, deve ser de facil utilizagdo, sensivel e ter a capacidade de rapidamente mostrar
mudangas, mesmo em numero limitado de amostras. A escala BBB, que ¢ uma escala
qualitativa, atualmente ¢ a que mais se aproxima desses requisitos. Em virtude desta
escala ter sido objeto de avaliacdo de outras dissertagdes e teses no Letran, os
examinadores estavam treinados e familiarizados com o método de avaliagao
locomotora. Assim a execugdo e o acompanhamento dos dias de avaliagdo foram 2, ,
9, 14, 23 e 30 foram realizados, de forma rapida e com sensibilidade conforme as

vantagens ja citadas por Basso et al.

No presente estudo, a avaliacdao funcional realizada entre os grupos Controle
versus Tratamento nos dias 2, 9 e 16, ndo mostrou diferencas estatisticas entre os
grupos; porém nos dias 23 e 30, o grupo Tratamento apresentou pontuacdes
significantemente mais altas do que as do grupo Controle (p = 0,010 e p = 0,013,
respectivamente), levando a concluir que houve recuperacdo motora com a utilizagao

da neurotropina-4.
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A avaliacao histolégica seguiu a metodologia estabelecida nos estudos de
Tebet (2002) e Galvao (2003). Apds o 30° dia, ja com os dados da analise funcional
locomotora concluido, os ratos foram eutanasiados e as pecas submetidas a andlise
histoldégica pelo Servico de Anatomia Patologica, na busca de correlagdao entre os
dados. Nas pecas analisadas, observavam-se areas de necrose mais intensas na regiao
dorsal da medula, mais na area submetida a contusdo com o impactor, demonstrando

que a lesao fora efetiva.

Estatisticamente, os dados histoldgicos obtidos do escore final, nas areas
cranial e caudal, ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos Controle
e Tratamento, porém na area da lesdo o escore final evidenciou pontuacdes
significantemente mais baixas do que as apresentadas pelo grupo Controle
(p =0,001). Pode-se crer que a neurotropina-4 tenha de alguma forma minimizado os
efeitos secunddrios da cascata de eventos da lesdo medular. Mas ndo h4d como
afirmar o efeito regenerador do fator neurotréfico, uma vez que atualmente os
estudos experimentais que possibilitam avaliar a capacidade do farmaco seriam
realizados por meio de técnicas de imunohistoqimica com marcadores axonais, como
Sht, marcador de serotonina para fibras de crescimento axonal e tracadores de feixes

e tratos neurais, como BDA (biotinylated dextran amine).

Bunge (2001) afirma que, em virtude da lesdo medular envolver diferentes
reacdes moleculares, celulares e teciduais, as estratégias de tratamento devem ser
combinadas, de tal forma que uma potencialize a outra. Como exemplo, destaca os
estudos com transplante e enxertos de células de Schwan em medulas

transeccionadas, associados com fatores neurotroficos: ha um incremento de axonios
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regenerados por sobre a ponte de enxerto e além do coto da lesdo. De tal forma que,
atualmente, os fatores neurotréficos sdo largamente testados, na maioria dos

experimentos em conjunto com outras estratégias.

A aplicacao do uso clinico dos fatores neurotroficos associados a carreadores
de baixo peso molecular tem tido resultados promissores em ensaios pré-clinicos, tais
como as doengas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (Prince, 2007).

Assim, concluiu-se que o NT-4 promoveu recuperacdo motora funcional nos
animais de experimento e histologicamente proporcionou diminuicdo dos efeitos
secundarios da lesdo medular. Como sugestdo, fica a proposta de utilizagao de
técnicas de imunohistoquimica e marcadores axonais para andlise histologica e,

também, o emprego de estratégias de tratamento combinado.
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se que:

Com relacao ao uso da neurotropina-4 em ratos lesados medulares, concluiu-

v" Promove a recuperagido locomotora funcional;

v" Diminui os efeitos secundarios da lesdo medular.
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ANEXO |
ESCALA BBB DE AVALIACAO FUNCIONAL
“BASSO, D.M.; BEATTIE, M.S. E BRESNAHAN, J.C., 1995”
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ANEXO II
QUADRO 1 ESCALA BBB DE AVALIACAO FUNCIONAL DE 21
PONTOS DE BASSO ET AL. (1995)
x DEFINICOES OPERACIONAIS DE CATEGORIAS E
PONTUAGAG ATRIBUTOS
0 Nenhum movimento observavel do membro posterior.
1 Movimento discreto (limitado) de uma ou das duas articulagoes,
geralmente, do quadril e/ou do joelho.
) Movimento extenso de uma articulagio ou movimento extenso de
uma articulacao e discreta de uma outra.
3 Movimento extenso de duas articulagdes.
4 Movimento discreto de todas as trés articulacoes do membro
posterior.
5 Movimento discreto de duas articulacdes ¢ movimento extenso da
terceira.
6 Movimento extenso de duas articulagdes e movimento discreto da
terceira.
7 Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior
2 Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte
de peso.
Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase de
9 apoio (i.e., quando estatico) ou passada dorsal ocasional, freqiiente
ou consistente com suporte de peso ¢ nenhuma passada plantar.
10 Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma
coordenacdo dos membros anterior e posterior.
1 Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e
nenhuma coordena¢ao dos membros anterior € posterior
12 Passo plantar com suporte de piso freqiiente a consistente e
coordenacdo ocasional dos membros anterior e posterior.
13 Passo plantar com suporte de peso freqiiente a consistente e
coordenacao freqiiente dos membros anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagdo
consistente dos membros anterior e posterior € posi¢ao
predominante da pata rodada (interna ou externamente) durante a
14 locomogdo, no instante do contato inicial com a superficie (piso)

bem como, antes de liberar os dedos no final da fase de apoio ou
passada plantar freqiliente, coordenagdo consistente dos membros
anterior e posterior e passada dorsal ocasional.
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PONTUACAO

DEFINICOES OPERACIONAIS DE CATEGORIAS E
ATRIBUTOS

15

16

17

18

19

20

21

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

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
freqiientemente durante o movimento do membro para frente, a
posi¢dao predominante da pata ¢ paralela ao corpo no instante do
contato inicial e rodada no instante da liberagao.

Passada plantar consistente e coordenagao dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
freqiientemente durante o movimento do membro para frente, a
posicao predominante da pata € paralela ao corpo nos instantes do
contato inicial e da liberacao dos dedos.

Passada plantar consistente e coordena¢cdo dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
consistentemente durante o movimento do membro para frente, a
posi¢dao predominante da pata ¢ paralela ao corpo no instante do
contato inicial e rodada na liberagdo dos dedos.

Passada plantar consistente e coordenagao dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
consistentemente durante o movimento do membro para frente; a
posicao predominante da pata € paralela ao corpo nos instantes do
contato e da liberacao dos dedos e apresenta a cauda para baixo
parte do tempo ou por todo o tempo.

Passada plantar consistente e coordenagao dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberagdo dos dedos ocorre
consistentemente durante o movimento do membro para frente; a
posi¢do predominante da pata ¢ paralela ao corpo nos instantes do
contato e da liberacdo dos dedos e apresenta a cauda
consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberagdo
consistente dos dedos, a posi¢ao predominante da pata ¢ paralela
ao corpo durante toda a fase de apoio, estabilidade consistente do
tronco, cauda consistentemente elevada.
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ANEXO Il

DEFINICOES

Discreta

Extensa

Pedalada

Sem suporte de peso

Com suporte de peso

Passada plantar

Passada dorsal

Coordenacao
membros
posterior
Ocasional
Freqiiente
Consistente
Instabilidade do tronco

anterior

dos
e

Movimento parcial da articulacdo, inferior a metade da
amplitude de movimento da articulagdo

Movimento parcial da articulagdo, superior & metade da
amplitude de movimento da articulagao

Movimento ritmico do membro posterior no qual suas
trés articulacoes estdo estendidas, em seguida
completamente flexionadas e novamente extendidas, o
animal geralmente inclina-se lateralmente, a superficie
plantar da pata pode ou ndo tocar o solo, nenhum
suporte de peso corporeo ¢ evidente por toda a pata
posterior

Nenhuma contracdo dos musculos extensores do
membro posterior durante pisada plantar da pata ou
nenhuma elevacao da coxa

Contracdo dos musculos extensores do membro
posterior durante a pisada plantar da pata ou elevagao da
coxa

A pata estd em contato plantar com suporte de peso, em
seguida ocorre 0 movimento do membro para a frente
até ser restabelecido o contato plantar com suporte de
peso

O peso ¢ suportado pela superficie dorsal da pata em
qualquer ponto do ciclo do passo

Para todo passo do membro anterior ocorre um passo do
membro posterior € os membros posteriores se alternam

Menos do que ou igual a metade das vezes, < 50%

Mais do que a metade, mas ndo sempre, 51- 94%

Quase sempre ou sempre, 95 — 100%

Lateralizagdo do peso que causa oscilacdo de um lado a
outro ou colapso parcial do tronco
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