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RESUMO

Barros AGC. Avaliac¢ao do efeito da interleucina-6 e da eritropoetina na lesdo medular
em ratos [dissertacdo]. S@o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;

2017.

Introducao: Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da interleucina 6 (IL-6) e
eritropoetina (EPO) na lesdo medular aguda experimental em ratos. Materiais e
Métodos: A lesao foi induzida pelo equipamento padronizado NY U Impactor, com queda
de um peso de 10 g a distancia de 12,5 mm de altura. Foram utilizados 50 ratos da
linhagem Wistar, divididos em cinco grupos de 10 animais. O grupo EPO, ratos tratados
com EPO; grupo EPO/IL-6, animais tratados com EPO e IL-6; grupo IL-6, administragao
de IL-6; grupo placebo, solugdo placebo; grupo Sham, procedimento sham (apenas
laminectomia, sem lesdo medular). Todas as drogas e soro fisiolégico foram
administrados por via intraperitoneal, durante trés semanas. Os animais foram
acompanhados por 42 dias. A recupera¢ao motora funcional foi monitorada pela escala
de Basso, Beattic ¢ Bresnahan (BBB) nos dias 2, 7, 14, 21, 28, 35 ¢ 42. Exame de
potencial evocado foi efetuado no 42° dia, sendo realizada analise histologica qualitativa
e quantitativa apos eutanasia. Resultados: Os resultados das avaliacdes da escala BBB
mostraram recuperagdo funcional motora superior no grupo que recebeu EPO. A
administracdo de IL-6 isolada ndo mostrou beneficios em relagdo ao grupo que recebeu
solucdo placebo e a associagdo de IL-6 com EPO mostrou resultados inferiores ao grupo
que recebeu apenas EPO. Conclusdo: Concluimos que uso EPO apos lesio medular
contusa em ratos mostrou beneficios na recuperagdo motora. A associacao de EPO e IL-
6 mostrou beneficios, porém com resultados inferiores aos da EPO isolada. O uso isolado

de IL-6 ndo mostrou beneficios apds lesdo medular contusa experimental em ratos.

Descritores: Interleucina-6; Eritropoetina; Traumatismos da Medula Espinal; Sistema

Nervoso Central/lesdes; Ratos.



ABSTRACT

Barros AGC. Evaluation of the effect of interleukin-6 and erythropoietin in spinal cord
injury in rats [dissertation]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao

Paulo; 2017.

Introduction: The aim of this study was to evaluate the effect of interleukin-6 (IL-6) and
erythropoietin (EPO) in experimental acute spinal cord injury in rats. Methods: The
injury was induced by a standardized equipment for spinal cord contusion injury, the
NYU Impactor, which produced the lesion by means of a 10g weight drop on the animals’
spinal cord from a 12.5-mm height. Fifty Wistar rats were divided in five groups of ten
animals: Group 1 rats treated with EPO; Group 2 animals treated with EPO and IL-6;
Group 3, IL-6 administration; Group 4, placebo solution; Group 5, sham procedure (only
laminectomy, without spinal cord injury). All drugs and placebo solution were
administered intraperitoneally for three weeks. The animals were followed up for 42 days.
The functional motor recovery was monitored by the scale of Basso, Beattie and
Bresnahan (BBB) on days 2, 7, 14, 21, 28, 35 and 42. Evoked potential tests were
performed on the 42nd day. Qualitative and quantitative histological analysis were
performed after euthanasia. Results: The group receiving EPO demonstrated superior
functional motor results in the BBB scale. IL-6 administration alone did not show benefits
over the placebo group solution and the IL-6 combination with EPO showed results lower
than those seen in the group that received only EPO. Conclusion: We conclude that using
EPO after acute spinal cord injury in rats showed benefits in motor recovery. The
association of EPO and IL-6 showed benefits, but with inferior results to the isolated

EPO. Isolated use of IL-6 showed no benefit after experimental spinal cord injury in rats.

Keywords: Interleukin-6; Erythropoietin; Spinal Cord Injuries; Central Nervous

System/injuries; Rats.



1. INTRODUCAO

A preocupagdo com o entendimento da fisiologia do paciente portador de lesdo da
medula espinal cresceu bastante desde o inicio do século passado e, ao longo das tltimas
décadas, houve grande progresso na pesquisa e cuidados médicos, embora muitos
aspectos permanecam desconhecidos. A cada ano ocorrem, aproximadamente, 40 novos
casos de traumatismo raquimedular para cada 1 milhdo de habitantes de uma populagdo,
estatistica que ndo considera os individuos que morrem no local do acidente. E
interessante ressaltar que, ao longo das tultimas décadas, embora tenham ocorrido
mudancas nas causas de lesdes traumaticas da medula espinal, sua incidéncia global
permanece inalterada.' A debilitagdo e perda de fungdo, geralmente, sdo graves, com 45%
das lesdes sendo completas. A incidéncia do traumatismo raquimedular no Brasil ¢
semelhante & dos demais paises, ocorrendo cerca de 6 a 8 mil casos novos/ano.”

A lesdo medular apresenta mecanismos primarios e secundarios, sendo o
mecanismo primario a propria lesdo mecanica e a lesdo secunddria resultante de um ou
mais processos bioquimicos e celulares desencadeados pela lesdo primaria. A lesdo
priméria consiste da interrupgao fisioldgica e estrutural aguda dos axdnios e € resultado
de impacto sobre a medula espinal, com consequente rompimento dos axonios e ruptura
de vasos sanguineos. Nesse estagio, a morte celular ocorre pelo estresse mecanico e tem
natureza necrotica.” Apos a lesdo imediata, segue-se a lesdo secundaria, que atinge o local
da lesdo e o tecido adjacente e tem natureza apoptotica.*

A lesdo secundaria estd associada a uma série de alteragdes neuroquimicas que
ocorrem de minutos a dias ap6s a lesdo inicial. A hemorragia e necrose na substancia
cinzenta central ap6s a lesdo leva a reducao do fluxo sanguineo para o segmento medular
afetado, gerando isquemia tecidual. Esta reducdo pode ser causada por altera¢des do canal
vertebral, pela hemorragia e pelo edema significante da medula espinal ou pela redugao
da pressdo arterial sist€émica. A isquemia cria uma cadeia de reagdes bioquimicas que
resulta em morte celular. Essas reagdes incluem a ativacdo da cascata do acido
araquidonico,” resposta inflamatoria, produgdo de espécies reativas de oxigénio,’
aumento da concentrag¢io extracelular de aminoacidos [glutamato],” edema e redugdo do

r . 8
fluxo sanguineo na medula espinal.



A diminuicdo do aporte de oxigénio e nutrientes as células reduz a quantidade de
ATP (adenosina trifosfato) disponivel, provocando disfun¢do das bombas eletroliticas da
membrana, com a resultante alteracdo nas concentragdes ionicas intra e extracelulares.
Este processo ¢ responsavel pelo edema e morte celulares e pela secregdo de
neurotransmissores aminoacidicos, como por exemplo, o glutamato. A diminui¢do do
ATP também estimula a via glicolitica, aumentando o lactato e reduzindo o pH local, o
que provoca, num segundo momento, vasodilatacio e aumento do fluxo sanguineo,
contribuindo para a formacgao de radicais livres e provocando morte celular.

Apesar de esses processos ocorrerem principalmente na substancia cinzenta, a
consequente liberagdo de enzimas liticas e radicais livres acaba lesando a substancia branca
adjacente. Esses produtos metabolicos também provocam inflamagio e desmielinizagdo.’

As pesquisas realizadas na tentativa de se obter um tratamento mais efetivo para a
lesdo medular envolvem quatro maneiras de abordagem da lesao medular aguda: a cirtirgica,
a por meios fisicos, a biologica e a farmacologica. A farmacologia desempenha papel
relevante no tratamento da lesdo medular. Através de ensaios clinicos e experimentais,
contribui efetivamente para o tratamento dos danos medulares secundarios. "

Muitas instituides, baseadas em estudos clinicos preliminares,'' utilizam o
tratamento medicamentoso com altas doses de metilprednisolona nas primeiras oito horas
apOs o traumatismo raquimedular, acreditando que esta modalidade de tratamento traga
beneficios na recuperagdo neuroldgica dos pacientes. Porém, existem criticas importantes

12,1
a esses relatos'>!"

e, atualmente, acredita-se que esse beneficio seja, no maximo,
limitado.'* Cada vez mais, acredita-se que a corticoterapia possa produzir efeitos
colaterais importantes, principalmente em pacientes de alto risco."” Dentre esses efeitos,
incluem-se: processo deletério para a regeneracdo neuronal — por inibir a atividade de
células imunitarias e o processamento de antigenos por macrdofagos, discreta neutropenia,
exarcebagdo da necrose pos-isquémica e inibicio do brotamento de axoénios'® —
complicacdes respiratdrias, sepse e hemorragia gastrointestinal, que dificultam o seu uso
como padrio de tratamento.'” Investigagdes experimentais em animais tém sugerido
como possiveis agentes terapéuticos o estrogénio, a progesterona, a eritropoetina e o
magnésio.'*'” A eritropoetina tem papel hormonal estabelecido na manutengio da
homeostase das hemacias circulantes e também atua reduzindo o estresse metabdlico em

muitos tecidos, como produtor molecular.'® Alguns estudos demonstraram efeito protetor

. . ~ . A . 19 - , .
da eritropoetina na lesdo medular isquémica em coelhos ~ e na lesdo traumatica em ratos
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e coelhos.”™" Acredita-se que a eritropoetina atue diminuindo a morte celular por
.. . , . . . 22 ~ . A 2
apoptose ¢ a atividade inflamatéria das citocinas,” promogdo de angiogénese,”

426 ¢ redugdo da peroxidagdo lipidica.”' Por

restabelecimento da auto-regulacdo vascular
outro lado, ensaio experimental recentemente publicado ndo mostrou diferengas na
recuperagdo motora, analise histoldgica e eletrofisioldgica com uso de eritropoetina apds
lesdo medular em ratos.”’

Os mediadores moleculares regulam e estimulam a velocidade de crescimento dos
nervos em regeneracdo, moderam a atividade inflamatdria e combatem o processo de
apoptose neuronal. Dentre estas substancias, destacam-se: as interleucinas 1, 2, 4, 6 ¢ 10,
o fator de necrose tumoral (TNF), o interferon-gama, o fator de crescimento neuronal
(NGF), o fator de crescimento analogo da insulina (IGF), o fator de crescimento derivado
das células da glia (GDNF), o fator de crescimento fibrobastico (FGF), o fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento ciliar, o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento fibroblastico 4cido
(aFGF) e a eritropoetina.*®>"

O efeito das citocinas no processo de lesdo e regeneracao celular também ndo esta
esclarecido. Citocinas produzidas por células T estdo envolvidas em respostas imunes
benéficas, autoimunidade patoldgica e inflamacao tecidual. Dentre as citocinas que atuam
no sistema nervoso, as mais estudadas sdo o interferon-gama e as interleucinas (IL), IL-
2, IL-4, IL-6 e IL-10. A micrdglia e astroglia sdo a maior fonte destas citocinas em
patologias do sistema nervoso central. Os efeitos dessas citocinas nos tecidos nervosos
sdo dinamicos, isto ¢, dependem da fonte celular produtora, do local de agdo tecidual, do
contexto fisiopatologico e da presenga de fatores que atuam em conjunto. Assim, podem
existir fatores neurotoxicos e neuroprotetores associados a mesma citocina. Enquanto
esses complexos mecanismos de agdo e interagdo estdo comecando a ser desvendados, as
citocinas tém um grande potencial como agentes terapéuticos em varias afecgdes que
envolvem o sistema nervoso central.”’

A regeneragdo axonal no sitio de reparo pode ser impedida ou dificultada pela
formagdo de tecido cicatricial em excesso, o que pode criar uma barreira mecanica e
iniciar o desenvolvimento de brotamentos axonais multiplos e formac¢ao de neuroma. Por
esta razdo, alguns autores procuram desenvolver agentes capazes de reduzir a formacao

de cicatriz excessiva e conseguir melhor regeneracao axonal. Em um estudo com modelo

de lesdo de nervo ciatico de ratos, o uso de interleucina em baixa dose provocou menor



formagdo de tecido cicatricial e permitiu melhor regeneragio dos axdnios lesados.*” Foi
identificado recentemente que a IL-6 atua nas células de Schwann em nervos periféricos.
A maioria dos genes ativados apresentava fungdo pro-inflamatoéria.”® Foi observada,
também, a acdo da IL-6 em células de Schwann, provocando a liberacdo de proteina
fibrilar 4cida glial (GFAP), que é conhecida por ser requerida para a regeneracio
adequada de nervos lesados.”* Também foi identificada atividade quimiotéxica da IL-6
através das células de Schwann.” A célula de Schwann aparentemente é a maior fonte de
IL-6.° Os estudos com citocinas, no entanto, apresentam resultados controversos.
Insierra et al. observaram que a auséncia de IL-6 aparentemente ndo prejudicou a
regeneragdo neuronal em modelos de ratos com lesdo de nervo ciatico.’’

Portanto, a finalidade desse estudo foi avaliar, em modelo experimental em ratos, a
acdo da interleucina-6 e da eritropoetina no tratamento da lesdo medular contusa em ratos,

utilizando a escala de avaliagdo motora, o potencial evocado e a andlise histologica medular.



1.1. Objetivo

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar os efeitos causados pela agdo da

interleucina-6 e da eritropoetina na lesdo medular contusa aguda em ratos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Interleucina-6

Em 1986, Hirano et al.”® descobrem uma nova interleucina humana, a qual
denominam fator de diferenciacdo de células B humana (BSF-2). O estudo indica que a
BSF-2 ¢ funcionalmente e estruturalmente diferente de outras proteinas conhecidas. A
sequéncia primaria de BSF-2 deduzida a partir do DNAc revela que BSF-2 ¢ uma nova
interleucina que consiste de 184 aminodacidos.

Em 1988, Kawano et al.*” aprofundam a investigagio sobre a nova interleucina e
propdem um novo nome para o BSF-2, passando a denomina-la IL-6. Os autores
defendem uma enormidade de fungdes bioldgicas para a IL-6 e afirmam que suas células-
alvo ndo sdo apenas os linfocitos B. Sugerem ainda sua relagdo com a patogénese do
mieloma multiplo.

Em 1989, Taga et al.* identificam a proteina gp130, responsavel pela ligagdo
entre a IL-6 e seu receptor IL-6-R. Estes resultados indicam que o complexo de 1L-6 ¢
IL-6-R pode interagir com uma glicoproteina ndo ligante de membrana, a gp130, de
maneira extracelular, fornecendo o sinal de acdo da IL-6.

Em 1993, Narazaki et al.*' realizam estudo experimental com ratos que indica que
a forma soluvel da gp130 (sgp130) circulante no sangue pode regular negativamente o sinal
de acdo da IL-6. Segundo os autores, este trabalho tem implicagdes no papel fisiologico da
sgp130 naturalmente circulante no soro em modular sinais através da gp130.

Em 1994, Kopf et al.** com a finalidade de elucidar a fungdo em vivo da IL-6,
interrompem seu gene através de recombinagao homdloga. Os ratos deficientes em IL-6 se
desenvolvem normalmente, porém ndo conseguem controlar a resposta contra vacinas
virais e infecgdes bacterianas. Além disso, a resposta inflamatéria de fase aguda apos dano
tecidual fica severamente comprometida. Os autores concluem que a sintese de IL-6
induzida por lesdo ou infec¢do ¢ um importante sinal do tipo “SOS” para a coordenagdo da

atividade de leucdcitos.



Em 1997, Taga e Kishimoto™® escrevem artigo sobre o progresso no entendimento
do mecanismo de funcionamento entre a IL-6 e a a proteina gp130. Os autores afirmam
que, embora as citocinas compartilhem as cadeias beta e gama em comum, principalmente
em fungdes hematopoiéticas e linfoides, a IL-6 possui um padrdo de atuagao distinto em
outros sistemas, como por exemplo, o sistema nervoso.

Ainda em 1997, Romano et al.** defendem que ha evidéncia suficiente que apoia
o conceito de que o sistema de IL-6 desempenha um papel positivo inesperado nas reagdes
inflamatorias locais, amplificando o recrutamento de leucécitos.

Em 2001, Hurst et al.* escrevem artigo enfatizando a importancia da IL-6 ¢ seu
receptor soluvel no controle da resposta inflamatéria aguda como recrutador de
leucocitos. Os autores afirmam que sinaliza¢do de IL-6 soltivel ¢ um passo intermediério
importante na resolu¢do da inflamagao e defendem a ideia da transi¢ao entre a fase inicial,
predominantemente, neutréfila e a manutengdo do influxo de células mononucleares.

Em 2002, Okazaki et al.*® examinam as caracteristicas do anticorpo antirreceptor
de IL-6 em ratos (MR16-1), em vivo e em vitro. Os autores demonstram que existe
evidéncia suficiente de que o MR16-1 pode ser utilizado para investigar as funcdes
fisioldgicas e patologicas da IL-6 em ratos.

Em 2004, Okada et al.*’ investigaram a eficacia do anticorpo MR16-1 no tratamento
da lesdo medular aguda em ratos. Imediatamente apds lesdo medular contusa, os ratos foram
injetados por via intraperitoneal com uma dose tinica de MR16-1 (100 mcg/g). Foi realizada
a avaliacdo histoldgica e da recuperagdo neurologica dos animais. Foi observado que o
MR16-1 suprimiu os efeitos de diferenciacdo dos astrocitos promovidos pela IL-6, a
formagao de tecido cicatricial € o nimero de células inflamatorias invasoras, havendo melhor
recuperagdo funcional em comparagdo com o grupo controle. Os autores sugerem que a
neutralizagao da agdo de sinalizagdo da IL-6 representa uma op¢ao atraente para o tratamento
da fase aguda da lesdo medular.

Ainda em 2004, Cafferty et al.*® publicam ensaio experimental realizado com
ratos. Determinados animais foram submetidos a lesdo do nervo ciatico sete dias antes de
sofrerem lesdo bilateral das colunas dorsais da medula espinal e outro grupo sofreu apenas
a lesdo medular. Os resultados mostraram que houve regeneragao dos axonios da coluna
dorsal localizados proximais a lesdo medular no primeiro grupo. Este estado aumentado
de crescimento foi acompanhado por um aumento na expressao da proteina GAP43

associada ao crescimento em animais pré-lesionados, mas ndo quando os ganglios da raiz



dorsal estavam intactos. Os autores sugerem que a lesdo induzida pela suprarregulagdo de
IL-6 € necessaria para promover regeneragdo do sistema nervoso central (SNC). Seus
resultados indicam que isto ¢ conseguido através de um estado de crescimento
impulsionado da coluna dorsal projetando neurdnios sensoriais.

Em 2005, Nakamura et al.*’ publicam artigo de revisdo sobre o papel da IL-6 em
modelos de lesdo medular em ratos. Baseados em relatos de que a expressdo de IL-6 e seu
receptor encontram-se aumentados na fase aguda da lesao medular e de que a IL-6 atua como
um fator sinalizador da inducao de células-tronco neurais em astrocitos, os autores investigaram
o efeito do anticorpo MR16-1 e concluiram que ele tem fungdo importante na supressao da
resposta inflamatoria secundaria e da formagdo de cicatriz glial, com isso facilitando a
recuperagao funcional.

Em 2007, Pineau e Lacroix™° estudam a distribui¢o espacial e temporal de seis
citocinas pré-inflamatorias e identificaram sua fonte celular. Seus resultados mostram que
o fator de necrose tumoral (FNT), interleucina-1(IL-1) beta sdo rapidamente (apds 5 e 15
minutos, respectivamente) e transitoriamente expressos apds contusdo medular em ratos.
Apds 30 a 45 minutos, essas duas citocinas sdo vistas em todo o segmento medular
analisado e suas duas principais fontes sdo a micrdglia e astrécitos. De 3 a 24 horas, IL-
Ibeta, FNT e IL-6 sdo encontrados em grandes concentragdes ao redor da area medular
lesionada. Estudos sobre a localizagdo simultdnea revelaram que todas as células do
sistema nervoso central, inclusive neurdnios, sintetizam citocinas apos 3 a 24 horas da
lesio medular. Também foi observado que alguns leucocitos infiltrantes foram
responsaveis pela producdo de citocinas a partir de 12 horas. Os autores concluem que,
apos uma lesdo medular, todas as classes de células neurais, inicialmente, contribuem
para a organizacao da inflamacao, enquanto as células imunes recrutadas contribuem mais
para a sua manutengao em tempos posteriores.

Em 2009, Shechter et al.”' publicam estudo sobre a presenca de macrofagos
infiltrantes encontrados apds trauma da medula espinal. Baseados na teoria de que os
diferentes subtipos de macréfagos atuam de maneira distinta no sitio da lesdo, os autores
concluem que os macréfagos infiltrantes presentes na medula espinal ap6s lesdo atuam
de maneira anti-inflamatoria, papel que nao pdde ser atribuido as micrdglias locais. Esse
estudo lanca nova luz sobre o debate, de longa data, sobre qual o papel dos macrofagos

infiltrantes na recuperag@o das lesdes inflamatorias do sistema nervoso central.



Em 2010, Mukaino et al.’* realizam estudo com o objetivo de esclarecer o
mecanismo de a¢dao do anticorpo MR16-1 na recuperacdo funcional apos lesdo medular
em ratos. Realizam analise das células inflamatérias através de citometria de fluxo e
estudo imunoistoquimico em ratos geneticamente modificados e observam que o MR16-
1 modifica drasticamente o papel central dos macrofagos hematogénicos para a microglia
local na inflamacdo pos-traumatica. Esta mudanga foi acompanhada de alteracdo na
expressao de citocinas relevantes na medula espinal traumatizada. Os resultados indicam
que a melhora funcional provocada pelo MR16-1 envolve fungdes microgliais e apontam
novos indicios do papel de sinalizagdo patoldgica da IL-6 na lesdo medular aguda.

Em 2012, Guerrero et al.,” objetivando elucidar os efeitos de um bloqueio
temporal do receptor de IL-6 na ativagdo de macrofagos e na resposta inflamatoria durante
a fase aguda apos a lesdo medular em ratos, utilizam anticorpo monoclonal para
realizacdo do estudo. Os resultados mostram que o grupo que recebeu o anticorpo
monoclonal de IL-6 apresentou maior quantidade de mielina poupada e melhora
neuroldgica superior na avaliagdo pela escala motora de Basso, Beattie e Bresnahan
(BBB). Avaliagdo imunoistoquimica das amostras tratadas com o anticorpo identifica
regulacdo negativa das citocinas Thl e regulacdo positiva de citocinas Th2. Ja no grupo
controle, ha predominio de resposta inflamatéria com citocinas Th1. O grupo que recebeu
o anticorpo bloqueador de IL-6 apresenta menor quantidade de neutréfilos interferon-
positivos e uma quantidade maior de microglia estava presente. Os autores sugerem que
o bloqueio temporal da IL-6 apds lesdo medular anula a atividade inflamatdria patologica
e promove recuperacdo funcional através da promog¢do da formagdo de macrofagos
alternativamente ativados.

Em 2013, Murakami et al.>* publicam estudo relatando os efeitos benéficos do
anticorpo antirreceptor de IL-6 sobre a dor neuropatica ap6s lesdo medular em ratos. O
anticorpo foi administrado continuamente durante 14 dias e os niveis de IL-6 foram
mensurados entre 12 e 72 horas ap6s a lesdo. Os animais foram avaliados pela escala
locomotora BBB e analise histologica de medula foi realizada no 42° dia. O grupo que
recebeu o anticorpo bloqueador de IL-6 apresentou menores concentracdes desta
interleucina, melhor pontuag¢do na escala locomotora BBB ¢ melhores resultados nos
testes de hiperalgesia e alodinia. Esses resultados indicam que a inibi¢do continua de IL-
6 entre as fases iniciais e subaguda apos a lesdo medular leva a recuperacao neuroldgica

superior e a supressao de hiperalgesia e alodinia. Os autores sugerem que a inibi¢do da
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inflamacao grave pode ser uma abordagem neuroprotetora promissora para limitar a lesdo
secunddria e que o anticorpo antirreceptor IL-6 pode ter um potencial clinico para o
tratamento das lesdes medulares.

Ainda em 2013, Tan et al.” estudaram o efeito do bloqueio temporario do receptor
de IL-6 com uso do anticorpo MR16-1 em ratos que sofreram lesdo medular contusa e
foram tratados com transplante de células-tronco da medula dssea. O tratamento
coadjuvante com MR16-1 melhorou as taxas de sobrevivéncia, permitindo que algumas
c¢lulas-tronco se diferenciassem em astrocitos e melhorou a funcdo locomotora
comparados aos grupos que recebeu apenas o transplante de células-tronco ou MR16-1, de
maneira isolada. Houve diminui¢ao do niimero de citocinas pro-inflamatérias, aumento dos
neutrdfilos e diminuigdo das taxas de apoptose. Os autores concluiram que o tratamento
com MR16-1 combinado ao transplante de células-tronco ajuda no salvamento de células
nervosas apds contusdo medular de maneira mais eficaz que o transplante isolado, através
da diminuicao da resposta inflamatoria/imune e das taxas de apoptose.

Em 2016, Tanaka et al.’® publicam artigo de revisdo sobre as implicagdes
terapéuticas da IL-6 e reforcam sua importancia na contribui¢do para as defesas do
hospedeiro contra infec¢des. Entretanto, sua sintese exagerada num ambiente de estresse
pode levar a uma resposta sist€émica grave, fendmeno conhecido como “cyfokine storm”.
Nessa revisao, os autores propdem que a possibilidade de bloqueio da IL-6 pode constituir

uma nova estratégia terapéutica para uma resposta sistémica patologica.

2.2. Eritropoetina

Em 1906, Paul Carnot, um professor de medicina na Franga, e sua assistente,
Clotilde Deflandre, propdem a teoria de que a producao de globulos vermelhos do sangue
¢ regulada por hormonios.”” Apos a realizagdo de experimentos em coelhos sujeitos a
sangria, os pesquisadores atribuem o aumento das células vermelhas do sangue desses

coelhos a um fator humoral chamado hemopoietina.
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Nas décadas seguintes, varios pesquisadores reproduzem a teoria proposta por
Carnot e Deflandre. Dentre os estudos experimentais publicados, destaca-se o trabalho de
Hjort,”® Krumdieck™ e Erslev.”

Em 1948, Bonsdorff e Javalisto,”' trabalhando em experimentos com coelhos,
utilizam pela primeira vez o termo eritropoetina para substidncia estimuladora da
produgdo de globulos vermelhos, até entdo chamada de hemopoetina.

Em 1950, Reissmann,”> apos trabalhar em ensaio experimental com ratos
conectados por procedimento cirurgico evidencia que quando um dos ratos sofre hipdxia,
o outro animal a ele conectado apresenta aumento na concentragdo de reticulocitos. O
achado fortalece a teoria de um mecanismo humoral.

Em 1957, Jacobson et al.” identificam o rim como a fonte produtora de
eritropoetina. Em 1961, os trabalhos de Fisher e Birdwell** e Kuratowska et al.”> encontram
resultados semelhantes.

Em 1977, Zanjani et al.®® observam que fetos de ovelhas produzem quantidades
significativas de eritropoetina em resposta a hemorragia. Nefrectomia bilateral antes da
hemorragia falhou em influenciar a formagao de eritropoetina. A remog¢ao do bago, em
adi¢do aos rins, também foi ndo provocou o efeito. Hepatectomia subtotal antes de
sangramento, no entanto, inibiu a formac¢do do hormoénio nos fetos. Perfusdo in situ do
figado, mas n3o do rim, resultou no aparecimento de quantidades significativas do
hormonio. Esses resultados sugerem que o figado ¢ o principal local da produgdo de
eritropoetina em fetos de mamiferos.

Em 1985, Lin et al.” reportam sobre experimento realizado com ovarios de
hamsters e conseguem isolar o gene da eritropoetina a partir de uma biblioteca de fago
gendmico. Eritropoetina biologicamente ativa ¢ sintetizada a partir da introducao de seu
gene nos ovarios dos animais.

Em 1987, Eschbach et al.®® publicam estudo clinico avaliando o uso da
eritropoetina humana recombinante em 25 pacientes anémicos com doenca renal em
estagio final. A eritropoetina humana recombinante foi administrada por via intravenosa
trés vezes por semana apos a didlise. Nao foram observadas disfungdo de 6rgdo ou outros
efeitos toxicos e anticorpos contra o hormonio recombinante ndo foram formados. Os
resultados demonstram que a eritropoetina humana recombinante ¢ eficaz, pode eliminar

a infeccdo e a necessidade de transfusdes, com os seus riscos de sensibilizacdo



12

imunolodgica e a sobrecarga de ferro, podendo restaurar o hematdcrito normal em muitos
pacientes com anemia por doenga renal em fase terminal.

Em 1991, Koury et al.®’ publicam artigo sobre estudo realizado em ratos que
consolida o papel hepatico como fonte secundaria da produgdo de eritropoetina. Seus
resultados demonstram que os hepatdcitos sdo responsaveis pela produgdo de
eritropoetina em ambos os ratos, transgénicos e ndo transgénicos, € que um segundo tipo
de célula com morfologia semelhante as células intersticiais no rim também produz
eritropoetina nos figados dos ratos nao transgénicos.

Em 2000, Brines et al.”’ publicam ensaio experimental demonstrando fungo
adicional da eritropoetina (EPO), além do reconhecido papel central na eritropoiese. A
EPO também medeia a neuroprotecdo. Quando a forma recombinante da eritropoetina
(EPOr) foi administrada no cérebro de ratos portadores de lesdo isquémica, foi
evidenciada expressao substancial do receptor da EPO em capilares cerebrais, o que pode
proporcionar uma via para a circulagdo de EPO para sua entrada no cérebro. Para
confirmagdo dessa hipotese, a administracao sistémica de EPOr antes ou até seis horas
apos a isquemia cerebral diminuiu a 4rea da lesdo em cerca de 50-75%. EPOr também
melhorou o grau de lesdo de concussdo cerebral e 0 dano imune em encefalomielite auto-
imune experimental. Os autores sugerem ainda que, devido ao excelente perfil de
seguranc¢a da EPOr, ensaios clinicos devem ser realizados para avaliar sua fungdo como
agente neuroprotetor.

Em 2001, Dame et al.”' estudando fetos humanos, sugerem que a EPO e seus
receptores sao expressos por neurdnios e células gliais da medula espinal, podendo a EPO
exercer efeitos neuroprotetores semelhantes em isquemia medular.

Em 2002, Celik et al."” publicam modelo de isquemia espinal global transitoria em
coelhos para testar se a EPO exdgena pode atravessar a barreira sangue-medula espinal e
proteger seus neurdnios motores. Isquemia medular foi produzida em coelhos por oclusao
da aorta abdominal durante 20 minutos seguida da inje¢do de EPOr humana em varias doses
ou solucdo salina. A avaliacdo neuroldgica funcional dos animais foi melhor para os
animais tratados com EPOr humana 1 h apds a recuperacdo da anestesia, e melhorou
dramaticamente ao longo das proximas 48 h. Em contraste, os animais tratados com solugao
salina apresentaram uma pontuacdo neurologica menor em 1 h e ndo houve melhora
significante. A analise histopatologica da medula espinal afetada revelou lesdo generalizada

dos neurdnios motores. Essas observacdes sugerem uma agdo benéfica da EPOr humana
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em lesdes medulares isquémicas, agudas e tardias. Devido ao seu excelente perfil de
seguranca, os autores sugerem ainda a realizacdo de ensaios clinicos com EPOr humana
para avaliacao do seu potencial de prevengdo de apoptose neuronal e prevengao de déficits
neurologicos que ocorrem como consequéncia da lesdo isquémica.

Ainda em 2002, Gorio et al.* realizam ensaio experimental para avaliar a fungio
neuroprotetora e anti-inflamatoria da EPO na recuperag@o apos lesao traumatica da medula
espinal. O estudo foi constituido de dois modelos. No primeiro modelo, uma compressao
moderada de 0,6 N foi produzida por aplicacao de um grampo de aneurisma ao nivel de T3
durante 1 minuto. EPOr (1.000 Ul/kg) administrada imediatamente apds a liberagao da
compressao foi associada com recuperacgdo parcial da fun¢do motora dentro de 12 h apos a
lesdo e praticamente completa no 28° dia. Em contraste, os animais tratados com solugéo
salina apresentaram recuperagao consideravelmente menor. No segundo modelo utilizado,
EPOr (5.000 Ul/kg) foi administrada em dose unica, 1 h apos a lesdo. Também foi
constatada recuperacdo neurologica superior comparada aos grupos controles tratados com
solucdo salina apds uma contusdo de 1 N ao nivel de T9. No segundo modelo de lesdo da
medula espinal (trauma mais grave), a inflamag¢do secundaria também foi marcadamente
diminuida pela administragdo de EPOr. Os autores propdem que a EPOr promove
recuperacao rapida da fungio neurologica ap6s isquemia da medula espinal. Defendem uma
fun¢@o neuroprotetora, anti-inflamatoria e antiapoptdtica para o hormonio.

Em 2004, Kaptanoglu et al.,”' baseados na importancia que a peroxidagio lipidica
possui na fisiopatologia das lesdes medulares traumaticas e na atividade neurotrdfica da
EPO no SNC, desenvolvem ensaio experimental com ratos. Os animais sofrem lesdo
medular contusa de 50 g.cm, sendo divididos em sete grupos de acordo com a terapéutica
recebida: grupo EPO — apenas laminectomia sem trauma; grupo EPO/IL-6— trauma sem
qualquer medicamento; grupo IL-6 — metilprednisolona na dose de 30 mg/kg; grupo
placebo — apenas solucdo-veiculo contendo albumina de soro humano, que ¢ um solvente
da EPO. Os grupos 5, 6 ¢ 7 receberam EPO em dose unica nas dosagens de 100, 1000 e
500 Ul/kg, respectivamente. Os resultados mostraram que a peroxidacdo aumentou apos
a lesdo. A administragio de EPO e metilprednisolona reduziu a concentragdo de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico apds o trauma. Os melhores resultados
bioquimicos foram obtidos com 5.000 [U/kg de EPO. Microscopia eletronica mostrou

que a EPO protege a medula espinal de lesdo. Embora 1.000 Ul’kg e 5.000 Ul/kg de EPO
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inibam a peroxidag¢do lipidica melhor do que a metilprednisolona, a neuroprotecao
ultraestrutural foi semelhante.

Em 2006, Arishima et al.,”* com o objetivo de avaliar o efeito antiapoptotico da
EPO ap6s lesdo medular traumatica, realizam ensaio experimental em ratos. Realizam
analise histolégica e imunoistoquimica, sendo que os resultados confirmam o efeito
antiapoptodtico da EPO. O tratamento com EPO diminuiu significativamente a quantidade
de neurodnios apoptoticos apos lesdo medular em ratos. Este efeito foi observado até 7
dias apos a lesdo. Os autores sugerem que a EPO exodgena reduz o nimero de células
apoptdticas observadas entre as fases muito precoces e subcronicas seguintes.

Em 2012, Cerri et al.” baseados nos resultados de trabalhos prévios que mostram
uma recuperacao superior na escala locomotora BBB em ratos que receberam EPOrh apo6s
lesdao medular, realizam ensaio experimental com o objetivo de avaliar o exame
eletrofisiologico em modelos de lesdo medular contusa ap6s administracdo de EPO. Foi
analisada a transmissdo das vias ascendentes e descendentes em toda a medula nos dias
2,5,7, 11 e 30 apos a lesdao, no grupo tratado com EPOrh e no grupo controle tratado
com solucdo salina. Os animais tratados com EPOrh mostraram uma recuperagao superior
na transmissdo sensorial e motora, o que pode ter como consequéncia uma melhora na
avaliagdo de escala locomotora, conforme demonstrado nos estudos anteriores.

Em 2014, Freitag et al.”* avaliam, através da ressondncia magnética reforgada com
mangangés, a terapia com EPO apos lesdo medular em ratos. Os animais foram divididos
em dois grupos, um grupo tratado com EPO e um grupo controle. Laminectomia foi
realizada ao nivel de T11, seguida de lesdo medular contusa. Ressonancia magnética
reforcada com manganés da cisterna magna foi realizada e a recuperagdo funcional foi
avaliada pela escala BBB. Em seguida, os ratos foram sacrificados e a medula espinal foi
extraida para realiza¢do de nova ressondncia magnética. Os animais tratados com EPO
mostraram recuperacdo funcional significativamente melhor e média mais elevada de
alteracdes na ressondncia magnética comparados ao grupo controle. Os autores
concluiram que a ressonancia magnética refor¢ada com manganés descreve com €xito o
efeito terapéutico de EPO na fase precoce da lesdo medular, o que leva a uma recuperagao
importante em ratos, uma resposta imunoldgica significativamente diminuida e redugao
do numero de células apoptoticas no local da lesdo.

Em 2016, de Mesquita Coutinho et al.”” avaliam os efeitos farmacoldgicos da EPO

e do tacrolimo (FK 506) no tratamento da lesdo medular. Nesse estudo experimental, 60
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ratos Wistar foram submetidos a lesdo contusa da medula espinal produzida pelo sistema
NYU Impactor. Os animais foram divididos em cinco grupos, sendo: grupo controle, que
recebeu soro fisiologico; EPO, que recebeu eritropoetina; EPO + FK 506, que recebeu
EPO associada ao tacrolimo; e o FK 506, que recebeu somente tacrolimo. O grupo Sham
foi submetido a lesdo medular, porém, ndo recebeu qualquer droga. Os animais foram
avaliados quanto a recuperacdo da funcdo locomotora pela escala BBB. Foi realizada
avaliagdo eletrofisiologica e andlise dos achados histologicos da medula lesionada. O
estudo ndo revelou diferencas na recuperagdo da fungdo locomotora, nas analises
histologica e eletrofisioldgica nos animais submetidos ao tratamento farmacoldgico com
EPO e com tacrolimo, ap6s contusdo medular toracica.

Em 2016, Marcon et al.” publicam ensaio experimental desenvolvido com 50
ratos Wistar submetidos a lesdo medular contusa. Apds o trauma, os animais foram
divididos em cinco grupos de acordo com a droga recebida: EPO, gangliosideo GM-1,
solu¢cdo combinada, placebo e sham. Os autores concluem que a EPO e 0 GM-1 exercem
efeitos terap€uticos sobre a regeneracdo axonal, fungdo motora e eletrofisioldgica e que

a administrag¢do dessas substancias de maneira combinada potencializa esses efeitos.

2.3. Lesao medular: modelos experimentais e estudos clinicos

O primeiro modelo experimental de lesdo de medular em animais foi desenvolvido
e publicado por Allen em 1911.7° Os animais utilizados pelo pesquisador foram cées, os
quais foram submetidos a lesdo medular contusa ao nivel toracico por queda de peso. A
unidade estabelecida para a lesdo foi determinada pelo produto da massa do peso em
gramas pela distincia do peso a medula espinal em centimetros, g x cm. Estudo
experimental do mesmo autor, publicado em 1914,”” correlaciona a massa do peso com a
gravidade da lesdo medular sofrida pelo animal e observa os achados histopatoldgicos de
edema e hemorragia surgidos na substincia branca e cinzenta minutos apo6s o trauma. O
autor ainda sugere que a realizacdo de mielotomia pode trazer beneficios pela redugdo da

pressdo intramedular.
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Em 1923, McVeigh’® publica seu estudo sobre lesio medular através de
compressao digital, também em nivel tordcico, em animais e cadaveres humanos frescos.
Evidencia a presenca de achados histopatologicos de edema e hemorragia nas substancias
branca e cinzenta, ndo s6 na area que sofreu a lesdo, mas também em 4reas proximais.
Observa o carater progressivo da lesdo, com surgimento de alteracdes até o segundo dia.

Estudo publicado por Tarlov et al.,”” em 1953, utiliza um modelo experimental
diferente dos anteriores. Apods realizacdo de laminectomia ao nivel de T12, ¢ realizada
uma compressdo medular progressiva através da colocagdo de um baldo que ¢ inflado no
espago epidural. O autor também apresenta um modelo de avaliacdo da fungdo
locomotora nos animais lesados e correlaciona o maior tempo de compressao medular
com pior progndstico motor.

Em 1956, Woodward e Freeman® utilizam um modelo experimental de lesdo
medular isquémica nao traumatica em caes. Em seu estudo, os vasos nutridores da medula
espinal foram ligados do nivel de T6 até o nivel de T11. Apos o sacrificio dos animais e
realizacdo de andlise histoldgica, foram evidenciados perda de neuronios, separacdo do
elementos neurais intersticiais e cavitagao.

Em 1969, Ducker ¢ Hamit®' desenvolvem estudo experimental com cies,
dividindo os animais em quatro grupos de acordo com os métodos, fisicos ou quimicos,
utilizados no tratamento da lesdo medular, em modelo também provocado por queda de
peso na por¢ao tordcica da medula espinal. Os animais foram divididos da seguinte
maneira, grupo EPO: ndo recebeu qualquer tratamento; grupo EPO/IL-6: tratamento com
hipotermia, através de solugéo fisiologica resfriada a 0° C; grupo IL-6: administra¢do de
dexametasona intramuscular e grupo placebo: administragdo de metilprednisolona via
intratecal. Os autores utilizaram a escala de avaliagdo motora proposta por Tarlov et al.”
e concluem que os grupos que foram tratados com hipotermia e dexametasona
intramuscular obtiveram melhor resultado neurolégico.

Em 1971, Ducker et al.* realizam ensaio experimental prospectivo randomizado,
desta vez com macacos. Os animais sdo divididos em grupos de acordo com a massa € a
distancia que o peso cai sobre a transi¢ao toracolombar da medula. Os animais foram
submetidos a cutanasia em diferentes momentos sendo, entdo, feita a avaliagdo
histolégica medular. Os autores observam que alteracdes como edema, hemorragia e
necrose sao diretamente proporcionais a massa e a distancia do trauma sofrido. Concluem

que a lesdo aguda ¢ mais localizada na por¢do central que na por¢ao periférica da medula
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espinal, sendo a substancia cinzenta mais suscetivel a lesdo traumatica que a substancia
branca, embora ndo consigam determinar o motivo.

Em 1970, Holdsworth® escreve estudo de extrema importncia pratica sobre
fraturas vertebrais e lesdes medulares. O autor classifica as fraturas da coluna vertebral
de acordo com o mecanismo de trauma, padrdes radiograficos e a presenca de déficit
neurolégico. Também fortalece o conceito de lesdo medular completa e incompleta, de
acordo com a preservagao de sensibilidade sacral e fungdo motora nos segmentos distais
a lesdo traumatica neste ultimo padrdo de lesdo.

Em 1971, Wagner Jr et al.** publicam ensaio experimental utilizando macacos-
rhesus como cobaias que foram submetidas a uma lesao medular contusa, preestabelecida,
ao nivel de T10, por queda de peso de 20 g localizado a uma distancia de 15 cm do saco
dural. A analise histologica da medula espinal foi realizada em cinco periodos de tempo
diferentes (5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas) ap6s o trauma. O estudo
teve importancia por enfatizar o carater progressivo das alteragdes histopatologicas
encontradas na medula espinal. No grupo examinado cinco minutos apos a lesdo, ndo foram
visualizadas alteracdes importantes, apenas fluidos serosos sem formacao de trombos ¢ a
microvasculatura encontrava-se intacta. Ja nos grupos examinados uma hora e quatro horas
apos o trauma, foi encontrada hemorragia crescente, envolvendo tanto a substancia branca
quanto a substancia cinzenta da medula espinal.

Em 1972, Kelly Jr. et al.*’ publicam ensaio experimental com cies, dividindo as
cobaias em quatro grupos, € observam que a concentragdo de oxigénio esta diminuida na
medula espinal 30 minutos apos a lesdo e que a utilizagdo de oxigénio hiperbarico pode
aumentar a pressao parcial de oxigénio (PO;) no tecido neural lesionado.

Em 1976, Dohrmann et al.*® publicam artigo com ensaio realizado em gatos. Todos
os animais foram submetidos a lesdo medular contusa em nivel toracico por um trauma
preestabelecido de 400 g.cm. Os gatos foram divididos em cinco grupos de acordo com a
combinag¢do dos valores de peso e altura (80 g x 5 cm, 40 g x 10 cm, 20 g x 20 cm, 10 g x
40 cm e 5 x 80 cm), mas sempre com o mesmo produto final de 400 g.cm. Os autores
encontram que a energia absorvida podia variar em até 100 vezes de um grupo para o outro.

Em 1978, Balentine®’ aplicou o modelo de lesio medular contusa por queda de
peso na regido toracica alta de ratos adultos. O autor confirmou o cardter crescente da
necrose tecidual, inicialmente localizada na substincia cinzenta, com posterior

progressdo para a substancia branca da medula espinal. Afirmou ainda que a necrose
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surge 30 minutos apds a ruptura de vasos sanguineos arteriais € venosos, finalizando-se
8 a 24 horas apo6s a lesdo.

No mesmo ano de 1978, Ducker et al..*® estudando caes apos sofrerem lesdao
medular traumatica, mensuram a concentragdo tecidual de oxigénio e afirmam que as
medidas terapéuticas devem ter por finalidade melhorar a concentragdo de oxigénio e o
aporte sanguineo para a medula espinal.

Em 1979, Tator e Rowed," estudando o fluxo sanguineo apos a lesdo medular grave
em ratos, defendem que, na maioria das lesdes completas e incompletas, ndo ocorre
transeccao medular. Enfatizam a existéncia de uma lesdo medular secundaria e propdem
que o tratamento da fase aguda deve visar a interrupcdo da morte celular secundaria.
Descrevem os padrdes histologicos de lesdo vascular na substancia cinzenta e branca.
Defendem que os corticosteroides tém papel importante na interrupcdo da resposta
inflamatoria secundaria patolégica.

Em 1981, Means et al.” publicam ensaio experimental realizado em gatos que
sofreram lesdo medular e receberam metilprednisolona durante a fase aguda do
traumatismo. Os autores defendem os beneficios deste corticosteroide na recuperagao
neuroldgica dos animais. Evidenciam, ainda, que o surgimento de cavidades maiores esta
relacionado a um pior prognostico motor.

Em 1982, Anderson et al.”' publicam ensaio experimental realizado com gatos
submetidos a lesdo medular contusa por queda de peso. Os animais sdo divididos em trés
grupos de acordo com a terapéutica administrada. O grupo EPO nido recebe qualquer
tratamento medicamentoso, o grupo EPO/IL-6 recebe uma dose de 15 mg/kg/24 h de
metilprednisolona ¢ o grupo IL-6 recebe uma dose de 60 mgkg/24 h de
metilprednisolona. Os autores concluem que o grupo que recebeu as maiores doses do
corticosteroide permanece com perfusdo microvascular superior aos demais grupos.

Em 1985, Bracken et al.”* publicam ensaio clinico multicéntrico mostrando os
resultados encontrados em pacientes que receberam 1.000 mg em bolo diariamente de
metilprednisolona durante 10 dias comparados ao grupo de pacientes que recebeu
metilprednisolona numa dose diaria de 100 mg em bolo durante 10 dias. Os autores
concluiram que nao houve diferenca significativa na recuperacdo neuroldgica entre os
grupos. Concluem ainda que o grupo que recebeu dose diaria de 1.000 mg de
metilprednisolona apresentou maior taxa de infec¢do de ferida operatdria, embora essas

diferencas nao tenham sido estatisticamente significativas.



19

Em 1987, Bresnahan et al.”’ aprimoram os estudos experimentais com lesdo
medular contusa e criam um aparelho de impac¢do com fungdo eletromecanica, o NYU
Impactor. Enfatizam o papel das propriedades mecanicas do impacto no padrdo da lesdao
medular. Defendem que as caracteristicas do tecido lesado podem influenciar a resposta
do aparelho. Os autores avaliam a capacidade de reproducdo lesional do método.

Em 1991, Geisler et al.”* publicam ensaio clinico randomizado duplo-cego,
placebo-controlado, com pacientes portadores de lesdo medular aguda. Os pacientes
recebem uma dose didria de 1.000mg de gangliosideo GM-1 nos primeiros trés dias apos
o trauma e continuam a receber durante 18 a 32 dias. Sdo acompanhados com exame
neurologico seriado padronizado pela escala de Frankel. Ap6és um ano, os autores
encontram melhora neurologica mais importante no grupo que recebeu GM-1
comparados ao grupo que recebeu solugdo placebo. Os autores propdem ainda que um
estudo maior seja realizado para confirmar os achados.

Ainda em 1991, Trato e Fehlings’ reforgam o papel da necrose celular pds trauma
ocorrida durante a resposta inflamatoria secundéria no tecido neural. Os autores enfatizam
a importancia da interrup¢do da cascata de reagdes no tratamento da lesao medular aguda.

Em 1992, Bracken et al.'' publicam novo ensaio clinico multicéntrico,
randomizado, duplo-cego, com metilprednisolona versus naloxene e solucdo placebo em
portadores de lesdo medula aguda. A metilprednisolona ¢ administrada na dose de 30
mg/kg em bolo na primeira hora, seguida de 5,4 mg/kg nas 23 horas seguintes. O naloxene
¢ administrado na dose de 5,4 mg/kg em bolo na primeira hora, seguido de uma dose de
4,0 mg/kg nas 23 horas seguintes. Resultados mostram que ocorreu melhora
estatisticamente significativa nos escores sensitivos € motores em lesdes completas e
incompletas no grupo medicado com metilprednisolona, embora a magnitude desse efeito
fosse pequena. Essas diferencas alcangaram resultados estatisticamente significativos
devido ao grande tamanho da amostra para o estudo.

Em 1994, Constatini ¢ Young™ realizam ensaio experimental em ratos sobre o
manejo da lesdo medular aguda com metilprednisolona, gangliosideo GM-1 e associagdo das
duas drogas. Os resultados do estudo mostram que o GM-1 bloqueia a agdo da
metilprednisolona em ratos. Os autores concluem que essas duas drogas ndo devem ser
administradas em associagdo aos pacientes.

Em 1995, Basso et al.”’ alteram o modelo da escala de avaliacio locomotora criada

por Tarlov et al.” para analise da lesio medular contusa em ratos. Resultados do estudo
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confirmam a viabilidade e reprodutibilidade da nova escala proposta. A escala BBB fornece
medida confidvel aos pesquisadores para avaliar o tratamento da lesdo medular em ratos.

Em 1996, Basso et al.”® reforcam a validade da escala BBB, afirmando sua
sensibilidade superior em relagdo aos modelos de avaliagdo locomotora anteriormente
descritos e padronizam o aparelho New York University (NYU), elaborado para produzir
lesdo medular contusa em ratos. Os autores defendem que o sistema NYU pode realizar uma
lesdo medular reprodutivel e graduada, em todos os ratos. Estabelecem que a analise dos
efeitos da administragdo de medicamentos ap6s a lesdo medular contusa por queda de peso €
mais clara quando um peso de 10 g € posicionado a uma distancia de 12,5 e 25 mm de altura.

Em 1998, Bracken et al.”” publicam ensaio clinico multicéntrico, randomizado
duplo-cego com pacientes portadores de lesdo medular aguda diagnosticada nas primeiras
oito horas, comparando a eficicia da metilprednisolona, administrada por 24 e 48 horas,
e do mesilato de tirilazade, administrado por 48 horas. Sdo avaliadas a recuperagdo
neuroldgica e as taxas de morbidade e mortalidade um ano apds o trauma. Os pacientes
que receberam tratamento medicamentoso nas trés primeiras horas apresentaram
recuperagdo neurologica semelhante nos trés grupos. Nos pacientes que iniciaram o
tratamento medicamentoso apods trés horas de lesdo, o grupo que recebeu
metilprednisolona por 24 horas apresentou menor taxa de recuperacdo neurologica,
porém os pacientes que receberam metilprednisolona por 48 horas apresentaram maior
taxa de recuperacao neurologica. Com isso, os autores concluem que, se o tratamento for
iniciado nas trés primeiras horas, deve ser mantido por 24 horas. Se iniciado entre trés e
oito horas, a administra¢do de metilprednisolona deve ser mantida por 48 horas.

Ainda em 1998, Ramon-Cueto et al.'”

publicam ensaio laboratorial com ratos que
foram submetidos a transplante de células olfatérias gliais apods transec¢do da medula
espinal. Os autores iniciam uma nova linha de tratamento para lesdo medular, inclusive
quando hé seccdo medular. O estudo realizado mostra que as células do bulbo olfatorio
permeiam e transpdem a fibrose presente na por¢cdo medular lesionada percorrendo uma
distancia de pelos menos 2,5 cm.

Em 2010, Rodrigues et al.'! estabelece um padrdo para as lesdes medulares contusas
por queda de peso em ratos Wistar. Conforme publicado no estudo Multicenter Animal Spinal
Cord Injury Study (MASCIS), o autor utiliza aparelho computadorizado para produzir uma

queda de peso provocando lesdes padronizadas. Também evidencia que ha uma correlagio

estatisticamente significante entre o volume da lesdo e os parametros mecanicos.
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Também em 1999, Vialle et al.'®® estudam as alteragdes histologicas surgidas na
medula espinal de ratos ap6s lesdo por queda de peso com o aparelho NYU Impactor.
Verificam que, seis horas ap0s o trauma, ja existe diminui¢do volumétrica dos neurdnios;
apos 24 horas, sdo encontradas areas de vacuoliza¢do e, com 48 horas de lesdo espinal,
ha presenga de degeneragdo e vacuolizagcdo neuronal importante.

Em 2000, Bracken'® publica artigo de revisio sobre a terapéutica farmacolégica
da lesdo medular aguda e conclui que a metilprednisolona ¢ a inica medida farmacoldgica

104 J . . ~ ~
1.7 utilizam critérios de inclusdo e exclusdo

eficaz. Porém, no mesmo ano, Short et a
preestabelecidos e encontram resultado diferente. Concluem nao haver suporte para o uso
de altas doses de metilprednisolona para melhora neuroldgica na lesdo medular aguda.

Em 2001, Humbert'® realiza revisdo sistematica da literatura para avaliar o uso
da metilprednisolona no manejo da lesdo medular aguda. Baseado nas evidéncias, o autor
conclui que ndo existe suporte na literatura para o uso deste corticosteroide em lesdes
medulares agudas e que seu uso por 48 horas pode ser prejudicial ao paciente.

Em 2002, Vialle et al.'” publicam estudo objetivando avaliar as escalas de
avaliacdo motora para lesdo medular contusa em ratos produzida pela NYU Impactor. Os
autores concluem que a avaliagdo motora extensa, apesar de preconizada na literatura, ndo
se mostrou necessaria.

Em 2005, Ferreira et al.'”’ publicam ensaio experimental objetivando a
padronizagdo da técnica para obtencdo do potencial evocado motor em ratos através da
estimulagdo elétrica transcraniana. Foram utilizados ratos devidamente anestesiados e
preparados. A laténcia minima média das respostas dos membros superiores foi de 2,5 ms
e de membros inferiores foi de 6,5 ms. A amplitude média das respostas foi de 3,0 mV e
de 2,5 mV nos membros superiores e membros inferiores, respectivamente. Os autores
concluem que a técnica para captagdo do potencial evocado motor em ratos apresentada
¢ eficaz na andlise da evolucdo eletrofisiologica da lesdo medular, podendo ser
reproduzida de modo simples, além de apresentar padrdes de qualidade e aplicabilidade
semelhantes aos observados na literatura mundial.

Em 2010, Marcon et al.'® publicam estudo experimental com objetivo de avaliar os
efeitos da metilprednisolona administrada previamente a lesdo medular contusa em ratos,
tanto em relacdo aos possiveis beneficios, quanto as possiveis complicagdes surgidas. O

autor conclui que nao houve diferenca nos resultados motores em relagdo ao grupo controle
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e que o grupo que recebeu metilprednisolona quatro horas antes da lesdo apresentou maior
numero de obitos precoces comparado ao grupo que recebeu a droga apos o trauma.

Ainda em 2006, Tator'” publica extensa revisdo da literatura sobre os ensaios
clinicos realizados em humanos com lesdo medular aguda tratados com agentes
farmacoldgicos. Até o ano da publicacdo, haviam sido realizados 10 ensaios clinicos. O
autor revela que ha poucos ganhos para os pacientes, existem vdrias deficiéncias no
desenho dos estudos e faz varias recomendagdes para melhorias.

Em 2009, Cristante et al.''® publicam ensaio clinico nio randomizado com a
finalidade de avaliar o efeito da administragdo de células-tronco autdgenas indiferenciadas
no local da lesdo medular em pacientes com lesdo cronica. A analise foi realizada através
do potencial evocado somato-sensitivo. O protocolo de ensaio de 2,5 anos mostrou-se
seguro e ocorreu melhora dos potenciais somato-sensitivos em 66,7% dos pacientes com
lesdo medular completa.

Em 2011, Souza et al.'"" publicam ensaio experimental visando avaliar a eficacia
do GM1, administrado por via intraperitoneal, apds lesdo medular experimental em ratos.
Foram utilizados 20 ratos da raca Wistar machos, adultos jovens, divididos em dois
grupos de dez animais. No grupo EPO foi administrado apenas soro fisioldgico. Ao grupo
EPO/IL-6, administraram-se 30 mg/kg de GM1 diariamente. As lesdes foram produzidas
seguindo-se o protocolo internacional MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study), com o sistema NYU Impactor. Os animais foram avaliados funcionalmente pela
escala BBB. O potencial evocado foi realizado em todos os animais, no 42° dia apds o
trauma. As avaliacdes funcionais e por meio de potencial evocado ndo demonstraram
diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos. Os autores concluiram que o
emprego de GMI1 intraperitoneal ndo demonstrou resultados satisfatorios apos lesao
medular experimental.

Em 2012, Cristante et al.'’ publicam estudo de revisio sobre possiveis abordagens
terapé€uticas para a lesdo da medula espinal. Os autores observam que a maior parte dos
estudos divide a abordagem do paciente com lesdo aguda da medula espinal em quatro:
cirurgia corretiva, método de tratamento fisico, bioldgico ou farmacologico. Os autores
defendem que, apesar de a ciéncia ter progredido bastante em desvendar os mecanismos
de protecdo celular e neurorregeneracdo, clinicamente, o tratamento desses pacientes

consiste ainda em cuidados de apoio. A combinagdo de varias estratégias terapéuticas
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deve, no minimo, permitir recuperagdes funcionais parciais para esses pacientes, o que
poderia melhorar a sua qualidade de vida.

Em 2013, Hurlbert et al.''? produzem artigo de revisdo sobre a terapia
farmacologica da lesdo medular aguda. No estudo, os autores criticam a metodologia
aplicada na elaboracdo dos ensaios clinicos envolvendo a metilprednisolona e
gangliosideo GM-1, e afirmam que o uso de altas dose de corticosteroides pode ser
prejudicial, inclusive levando a morte.

Em 2015, Letaif et al.'” publicam ensaio experimental com objetivo de avaliar a
influéncia do tratamento com estrégeno em ratos submetidos a lesdo medular contusa por
queda de peso. Foram utilizados 20 ratos Wistar, divididos em 2 grupos de 10 animais cada.
No grupo EPO, os animais receberam 17-beta estradiol apds a lesdao medular. Os ratos do
grupo EPO/IL-6 foram submetidos apenas a lesdo medular (grupo controle). Os ratos foram
avaliados pela escala BBB, sofreram também avaliagao histologica e exame de potencial
evocado. Os resultados das avaliagdes por exame de potencial evocado revelaram que o
grupo experimental apresentou melhora estatisticamente significante em relagdo ao grupo
controle. Os resultados das avaliagdes anatomopatologicas pela histomorfometria
mostraram melhor recuperagdo do grupo experimental com relagdo a propor¢ao numérica
e ao didmetro das fibras nervosas contadas. Os autores concluiram que a administra¢do de
estrogeno em ratos submetidos a lesdo medular mostrou beneficios na recuperagdo

neuroldgica e funcional motora dos animais tratados.
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3. MATERIAIS E METODOS

O protocolo deste estudo foi avaliado e aprovado pela Comissdo Cientifica do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia e pela Comissdo de Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo (Anexo 1).

A produgdo das lesdes medulares, o tratamento farmacologico, a realizagdo da
avaliagdo motora e a eutanasia foram realizadas no Laboratério de Estudos do
Traumatismo Raquimedular e Nervos Periféricos (LETRAN) e na Divisdo de Anatomia
Patologica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (IOT-HC-FMUSP). A analise
histologica foi realizada no Laboratério de Histologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo.

Ratos da linhagem Wistar foram aleatoriamente divididos em cinco grupos
homogéneos de 10 animais. Foi realizada lesdo medular contusa em nivel toracico em
todos eles, utilizando-se o equipamento computadorizado de impacto por queda de peso
“NYU Weight-Drop Impactor”.”® O protocolo utilizado para a avaliagio da fungdo
locomotora dos ratos em momentos predeterminados do estudo foi o proposto por Basso,
Beattic ¢ Bresnahan (BBB).”® Os animais foram submetidos a primeira avaliagio motora
pos-lesdo, segundo o protocolo BBB, e consideradas como portadoras de lesdo medular. O
tratamento medicamentoso recebido foi de acordo com o grupo ao qual o rato pertencia.
Foram comparadas as taxas de recuperagao da fungdo locomotora entre os cinco grupos ao
final do experimento.

Os animais foram mantidos em gaiolas por 48 horas, sendo submetidos a uma
segunda avaliagdo locomotora. No 42° dia de experimento, foi realizada também uma
avaliacdo eletrofisiologica utilizando o potencial evocado motor para graduacao do déficit
neurolégico. Os animais foram sacrificados apds a analise eletrofisiologica e suas
medulas espinais analisadas histologicamente quanto a hiperemia, hemorragia, necrose,

infiltrado celular, degeneracdo de substancia nervosa e realizada contagem de neurdnios.
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3.1. Selecao dos animais

Para a selec@o dos ratos a serem submetidos a lesdo medular, seguimos os critérios
. ~ ~ . . 101 11
de inclusio e de exclusio estabelecidos por Rodrigues et al.'”! e Santos et al.'” e

utilizados no LETRAN, conforme segue.

3.1.1. Critérios de inclusdo

o Ratos da linhagem Wistar;

o Machos adultos jovens (20 a 21 semanas de vida inclusive);

o Peso entre 340 gramas e 450 gramas inclusive;

o Pelagem normal sob inspecdo visual;

o Condic¢ao geral de satde boa;

o Motricidade inicial normal conforme avaliag@o pela escala BBB;

3.1.2. Critérios de exclusdo

o Obito apds lesio;

o Infecgdo persistente apos 10 dias de tratamento com antibioticoterapia;
o Anomalias observadas macroscopicamente na regido medular;

o Perda maior que 10% do peso corporal apos a lesdo;

o Movimentagdo normal apds a lesdo (21 pontos na escala BBB);

o Autofagia ou mutilagdo entre os animais;
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3.2. Formacio dos grupos experimentais

Os 50 animais foram divididos em cinco grupos:

- Grupo EPO: Apods lesio medular, os animais receberam eritropoetina
recombinante (EPO), na dose de 100 UI/100 g, fabricada pela industria farmacéutica
Janssen-Cilag (Eprex-alfaepoetina, Schaffthausen, Sui¢a) em ampolas com doses de
10.000 UI e volume de 1 ml, administrada por via intraperitoneal diariamente durante trés
semanas.'*

- Grupo EPO + IL-6: Eritropoetina + Interleucina-6 (IL 6). Apds lesdo medular:
EPO na mesma dose e IL-6 na dose de 200 UI/100 g, Actemra, nome genérico
tocilizumabe (caixas com 1 frasco-ampola contendo 4 mL de tocilizumabe), fabricada
pelo Laboratorio Roche, administrada por via intraperitoneal diariamente, também
durante trés semanas.

- Grupo IL-6: Apos lesdo medular: somente IL-6 na mesma dose, via e tempo.

- Grupo placebo: Apds lesdo medular: placebo, solucdo fisioldgica por via
intraperitoneal durante trés semanas diariamente.

- Grupo Sham: Procedimento sham: realizada apenas laminectomia. Nao houve
lesdo medular ou administragdo de droga.

Os ratos receberam uma marcagao na cauda conforme o grupo ao qual pertenciam.

Os avaliadores ndo tinham conhecimento de qual marcagdo correspondia a qual grupo.
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3.3. Padrao de lesao medular

3.3.1. Protocolo de anestesia

Os ratos foram anestesiados com 100 mg/kg de ketamina e 5 mg/kg de xilazina,
intraperitonealmente, e para anestesia local foi utilizado o cloridrato de lidocaina com
epinefrina. O plano anestésico profundo foi confirmado pela auséncia dos reflexos da

r A - ~ ~ . 11
cornca € pela auséncia de reagao a compressao da cauda e patas traseiras. 3

3.3.2. Exposicdo do saco dural e laminectomia

Apos tricotomia, foi realizada exposicdo da medula para contusdo de maneira
padronizada com auxilio de um microscépio cirurgico. Realizou-se uma incisdo na linha
média dorsal para expor os arcos posteriores da coluna vertebral, de T8 a T11, com
disseccdo subperiosteal dos processos espinhosos e laminas de T9 a T11 (Figura 1).
Bisturi bipolar auxiliou na hemostasia, quando houve necessidade. Removeram-se, com
saca-bocados, 0 processo espinhoso ¢ a lamina da vértebra T10 e a metade distal do
processo espinhoso da T9 até completa exposi¢do do saco dural e posicionamento da
ponta da haste (pungio) do NYU Impactor.” Respeitaram-se todos os demais cuidados

relacionados por Rodrigues et al.'’' e padronizados por Santos et al.'"?
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Figura 1 - Etapas do procedimento cirtirgico para realizacdo da lesdo medular. A) Tricotomia
e incisdo longitudinal mediana. B) Dissec¢do subperiosteal de T8 a T11. C) Garra de
fixagdo nos processos espinhosos para estabilizacdo e padronizacdo da lesdo

medular.

3.3.3. Mecanismo de lesao medular

Foi utilizado o modelo padronizado para a reproducdo de lesdo medular
moderada contusa por queda de peso, utilizando o dispositivo NYU Impactor. O
equipamento computadorizado para impacto medular por queda de peso monitorada

NYU Impactor ¢ formado por (Figura 2):
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Haste de 10 g a 12,5 mm de altura predeterminada para contusdo

moderada;

20 Khz
Potenciometros
Oticos Digitais Pino de Liberagio
(0,07 mm x 10 ysec)
Detector de Confato

Tubo guia;

Sistema de monitoracdo de posi¢do, velocidade de queda, instante de
contato, periodo de contato, deformacao da coluna e deformagao absoluta
e relativa da medula;

Dispositivos de interface (instrumentagao);

Microcomputador com sistema operacional Windows instalado;

Video monitor com conexdao VGA (video graphics array);

Placa de interface com saida paralela e temporizador.

——— Posicdo Vertebral —\

Posi¢do Péndulo

Computador

Polias

<

Haste Vertebral .y
e
Haste Péndulo I is
. .
Fixador Vertebral ——— 0 p,
AL
i 2 Cauda
Cranial (NN A R ol nd i
A ‘{\] ﬁ TN "\Q\

Figura 2 - Esquema ilustrativo do equipamento computadorizado NYU Impactor.



30

Os animais foram posicionados no NYU Impactor de modo a permitir o pleno
contato da ponta da haste (pun¢do) na superficie exposta da medula (margem de seguranca
de 0,2 mm de cada lado), na altura de T10. As duas garras regulaveis foram ajustadas para a
fixagdo da coluna vertebral, presas aos processos espinhosos das vértebras T8 e T11,
respectivamente. As garras tém por finalidade diminuir deformagdes do corpo do animal e,
consequentemente, 0 movimento da coluna, quando ocorre a queda do peso, reduzindo-se os
fatores de erros. Assim, produziram-se lesdes homogéneas e reproduziveis. Apos a lesdo, o
sitio da lesdo da contusdo foi inspecionado e lavado com solugdo fisiologica de cloreto de
sodio a temperatura ambiente. Foi realizada a aproximagao dos planos musculares, fasciais e
da pele com sutura de ponto simples com fio nylon monofilamentado 2.0 (Figura 3).

Foi produzida a contusao por meio da queda de uma haste de impacto pesando
10 g, localizada a uma distancia preestabelecida de 12,5 mm do saco dural. A queda da
haste ocorreu através de um tubo guia monitorado por computador. Durante a queda,
foram monitorados a deformagao absoluta ¢ relativa da medula, a velocidade da haste, o
instante de contato efetivo e o tempo de contato, com o objetivo de aumentar a0 maximo

a precisdo do mecanismo de lesdo medular.

Figura 3 - Etapas de fechamento apds realizagdo do procedimento cirurgico de lesdo medular. A)

Fechamento da musculatura dorsal. B) Sutura de pele com nylon monofilamentar 2.0.
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3.3.4. Protocolo de cuidados pos-operatorios

Ap0s a sutura da pele, realizou-se controle de temperatura para conforto térmico
do animal. Foi ministrado meloxicam, 2 mg/kg uma vez ao dia por 7 dias, e cloridrato de
tramadol, 5 mg/100 g por via intramuscular por 5 dias.

Todos os animais receberam antibioticoterapia profiladtica em dose unica
(cefazolina 2 mg/100 g, via intraperitoneal). Apds a lesdo medular, os animais perderam
os reflexos de urinar, sendo, diariamente, realizadas manobras de extra¢ao de urina dos
animais por pressao manual na bexiga e avaliacao diaria do grau de desidratacdo pelo
turgor da pele, sendo verificada a necessidade de antibioticoterapia (levofloxacina, 2,5
mg/kg, por 10 dias) segundo a presenca de sangue na urina. Se, apds a terapia, o animal
continuasse a apresentar sangue na urina, a infec¢ao era considerada intratavel e o animal

era submetido a morte indolor induzida.

3.4. Avaliacao motora

Apos 48 horas do procedimento cirurgico, foram realizadas avaliagdes- motoras-
seguindo-protocolo proposto por Basso, Beattie ¢ Bresnahan (BBB). A fung@o locomotora
foi avaliada em sete momentos: 48 horas apds a lesdo € no 2°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35% ¢ 42°
dias. Conforme padronizado pelo protocolo de avaliagio motora BBB, observam-se os
movimentos da articulagdo do quadril, joelho e tornozelo e a posi¢ao do tronco, cauda e patas
traseiras. A partir dessas observacdes, foram atribuidos pontos de zero a 21, sendo o zero
correspondente a auséncia total de movimentos e o 21, a presenca de movimentos normais.

Em nosso estudo, as medidas de locomogao foram realizadas por dois examinadores
treinados, com dominio prévio da ficha de pontuagdo, que contém 10 atributos de padrdes
de recuperagdo da fungdo locomotora: 1) movimentacdo dos membros inferiores; 2)

posi¢do do tronco; 3) posi¢do do abdome; 4) acomodagdo das patas; 5) marcha; 6)
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coordenacdo; 7) capacidade de limpar as patas; 8) posi¢ao predominante das patas traseiras;
9) instabilidade do tronco; 10) posi¢do da cauda de acordo com os termos descritos na
escala de avaliagdo. Os avaliadores fizeram as observagdes simultanecamente de cada
animal pelo tempo minimo de quatro minutos. Os examinadores possuiam uma planilha da
escala de BBB, onde realizavam anotagdes sistematicas dos resultados, comparando as
diferencas encontradas entre eles, para reaplicar o teste, caso necessario, assim, reduzindo
o risco de erro de interpretagdo (Anexos 2 e 3). Caso houvesse discordancia entre as
avaliacdes, decidiu-se pela anotagdo da menor nota.

Os avaliadores neste estudo ndo tinham conhecimento de a qual grupo cada rato
pertencia ou qual intervencao terapéutica recebeu, porque niao sabiam o significado de cada

marca na cauda animal. Desta maneira, o cegamento dos avaliadores ficou garantido.

3.5. Avaliacao do potencial evocado somato-sensitivo e motor

Foi realizada avalia¢do de potencial evocado motor no 42° dia pos-lesdo. Para esta
avaliagdo, os animais foram submetidos novamente ao procedimento anestésico, com a
dose de 55 a 75 mg/kg de pentobarbital, via intraperitoneal.

A captagdo das respostas musculares foi realizada com a colocagdo de pares de
eletrodos de agulha monopolar (captador e referéncia), com distancia intereletrodos
definida e fixa, para captacdo em membros superiores e inferiores, inseridos em sua
musculatura proximal e anterior. O eletrodo de terra foi colocado na regido lombar através
de um eletrodo de agulha monopolar (Figura 4). A estimulagdo elétrica transcraniana ¢é
realizada com a colocacao de dois eletrodos de agulha tipo corkscrew, na regiao frontal
(anodo) e occipital (catodo) na linha inter-hemisférica, para estimulacdo bilateral
simultanea. A calibracdo do aparelho € feita em dois aspectos para captag@o das respostas
musculares: varredura: janela de 20 ms, sensibilidade: 2 mV/div, filtro de baixa
frequéncia: 10 Hz e filtro de alta frequéncia: 10 Khz e a estimulagao elétrica transcraniana

através de estimulo unico de 0,2 ms de duragao.
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Figura 4 - Realizacdo do exame de potencial evocado com animal sob anestesia.

3.6. Protocolo de eutanasia

A eutanasia foi realizada no 42° dia com pentobarbital (140 mg/kg) por via
intraperitoneal para inducdo de plano anestésico que, apds confirmado, era seguido pela

inducao de cloreto de potéssio por via intravenosa.

3.7. Preparo dos tecidos para avaliacao histolégica

Apbs confirmacdo da morte do animal, a medula espinal foi dissecada e retirada a
partir do nivel intervertebral C3 até o nivel T10. Posteriormente, foi aderida linearmente
em papel cartdo com as respectivas identificagdes topograficas, principalmente onde se
observaram achados macroscopicos de contusdo medular, os quais foram identificados
como area “B”. As areas cefalicas foram marcadas como “A” e as caudais a lesdo, como

“C”. Depois de identificadas e acondicionadas, as medulas foram fixadas em formol a 10%.
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Cada area previamente identificada como lesionada foi seccionada no plano axial
de forma macroscopica em intervalos de dois milimetros, partindo da area central da
lesdo, em uma extensdo de um centimetro. Todos os fragmentos foram submetidos aos
processos histologicos que compreendem a desidratagdo em banhos de alcool,
diafanizacdo em xilol e impregnacao por parafina liquida. Cada fragmento foi emblocado
em parafina e posteriormente identificado com a topografia do respectivo material.

Os blocos parafinados foram encaminhados para o processo de microtomia, em que
se obtém cortes histologicos com, no maximo, cinco micra de espessura, utilizando-se um
micrétomo (Leica RM 2055 — elétrico), e disposicdo em laminas descartaveis (Erviegas).
As laminas de vidro utilizadas no processo receberam previamente um banho de silane,

para se obter melhor resultado na aderéncia dos materiais a superficie.

3.7.1. Analise histologica qualitativa

As laminas contendo cortes transversais da medula em nivel perilesional e
regides proximas (regido B) foram coradas utilizando o método de hematoxilina-eosina
(HE). As alteragdes anatomopatoldgicas foram registradas como presente (P) e ausente (A).
Foi analisada a presenga de: necrose, hemorragia, hiperemia, degeneragdo da substancia
nervosa e infiltrado celular. Pontuagdo que varia de 0 a 3 (ausente, discreto, moderado e
intenso) foi atribuida para cada uma das alteracdes em questdo, em cada corte da medula
histologicamente estudado.

As analises em microscopia foram realizadas por um unico patologista, vinculado

ao LETRAN, cego quanto a alocacdo dos animais nos grupos.
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3.7.2. Analise histologica quantitativa

A andlise quantitativa foi realizada através de imagens digitais em grande aumento,
utilizando objetiva de 40 vezes de ampliagdo, das por¢cdes medulares cranial e caudal
(regides A e C), apos fixacdo em solucdo de tetroxido de 6smio a 2% e coloragdo com
azul de toluidina a 1%, obtendo-se representacdo adequada das células neuronais. Foram
selecionados dois campos de cada segmento, escolhidos pelo patologista os campos de
melhor representagdo. As imagens foram avaliadas pelo software Sigma Scan Pro5.0 para
a contagem das fibras dos axonios regenerados. Foram considerados para contagem

somente os neurdnios com didmetro igual ou maior do que 15 pm.

3.8. Analise estatistica

Os dados foram registrados em uma planilha do sofiware Microsoft Excel for Mac e
posteriormente foram exportados para o sofiware SPSS 20.0 for Mac para andlise dos dados.

O desfecho primario foi o indice BBB na avaliagdo do 42° dia. O potencial evocado
motor e os desfechos histologicos também passaram por andlise estatistica como desfechos
secundarios, sendo que a andlise histologica com colocacdo por HE foi considerada medida
subjetiva, e a contagem de neuronios, objetiva.

Todos os dados continuos foram testados quanto a sua distribui¢do. Como os animais
foram testados ao longo de sete momentos, em algumas medidas, € havia cinco grupos, os testes
utilizados poderiam ser do tipo para medidas independentes e para medidas repetidas,
dependendo do caso, e os testes paramétricos € ndo paramétricos foram escolhidos dada a
distribui¢do gaussiana. Para andlise da comparagao entre os grupos, foram utilizados a analise
de variancia (ANOVA) ou o teste de Kruskal-Wallis. O teste post-hoc foi realizado pelo teste t
de Student e pelo teste de Mann-Whitney com correcao de Bonferroni. Para a andlise temporal
a comparagao pareada, foi realizada ANOVA de medidas repetidas ou o teste de Friedman. Foi

aceita como diferenca estatisticamente significante quando o erro do tipo I foi <0,05.
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4. RESULTADOS

Ocorreram perdas de quatro animais durante a realizagdo do estudo. No grupo EPO, o
rato nimero 8 morreu na terceira semana por infecgao e o rato numero 10 foi excluido na quarta
semana por autofagia. No grupo EPO + IL-6, o rato niimero 5 foi excluido na sexta semana por
autofagia. No grupo placebo, o rato nimero 9 morreu na terceira semana por infeccdo. Nos

grupos IL-6 e Sham ndo foram registrados obitos durante os 42 dias do experimento.

4.1. Analise dos dados da escala motora BBB

A analise descritiva dos escores de avaliagdo motora pela escala BBB ¢ mostrada
na Tabela 1. A diferenca entre os sete momentos de avaliagdo foi significativa para todos
os cinco grupos. O grupo Sham, por nao ter sofrido lesdo medular, recebeu escore 21 em

todas as avaliacdes (indicando escore maximo, fun¢ao normal).

Tabela 1 - Notas da escala BBB (média e desvio padrdo) de cada um dos grupos durante

as 7 etapas de avalia¢do

Grupo 2°dia  7°dia 14°dia 21°dia 28°dia 35°dia  42°dia p
0,375 1,063 4,688 7,563 11,250 12,750 14,250
EPO 0,001
0,619) (1,878) (1,815) (2,250) (2,670) (2,206)  (1,949)
EPO 0,167 0,444 3,611 6,444 9,667 11,667 12,778
0,0001

+1L-6 (0,383) (0,511) (1,195) (1,885) (2,376) (2,543) (1,592)

0,300 0,550 3,850 6,100 7,050 8,450 8,950
IL-6 0,0001
(0,470)  (0,759) (1,899) (2,337) (2,012) (2,438) (1,959)

0,278 1,611 4,722 5,889 7,111 7,444 8,333
Placebo 0,0001
(0,574) (2,725) (2,080) (2,139) (2,323) (2,331) (1,940)

21 21 21 21 21 21 21
Sham -

(0) (0) (0) 0) 0) 0) 0
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O Grifico 1 ilustra a evolugdo das notas na escala motora BBB dos cinco grupos
ao longo dos sete (2°, 7°, 14°, 21°, 28°,35° e 42° dia) periodos de avalia¢do. Foi observado
que houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo EPO e o grupo EPO+IL6
(p = 0,001). Também houve diferenca estatisticamente signifcante entre o grupo
EPO+IL6 e o grupo IL-6 (p = 0,0001). Embora o grafico mostre visualmente uma
tendéncia de recuperacdo que parece ser superior do grupo IL-6 em relagdo ao grupo
placebo, essa diferenga ndo foi estatisticamente significante (p > 1). Os valores da escala

BBB no grupo Sham permaneceram constantes como era esperado.

Grifico 1 - Evolucao da pontuacdo do estudo na escala motora BBB dos cinco grupos ao
longo dos sete (2°, 7°, 14°, 21°, 28°, 35° € 42° dia) periodos de avaliagdo. Linha azul indica os
resultados do grupo EPO, linha verde, do grupo EPO + IL-6, a linha laranja indica a evolucao
do grupo IL-6, linha roxa representa o grupo placebo. A linha preta representa o grupo Sham,

que ndo sofreu lesdo medular e, portanto, permaneceu com a fungdo inalterada.

Grupo
I EPO
25,09 [ EPO +IL-6
[IL-6
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Sham
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~~
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(+4]
5,07
0,09
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2°dia 7°dia  14°dia  21°dia 28%dia  35°dia 42%dia
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4.2. Analise dos dados do potencial evocado

Os resultados da avaliagdo do potencial evocado, em 46 ratos, sdo demonstrados
na Tabela 2, contendo os valores de média e desvio padrao da laténcia e amplitude. Os
valores médios de amplitude e laténcia por grupo estao representados nos Graficos 2 e 3,
respectivamente. A Tabela 3 evidencia, de maneira comparativa (grupo por grupo), os

valores de amplitude e laténcia médias, segundo o valor de p (significancia estatistica).

Tabela 2 - Descrigdo dos resultados do potencial evocado, demonstrando a média e o
desvio padrao de amplitude (AMP) e laténcia (LAT) de resposta nos membros inferiores

dos animais de cada grupo durante a realizacdo da avalicdo do potencial evocado.

Grupo Meédia Desvio padrao
EPO 12,038 2,72
EPO +IL-6 12,135 1,62
Laténcia (LAT) IL-6 11,842 2,25
Placebo 6,108 2,33
Sham 20,791 4,93
EPO 126,858 26,18
EPO/IL-6 103,959 20,66
Amplitude (AMP) IL-6 49,356 4,41
Placebo 34,413 3,09

Sham 189,064 6,76
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Grifico 2 - Amplitude média (AMP) de resposta dos membros inferiores (MI), de acordo

com cada grupo.
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%
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Grafico 3 - Laténcia média (LAT) de resposta dos membros inferiores (MI), de acordo

com cada grupo.
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Tabela 3 - Comparagdo entre a laténcia média (LAT) e amplitude média (AMP) dos
membros inferiores, entre os grupos experimentais, considerando os valores de p

(significancia estatistica).

Grupo p: AMP média (mA) p: LAT média (ms)
EPO versus EPO/IL-6 < 1,000 < 1,000
EPO versus 1L-6 < 0,003 < 1,000
EPO versus Placebo < 0,001 < 0,001
EPO versus Sham < 0,031 < 0,001
EPO/IL-6 versus IL-6 <0,071 < 1,000
EPO/IL-6 versus Placebo < 0,009 < 0,001
EPO/IL-6 versus Sham < 0,001 < 0,001
IL-6 versus Placebo < 1,000 < 0,001
IL-6 versus Sham < 0,001 < 0,001
Placebo versus Sham < 0,001 < 0,001

4.3. Analise histologica

A analise histoldgica dos escores atribuidos pelo avaliador a cada espécime de
cada grupo ¢ apresentada na Tabela 4. Para cada variavel histolégica, foram comparados
necrose, hemorragia, hiperemia, degeneragdo e infiltrado, verificando-se se houve
diferenga entre os grupos na regido média distal (a "regido B") da medula espinal. A
avaliacdo confirmou que hé diferenca estatisticamente significativa (por meio do teste

Kruskal-Wallis), entre os cinco grupos para todas as variaveis, exceto para hemorragia.
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Tabela 4 - Analise histoldgica qualitativa do tecido medular perilesional dos ratos dos cinco

grupos com média, desvio padrao e o correspondente valor de p (significancia estatistica).

Infiltrado
Grupos Necrose  Hemorragia Hiperemia Degeneracio
celular
0,83 1,00 1,50 1,17 0,67
EPO
(0,753) (0,894) (1,049) (0,753) (1,033)
0,44 0,22 1,78 1,44 0,44
EPO +1L-6
(1,014) (0,667) (1,093) (0,726) (0,726)
L6 1,20 0,80 2,20 2,10 0,90
(0,789) (1,135) (0,919) (0,316) (0,994)
1,33 1,00 1,56 1,67 1,22
Placebo
(0,866) (1,225) (0,527) (0,500) (0,972)
0,10 0,60 - - 0,20
Sham
(0,316) (0,843) ) ) (0,632)
p 0,003 0,338 0,0001 0,0001 0,087

*Teste de Kruskal-Wallis.

Como foi identificado pelo teste de Kruskal-Wallis que havia diferenca entre
os grupos quando comparados em conjunto, o teste de Mann-Whitney foi aplicado, também
levando em consideragdo os resultados da regido B da medula, e permitiu fazer
comparacdes dois a dois. Este teste mostrou que havia diferenca significativa para algumas
comparagdes € ndo para outras, como mostra a Tabela 5. A tabela confirma que ha
diferencas significativas entre o grupo Sham (que ndo sofreu lesdo medular) e os grupos
EPO, EPO + IL-6, IL-6 e também com o grupo placebo. Nao houve diferenga entre o grupo
EPO e o grupo EPO+ 11-6 (p > 0,07).
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Tabela 5 - Comparacao dois a dois dos resultados da analise histoldgica dos grupos e

valor de p correspondente.

Valores de p

Infiltrado
Grupos Necrose Hemorragia Hiperemia Degeneracio celular
EPO versus EPO + IL-6 0,114 0,071 0,536 0,963 0,423
EPO versus IL-6 0,408 0,536 0,161 0,055 0,965
EPO versus Placebo 0,236 0,918 0,758 0,481 0,541
EPO versus Sham 0,016 0,364 0,002 0,001 0,173
EPO + IL-6 versus IL-6 0,053 0,315 0,447 0,028 0,400
EPO + IL-6 versus Placebo 0,063 0,222 0,666 0,387 0,094
EPO + IL-6 versus Sham 0,661 0,356 0,0001 0,0001 0,447
IL-6 versus Placebo 0,720 0,780 0,133 0,156 0,549
IL-6 versus Sham 0,004 0,853 0,0001 0,0001 0,143
Placebo versus Sham 0,006 0,604 0,0001 0,0001 0,017

Nos Grificos 4 ¢ 5 estdo representados os achados observados da andlise

histoldgica quantitativa (objetiva) através da contagem de fibras das regides medulares

cranial (A) e caudal (C). Através do teste Bonferroni, que compara multiplas varidveis,

identificou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos EPO,

EPO + IL-6, IL-6 e placebo em relacdo a contagem de fibras, somente o grupo Sham

apresentou diferenca em relagdo aos demais.
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Grifico 4 - Média dos valores do ntimero de fibras da porgao cranial (A) da medula espinal
dos cinco grupos. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos EPO,

EPO/IL-6, IL-6 e placebo, exceto em relagdo ao grupo Sham, conforme esperado.
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Grifico 5 - Média dos valores do nimero de fibras da por¢ao caudal (C) da medula espinal
dos cinco grupos. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos EPO,

EPO/IL-6, IL-6 e placebo, exceto em relagdo ao grupo Sham, conforme esperado.
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5. DISCUSSAO

As lesdes traumadticas da medula espinal provocam alto impacto na vida do
individuo, com repercussdes fisiologicas, sociais, econdmicas e psicoldgicas enormes. Sua
incidéncia ¢ de aproximadamente 40 novos casos para cada 1 milhdo de habitantes e essa
propor¢do permanece inalterada ao longo das décadas, independentemente da regido
geografica e situagio econdmica.' Apesar de todo desenvolvimento em varias areas da
ciéncia experimental, farmacologia, modelos experimentais de lesdo medular, pratica
clinica e cirurgia da coluna vertebral, ainda ndo existe método de tratamento efetivo que
resulte numa completa recuperagio funcional e neurologica.'” Uma vez que a
irreversibilidade da lesdo medular primaria ja esta estabelecida, o objetivo do tratamento
farmacolédgico na lesdo medular ¢ interromper a cascata inflamatdria responsavel pela
necrose isquémica progressiva que ocorre na fase secundaria no TRM.” Para isso, diversas
classes de drogas tém sido testadas em ensaios experimentais.

A escolha do modelo experimental de lesdo medular por queda de peso para
realizacdo deste estudo possibilitou a padronizacdo da amostra. Optou-se pelo
equipamento computadorizado NYU Impactor, ja utilizado em outros ensaios
experimentais e disponivel no Laboratério de Estudos do Traumatismo Raquimedular e
de Nervos (LETRAN) do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (IOT-HC-FMUSP). A escolha
desse equipamento permite a comparacdo dos resultados com outras institui¢gdes que
integram o Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS). Os ratos
selecionados foram da linhagem Wistar devido a maior disponibilidade e utiliza¢ao prévia
pelo Centro de Bioterismo da FMUSP.'”! O ntimero de animais (n) necessarios para a
formagdo dos grupos foi baseado na padronizacdo da MASCIS e em estudos anteriores
que adotaram modelo experimental semelhante.'”*"'%

O sistema NYU Impactor possui trés graduagdes de altura da haste (12,5 mm, 25
mm e 50 mm). Em nosso estudo, optamos pela altura da haste de 12,5 mm por
acreditarmos que a queda de uma altura de 25 mm provoca mais alteracdes
anatomopatoldgicas que alteracdes funcionais e a queda de altura de 50 mm apresenta

taxas de lesdo medular completa e mortalidade elevadas.””''
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Este ensaio experimental foi realizado com avaliagdes dos resultados de maneira
cega. As avaliagdes pela pontuacdo na escala BBB, pelo potencial evocado, histologica
(quantitativa e qualitativa) e estatistica foram realizadas’> por profissionais especialistas
que ndo conheciam a qual grupo cada animal pertencia.

A escala de avaliagdo da recuperagdo funcional escolhida foi a proposta por Basso,
Beattic ¢ Bresnahan, escala BBB.”” Esta ¢ a principal escala utilizada para quantificar a
recuperacao motora em ratos portadores de lesdo medular e segue o padrdo estabelecido
pelo MASCIS. Sua avaliacdo ¢ considerada valida, reprodutivel e permite comparagdes
interinstitucionais.'

A andlise funcional da escala BBB mostrou que os ratos submetidos ao tratamento
com EPO (grupo EPO) apresentaram resultados significativamente melhores que os ratos
pertencentes aos demais grupos, ao final das seis semanas. O grupo que recebeu
tratamento com EPO e IL-6 (grupo EPO/IL-6) apresentou resultados superiores aos
grupos IL-6 e placebo. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre o grupo
IL-6 e grupo placebo. No grupo EPO/IL-6, foi administrada EPO associada a IL-6 com a
finalidade de investigar uma possivel ag¢do sinérgica dessas drogas na interrup¢do da
resposta inflamatoria da lesdo medular aguda. Ao final das seis semanas do estudo, o
grupo EPO/IL-6 apresentou escores inferiores ao grupo EPO que recebeu apenas EPO,
porém apresentou resultados superiores ao grupo que recebeu apenas 1L-6 (grupo IL-6),
com diferengas estatisticamente significantes. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre o grupo IL-6 e grupo placebo, o que indica que ndo ha beneficios na
recuperacdo motora ap6s lesdo medular contusa com a administragdo de IL-6 isolada.
Acreditamos que o resultado do grupo EPO/IL-6 tenha sido superior ao grupo IL-6 devido
a presenca da EPO apenas, uma vez que nao houve diferenca entre o grupo que recebeu
somente IL-6 (grupo IL-6) e o grupo que recebeu solucdo placebo (grupo placebo). Além
disso, podemos inferir que a presenga da IL-6 alterou negativamente a acdo da EPO, uma
vez que os resultados do grupo EPO/IL-6 foram inferiores aos do grupo EPO. Os
resultados do uso da eritropoetina na lesdo medular aguda em ratos encontrados na
literatura sdo conflitantes.”””>'"" Esta controvérsia talvez possa ser explicada por
diferengas existentes na constru¢do dos estudos, como dose, tempo de tratamento, raga
dos animais e padrao de lesdo medular; e também associadas a mecanismos de atuacao

da EPO ainda desconhecidos.
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A andlise neurofisiologica através do potencial evocado padronizada em nosso
laboratério permite coleta de dados de amplitude e laténcia.'”” O potencial evocado motor
¢ um método de andlise da propaga¢do dos impulsos elétricos medulares com captacao
na musculatura dos quatro membros do animal.'”” Para transmissio do estimulo elétrico,
¢ necessaria a integridade axonal e mielinica das fibras nervosas. A preservagao da bainha
de mielina é expressa através do parametro de laténcia, que conceitualmente ¢ o tempo
decorrido entre o estimulo e o registro da resposta grafica do potencial. A integridade do
componente axonal ¢é expressa pela amplitude do potencial, seja motor ou
somatossensitivo. O pardmetro de amplitude ¢ definido como a voltagem entre o inicio
do potencial e seu pico negativo ou a diferenca entre o pico negativo € o positivo.

Em nosso estudo, os valores médios de amplitude encontrados foram superiores
no grupo EPO e grupo EPO/IL-6, ndo havendo diferenca estatisticamente significante
entre esses dois grupos. O grupo IL-6 e grupo placebo apresentaram valor médio de
amplitude inferior aos dois primeiros grupos, porém sem diferenca estatisticamente
significante entre si. Esses achados correlacionam-se com os resultados obtidos com
analise da escala funcional BBB, indicando uma melhor recuperacdo axonal com a
administracdo de EPO. Em relagdo a avaliacdo da laténcia, ndao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos que receberam administragdo de drogas. O
grupo Sham apresentou o maior valor médio de laténcia, o que consideramos
contrassenso, pois os animais desse grupo nao sofreram lesdo medular e apresentaram
avaliagdo normal na escala funcional BBB. Desconsideramos os resultados de laténcia
média obtidos, pois a literatura mostra que esse parametro pode sofrer influéncias pelo
pequeno tamanho do animal, e uma quantidade de minima de fibras nervosas preservadas
pode transmitir o impulso elétrico, falseando sua interpretagdo.”

O estudo histopatologico da medula espinal dos animais ¢ importante para avaliar
o grau de dano celular e evidéncias de alteragdes morfologicas neuronais. Estudos
realizados no LETRAN tém sugerido que a coloracdo com hematoxilina e eosina para
avaliagdo histologica da medula espinal ndo ¢ sensivel o bastante para detectar diferencas
significativas.'”’ Ainda assim, com a finalidade de verificar alguma evidéncia de lesdo
tecidual, as amostras foram enviadas para analise histologica pelo método de coloragdo
de hematoxilina e eosina. Em nosso estudo, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa na analise histologica quantitativa por contagem de células entre os grupos

de estudo. O grupo Sham, conforme esperado, apresentou resultados estatisticamente
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significativo em relagdo aos demais grupos, por ndo ter sofrido lesdo medular. A andlise
histologica qualitativa também ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes
entres os grupos. Atribuimos essa falta de correlagdo entre os resultados obtidos com a
avaliagdo da escala de locomocdo BBB e andlise do potencial evocado motor,
contrapondo-se aos resultados obtidos com a analise histoldgica, & metodologia utilizada
para o estudo histologico e o modelo de lesdo medular utilizado com queda de peso de
altura de 12,5 mm, de intensidade moderada.''® A escolha por essa altura prioriza mais
alterag¢des funcionais que morfoestruturais.

A IL-6 possui um papel fundamental nas lesdes traumaticas do SNC, sendo uma das
citocinas pro-inflamatoérias mais encontradas na fase aguda e subaguda apds traumatismos da
medula espinal, participando ativamente da lesdo secundaria ao tecido nervoso espinal.'"”
Possui fungdes importantes na proliferacao e diferenciagdo de linfécitos B e T, secre¢do de
imunoglobulinas e ativagdo de macréfagos.” Apos sua liberagdo, a IL-6 liga-se ao seu
receptor especifico, formando o complexo IL-6/ IL-6-R, que interage com a glicoproteina
nao ligante de membrana, gp130, de maneira extracelular, fornecendo o sinal de a¢ao da IL-
6 dentro das células.*

A ocorréncia de uma lesdo medular ¢ acompanhada de grande aumento na
concentragdo de IL-6 e outras citocinas pro-inflamatdrias. Essa elevagdo inicia-se cerca
de 30 minutos apos o trauma e permanece por cinco horas, aproximadamente. Apos esse
periodo, observa-se um declinio na expressao desses mediadores antes do aparecimento
de macrofagos e neutrofilos, 24 horas apos o trauma. Este pico precoce sugere que a IL-
6 e outras citocinas pro-inflamatdrias sdo principalmente produzidas células do proprio
SNC (microglia e neur6nios) e ndo por leucdcitos infiltrantes, como pensado
inicialmente.'* Estudos experimentais corroboram com esta teoria, mostrando que, na
presenga de uma lesdo traumdtica do SNC, o receptor de IL-6 estd presente em
oligodendrocitos e neurdnios, € que a neurite induzida por IL-6 promove aumento da
sobrevida neuronal pela indugio da produgdo de fatores neurotréficos.'*""'*

O papel da IL-6 na resposta inflamatoria apds lesdo medular ainda ndo estd muito
bem definido. Talvez, esta interleucina tenha tanto uma fungdo como fator neurotrofico
quanto como fator citotoxico. Existem algumas explicagdes para essas fungdes
aparentemente contraditérias. Esse aumento inicial na expressdo de IL-6 e de outras
citocinas inflamatorias nas primeiras horas apos a lesdo medular pode ser danoso devido

a uma superproducao desses mediadores, ultrapassando uma janela de atuacdo entre
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beneficio e toxicidade bastante curta.'> Estudos in vitro mostraram que é necessario que
as células estejam intactas, sem lesdo traumatica, para que ocorra efeito neurotréfico da
IL-6, o que talvez ndo acontega in vivo.'”" As atividades celulares das citocinas sdo
complexas e estdo sujeitas a variagdes de tempo, concentragdo, receptores e

124125 Estudos mostram que a injecdo de citocinas na medula espinal quatro dias

subtipos.
apos a lesdo promove diminui¢do da ativacdo das micrdglias, redugdo do recrutamento
de macrofagos circulantes e perda tecidual. Entretanto, quando essas mesmas citocinas
sdo administradas um dia apds a lesdo, a resposta inflamatdria pos-traumatica e perda
tecidual foi melhor."**'*” Em nosso estudo, a administragdo de IL-6 apés lesio medular
aguda ndo mostrou trazer beneficios a recupera¢ao neurologica.

A EPO possui papel descrito como neuroprotetor nas lesdes isquémicas e

19-21 :
2! Bla atua reduzindo a

traumaticas do SNC, demonstrado em ensaios experimentais.
resposta inflamatoria, promovendo angiogénese, inibindo a peroxidagdo lipidica e
modulando a resposta antiapoptotica.”"’>'*®* Em nosso trabalho, observamos que, ao
longo das semanas, o grupo EPO apresentou escores superiores na avaliagdo pela escala
BBB e também apresentou valor médio de amplitude mais elevado comparado aos demais
grupos. Essa melhor recuperagdo neuroldgica, com diferenca estatisticamente
significante, identificada nos animais que receberam a EPO como tratamento para lesdo
medular aguda, nos permite fortalecer a hipotese de fungdo da EPO como agente
neuroprotetor.” Acreditamos que a utilizagio da EPO no tratamento da lesdo medular
aguda deve ser estudada em trabalhos futuros e que outras variaveis, como dose, tempo

de tratamento, via de administragdo, sinergismo com outras drogas, aplicabilidade clinica,

dentre outros fatores, devam ser avaliados.
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6. CONCLUSAO

A administragdo de eritropoetina apos lesdo medular contusa experimental em
ratos mostrou beneficios na recuperacdo motora. A associacdo de eritropoetina e
interleucina-6 (IL-6) mostrou beneficios, porém com resultados inferiores aos da
eritropoetina isolada. O uso isolado de IL-6 ndo mostrou beneficios ap6s lesdo medular

contusa experimental em ratos.
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7. ANEXOS

Anexo I. Comissao de ética no uso de animais

IS

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

A CEUA da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em
sessdo de 04/09/2014, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 078/14 intitulado:
“Avaliacdo do efeito de interleucina-6 e da eritropoetina em lesdo
medular em ratos” que utilizard 40 animais da espécie rato, apresentado pelo

Instituto de Ortopedia e Traumatologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatério final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de

Animais - Lei N9 11794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responsavel: Alexandre Fogaca Cristante

Pesquisador (a) Executante: Alderico Girdo Campos de Barros

CEUA-FMUSP, 04 de Setembro de 2014

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais

Comisséo de Etica no Uso de Animais da FMUSP

e-mail: ceua.fm@usp br
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Anexo II. Ficha de pontuacdo com os atributos que acompanham a escala de avaliagao

locomotora de BBB

Rato: Data: / / Dias de pés-operatério: Pontuagao: Esquerdo: Direito:
Movimento do P I " Posiao predominante da
- X o da pata Pisada pata §
2 Powdo 2 3 dos dedos Contato %
3 2 ] H o da Dorsal | Planta - /O £ b
b § 3 8 & Apoio da pata orsal d 5 inicial levagao g Cawda
8 = L < i § 2
- 5 Sem Com © 8
D|E|D|E[D| &= |3° suportede | supote | E |[D | E | D £ D £ D E D | 8
peso de
o|lo|o|ofo 3 o|lo|lof| oo o o 1 1 1 1
Para cima
e|o|e|o[ £ |g[po|E|D|E| D
s|s|s|s|s £ o|lolo|o|o|lo|o|Ee]|E|E]|E (elevada)
°
o
- - F|l|F|F|Fa|F|F | P
Para baxo
E|E|E|E|E 5 a p P P P (sbaixads)
= ¢ |c|c |c |e|ec |e

Comentarios:

Movimento
0 = Nenhum; S = Suave (discreto); E = Extenso; + = Pisada dorsal > 4 passos da pata posterior; * = Liberagdo < 50%; ** = Dedos arrastando >
4 passos da pata posterior; 0 = Nunca (0%); O = Ocasional (< 50%); F = Frequente (51-84%); C = Consistente (95-100%); | = Rotagao intemna;

E = Rotagdo externa; P = Paralelo.
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Anexo III. Escala de avaliagdo locomotora de Basso, Beattie € Bresnahan (BBB)

10

1

12

13

D?iniqées operacionais de categorias e atributos

Nenhum movimento observavel do membro posterior.
Movimento discreto (limitado) de uma ou das duas articulagbes,
geralmente, do quadril e/ou do joelho.

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

Movimento extenso de duas articulagées.

Movimento discreto de todas as trés articulagbes do membro posterior.
Movimento discreto de duas articulagées e movimento extenso da
terceira.

Movimento extenso de duas articulagées e movimento discreto da
terceira.

Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior.
Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de
peso.

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

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

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma
coordenagao dos membros anterior e posterior.

Passo plantar com suporte de piso frequente a consistente e
coordenagdo ocasional dos membros anterior e posterior.

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e
coordenagao frequente dos membros anterior e posterior.




tcontinuscio)
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"Pontuacao

14

15

16

17

18

19

Definicdes operacionais de categorias e atributos
Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenacao
consistente dos membros anterior @ posterior @ posicao predominante
da pata rodada (interna ou externamenta) durante a locomogao, no
instante do contato inicial com a superficie (piso) bem como, antes de
liberar os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar
frequente, coordenacao consistente dos membros anterior @ posterior
e passada dorsal ocasional.
Passada plantar consistente e coordenagao consistente dos membros
anterior e posterior @ nenhuma liberagao dos dedos ou liberagao
ocasional durante o movimento do membro para frente, posicao
predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.
Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior @
posterior durante a marcha e a liberagao dos dedos ocorre
frequentamente durante o movimento do membro para frente, a
posicao predominante da pata & paralela ao corpo no instante do
contato inicial @ rodada no instante da liberagao.
Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior @
posterior durante a marcha e a liberagao dos dedos ocormre
frequentemente durante o movimento do membro para frente, a
posicao predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do
contato inicial e da liberagao dos dedos.
Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anternor @
posterior durante a marcha e a liberagao dos dedos ocorre
consistentemente durante o movimento do membro para frente, a
posicao predominante da pata é paralela ao corpo no instante do
contato inicial e rodada na liberagao dos dedos.
Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior @
posterior durante a marcha e a liberagao dos dedos ocomre
consistentemente durante 0 movimento do membro para frente; a
posicao predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do
contato e da liberagao dos dedos e apresenta a cauda para baxo
parte do tempo ou por todo o tampo.

(contanua)



(contimumco)

"Pontuacao

Definicbes operacionais de caegorias e atributos
Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior @
posterior durante a marcha e a liberagao dos dedos ocormre
consistentemente durante o movimento do membro para frente; a
posicao predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do
contato e da liberagao dos dedos e apresenta a cauda
consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberacao
consistente dos dedos, a posicao predominante da pata é paralela ao
corpo durante toda a fase de apoio, estabilidade consistente do tronco,
cauda consistentemente elevada.

56
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