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RESUMO

Borges PA. Padronizacdo do modelo experimental de lesdo da medula espinal
e avaliacdo da lesdo neurologica em camundongos [Tese]. Sao Paulo: Facul-
dade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2017.

INTRODUGCAO: A lesdo da medula espinal é um dos grandes desafios da
medicina. Apesar de décadas de pesquisa sobre o assunto, seu tratamento
ainda ndo é satisfatorio. A padronizacdo de modelos de lesdo da medula
espinal permite a reprodutibilidade e a anélise dos resultados sendo importante
para a pesquisa sobre o tema. OBJETIVO: Validar a padronizacdo de um
modelo de lesdo da medula espinal e avaliagdo da lesdo neurolégica em
camundongos. METODOS: Submetemos 30 camundongos BalbC divididos em
4 grupos experimentais e um grupo controle a lesdo da medula espinal toracica
por queda de peso de diferentes alturas (gerando lesbes de graus variados). O
grupo controle (SHAM) foi submetido apenas a laminectomia. Os camundongos
foram avaliados por seis semanas durante as quais foram aplicadas escalas de
avaliacao funcional motora. ApGs seis semanas 0s animais foram sacrificados
para avaliacdo histologica das medulas espinais lesadas. Os achados foram
correlacionados entre si para validar se a lesdo foi efetiva e se os grupos
diferenciaram-se entre os diferentes graus de lesédo. Adicionalmente avaliamos
se as escalas utilizadas sé@o aplicaveis e se séo fiéis aos achados histolégicos.
RESULTADOS: Seis dos trinta camundongos do experimentos evoluiram para
Obito sendo um do Grupo 3, um do Grupo 4 e quatro do Grupo 5. Um
camundongo do Grupo 4 apresentou autofagia. O Grupo 5 foi excluido do
experimento por alta mortalidade e perda de dados. Todas as escalas
funcionais estudadas foram estatisticamente diferentes entre si e
demonstraram evolugdo durante o experimento. Os achados foram
confirmados por histologia e apresentaram uma correlacdo forte com as
escalas BBB e BMS e moderada a forte com a escala MFS. A Escada
Horizontal apresentou forte correlacdo com a degeneracdo neuroldgica porém
nao apresentou correlagdo com os demais parametros histoldgicos estudados.
CONCLUSAO: O modelo de lesdo da medula espinal em camundongos
apresentado neste estudo € efetivo, confidvel e reprodutivel, com excecéo da
lesdo causada por queda de peso (10g) de 50mm de altura, que traz
mortalidade inaceitavel. Das escalas estudadas, BBB e BMS sdo as mais
confiaveis, enquanto que a Escada Horizontal tem seu uso discutivel.

Descritores: Traumatismos da Medula Espinal;, Camundongos; Modelos Ani-
mais.



ABSTRACT

Borges PA. Standardization of a spinal cord lesion model and neurologic eva-
luation using mice [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de S&o Paulo”; 2017.

INTRODUCTION: Spinal cord lesion is a great medical challenge. Even with
many decades of research, no satisfactory treatment is available yet. The
standardization of animal experimentation models makes the spinal cord lesion
reproducible allowing a reliable analysis of the results. Hence, standardization is
a major concern in spinal cord lesion research. OBJECTIVE: To validate the
standardization of a spinal cord lesion model with neurologic evaluation using
mice. METHODS: Thirty BalbC mice were divided in four experimental groups
and one control group and submitted to spinal cord lesion produced by weight
drop from different heights (producing different severity lesions). The control
group (SHAM) was submitted to laminectomy only. Every mice was followed up
for six weeks during which functional motor scales were applied. After six weeks
the animals were sacrificed for histological examination. Findings were correlat-
ed to confirm if the spinal cord lesion was effective and if the groups were dif-
ferent between themselves. Additionally all functional motor scales were corre-
lated with the histological findings to confirm if the scales are reliable and truly
represented the spinal cord lesion. RESULTS: Six mice died during the experi-
mentation period (one mouse from the Group 3, one mouse from the Group 4
and four mice from Group 5). One mouse from Group 4 presented autophagia
and was excluded from the experiment. Group 5 was excluded from the exper-
iment for high mortality rates and data loss. All functional motor scales applied
demonstrated significant results with moderate or strong correlation with the
histological findings. The Horizontal Ladder scale had strong correlation with
neurologic degeneration but had weak or worse correlation with the rest of the
histological parameters studied. CONCLUSION: The spinal cord lesion model
using mice presented in this study is reliable and reproducible, excluding the
lesion produced by a weight drop (10g) from 50mm, which brings unacceptable
mortality rate. Of all fuctional motor scales studied, BBB and BMS scales are
the most reliable. The use of the Horizontal Ladder scale, however, must be
carefully evaluated.

Descriptors: Spinal Cord Injuries; Mice; Models, Animal.
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1 INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal traumatica € um dos grandes desafios da
medicina. Essa patologia traz um dano grave para os pacientes acometidos
(Singh et al., 2008; Pearcey et al., 2007) e nenhuma medida até o presente
momento demonstrou-se francamente eficaz para o tratamento, que

permanece um desafio (Fouad et al., 2011; Rahimi-Movaghar et al., 2013).

O conhecimento sobre as consequéncias desastrosas deste tipo de
trauma tem um longo histérico de registros. Papiros egipcios datados de 1700
a.C. ja descreviam as fraturas da coluna vertebral como enfermidades de mau
prognostico e desencorajavam investir em tratamento (Breasted?!, 1930 apud
Dohrmann, 1972; Hughes, 1988). Estudos focados na busca do tratamento

datam desde o inicio do século XX (Allen, 1911).

Dados da ultima década demonstram que a incidéncia de trauma
raquimedular nos EUA varia de 42,4 a 51,4 por milhdo de habitantes ao ano,
com prevaléncia entre 220 e 285.000 casos (Wyndaele e Wyndaele, 2006;
Singh et al., 2014), e apresenta alta mortalidade em compara¢do com a média
populacional (Hagen et al, 2010). O custo social desses pacientes é elevado,
seu tratamento € dispendioso e a sua produtividade apoés a lesdo € baixa (Lidal

et al., 2007). Dentre os gastos elevados citamos, entre outros: as despesas

! Breasted JH. The Edwin Smith Surgical Papyrus. Chicago: University of Chicago Press; 1930.
2v
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com a internacgdo inicial, as modificacdes da casa e do carro, cuidados diarios e

encargos trabalhistas (Priebe et al., 2007).

As alteracbes decorrentes da lesdo raquimedular sdo divididas em
agudas (leséo primaria), subagudas (lesdo secundaria) e cronicas. As primeiras
ocorrem imediatamente apds o impacto traumatico, cujo dano tecidual leva a
edema, isquemia e morte celular local, incluindo neurdnios, astrocitos,
oligodendrdcitos e células endoteliais. As alteracdes teciduais permanecem
evoluindo com a ativagcdo da cascata inflamatoria, que ocasiona intensa
migracdo de neutréfilos e levando a peroxidacéo lipidica e a formacdo de
radicais livres, contribuindo para o dano neural. A concentracdo intracelular de
calcio e sodio e a extracelular de potassio aumentam, causando um
desequilibrio fisico-quimico importante (Amar e Levy, 1999; Hagg e Oudega,

2006; Akthar et al., 2008).

A fase subaguda ocorre dentro da primeira semana pés-trauma e é
marcada pela continuidade da morte celular, estimulada pela invaséo de
mondcitos, macrofagos e linfocitos-T e pelo inicio da formacdo de tecido
cicatricial por fibroblastos. A desmielinizagdo distal acentua a morte dos
oligodendrdcitos (Fawcett e Asher, 1999; Hagg e Oudega, 2006; Akthar et

al., 2008).

Ja a fase cronica, que ocorre dentro do periodo de uma a quatro
semanas, & marcada pela formacdo de uma cicatriz glial e pela proliferagédo de

astrocitos (Kakulas, 1984; Akthar et al., 2008).
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O estudo continuo da fisiopatologia da lesdo do sistema nervoso central
trouxe evidéncia para embasar diferentes estratégias de tratamento e alguns
resultados positivos foram demonstrados na melhora da funcdo neuroldgica em
pacientes com lesdo da medula espinal. Grande parte do conhecimento dos
processos fisiopatologicos primarios e secundarios advém de pesquisas
experimentais com modelos de lesdo da medula espinal provocada. Diversos
sdo os modelos possiveis com animais de experimentacdo. Os modelos que
utilizam gatos, cées, macacos e ratos foram amplamente estudados, sendo os
modelos murinos os mais utilizados (De La Torre, 1984; Kunkel-Bagden et

al., 1992).

No periodo entre 2004 e 2014 observa-se um volume grande de
experimentos com animais. Em um montante de 407 trabalhos levantados,
71% (289) foram de modelos com ratos; 16,9% (69) com camundongos; 4,6%
(19) com caes; 4,4% (18) com coelhos; 2,2% (9) com porcos; 0,49% (2) com
primatas e 0,24% (1) com porquinhos da india Cavia porcellus (Zhang et al.,
2014). Outros modelos ainda podem ser encontrados como a utilizacdo de

ovelhas (Yeo et al., 1975).

Nos estudos com primatas, discute-se o custo beneficio em se usar
animais mais semelhantes a humanos para experimentacdo. Em teoria, as
similaridades anatémicas e fisiologicas entre homens e outros primatas trariam
uma melhor correlacdo entre os resultados dos estudos e 0s possiveis
resultados em humanos. Na mesma discussao, pesam contra a utilizacdo de

roedores as diferencas da neuroanatomia entre primatas e camundongos e as
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dificuldades de avaliacdo adequada das sequelas neurolégicas dos
camundongos ap0s a lesdo nesses modelos. No balanco final, a
recomendacdo ainda € para se manter o uso de roedores como principal
modelo de experimentacdo animal para lesdo da medula espinal (Courtine et
al., 2007; Nout et al., 2012). A conclusédo € embasada no alto custo financeiro
de se manter os modelos com primatas, o manejo dificil de animais de porte
maior que os de roedores e, por fim, a extrapolacdo duvidosa dos resultados
de modelos animais para humanos, mesmo que com primatas. Sugere-se que
0s primatas sejam utilizados apenas em casos de evidéncia forte com
tratamentos altamente promissores, previamente demonstrados em modelos

com roedores (Courtine et al., 2007; Nout et al., 2012).

A semelhanca dos estudos animais com primatas, ensaios clinicos em
humanos também s&o objeto de discussdo. Tais estudos sdo onerosos e
trabalhosos, de dificil planejamento e envolvem questbes éticas mais
profundas do que os estudos experimentais com animais de laboratério. A
literatura sugere que ensaios clinicos em humanos sejam feitos com
planejamento rigoroso e apenas com intervencdes que apresentem evidéncia
concreta de eficAcia e seguranca, necessariamente comprovadas por
experimentacdo em modelos animais. Os modelos com roedores sempre séao

sugeridos como alternativa (Blight e Tuszynski, 2006; Forgione et al., 2017).

A utilizacdo de camundongos nos modelos experimentais traz vantagens
claras com relacdo a outros modelos com animais maiores, e também em

comparacdo com modelos que utilizam roedores em geral. Camundongos
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custam menos aos laboratorios por serem de facil criagdo, apresentarem alta
taxa de reproducdo, demandarem menos cuidados e serem de facil
manipulacdo (Rosenthal e Brown, 2007; Bryda, 2013). Adicionalmente
camundongos trazem um leque maior de possibilidades em experimentacao,
dada a maior facilidade na criacdo de linhagens isogénicas, transgénicas e a
possibilidade da utilizacado de terapias genéticas knockin e knockout (Kuhn e
Wrathall, 1998; Joshi e Fehlings, 2002; Seki et al., 2003; Kouyoumdjian et
al., 2009; Pitzer et al., 2010; Sato et al., 2012; Kubota et al., 2012). Apesar
de a engenharia genética também ser viavel em ratos, é mais facil de ser feita

em camundongos (Rosenthal e Brown, 2007).

Tendo em vista 0 exposto, buscando-se atenuar ao maximo o grande
impacto na qualidade de vida de vitimas de lesdo da medula espinal;
concluimos que a pesquisa sobre o tema deve ser mantida. Sabemos que a
padronizacdo de modelos de lesdo da medula espinal permite a
reprodutibilidade e a andlise dos resultados (Rodrigues, 1999; Basso et al.,
1996). Com a crescente dificuldade, em tempos modernos, em utilizar animais
para experimentacdo cientifica, o0 camundongo pode ser a chave para um
modelo mais simples, pratico e barato, permitindo que a pesquisa sobre um
tema tdo importante continue. Para tanto, a padronizacdo de modelos se faz

necessaria.
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1.10bjetivo

O objetivo deste projeto € validar a padronizacdo de um modelo de leséo

da medula espinal e avaliacéo da lesdo neurolégica em camundongos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Modelos experimentais histéricos em lesdo da medula espinal,

trabalhos classicos e diversas intervencdes testadas

Schmaus? (1890), apud Yeo (1976), realiza um dos primeiros estudos
experimentais em animais. Utiliza coelhos submetidos a lesdo da medula
espinal produzida através de golpes nas costas dos animais (trauma contuso
em tecido fechado). Observa a lesdo do tecido nervoso em analise

macroscopica evidenciando aparecimento de areas de cavitacao.

Watson 2 (1891), apud Yeo (1976), tenta reproduzir os achados de
Schmaus (1890) jogando cédes de diferentes alturas para produzir lesdo da
medula espinal. Ndo conseguiu, contudo, reproduzir o método de Schmaus,

1890.

Kirchgasser 4 (1897), apud Dohrmann (1972), e Scagliosi ® (1898),

apud Dohrmann (1972), em estudos separados, reproduzem o método de

2 Schmaus H. Beitrage zur pathologischen anatomie der RickenmarKserschitterung. Arch
Pathol Anat Physiol Klin Med. 1890;122(3):470-95.

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

4 Kirchgasser G. Experimentelle unteruchugen Uber riickenmarkserchutterung. Deustsche Z
Nervneh. 1897; 11:406-19.
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Schmaus, 1890 para lesdo de medula espinal em coelhos. Observam
microscopicamente as células neuronais dos cornos anteriores da medula
espinal, porém ndo encontram evidéncia de hemorragia intramedular ou fratura

da coluna vertebral.

Allen (1911) descreve pela primeira vez um modelo experimental
reprodutivel de lesdo da medula espinal. Seu modelo consiste na queda de um
peso diretamente sobre o saco dural exposto em cédes. O sistema demonstra-
se eficaz para produzir uma lesdo controlada e padronizada na medula, através
do controle da massa e da altura da queda do peso, com o resultado expresso

em gramas-centimetros (g.cm).

Allen (1914) documenta uma relacdo direta entre o pior prognéstico da
lesdo medular e 0 aumento do impacto produzido pela queda do peso em seu
modelo (medido em g.cm). Relata a formacdo de edema e hemorragia na
medula espinal nos primeiros 15 minutos apds o trauma, e edema dos axdnios
quatro horas apdés o trauma. Observa que a mielotomia melhora a recuperagao
clinica dos animais no estudo e sugere que a possibilidade de que o aumento
da pressao intramedular causado pelo edema e hemorragia agrava a necrose

isquémica apos a lesdo traumatica inicial.

5 Scagliosi G. Ueber die Gehirnerschiitterung und die daraus im Gehirn und Riickenmark
hervorgerufenen histologischen Veranderungen. Virchows Arch Pathol Anat Physiol Klin Med.
1898; 152(3):487-525.
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Ayer (1919) descreve um modelo de lesdo da medula espinal em gatos
através da injecdo de parafina no espaco extradural. Produz com sucesso
paraplegia completa nos animais experimentais, porém observa que a medula
espinal apresentava-se histologicamente normal, mas as meninges tinham
aspecto inflamatorio. N&o causa, portanto, lesdo da medula espinal

propriamente dita.

Mcveigh® (1923), apud Yeo (1976) experimenta um novo modelo de
lesdo da medula espinal em cées. Os animais eram submetidos a laminectomia
no nivel T7-T8 e posteriormente tinham suas medulas comprimidas com o0s
dedos do cirurgido. Em andlise histopatoldgica, observa edema medular dentro
de oito horas da lesdo experimental que piora até o segundo dia apdés leséo.
Também observa hemorragia da substancia branca nas regifes anterior e

lateral e na substancia cinzenta acima e abaixo do nivel da leséo.

Thompson (1923) realiza experimento semelhante ao de McVeigh
(1923). Produz lesdo da medula espinal em cées por laminectomia seguida de
compresséo digital ou com o cabo do bisturi. Descreve um padrédo conico de
hemorragia medular que se estende cranial e caudalmente ao nivel da leséo,
assim como McVeigh (1923). Comenta que esse padrdo de lesdo €
semelhante a lesdes previamente observadas em humanos vitimas de leséo

traumatica da medula espinal.

6 McVeigh JF. Experimental cord crushes with especial reference to the mechanical factors
involved and subsequent changes in the areas of the cord affected. Arch Surg. 1923; 7(3):573-
600.
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Ferraro’ (1927), apud Yeo (1976), analisa a evolucdo temporal dos
achados histopatoldgicos da lesdo da medula espinal em coelhos submetidos a
lesdo experimental. A lesdo foi produzida por golpes nas costas dos animais
com uma barra de ferro. Descreve, dentro de uma hora apds a lesao, a
formacdo de edema dos axonios e desmielinizacdo progressiva nas 12 horas
subsequentes. Quatro dias apos a leséo, observa a formacao de cicatriz glial,
degeneracdo da substancia branca e alteracbes no corno anterior da

substancia cinzenta.

Craig® (1932), apud Dohrmann (1972), em um modelo experimental com
gatos submetidos a laminectomia, introduz pedacos de cera 0ssea no espaco
extradural para produzir lesdo da medula espinal. Observa a degeneracao do
tecido nervoso da regido posterior da medula espinal no nivel da compressao.

Descreve vacuolizacdo e degeneracéo cistica no tecido lesado.

Amako® (1936), apud Yeo (1976), confirma os achados de Allen (1911).
Utiliza método semelhante de lesdo da medula espinal por queda de peso e
descreve hemorragia na substancia cinzenta e cavitagdo da medula espinal de

caes submetidos a experimentacao.

" Ferraro A. Experimental medullary concussion of the spinal cord in rabbits: histologic study of
the early stages. Arch Neurol Psychiatr. 1927; 18(3):357-73.

8 Craig WM. Pathology of experimental compression of the spinal cord. Proc Staff Meet Mayo
Clin.1932; 7:680-2.

% Amako T. Surgical treatment of spinal cord injury by blunt forces: experimental study. J Jpn
Surg Soc. 1936; 37:1843-74.
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Groat et al.'° (1945), apud Yeo (1976) produzem lesdo da medula espinal
em gatos através de golpes na regido dorsal. Avaliam alteracdes
histopatolégicas e descrevem que estas variam diretamente com a forca

empregada no golpe.

Tarlov e Klinger (1953) e (1954) estudam cées submetidos a lesdo da
medula espinal. O modelo apresentado é padronizado através da laminectomia
de T12 pela qual era introduzido um baldo inflavel, produzindo compresséao
gradual no espaco extradural. Estudam a deterioracdo e a recuperacdo da
funcdo sensitiva e motora nos animais submetidos a experimentacao.
Classificam a func&o neurolégica com uma escala apresentada pelos préprios
autores. Concluem que a recuperacdo funcional depende do tempo de

compressédo ao qual a medula espinal foi exposta para produzir a paralisia.

Woodward e Freeman (1956) apresentam um modelo de lesao
isquémica da medula espinal em cées. Os pesquisadores realizam a seccao
dos vasos sanguineos e das raizes nervosas dentre os niveis T6 a T9 e
sacrificam os animais entre uma e quatro semanas ap6s a lesdo. Estudam
mudancas na avaliacao histolégica entre quadros de isquemia leve ou grave.
Encontram em ambos os quadros a formacdo de cavitacdo e perda de
neurénios, com a diferenca de que na isquemia grave houve presenca de

necrose e a perda de neurénios mais significativa.

10 Groat RA, Rambach WA Jr, Windle WF. Concussion of spinal cord: an experimental study
and a critique of the use of the term. Surg Gynecol Obstet. 1945; 81:63-74.
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Ducker et al. (1971) estudam 32 macacos Rhesus de maneira
prospectiva e randomizada. Os macacos sao submetidos a diferentes graus de
lesdo da medula espinal por queda de peso (resultante do impacto sobre a
medula de 200 g.cm, 300 g.cm, 400 g.cm e 500 g.cm). Apds a lesao
experimental, os animais sdo divididos em quatro grupos de oito espécimes
cada. Posteriormente, cada animal é randomizado novamente dentro dos
grupos em categorias aguda e subaguda, sendo sacrificados seis horas apoés a
lesdo e outra parte cinco a seis dias ap0s a lesdo, respectivamente. As
medulas espinais lesadas sdo analisadas sob microscopia por pesquisador
cego ao estudo e os achados patolégicos foram graduados em leve, moderado
e grave. Os animais da categoria subaguda também sdo submetidos a um
teste neuroldégico motor e classificados por escala padronizada apresentada
pelo autor. Os autores observam que 0s graus lesdo da medula espinal tém
relacdo direta com gravidade do trauma, porém concluem que a gravidade das
mudancas histopatoldgicas nao corresponde aos achados clinicos. Mesmo com
achados patoldgicos progressivos em gravidade por uma semana, pode haver
melhora nos achados clinicos. Por fim, adicionam que nos traumas leves,
houve alteragcdes medulares centrais e recuperacéo funcional; nos moderados,
ocorreu comprometimento da substancia branca, enquanto a lesdo grave

envolveu toda a medula.

Fairholm e Turnbull (1971) estudam a microcirculacdo da medula
espinal pos-leséo. Avaliam prospectivamente 34 coelhos e 5 cdes submetidos
a lesdo da medula espinal por queda de peso. Os animais foram sacrificados

em tempos variaveis (10 minutos a 14 dias ap0s a lesdo). Durante a eutanasia
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foi administrada solucdo coloidal de bario para contraste. Descrevem com
maior importancia os achados das microangiografias realizadas entre 7 a 14
dias pos-trauma. Nestas, os autores definem duas zonas de lesdo na medula
espinal: A porcéo posterocentral da medula espinal (zona 1), na qual capilares
perdem progressivamente a capacidade de conducdo de sangue, e a a area
adjacente ao redor da zona 1 (correspondente a zona 2), em que o padréo
microvascular € normal. Concluem que a preservagao da microcirculacédo esta
relacionada a boa recuperacdo dos neurdnios e axdnios danificados pelo

trauma.

Eidelberg et al. (1976) descrevem um modelo de lesdo da medula
espinal por compressao direta da medula toracica em furbes. Os animais séo
submetidos a laminectomia toracica (T6-T8) e um objeto de 100 g é colocado
diretamente sobre a medula por 3 minutos. Os processos espinhosos
adjacentes a laminectomia sdo presos por pincas e distraidos. Os autores
avaliam a funcdo motora dos animais por observacdo da marcha em plano
inclinado de até 25° e avaliam achados histolégicos dos tecidos lesados.
Concluem que o modelo é eficaz para produzir lesdo da medula espinal e
sugerem que esse modelo poderia simular a compressdo da medula de

maneira similar a uma luxagéo ou fratura-luxagéo nao reduzida.

Dohrmann et al. (1976a) descrevem um aparelho para produzir uma
lesdo experimental da medula espinal através do modelo de queda de peso. O

equipamento descrito trazia novo horizonte a experimentacdo com esse
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modelo por permitir a monitoracdo do grau do trauma em relacéo a velocidade

de deformacéo da medula espinal, ao impulso e a energia.

Dohrmann e Panjabi (1976b) estudam a influéncia da quantidade de
energia absorvida pela medula e o grau de lesdo funcional. Realizam estudo
experimental utilizando seu aparelho de queda de peso com 15 gatos
submetidos a lesdo da medula espinal em nivel T5-6. Todos 0s cinco grupos
foram submetidos a traumas de 400 g.cm porém com parametros
biomecanicos diferentes. Os cinco grupos (numerados de 1 a b5,
respectivamente) receberam a seguinte carga de lesdo: 5 g x 80 cm; 10 g x 40
cm; 20 g x 20 cm; 40 g x 10 cm e 80 g x 5 cm. Os autores observam que o
volume de lesao é diferente entre os grupos, embora todos tenham recebido a
mesma carga para a lesdo, de 400 g.cm. Por fim, documentam, como exemplo,
que a energia absorvida pela medula € 100 vezes maior no Grupo 4 que no

Grupo 1.

Rivlin e Tator (1977) descrevem um novo método para avaliar a funcéo
motora em ratos. O rato é colocado em um plano com angulo de inclinagéo
variavel e mensuravel. O método consiste em avaliar qual o &ngulo maximo em
que o animal pode manter-se na posi¢do sem cair. Esse método foi testado em
dois grupos: ratos normais (controle) e ratos sujeitos a mielectomia.

Demonstram diferenca consistente entre os dois grupos.

Rawe et al. (1978), em estudo com gatos submetidos a lesdo da medula

espinal, observam que a hemorragia medular pds-trauma varia de maneira
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diretamente proporcional a pressdo arterial do animal em experimentacao.
Concluem que a medula espinal perde sua capacidade de regulacéo
vasomotora apds o trauma e sugerem que o edema medular poderia ser
reduzido com a diminuicAo da pressdo arterial sisttmica. Comentam,
entretanto, que a manutencdo da pressao arterial sistémica apos a lesao é
provavelmente a melhor conduta, dado que o aumento rapido da pressao
arterial ap6és um periodo de hipotensdo pode ser deletério ao causar novos

danos ao tecido medular.

Balentine (1978) estuda a lesdo necrotica da medula espinal em ratos
adultos, submetidos a lesdo experimental pelo modelo de queda de peso.
Analisa a histopatologia da lesdo em periodos de tempo que variam de trés a
cinco minutos apos a lesdo, 30 minutos, uma hora, duas horas, quatro horas,
oito horas, e uma semana. Confirma a evolugcdo sequencial do
desenvolvimento de necrose primeiro na substancia cinzenta e depois na
substancia branca. Demonstra por meio observacional que a necrose é devida
a ruptura dos vasos sanguineos, tanto artérias quanto veias principais, lesadas

imediatamente apos o trauma.

Rivlin e Tator (1978) utilizam a técnica radiografica com 14C-antypirina
para avaliacdo do fluxo sanguineo regional na lesdo em 12 ratos Wistar
submetidos a lesdo da medula espinal através da utilizacdo de clipes de
aneurisma modificados para compressdo, colocados ao redor da medula
extradural (novo modelo descrito). O fluxo sanguineo regional foi medido em 5

minutos, 2 horas e 24 horas apdés a lesdo. Concluem que lesdes por
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compressdo medular grave produzem grave isquemia pos-traumatica na
medula espinal, por pelo menos 24 horas. Sugerem que o método utilizado &

valido para o estudo da perfusdo da medula espinal.

De La Torre (1981) e (1984) revisa os modelos e estratégias da pesquisa
sobre lesdo da medula espinal. Discute sobre os modelos de lesdo; animais
para  experimentacdo; achados  eletrofisiologicos,  morfolégicos e
histopatoldgicos; fisiopatologia vascular da lesdo; mudancas bioquimicas;
metabolismo; e fases da lesdo da medula espinal. Argumenta que na fase
cronica a regeneracdo axonal dos primatas é pouco abundante e se faz apenas
por brotamento. Sugere que o transplante de tecido neural fetal e uso de
fatores de crescimento poderiam promover regeneracdo da medula espinal

lesada.

Khan e Griebel (1983), em revisdo dos modelos mais utilizados de lesao
da medula espinal, concluem que enquanto o0 modelo por queda de peso causa
lesdo quase que exclusivamente por fatores mecanicos, tanto o modelo de
compresséo por clipe vascular quanto o modelo de compressao por insuflacéo
de baldo no espaco extradural causam lesao tanto por fatores mecanicos como

por fatores vasculares.

Gale et al. (1985) descrevem uma versao modificada da escala referida
por Tarlov e Klinger (1954). Cinquenta ratos submetidos a lesdo da medula
espinal em T8 por queda de peso sdo observados em campo aberto por

pessoas treinadas, sendo cada membro traseiro observado individualmente e
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graduado em: 0 - nenhum movimento das patas traseiras e nem suporte de
peso; 1 - movimento perceptivel dos membros traseiros, sem suporte de peso;
2 - movimentos frequentes e/ou vigorosos nos membros traseiros mas sem
suporte de peso; 3 - suporte de peso nos membros traseiros, podendo trocar
um ou dois passos; 4 - caminhar com déficit leve; 5 - caminhar normal. Testam
ainda a sensibilidade dos animais apd6s a lesdo da medula espinal porém
constatam baixa concordancia dos testes com o grau de lesdo dos grupos
esperimentais. Dentro os dois testes utilizados, o teste da placa quente (animal
retira pata quando entra em contato com placa metalica aguecida) foi mais
confiavel que o teste “tail flick” (retirada da cauda quando exposta a um feixe

luminoso de alta poténcia).

Noble e Wrathall (1987) analisam a lesdo experimental da medula
espinal em ratos e concluem que a fixacdo dos processos espinhosos
adjacentes a area da laminectomia diminui a complacéncia da coluna vertebral

de forma que o impacto do peso sobre a medula ndo é amortecido pelos

movimentos da coluna e da caixa toracica.

Fujita e Yamamoto (1989) descrevem um modelo novo de lesdo da
medula espinal em cdes. Os animais sdo submetidos a tracao longitudinal da
medula espinal por distracdo gradual da coluna lombossacra. Registram o0s
achados eletrofisiolégicos por potencial evocado. Observam que a medula
espinal é sensivel a tragcdo e comprovam os achados pela queda do potencial

evocado, diretamente proporcional ao grau de distracdo administrado.
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Sugerem gque a sindrome da medula espinal presa é causada pela lesdo da

medula espinal e as raizes nervosas por tracao.

Barros Filho et al. (1990), em estudo retrospectivo, descrevem a
epidemiologia de 428 casos de trauma raguimedular em pacientes internados
no Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade de Sao Paulo no periodo entre 1982 e 1987. Dentre as etiologias
mais frequentes destacam-se: os ferimentos por arma de fogo (36,7%),
mergulho em agua rasa (7,7%) e queda de peso sobre o paciente (4,2%). O
estudo demonstra que o atraso para o atendimento desse tipo de pacientes é
comum, sendo que apenas 28% dos pacientes sdo atendidos nas primeiras 6
horas, 33,3% sao atendidos no hospital um dia ap6s o acidente e 3,3% sao

atendidos no hospital em 15 dias ou mais depois do acidente.

Behrmann et al. (1992) em mais uma padronizagdo de modelo da
literatura, estudam a recuperacdo neurologica espontanea em diferentes tipos
de lesdo da medula espinal. Comparam dois grupos de ratos, um submetido a
lesdo contusional contra outro submetido a lesdo por seccdo anatbmica da
medula espinal. Realizam analise histologica do tecido medular lesado e
comportamental da recuperagéo locomotora dos animais por uma modificacao
da escala de Tarlov e Klinger (1954) porposta pelos autores. Observam a
marcha dos animais em campo aberto, em plano inclinado e em gaiola com
grade. Demonstram superioridade da recuperacdo funcional no grupo com
lesdo contusional (leséo parcial) em comparacao ao grupo que foi submetido a

seccao anatomica (lesao total).
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Basso et al. (1995) descrevem uma modificacdo da escala de Tarlov e
Klinger (1954): a escala BBB (Basso, Beattie e Bresnahan). Nesse estudo,
ressaltam que a escala utilizada pode trazer uma medida preditiva da
recuperacdo motora, sendo capaz de distinguir resultados comportamentais
devidos as diferentes lesGes e de predizer alteracdes anatbmicas no centro da
lesdo. Também demonstram que a avaliacdo pela escala € reprodutivel em

testes interexaminadores.

Basso et al. (1996) descrevem a padronizacdo de um modelo
experimental completo com método de lesdo da medula espinal utilizando um
New York University Impactor (NYU-Impactor) e escala para avaliagao
padronizada (BBB). Demonstram que o sistema NYU permite produzir uma
contusdo medular graduada, consistente e reprodutivel em todos os ratos.
Citam o teste BBB como sendo mais sensivel que os demais até entédo
descritos para avaliar a recuperacdo da funcdo locomotora em ratos que
sofreram les&o medular contusa. No modelo padronizado do estudo (utilizando
a lesdo pelo sistema NYU e a afericdo pela escala BBB), confirmam que o
método € aplicAvel demonstrando que uma maior quantidade de tecido
poupado estd diretamente relacionada com uma melhor funcdo locomotora

final.

Basso et al. (1996), em estudo conhecido como MASCIS (Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study), padronizam o modelo de leséo da medula
espinal em ratos com o uso do aparelho New York Impactor. Testam a

confiabilidade da escala de sua autoria (BBB) comparando trés grupos de
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observadores: um grupo ja experiente e treinado para utilizar a escala
conforme a padronizacdo proposta neste estudo e dois grupos controle sem
experiéncia prévia para a utilizacdo da escala. Também compararam dentro
dos grupos a confiabilidade dos examinadores quando testados
individualmente ou em conjunto. Observam que a escala pode ser facilmente
aplicada por examinadores ndo experientes porém sua confiabilidade &
significativamente maior quando utilizada em grupo de examinadores treinados
e quando as avaliagbes ndo sdo realizadas individualmente. Esse estudo
revela evidéncia robusta de que a padronizacdo de modelos animais para a
pesquisa sobre lesdo da medula espinal traz maior confiabilidade dos

resultados.

Haghighi et al. (1996) testam um novo modelo de lesdo experimental na
medula espinal em gatos. Quatro animais sdo submetidos a lesdo por
radiofrequéncia. Avaliam achados radioldgicos por ressonéncia magnética e
cortes histolégicos. Comprovam que a radiofrequéncia causa lesdo medular e
propdem a viabilidade do modelo em novos estudos sobre lesdo da medula

espinal.

Amar e Levy (1999), em artigo de revisao, discutem a utilizacao de varios
agentes farmacologicos, entre eles o0s (glicocorticoides, lazeroides,
gangliosideos, antagonistas dos opioides, bloqueadores dos canais de calcio,
antagonistas dos receptores do glutamato, agentes antioxidantes, radicais
livres e outros agentes farmacologicos em experimentos em modelos animais e

humanos. Verificam que os conceitos de lesdo primaria e secundéaria estao
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bem estabelecidos e tém amplas implicagdes no tratamento da lesdo medular
aguda. Reforcam que os principais alvos para terapia farmacologica sdo os
eventos patogénicos da lesdo medular aguda e incluem o acumulo de
glutamato, fluxos de calcio aberrantes, formacao de radicais livre, peroxidacao
lipidica e a geracdo de metabdlitos do acido araquidénico. Enfatizam que até o
final do século XX, dentre todas as terapias farmacoldgicas estudadas, apenas
a metilprednisolona demonstrou de forma concreta eficacia e seguranca em
estudos com alto nivel de evidéncia. Sugerem que a terapia futura sera
provavelmente uma combinacdo das muitas terapias farmacologicas estudadas
e que outras opcdes viaveis de tratamento incluem o aumento da regeneracao

axonal e da plasticidade neural.

Rodrigues (1999), em tese académica para a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, padroniza um modelo de lesdo aguda da medula
espinal em ratos Wistar, utilizando o modelo da queda de peso de acordo com
parametros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study
(MASCIS). Utiliza o auxilio de impactor controlado por computador e verifica a
existéncia de correlagéo entre o volume de lesdo e os parametros mecanicos
utilizados. Conclui que o modelo é capaz de gerar lesbes medulares

padronizadas em ratos.

Ferreira et al. (2005) padronizam uma técnica para obtencéo do potencial
evocado motor em ratos através da estimulacdo elétrica transcraniana. No
modelo experimental foram utilizados 50 ratos Wistar. E demonstrado que a

técnica para captacdo do potencial evocado motor em ratos apresentada nesse
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estudo é eficaz e facilmente reprodutivel para a andalise da evolucéo

eletrofisiologica da lesdo medular.

Santos et al. (2011) padronizam o modelo de lesdo da medula espinal
em ratos e a avaliacdo dos animais utilizada no mesmo laboratério usado para
0 presente estudo - Laboratorio de Estudos do Traumatismo Raquimedular e
Nervos Periféricos (LETRAN) do Instituto de Ortopedia e Traumatologia (IOT)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&o Paulo (HC-
FMUSP). Para a padronizacao, utilizam 20 ratos Wistar divididos em quatro
grupos, diferenciando o nivel de gravidade da lesdo raquimedular; realizam
lesBes intermediarias padronizadas, através do sistema MASCIS: Grupo 1 -
12,5 mm (leséo leve); Grupo 2 - 25 mm (lesdo moderada); Grupo 3 - 50 mm
(lesdo grave); Grupo 4 - animais que ndo sofrem lesdo (grupo controle).
Avaliam como desfecho a funcdo motora, segundo escala proposta por Basso,
Beattie e Bresnahan (BBB), 48 horas apds a lesdo. Concluem que o modelo

utilizado € reprodutivel no laboratério em questao.

Fouad et al. (2011), em revisao de literatura, concluem que nédo ha até o
momento do estudo terapia efetiva no tratamento da lesdo da medula espinal.
Comentam sobre o0 enfoque em novas oportunidades de tratamento

promissoras envolvendo a plasticidade neural.
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2.2 Estudos mais recentes com animais maiores, estudos com

camundongos e literatura atual

Borgens et al. (1990) estudam terapia com eletroestimulacao
intraperitoneal em 216 porquinhos da india submetidos a lesdo da medula
espinal. Os animais sdo todos submetidos a hemisseccao transversa direita da
medula espinal no nivel toracico baixo. Posteriormente s&do implantados
eletrodos intraperitonealmente e os animais sao divididos em trés grupos: um
grupo controle (n=62), sem estimulacdo no eletrodo implantado; um grupo
(n=67) com estimulacdo lcm cranialmente ao nivel da lesdo e; um grupo
(n=33) com estimulacdo lcm caudalmente ao nivel lesado. As estimulacfes
foram entre 35 e 50 microA. Desfechos analisados foram a estimulacdo de
reflexos para avaliacdo funcional. Nenhum animal do grupo controle ou do
grupo que recebeu estimulacdo caudal a les@o recuperou os reflexos perdidos
pela lesdo da medula espinal. Nove animais do grupo que receberam
estimulacdo cranial a lesdo recuperaram o reflexo do M. Cutaneus trunci,
deflagrado pela estimulagcédo da pele dorsal do animal. Os autores sugerem que
a recuperacdo desse reflexo pode ser devido a recuperacao parcial de vias

ascendentes do funiculo lateral da medula espinal no sitio da leséo.

Blight (1991) descreve um modelo de lesdo espinal em porquinhos da
india. A lesdo se faz por compresséo lateral da medula espinal com uma pinca.
O modelo foi testado em 12 cobaias adultas acompanhadas por até trés meses

e foi desenvolvido para causar lesdo moderada, permitindo uma recuperacéo
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funcional significativa dos animais. Os desfechos avaliados foram a analise
histol6gica do centro da lesdo e a avaliacdo funcional por estimulacdo de
reflexos dos membros traseiros. Os achados histologicos foram muito
semelhantes aos achados em outros modelos de lesdo da medula espinal em
gatos, segundo a interpretacdo do autor. Os resultados da avaliacao funcional
demonstraram correcado significativa com o nimero de axbénios poupados de

lesao.

Kuhn e Wrathall (1998) defendem a utilizacdo de camundongos para
ensaios experimentais para lesdo da medula espinal. Salientam a vantagem da
possibilidade de utilizar animais transgénicos. Descrevem um modelo com
camundongos C57BL6. A lesdo da medula espinal € causada por queda de
peso em medula exposta por laminectomia de T8. Testam o0s impactos
produzidos por queda de objeto com alturas e massas diferentes (1 g x 2.5 cm,
2gx25cm,3gx25cm, e3gx5.0cm). Registram a fungdo motora dos
animais utilizando uma modificacdo da escala de Tarlov e Klinger (1954) por 28
dias e apds esse periodo avaliam os espécimes sacrificados pela histologia da
lesdo. Observam que todos 0s grupos apresentavam déficits motores apés a
lesdo experimental e a area de tecido medular lesado é maior quanto maior o
trauma transferido. Concluem que o modelo é reprodutivel e pode ser utilizado,

com intuito de experimentacédo, em animais geneticamente modificados.

Farooque (2000) descreve uma escala de avaliacdo funcional para
camundongos - “MSF” (Hindlimb Motor Function Scale). Avalia camundongos

submetidos a lesdo da medula espinal por compressao extradural leve,
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moderada e grave. A escala é dividida em 10 pontos sendo “0” sem nenhuma
movimentacdo das patas traseiras e “5” movimentacdo quase normal. Os
animais que receberam pontuacdo “5” foram entdo avaliados pela
capacidade de deambular sobre uma barra com diferentes larguras,
ganhando pontos adicionais até um maximo de 10 pontos na escala,
conforme a largura da barra vai diminuindo (destreza do camundongo
aumentando). Os autores observam correlacdo entre a gravidade da lesao
experimental e os resultados da analise funcional pela escala MFS e da
guantidade de lesdo tecidual observada em analise histolégica. Concluem
gue o modelo é reprodutivel, que a for¢a do impacto influencia o desfecho do
dano neurolégico e e que a escala de avaliacdo proposta é eficaz para a
experimentacdo. Ainda no ano 2000, Isaksson et al. com participacdo de

Faroogue modificam a escala adicionando duas pontuacdes intermediarias.

Jakeman et al. (2000) descrevem a adaptacdo de um modelo de lesdo da
medula espinal com ratos para a experimentacdo em camundongos. A lesao
medular é produzida por trauma contusional na medula espinal de
camundongos exposta por laminectomia em T9. O trauma é realizado pelo
impacto de uma haste movida por forca eletromagnética em um aparelho com
transdutores que permitem o registro e interpretacdo de forca de impacto e
deslocamento da haste. Diversas combinacdes de amplitude de deslocamento
da haste e forca de impacto sédo testadas para produzir diferentes graus de
lesdo. Uma lesdo moderada é produzida por um deslocamento de 0,5mm por
25ms, resultando em paraplegia completa inicial e recuperacéo parcial gradual

deixando um déficit motor cronico nas patas traseiras. O desfecho funcional
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(avaliado pela escala de Tarlov e Klinger (1954)) no primeiro dia pos-lesdo
apresentou correlacdo com o pico de forca de impacto, impulsos, poténcia e
energia gerada no impacto. Para o 28° dia apds a leséo, por sua vez, impulso e
pico de deslocamento da haste foram os melhores preditores do desfecho
funcional. Os autores comentam que as mensuracdes dos parametros citados
se provaram altamente sensiveis. Concluem que a utilizacdo desse modelo em
camundongos traz vantagens por poder proporcionar estudo em animais
geneticamente modificados e por registrar minuciosamente 0s parametros

biomecanicos do trauma na medula espinal.

Joshi e Fehlings (2002) descrevem modelo de lesdo da medula
espinal em camundongos. Os animais sdo submetidos a laminectomia de T3
e T4 e tém a medula espinal lesada por compressdo com um clipe vascular
adaptado. Trés diferentes tipos de clipe sao utilizados, com molas que
aplicam forgcas compressivas constantes de 3, 8 ou 24 gramas por um minuto
e comparadas a um grupo submetido a passagem de dissector no espaco
extradural apdés laminectomia - grupo "SHAM" (procedimento cirlrgico
“placebo”). Todos os grupos tém 12 animais. Os resultados demonstram que
todos os animais apresentaram melhora funcional na escala BBB com apice
da melhora no 14° dia ap6s a lesdo. A melhora funcional foi inversamente
proporcional a magnitude da lesédo e estatisticamente significante. A area de
tecido lesado também apresentou resultado estatisticamente significante,
porém diretamente proporcional a magnitude do trauma imposto pela
compressdo medular. Concluem que o modelo é valido para estudos sobre

lesdo da medula espinal em camundongos.
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Seki et al. (2002) avaliam a os efeitos de diferentes magnitudes de leséo
da medula espinal por impacto controlado. Formam trés grupos de cinco
camundongos C57BL/6 submetidos a laminectomia de T10 e lesdo da medula
espinal por impacto, todos com energia para produzir deformacdes de 0,25 mm
da medula espinal. O grupo 1 é testado com velocidade do impacto de 1m/s, o
grupo 2 de 2m/s e o grupo 3 de 3m/s. Os animais sdo avaliados
funcionalmente por 28 dias e depois de eutanasiados €é realizada uma
avaliacdo histologica com mensuracdo da area lesionada. Os autores
observam que a magnitude do impacto apresentou correlacdo com o0s
desfechos avaliados. Quanto maior a magnitude do impacto, maior a area de
tecido lesado e menor é a recuperacédo funcional dos espécimes testados. Os
achados sao altamente reprodutiveis. Concluem que o modelo apresentado é

adequado para experimentacao.

Seki et al. (2003) estudam camundongos transgénicos que expressam 0
gene bcl-2, um gene que previne apoptose de diversos tipos de células.
Comparam os camundongos transgénicos (n=6) submetidos a leséo traumética
experimental da medula espinal por contusdo (nivel T10) com camundongos
selvagens (n=6) submetidos & mesma lesdo. Observam que os camundongos
transgénicos apresentam melhor recuperacdo motora e menor dano tecidual na
analise histopatoldgica. Concluem que a expressao aumentada do gene bcl-2
pode ter espaco no tratamento da lesdo da medula espinal. Esse trabalho &
mais um exemplo de utilizacdo de camundongos transgénicos na pesquisa da

lesdo da medula espinal.
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Sroga et al. (2003) estudam a reacao inflamatéria na medula espinal de
ratos e camundongos submetidos a lesdo aguda por trauma contusional em
nivel T8-9. Comparativamente verificam que existem diferencas entre ratos e
camundongos. Enquanto ratos reagem formando cavidades cisticas na medula
espinal lesada, em camundongos observaram a formacdo de um tecido
conectivo denso. Em analise imuno-histoquimica observaram que a resposta
da micréglia e de macréfagos era muito semelhante entre as duas espécies
avaliadas. A resposta linfocitica e de células dendriticas, contudo, era
francamente diferente. Em ratos, o influxo de linfécitos T é muito mais precoce
(3-7 dias, contra 14 dias em camundongos). Em camundongos ndo hé influxo
de células dendriticas, ao contrario dos ratos. H&, porém, influxo de células
semelhantes a fibrécitos, o que ndo ocorre nos ratos. Os autores concluem que
as diferencas de inflamacdo do tecido neural contribuem para a cicatrizacao

distinta entre ratos e camundongos.

Kesslak e Keirstead (2003), em artigo de revisdo, salientam a
importancia da avaliagdo minuciosa do comportamento como desfecho
mensuravel na lesdo da medula espinal em modelos animais. Reforcam que
0 uso e interpretacdo adequados desses métodos sdo criticos para o bom
desenho do estudo experimental e para a extrapolacdo dos achados frente a

sua possivel relevancia clinica.

Purdy et al. (2003) descrevem um modelo de lesdo da medula espinal
em caes. O modelo dispensa a realizagdo da laminectomia para a leséo,

valendo-se do uso de um método percutaneo para lesdo. Nove cédes sem raca
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definida foram submetidos a lesdo da medula espinal por compressao. A lesdo
€ produzida inflando-se um baldo de angioplastia introduzido no espaco
subaracnoideo por acesso percutaneo por 30 minutos. Utilizam balées de 4mm
e 7mm. Trés animais sdo usados para desenvolvimento da técnica de
passagem do baldo. Quatro animais sdo submetidos a lesdo com balGes de
7mm e dois animais a lesdo com baldes de 4mm. Os desfechos analisados sé&o
imagens por ressonancia magnética pré e pos-lesao e analise histopatologica
das medulas lesadas. Observa-se que dos animais submetidos a lesdo com
baldes de 7 mm, todos apresentavam hemorragia da medula espinal e trés
mostravam les@o axonal. Dos animais submetidos a lesdo com balées de 4mm,
um ndo apresentou qualquer tipo de lesdo e o outro apresentou lesdo axonal
sem hemorragia. Os autores concluem que o modelo pode ser promissor dado
que se verificou que a medula dos cdes pode ser bem avaliada com
ressonancia magnética e que tamanhos diferentes de baldes aparentemente
causam lesdes graduais na medula espinal. Salientam, contudo, a necessidade
de novos testes com balbes de tamanho diferente e tempos de insuflacdo

diferentes.

Norenberg et al. (2004) revisam a patologia da lesdo da medula espinal
em humanos. Discutem diferencas entre humanos e animais de
experimentagcdo. Sugerem que um melhor entendimento das respostas
patolégicas em humanos seria Util para a continuidade dos estudos

experimentais sobre a patogénese e terapéutica da lesdo da medula espinal.
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Sheng et al. (2004) descrevem um modelo de lesdo da medula espinal
em camundongos sem a necessidade de laminectomia. Os autores realizam o
estudo experimental em 4 grupos de cinco a oito camundongos C57BI/6J
submetidos a lesdo da medula espinal. A leséo é feita através da passagem de
um microtubulo de silicone com 1,5mm diretamente no espaco epidural. A
exposicdo do espaco € realizada pela excisdo do ligamento interespinhoso
entre T10 e T11. O tubo é deixado por diferentes periodos entre os grupos (1,
30, 60 ou 120 minutos) e retirados percutaneamente através de um fio de
sutura guia deixado pela ferida. Avaliam a funcdo motora através da escala
BBB, o teste com “rotarod" e apreensdo na tela de metal. Adicionalmente,
avaliam a area de lesdo da medula em analise histolégica. Observam que a
compressdo na medula espinal causa piora funcional e aumento da area de
tecido medular lesado proporcional a duracdo da compressao. Concluem que o
modelo é factivel e pode ser usado com vantagens da utilizacdo de animais
geneticamente modificados e sem o viés da instabilidade causada pela

laminectomia.

Fukuda et al. (2005) descrevem um modelo de lesdo medular em céaes
por compressdo com uso de baldes inflaveis percutineamente, sem
necessidade de laminectomia. Estudam catorze cées submetidos a lesdo da
medula espinal. Os baldes séo introduzidos no espaco extradural pelo foramen
intervertebral e inflados no nivel de L1. Os balbes foram inflados por 10
minutos com 1,5 ml de solucdo salina em seis caes e com 1,0 ml da mesma
solugdo em trés cdes. Os cinco cédes restantes ndo foram submetidos a

qualquer lesdo e foram utilizados como controles. Os autores utilizam a escala
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BBB (Basso, Beattie, and Bresnahan), outrora desenvolvida para uso em ratos,
para a analise funcional dos animais em experimentacdo. Também utilizam um
teste eletrofisiologico para confirmacdo dos achados e uma analise
histopatolégica das medulas espinais lesadas. Animais submetidos a lesao
com insuflacdo no baldo de 1,5ml desenvolveram paraplegia completa durante
seis meses de seguimento (BBB = zero ou 1 e sem movimentacdo dos
membros inferiores com a estimulacao eletrofisioldgica.) J& animais submetidos
a lesdo com insuflacdo de 1,0ml apresentaram paraplegia incompleta. Os
autores concluem que no modelo utilizado a insuflacdo do baldo com 1,5ml por

10 minutos causa paraplegia irreversivel.

Ghasemlou et al. (2005) estudam modelo de lesdo da medula espinal em
45 camundongos submetidos a contusdo da medula espinal por diferentes
pesos. Avaliam o desfecho funcional por uma escala de Tarlov e Klinger (1954)
modificada. Fazem andlise histolégica utilizando coloracdo de hematoxilina-
eosina. Constatam que o dano ao tecido neural esta diretamente relacionado a
forca do golpe e ao deslocamento do tecido medular gerado pelo impacto.
Sugerem também limites para esses dados de modo a padronizar os achados

em diferentes aparelhos de lesédo experimental por impacto.

Courtine et al. (2005) realizam estudo em seis primatas (Macaca mulatta)
submetidos a leséo unilateral do trato corticoespinal, (TCS) em nivel toracico.
Os macacos estudados séo previamente treinados a realizar marcha em
esteira sobre os quatro membros. Ou autores registram a cinematica da

marcha dos macacos por completo com avaliacdo eletromiografica antes e
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apos a lesao, em intervalos regulares, ao longo de 12 semanas. Durante o
seguimento 0s autores observam que 0S macacos conseguiam realizar a
marcha quadripede na esteira uma semana apos a lesdo experimental, porém
inicialmente demonstravam alteracées na fase de balanco da pata traseira
ipsilateral a lesdo e descoordenacdo entre os quatro membros. Também
perdiam completamente a capacidade de pegar objetos com os dedos dos pés.
Em evolucdo de doze semanas 0s animais apresentam melhora da
coordenacao dos quatro membros e adquirem a capacidade de compensar a
marcha deficitaria da pata traseira ipsilateral porém, ainda que demonstrem
melhoras no controle dos dedos, ndo ganham a capacidade de apreensao de
objetos com os dedos da pata afetada. Os autores concluem que primatas tém
alta capacidade de acomodacédo locomotora da marcha, e em menor grau,
movimentos finos dos dedos dos pés. Sugerem gue a identificacdo precisa das
vias neurais ativas no ganhos funcionais em primatas submetidos a leséo da
medula espinal pode trazer informagbes para a o desenvolvimento de
estratégias a fim de aumentar a recuperacdo funcional em déficits

neurologicos motores.

Blight e Tuszynski (2006) discutem, em artigo de revisédo, diversos
aspectos a serem considerados para realizacdo de ensaios clinicos em
humanos, como ética, custos e riscos da terapia experimental. Salientam a
importancia da pesquisa translacional e a necessidade de evidéncia concreta
de eficacia e seguranca nas intervencdes realizadas em estudos animais antes

de serem reproduzidas em humanos.
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Farooque et al. (2006) avaliam a influéncia do sexo na lesdo da
medula espinal em um modelo de lesdo por compressdo em nivel toracico
com camundongos C57BI/6. Todos os animais foram divididos por sexo
(masculino e feminino) e tinham idade semelhante. Apos 14 dias da leséo
experimental os camundongos eram avaliados funcionalmente e com anélise
histolégica apods sacrificio. Os autores observam que animais do sexo
feminino apresentam escores significativamente melhores na escala BBB e
menor lesdo tecidual (hemorragia e inflamacdo) nos tecidos lesados.
Concluem que o sexo influencia significativamente no desfecho da lesdo da
medula espinal. Sugerem que o0s efeitos neuroprotetores, que sao
desconhecidos, podem estar associados aos efeitos do estrégeno na
fisiopatologia da lesédo (fluxo sanguineo, migracdo de células inflamatorias,

mediadores de apoptose, cascatas antioxidantes).

Basso et al. (2006) desenvolvem uma escala de avaliacao funcional para
camundongos, a BMS (Basso Mouse Scale). A escala avalia coordenacédo
motora, posicdo das patas e estabilidade do tronco. Testam a escala em
camundongos de diferentes linhagens (C57BL/6, C57BL/10, B10.PL, BALB/c, e
C57BL/6x129S6 F1) submetidos a lesdo da medula espinal de diversos graus
(leve, moderada e grave) por trauma contusional ou transsec¢édo da medula em
nivel toracico medio. Comparam a confiabilidade da escala intra e entre
avaliadores contra a escala BBB. Observam que a escala BMS apresenta
menor variabilidade intra e entre observadores em comparagcdo com a escala
BBB e demonstra correlacdo correta entre a gravidade da leséo e a gravidade

das avaliacOes da escala.
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Li et al. (2006) descrevem um modelo de lesdo da medula espinal em
camundongos por compressao. Os animais sdo submetidos a laminectomia de
T12 e um objeto € colocado sobre a medula exposta de 5 a 15 minutos. Os
autores avaliam os animais pela escala BBB, por uma escala modificada mBBB
especifica para camundongos, pela Basso Mouse Scale (BMS) e por marcha
no plano inclinado. Observam que o modelo é reprodutivel e causa
efetivamente lesdo da medula espinal. A escala mBBB se mostra com menor
variabilidade interobservadores e demonstra boa correlacdo com a quantidade

de substancia branca poupada de lesdo em analise histologica.

Akhtar et al. (2008) analisam as discrepancias entre achados
promissores de terapias testadas em experimentos com animais e 0s
resultados desencorajadores de ensaios clinicos analogos feitos em humanos.
Discutem a capacidade de extrapolacdo de resultados entre experimentos com
animais e terapias em humanos. Citam trés barreiras principais: 1- diferencas
intrinsecas no tipo de lesdo da medula espinal analisada (lesdo controlada em
laboratério contra lesdo ndo controlada em humanos); 2- dificuldades na
interpretacdo dos resultados em animais (principalmente achados téteis,
dolorosos e sensitivos); e 3- diferencas intrinsecas da fisiopatologia entre
diferentes espécies. Sugerem que essas barreiras podem interferir
significativamente na eficacia da predicdo de resultados em humanos
extrapolados de modelos animais e acreditam que apenas parte dessas

barreiras podem ser contornadas.
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Kouyoumdjian et al. (2009) defendem o uso de camundongos para a
pesquisa da lesdo da medula espinal por permitir a transcricdo de modelos de
rato para animais isogénicos e transgénicos. Descrevem um modelo testado
em 76 camundongos submetidos a lesdo da medula espinal por compresséo
por um aparelho com uma superficie olivada. O aparelho € constituido por um
fio maleavel com uma oliva em uma das extremidades. O fio € passado pelo
espaco extradural entre laminectomias feitas em dois niveis toracicos distintos
(T8 e T11). Trés tamanhos distintos de oliva sdo testados e os desfechos
analisados sdo uma andlise funcional pds-lesdo e histologica dos
camundongos apés o sacrificio. Os autores concluem que o modelo é
reprodutivel, controlavel, preditivel e ainda permite analise radiologia por
ressonancia magnética dado que o aparelho é todo ndo magnetizavel e

remotamente controlado.

Marques et al. (2009) estudam modelo de lesdo da medula espinal em
camundongos por compressao com clipe vascular. Dividem os camundongos
C57BL/6 em dois grupos. Um grupo com lesdo medular (n=30) e um grupo
controle apenas com laminectomia (n=15). Avaliam funcionalmente os animais
com escalas BBB e BMS, semanalmente. Apés a cirurgia, 0 grupo experimental
demonstra paraplegia flacida e baixo escore nas escalas funcionais, que
melhorou gradualmente com o tempo. Também, quando sacrificados
apresentam edema, hemorragia, cavilagdes, morte celular e desmielinizacao na
fase aguda. Na fase cronica, apresentam cicatriz glial, morte neuronal e
remielinizacdo de axdnios. O grupo controle ndo apresenta alteracao funcional

visivel ap0s a cirurgia e obteve constantemente os melhores escores das
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escalas funcionais. Os autores concluem que o modelo é simples, barato e

confiavel e com boa reprodutibilidade dos desfechos analisados.

Hoschouer et al. (2010) estudam a resposta de estimulos dolorosos
mecanicos e térmicos no comportamento de 71 camundongos C57BL/6 apos
lesdo da medula espinal em T9. Testam diversos graus de lesdo da medula
espinal. Os animais sdo submetidos a laminectomia e posteriormente a
traumas contusionais de energia crescente e/ou transseccdo completa da
medula espinal. A hipotese é de que os padrbes de resposta avaliados
dependem do grau de leséo tecidual da medula espinal. Na pata traseira, 0s
autores observaram que a hiperresponsividade ao calor independe do grau de
lesdo, ja em estimulos mecanicos, quanto maior a lesdo da medula espinal,
menor a sensibilidade do camundongo testado até o limite em que menos de
2% da substancia branca € poupada de lesdo (lesbes muito graves), situacdo
na qual o camundongo comeca a apresentar aumento da sensibilidade. No
tronco, estimulos mecéanicos produzem respostas de sensibilidade normal em
regides craniais a area lesionada e sensibilidade diminuida em regifes no nivel
correspondente a lesdo e em regides caudais a lesdo. Os autores concluem
que 0s mecanismos de resposta dolorosa a estimulos mecéanicos e térmicos

sdo distintos.

Pitzer et al. (2010) discorrem sobre o fator estimulador de col6nias de
granulécitos (G-CSF ou Granulocyte-colony stimulating factor). O G-CSF atua
como fator de crescimento neural e neuroprotetor in vitro e in vivo. Os autores

estudam camundongos submetidos a lesdo experimental da medula espinal
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por hemitranssec¢cdo em nivel T8-9. Camundongos selvagens séo tratados
com o G-CSF e comparados com camundongos transgénicos que
superexpressam G-CSF no sistema nervoso central. Ha& um grupo controle
submetido apenas a laminectomia. Os autores observam que o receptor de G-
CSF sofre upregulation ap0s a lesdo da medula espinal e que o G-CSF diminui
significativamente a apoptose celular no modelo experimental. Adicionalmente,
verificaram uma melhora funcional nos dois grupos experimentais avaliados
pela escala BBB. Concluem que o G-CSF é eficaz no controle contra a
apoptose celular na lesdo da medula espinal e representa uma possibilidade

terapéutica promissora e viavel.

Kim et al. (2010) estudam 5 grupos (N=8 por grupo) de camundongos
C57BL/6 fémeas; quatro grupos submetidos a lesdo da medula espinal por
contusdo e um grupo "SHAM" apenas submetido a laminectomia, todos no
nivel T9. Realizam ressonancia magnética nos animais apés 3 horas da leséo.
Avaliam por 14 dias a funcdo motora dos camundongos pela escala BMS e os
achados histolégicos da medula espinal lesada apds esse periodo. Os autores
observam que a técnica radioldgica utilizada apresenta correlacdo muito forte
(r=0,95) com os achados histol6gicos e com o grau de recuperacdo motora dos
camundongos no modelo, com aumento das chances de até 18% para cada
1% de area medular (substancia branca ventrolateral) poupada na janela
utilizada. Concluem que, apesar da transcricdo do modelo para seres humanos
nao estar ainda definida, a capacidade de diagndstico subclinico ndo invasivo
na lesdo da medula espinal pode aumentar o horizonte de entendimento

fisiopatoldgico e terapéutico da lesao.
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Marques et al. (2010) testam a utilizacdo de células-tronco pré-
diferenciadas para o tratamento da lesdo da medula espinal. Formam quatro
grupos experimentais de camundongos (n=17, cada), todos sdo submetidos a
lesdo medular por compressao com clipe vascular durante um minuto, no nivel
T9 previamente submetido a laminectomia. Um grupo controle (1) foi submetido
apenas a lesdo medular, outro grupo foi tratado com o veiculo de aplicacéo das
células-tronco (2), outro grupo foi tratado com células-tronco previamente
diferencias com &cido retindico (3) e o ultimo grupo "SHAM" (0) foi submetido
apenas a laminectomia, sem lesdo medular. Os autores utilizam 8 x 10(5)
células/2 microlitros) no epicentro da lesdo, 10 minutos apdés a leséo
experimental. Avaliam os animais pelas escalas de funcdo motora Basso
Mouse Scale (BMS) e Global motility test (GMT) semanalmente, por 8
semanas. Observam, pelas duas escalas utilizadas, um desfecho funcional
melhor dos camundongos do grupo 3 quando comparados aos grupos 1 e 2,
porém pior avaliacdo motora quando comparados ao Grupo "SHAM". Em
andlise imuno-histoquimica, as células-tronco se diferenciam em astrocitos,
oligodendrdcitos e células de Schwann, indicando integracdo com o tecido
hospedeiro. No grupo 3, observa-se maior preservacdo de tecido neural e
mielinizacdo celular quando comparados com os grupos 1 e 2. Os autores
concluem que no modelo estudado o transplante de células-tronco
diferenciadas aumentou a preservacao da substancia branca e do nimero de

fibras nervosas viaveis, promovendo melhora da fungcdo motora.

Zurita et al. (2012) descrevem um modelo de experimentacdo animal em

20 porcos submetidos a lesdo da medula espinal com clipe vascular e
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avaliados por uma modificacdo da escala de Tarlov e Klinger (1954). Avaliam
todos os aspectos a serem considerados: alimentacdo, moradia, reabilitacéo,
complicacbes e custos para a manutencdo de porcos adultos submetidos a
lesdo traumatica da medula espinal acompanhados por um ano. Salientam que
os cuidados com os porcos paraplégicos sao muito semelhantes aos oferecidos
a pacientes com a mesma condicdo e que a manutencdo de tais cuidados é
primordial para diminuir a mortalidade dos animais. Consideram que apesar
dos custos altos, o modelo é factivel e util para testar novas modalidades de

tratamento de lesdo da medula espinal em paraplégicos.

Nout et al. (2012) descrevem e avaliam um modelo de lesdo da medula
espinal em primatas por hemisseccdo da medula no nivel C7 e avaliacdo
comportamental, eletrofisiologica e anatbmica subsequente. Discutem
diferencas neuroanatdomicas e funcionais entre primatas e roedores. Defendem
a utilizacdo de modelos em primatas como intermediaria entre experimentos
em roedores e ensaios clinicos em humanos. Advertem, porém, quanto as
dificuldades do modelo com relacdo a cuidados com 0s animais e custos.
Acreditam que o modelo pode trazer maior capacidade de predicdo e
extrapolagcdo de achados em experimentos animais para humanos e
proporcionar descobertas basicas que podem ndo ser identificadas em
roedores dadas as diferencas entre modelos e espécies. Sugerem a utilizacao
de primatas para experimentacao em terapias promissoras ou com alto grau de

credibilidade conferidas por experimentos prévios em roedores.
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Sato et al. (2012), em estudo com 40 camundongos transgénicos,
comparam dois grupos de camundongos submetidos a lesdo da medula
espinal por transsec¢do da medula em nivel T9 e T10. Os grupos comparados
sdo de camundongos selvagens contra camundongos sem expressao de
Interleucina-1 (“Knock-Out”). Os autores acompanham os camundongos por 14
dias. Observam que o0s camundongos transgénicos demonstram ganho
funcional significativo apés a lesdo quando comparados aos camundongos
selvagens. Concluem que a supressao da interleucina-1 traz a reducdo da

resposta inflamatoria da lesdo da medula espinal.

Kubota et al. (2012) em outro exemplo de utilizacdo de camundongos
transgénicos, estudam a influéncia da mieloperoxidase na lesdo da medula
espinal. Descrevem que a mieloperixodase gera um agente oxidativo
neurotoxico importante, o &cido hipocloroso. Comparam dois grupos de
camundongos submetidos a lesdo da medula espinal por contusdo em nivel
T9. Os grupos testados sao de camundongos selvagens contra camundongos
sem a expressao de mieloperoxidase (“Knock-Out”). Os autores calculam a
producdo de &cido hipocloroso no sitio da lesédo, avaliam o dano tecidual por
imuno-histoquimica e a funcdo motora por escala de locomo¢do em campo
aberto (“open field locomotor score”). Observam que o grupo de camundongos
selvagens apresenta producdo significativamente mais alta de &acido
hipocloroso no sitio da lesdo, uma maior area de lesdo tecidual e piores
resultados na escala funcional motora em comparagéo ao grupo transgénico.
Concluem que a mieloperoxidase exacerba o dano secundario a medula

espinal apos lesédo, mediada pela producéo de acido hipocloroso.



Reviséo da literatura | 41

Lee et al. (2013) propéem um modelo animal novo com a utilizacdo de
“porcos Yucatan” (20-25kg) como um intermediario entre a experimentacdo de
terapias em roedores e ensaios clinicos em humanos. Os 12 animais sao
submetidos a lesédo da medula espinal em nivel toracico por queda de peso
com diferentes alturas e avaliados funcionalmente durante 12 semanas por
uma escala recentemente desenvolvida “PTIBS” (Porcine Thoracic Injury
Behavior Scale). Os autores salientam uma boa acuracia inter e
intraobservador na utilizacdo da escala “PTIBS”. Observam, em analise
histol6gica, que animais submetidos as lesdes mais graves apresentavam
maiores danos a substancia branca e cinzenta da medula espinal e que existe
correlacdo forte entre os achados histolégicos e os resultados da analise
funcional com a escala “PTIBS”. Sugerem gque a utilizacdo de um modelo com
animais maiores pode ser util como intermediario para a experimentacado de

terapias antes da realizacdo de ensaios clinicos demorados e custosos.

Kuypers et al. (2013) citam a importancia da transcricdo de modelos em
ratos para camundongos, dado ao potencial de experimentacdo genética.
Descrevem a utilizacdo do brometo de etidio como agente desmielinizante da
medula espinal em modelo com camundongos transcrito de um modelo
semelhante em ratos. Estudam o desfecho funcional motor, a reacéo inflamato-
ria, estado de mielinizacdo dos axdnios e dano a substancia branca ventral em
116 camundongos C57BI/6 submetidos a injecéo bilateral de solucdo salina ou
brometo de etidio (0,2 mg/mL) na medula espinal. Observam que o grupo
experimental apresenta reducéo significativa dos escores funcionais medidos

pela escala BMS e aumento significativo de lesdo permanente a parte ventral
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da substancia branca da medula espinal, ambos achados persistindo por até
dois meses apos a lesdo. A paraplegia € acompanhada por reacao inflamatoria
persistente e morte axonal. Os achados diferem dos encontrados em ratos,
cuja reacdo inflamatoria geralmente se resolve em até quatro semanas e a
morte axonal é baixa apo0s a lesdo por brometo de etidio. Os autores ainda
testam se o treino de marcha em roda de treino traria melhoras na recuperacéo
funcional, porém ndo encontram evidéncia que suporte essa terapia. Concluem
gue a lesdo por brometo de etidio traz uma lesdo nao remielinizante da medula
espinal e que o estudo demonstra a importancia dos tratos descendentes

motores ventrais da medula na funcdo motora do camundongo.

Tysseling et al. (2013) descrevem o padréao de registro eletromiogréafico
em camundongos normais e camundongos submetidos a lesdo da medula
espinal em nivel T13 por clipe vascular. Antes da lesdo da medula espinal os
camundongos sdo submetidos a procedimento cirirgico para a implantacao de
um transdutor com eletrodos subcutdaneos que fazem o0s registros
eletromiogréficos. O transdutor fica implantado por um periodo longo e pode
ser ligado e desligado ao monitor, de forma que os camundongos passam
semanas com os implantes e podem ser submetidos a diversos registros. As
avaliagcOes sao feitas em teste dinamico. Os animais sdo colocados para se
locomover na roda de exercicios, tanto antes como apés a lesdo da medula
espinal . Salientam a importancia do uso de modelos com camundongos pela
possibilidade de aproveitar a variabilidade genética dos animais e sugerem a
importancia do estudo eletromiografico na avaliagdo funcional dos

camundongos.
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Zhang et al. (2014) revisam os diferentes modelos experimentais de
lesdo da medula espinal em animais, suas vantagens, desvantagens e custos.
Relatam que os modelos em ratos ainda sdo os mais utilizados. Salientam que
dada a falta de terapias efetivas para o tratamento da lesdo da medula espinal
a experimentacao animal ainda se faz necessaria e a padronizacdo do modelo
animal ideal é importante para o estudo adequado de terapias para essa

patologia.

Jin et al. (2015) estudam um modelo de concussdo da medula espinal
por lesdo em nivel cervical. Justificam o novo modelo de estudo para uso em
lesbes esportivas que produzem lesdes cervicais semelhantes como futebol
americano e hockey. Os animais sdo ratos Sprague-Dawley submetidos a
lesdo da medula espinal no novel C5. Os grupos foram submetidos a lesao
parcial por queda de peso de 50 kilodyne e observados até recuperacao
completa em trés semanas apoés a lesdo primaria (21 pontos na escala Basso-
Beattie-Bresnahan) e entdo divididos em dois grupos. Um grupo (n=10) era
submetido a uma segunda lesdo de mesma magnitude e o outro ndo (n=9). Os
desfechos analisados foram a avaliacdo funcional pela escala BBB (Basso-
Beattie-Bresnahan), o teste de marcha CatWalk, a avaliacdo sensitiva por
microfilamentos de VonFrey e a andlise histolégica. Os autores demonstram
diferencas entre os grupos e concluem que o modelo € véalido e pode ser usado

para o estudo da concussao medular.

Moonen et al. (2016) descrevem um modelo de lesdo da medula espinal

em ratos em nivel lombar (L1-2). A lesao foi produzida por clipes vasculares de
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diferentes forcas. Os autores demarcam o nivel da lesédo utilizando tomografia
computadorizada para marcar o nivel T11-12. A lesdo posteriormente é
avaliada utilizando ressonancia magnética, histologia, escala de avaliacdo
funcional e potencial evocado. Os autores concluem que o modelo é valido e

reprodutivel.

Zhang et al. (2016) comparam o desfecho funcional de 84 ratos Sprague-
Dawley submetidos a lesdo da medula espinal por queda de peso em nivel T9
pela escala Basso-Beattie-Bresnahan (BBB). Os grupos submetidos a lesao
medular foram posteriormente submetidos a descompressao epidural (via
laminectomia - grupo C) e descompressédo intratecal (via laminectomia e
durotomia longitutinal - grupo D); e foram comparados ao grupo S (submetidos
a laminectomia sem lesdo medular - SHAM). Os autores observam que o grupo
de durotomia apresenta resultados superiores aos demais grupos na analise
histolégica (maior quantidade de substancia branca poupada e menor
quantidade de vacuolizacdo). A mortalidade no grupo submetido a durotomia
foi maior que do grupo submetido a laminectomia isolada (13,9% contra 5,5%),
porém nao estatisticamente significante (p=0,214). Os autores concluem que a
durotomia é benéfica para a recuperacdo neuroldgica pos-lesdo da medula

espinal.

Forgione et al. (2017) defendem que o desenvolvimento de modelos de
experimentagcdo animal em lesdo da medula espinal auxilia no entendimento
basico de mecanismos fisiopatologicos e na avaliagcdo de terapias antes dos

estudos clinicos. Descrevem um modelo de lesédo da medula espinal cervical
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(nivel C6-7) em camundongos utilizando um clipe vascular tentando mimetizar
a lesdo por contusdo e compressdo que ocorrem em humanos. Um grupo
experimental de 11 animais foi controlado por um grupo SHAM de 5 animais
(submetidos apenas a laminectomia) e os desfechos foram a avaliacdo
funcional pela “Basso Mouse Scale" (BMS) e pelo teste de marcha CatWalk.
Os autores observam uma recuperacao significativa entre 7 a 14 dias p0s-leséo
das funcdes motoras perdidas, contudo ndo ha recuperagcdo completa. O teste
de marcha de CatWalk demonstrou que a coordenacdo de marcha e
propriocepc¢ao perdidas tém recuperacdo minima. Também foi realizada analise
histol6gica que demonstrou que o epicentro da lesdo se formou em sete dias.
Por fim, em testes de PCR demonstram que os genes ligados a inflamacao e a
formacdo da cicatriz glial sofrem upregulation apés a lesdo. Os autores
concluem que o estudo demonstra um modelo viavel de lesdo da medula

espinal cervical em camundongos.

Sharif-Alhoseini et al. (2017) em revisdo sistematica de 2209 artigos pu-
blicados entre 1946 e janeiro de 2016 encontram que 43,4% do experimentos
com animais sdo com modelos contusionais. Ratos foram utilizados em 72,4%
dos modelos e camundongos em 16%. A maioria dos estudos utiliza avaliacao
histoldgica (63,2%) e a coloragdo hematoxilina-eosina foi utilizada em 46,9%
dos protocolos. A avaliagdo comportamental como desfecho foi utilizada em
62,6% dos 2209 estudos, sendo que dentro dessa parcela 89,2% realizaram
testes de funcéo motora e apenas 16,3% fizeram testes sensitivos. Os achados
condizem com a filosofia de nosso laboratério a apontam que aparentemente

estamos no caminho correto.
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3 Meétodos

3.1 Eticae medidas de protecéo e suspensio da pesquisa

O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comisséo Cientifica do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia do HC-FMUSP (protocolo 1178, Anexo
A) e pela Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(CAPPesq — HC-FMUSP), por meio da Comiss&o de Etica no Uso de Animais

(protocolo 012/16, Anexo B).

Os pesquisadores deste estudo seguiram de forma estrita a ética segundo
os padrdes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA).”

Os animais deste estudo foram provenientes do Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da USP. Todos os animais foram acondicionados em
ambiente sob controle sanitario rigido para minimizar a prevaléncia de
doencas. Toda manipulacdo dos animais foi realizada por técnico experiente,
devidamente treinado, integrante do Laboratorio de Lesdo Medular do

IOTHCFMUSP.
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Foi previamente determinado que qualquer experimentacdo fosse
encerrada em animais acometidos por processo infeccioso, reacao

imunoldgica, autofagia ou outro sofrimento qualquer.

3.2 Dos animais e critérios de inclusdo e exclusao

Foram utilizados 30 camundongos Balb C com idade média entre 7 e 9
semanas, machos, pesando em torno de 20 a 40 gramas, provenientes do
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo. Os camundongos foram previamente avaliados quanto as condicGes
gerais (pelagem e estado clinico normais) e quanto a motricidade (motricidade

normal), para inclusdo no estudo.

Foram excluidos os casos de:

o Obito apés lesdo medular experimental;

e Autofagia ou mutilagéo entre os animais;

e Movimentacdo normal na primeira avaliacdo apés lesdo (pontuacéo
méaxima em qualquer escala de avaliagdo funcional), salvo o grupo

"SHAM".

Todas as complicacdes foram registradas para andlise estatistica. O

namero de animais para o estudo embasou-se em literatura com camundongos
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previamente publicada (Sheng et al., 2004; Marques et al., 2009; Kim et al.,

2010).

3.3 Daacomodacédo e manejo dos animais

Utilizamos uma gaiola (300x198x133 mm) para cada trés camundongos
de uma mesma ninhada. O acondicionamento das gaiolas 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
de Sédo Paulo (IOTHCFMUSP) foi feita com boas condicbes de higiene,
climatizacdo do ambiente e alimentacdo e hidratacdo adequadas para os

camundongos.

Antes do experimento, os camundongos utilizados foram acomodados no
laboratério e por alguns dias foram manuseados frequentemente pelos
experimentadores, de forma a acostuma-los ao manejo e estimula-los a
movimentarem-se, facilitando a avaliagdo dos desfechos de capacidade motora

apos a lesao.

Todos os animais foram pesados antes e ap0s 0 experimento para
registrar quaisquer variagcdes negativas de massa corporal, de forma a

demonstrar os bons cuidados com 0s animais.



Métodos | 49

3.4 Dos grupos experimentais, randomizacao e cegamento

Cinco grupos foram formados com 06 animais cada:

Grupo 1: grupo controle (“SHAM") - submetido apenas a laminectomia;
Grupo 2: contusdao medular por queda de peso (10g) de 6,25 mm de altura;
Grupo 3: contusdo medular por queda de peso (10g) de 12,5 mm de altura;
Grupo 4: contusdo medular por queda de peso (10g) de 25 mm de altura;

Grupo 5: contusdo medular por queda de peso (10g) de 50 mm de altura.

Para evitar viés de selecdo, os animais foram aleatoriamente distribuidos
em gaiolas enumeradas por um técnico de laboratério cego ao estudo, apenas
orientado a distribuir trinta camundongos nas gaiolas oferecidas. A demarcacéo
das gaiolas foi coberta por cartolina de modo a cegar o técnico de laboratério
que distribuiu os animais, garantindo a randomizacdo. Essa técnica também
garantiu o cegamento do pesquisador que realizou as analises dos desfechos

avaliados.

3.5 Do modelo experimental de lesdo medular

Todos os procedimentos foram realizados no LETRAN do IOTHCFMUSP.

Os animais foram mantidos no biotério do IOTHCFMUSP.
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3.5.1 Protocolo de anestesia (Gargiulo et al., 2012)

Para todos o0s procedimentos experimentais, 0s animais foram
submetidos a medicacado pré-anestésica utilizando a associacdo de Diazepam
na dose de 0,5mg/Kg, Atropina na dose de 0,04mg/Kg e Cloripromazina na
dose de 25 a 40mg/Kg por via intraperitoneal e acepromazina na dose de 0,25

mg/100 gramas por via intramuscular.

Para o procedimento anestésico utilizamos por via intraperitoneal uma
associacao de Ketamina na dose de 90mg/Kg com Xilazina na dose de

5mg/Kg.

3.5.2 Procedimento cirurgico

Para iniciar o ato cirargico confirmamos o plano anestésico por
pingcamento digital da pata traseira. Realizamos tricotomia na regido dorsal,
antissepsia com clorexidine e incisédo longitudinal na topografia de T7 a T11.
Os planos musculares foram cautelosamente dissecados até a exposicdo do
aspecto posterior da coluna dorso-lombar. Finalmente, procedemos com
laminectomia de T9 e exposicdo medular. O nivel correto € encontrado a partir
da contagem cranial a partir da ultima costela (T13). Todas as etapas dos

procedimentos foram realizadas com auxilio de microscopio para a visualizacao
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precisa da anatomia, diminuindo assim a chance de erros e danos iatrogénicos.

As etapas dos procedimento cirdrgico estdo resumidas na Figura 1.

Figural- Sequéncia de eventos do procedimento cirdrgico: 1-Tricotomia e
incisdo dorsal. 2- Dissec¢éo dos planos musculares. 3- Exposicao
da coluna vertebral. 4- Laminectomia e exposi¢do da medula es-
pinal
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3.5.3 Contusao medular

Obedecemos o protocolo internacional MASCIS (Multicenter Animal
Spinal Cord Injury Study) - (Basso et al., 1996); as lesdes foram produzidas

pelo sistema NYU Impactor (Rodrigues,1999; Santos et al., 2011).

Para a lesdo experimental da medula espinal, o camundongo foi
posicionado de forma que a medula espinal exposta estivesse alinhada com a
haste do aparelho de impaccdo (NYU Impactor para camundongos). A haste
tem 10 gramas. O posicionamento inclui a fixacdo dos processos espinhosos
adjacentes ao nivel da laminectomia com pincas para diminuir a variabilidade
da complacéncia da coluna durante o impacto. Essa cautela impede que a
complacéncia dos tecidos crie um viés na padronizacdo da lesdo (Noble e

Wrathall, 1987).

Uma vez alinhada a medula espinal com a haste, foi ligado ao plano
muscular do camundongo um clipe vascular ligado a um eletrodo do aparelho.
Posteriormente a haste é posicionada delicadamente o mais proximo a medula
espinal até toca-la, porém sem produzir golpe. Ao tocar a medula com a haste,
o eletrodo fecha um circuito e emite um sinal sonoro. Dessa forma o
examinador determina o nivel zero da medula espinal, permitindo que a
distancia de queda da haste seja medida de forma uniforme em camundongos

de diferentes tamanhos.
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A haste foi posicionada nas alturas predeterminadas conforme os grupos
experimentais e assim que se confirmou o bom posicionamento de todo o
sistema, a haste foi liberada em queda livre para que produzisse o choque
contra a medula espinal. Apés a leséo, irrigamos a ferida cirdrgica com soro
fisiolégico a temperatura ambiente, seguindo-se a inspecdo, hemostasia,
aproximacédo dos tecidos e sutura da pele. O posicionamento para a contuséo

medular € demonstrado na Figura 2.

Figura 2 - Série de imagens da contusdo medular. 1- Camundongo posicionado para
a contusdo da medula espinal, com as vértebras adjacentes fixadas por
meios de pincas travadas nos processos espinhosos. 2 e 3 - Camundongo
posicionado no NYU Impactor para contusdo da medula espinal. 4- Ca-
mundongo pos lesdo da medula espinal apos fechamento da ferida opera-
toria
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3.5.4 POs-operatorio

AplOs o procedimento cirdrgico, os animais foram mantidos nas suas
respectivas gaiolas com racdo e agua ad libitum. Dado a possibilidade de
bexiga neurogénica, realizamos diariamente massagem para esvaziamento
vesical. Observamos todos os dias a ocorréncia de possiveis complicacoes
como infeccdo urinaria, mutilacdo entre os camundongos e infeccdo da ferida

operatoria.

3.5.5 Analgesia

Nos cinco dias subsequentes a cirurgia, administramos aos camundongos

buprenorfina na dose de 0,01 a 0,05mg/Kg por via subcutanea.

3.5.6 Antibiticoprofilaxia

Durante sete dias apds o ato cirargico, administramos Amoxacilina 15

mg/100 gramas a cada 12 horas por via intraperitoneal.
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3.5.7 Protocolo de eutanasia (CONCEA, 2015)

Todos os animais foram sacrificados no 42° dia de experimento por
protocolo de eutanasia seguindo rigorosamente a ética em experimentacao
animal. O protocolo utilizado foi publicado em “Diretriz da Pratica de Eutanasia
do CONCEA” em 2015 pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo
Animal (CONCEA, 2015). O meétodo utilizado foi a exsanguinacdo dos
camundongos por perfuracdo cardiaca via toracotomia. Para tal os
camundongos encontram-se inconscientes sob anestesia. Durante a
exsanguinacdo, o ventriculo esquerdo é irrigado com soro fisiolégico
bombeado por bomba de infusdo continua controlada a 1ml/s, de modo a
garantir a lavagem da medula espinal. Esse método melhora a qualidade dos

cortes histologicos a serem estudados (Scouten et al., 2006). A Figura 3

mostra a irrigacdo do ventriculo esquerdo na eutanasia.

Figura3- Imagens da eutanasia. 1 - Perfuracdo cardiaca para exssanguina-
¢ao sob anestesia e irrigacdo do ventriculo esquerdo com soro fisi-
oldgico. 2 - Bomba de infusdo continua
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3.5.8 Necropsia e avaliacdo macroscopica

ApOs a eutanasia, todos os animais foram submetidos a exame
necroscopico dos camundongos para identificar possiveis alteracbes em

relacdo ao padrdao normal.

Na inspecdo inicial, observamos externamente a presenca de possiveis

lesBes associadas a autofagia ou mutilacéo.

Em seguida, ressecamos a coluna vertebral através de uma via de acesso
dorsal extensa (Figura 4). A coluna vertebral foi seccionada nos niveis T6 e
T12 e retirada em bloco. Posteriormente, realizamos a exposicdo da medula
espinal pela resseccdo das estruturas 6sseas e partes moles com uma pinca
goiva em miniatura (material cirdrgico de exérese). As medulas ressecadas
foram acondicionadas em frascos devidamente identificados e com solugéao de
formaldeido (10%). Posteriormente, os frascos foram encaminhados para o

Servi¢co de Anatomia Patolégica do IOTHCFMUSP.

Na face ventral, na qual ja fora realizada toracotomia para a eutanasia,
ampliamos a exposicdo das visceras com laparotomia. Inspecionamos 0s
pulmbes para a identificacdo de empiema ou condensacdo, alteracOes
sugestivas de sepse. No abddémen, inspecionamos a bexiga para a
identificacdo de bexiga neurogénica flacida (com aumento importante do

volume da mesma) ou de alteragcbes sugestivas de infeccdo (hiperemia e
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hematuria). A presenca de achados patolégicos exclui o camundongo do

estudo.

Todos os achados foram registrados para a descricdo de complicacdes
associadas ao estudo. Na Figura 4, observamos a resseccdo da peca para

histologia.

Figura4 - Resseccao da coluna vertebral. 1 - Exérese da pega histolégica (colu-
na vertebral). 2 - Peca histologica ressecada, recipiente para acondi-
cionamento do material e escala de tamanho
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3.5.9 Descarte das carcacas

ApOs a eutanasia e exame necroscopico, os camundongos foram
acondicionados em sacos plasticos brancos, devidamente identificados e
encaminhados para o descarte seguindo a apostila de descarte de carcacas da

FMUSP.

3.6 Dos desfechos analisados

3.6.1 Desfechos primarios: avaliacdo motora funcional

3.6.1.1 Escalas de motricidade

Para a avaliagdo motora, observamos os camundongos submetidos a
lesdo experimental em uma superficie plana em campo aberto de 52 x 87 x 66
cm de modo a analisar a livre deambulagdo dos animais (Figura 5). A
movimentacdo dos animais experimentais foi observada por um pesquisador
cego ao estudo previamente treinado e classificada segundo escalas ja
previamente validadas em literatura nos dias 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 42° apos a

lesdo. Trés escalas foram aplicadas neste estudo:
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1-) A escala BBB (Basso, Beattie e Bresnahan - Basso et al., 1995;
Barros Filho et al., 2008) apresenta pontuacédo que varia de 0 a 21, sendo que
zero corresponde a auséncia total de movimentos dos membros posteriores e
21 é a pontuacdo dada ao animal sem anormalidades de locomocao. Apesar
de ter sido desenvolvida para ratos, a escala foi amplamente utilizada na
literatura para a avaliacdo de camundongos (Basso et al., 2006; Li et al.,
2006). Para a avaliacdo, o examinador observa diversos segmentos corporais,
incluindo tronco, abdémen, cauda e membros posteriores. A escala leva em
consideracdo 0s movimentos das articulagdes dos membros posteriores
(quadril, joelho e tornozelo), a estabilidade do tronco, a disposicdo da
musculatura do abdémen, a coordenacdo entre membros anteriores e
posteriores, a posicdo da cauda, o tipo e frequéncia da passada com patas
traseiras e a presenca de rotacdo ou desvio dos membros posteriores. Cada
membro posterior é avaliado separadamente e o resultado da escala é a média

de achados entre um membro posterior e outro (Anexo C).

2-) A escala BMS (Basso Mouse Scale - Basso et al., 2006) € uma
modificacdo da escala BBB especifica para utilizacdo em camundongos. Os
autores do método descreveram a escala comparando-a com sua escala BBB.
Observaram que a escala BMS tem mais confiabilidade interobservador e
intraobservador que a escala BBB quando utilizada em camundongos. A escala
apresenta pontuacao de 0 a 9, sendo zero a pior performance motora e 9 a
melhor performance motora. A escala leva em consideracdo a movimentacao
das articulagbes dos membros posteriores e seu posicionamento, a

estabilidade do tronco, a coordenacdo entre 0os membros anteriores e
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posteriores e o posicionamento da cauda. A semelhanca da escala BBB, na
escala BMS cada membro posterior € avaliado separadamente e o resultado

da escala é a média de achados entre um membro posterior e outro. (Anexo D)

3-) A escala MFS (Mouse Function Scale - Farooque, 2000; Isaksson et
al., 2000) é uma outra variacdo de escala motora para avaliacdo funcional
especifica para camundongos. A escala MFS leva em consideracao a presenca
de movimentacdo dos membros inferiores e a caracteristica da movimentacao,
além de analisar a capacidade do camundongo de deambular sobre superficies
de diferentes larguras. Se apresentar deambulacdo normal, o camundongo €&
colocado sobre barras de diferentes larguras sobre as quais este deve se
equilibrar, deambulando sem cair (Qquanto menor a largura da barra, maior a
destreza do camundongo e consequentemente melhor a avaliacdo funcional
motora do camundongo). A escala MFS tem pontuacéo de 0 a 13, sendo zero a
auséncia completa de movimentacdo dos membros posteriores e 13 a

movimentacao normal dos mesmos. (Anexo E)

Figura5- Diferentes angulos de observagdo de camundongo paraplégico em
campo aberto para avaliacdo das escalas motoras
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3.6.1.2 Avaliacdo de movimentacdo na Escada Horizontal

(Cummings et al, 2007)

O método de avaliacao funcional por meio da Escada Horizontal consiste
na observacdo da movimentacdo do animal experimental em um plano
horizontal formado por filetes de ferro de 0,4 cm de diametro dispostos a uma
distancia de 1,5 cm (Figura 6). A plataforma apresenta 100 cm de
comprimento, 35 cm de largura e é suspensa a 46 cm. Os animais foram
previamente treinados a caminhar pela plataforma sendo que necessariamente
devem apoiar-se nos filetes de ferro para néo cair. O teste tem por intuito
analisar a funcao proprioceptiva dos animais. Para o treino pré-experimental,
os camundongos foram estimulados a cruzar a plataforma para alcancar agua
com acucar disposta no lado oposto ao lado em que o camundongo inicia a

marcha. O mesmo estimulo foi mantido no teste pos-lesdo da medula espinal.

Os desfecho analisado foi o numero de acertos (passada com boa
apreensdo da pata traseira do camundongo ao filete de ferro). Os
camundongos percorreram a Escada Horizontal trés vezes e a média de

acertos foi calculada para a andlise estatistica final.
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Figura 6 - Diferentes angulos de observagédo de camundongo paraplégico na
Escada Horizontal

3.6.2 Desfechos secundarios: avaliacdo da lesdo medular

3.6.2.1 Avaliacédo histolégica

A avaliacdo pelos patologistas foi feita de forma cega, os patologistas ndo

foram informados a que grupo pertencia cada espécime estudado.

O estudo histopatolégico foi uma analise microscépica (6ptica) de laminas

coradas pela hematoxilina-eosina (HE).

Foram feitos cortes histolégicos no plano sagital no segmento medular
lesado com intervalos de dois milimetros, representando toda a area lesada,
numa extensdo de um centimetro proximal e distal a partir do centro da leséo.

Toda extensdo anteroposterior da medula foi incluida nos cortes. O material foi
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processado e desidratado em banho de alcool, depois foi submetido a

processo de diafanizacédo com xilol e posteriormente incluido em parafina.

Os blocos parafinados foram encaminhados para o0 processo de
microtomia (cortes histologicos). Seccionamos 0s blocos em cortes de cinco
micra de espessura. Utilizamos um microtomo elétrico (Leica RM 2055) e
laminas descartaveis (Erviegas). Todos os cortes foram fixados em laminas de
vidro banhadas em silano e corados pela técnica de hematoxilina-eosina. O
silano aumenta a aderéncia entre as superficies de vidro. Assim, foram
preparados dois cortes para cada medula, em regides imediatamente

adjacentes a lesao.

Foram avaliados nos cortes histologicos a presenca de hiperemia
(neovascularizagcdo), degeneracdo da substancia nervosa (degeneracao
cistica) e infiltrado celular inflamatério. Graduamos os achados em quatro tipos:
0-ausente; 1-discreto (quando até um terco do corte histolégico (ha extensdo
anteroposterior) estad acometido pelo quesito avaliado); 2-moderado (quando
uma porcdo entre um terco e dois tercos do corte histolégico estd acometida);
3-acentuado (quando uma por¢do maior que dois tercos do corte histologico
esta acometida). A média das graduacbes nos dois cortes histoldgicos

representa a nota final para estatistica.
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3.6.2.2 Avaliacéo entre escalas funcionais

Avaliamos as escalas funcionais entre si utiizando como base de
comparacao a correlacdo dos resultados funcionais com os resultados da
histologia. Os achados histoldgicos, nesse caso, sao utilizados como parametro
de controle para o grau de lesdo da medula espinal com cada escala funcional,

de forma a avaliar qual escala melhor se adapta ao modelo.

3.7 Da andlise estatistica

A andlise estatistica do estudo foi realizada conforme prevista por
estatistico cego ao estudo. Todos os dados foram tabelados e analisados pelo
programa de computador Statistical Package for Social Sciences (SPSS) v23.0

para sistema MAC (Macintosh).

A estatistica descritiva foi apresentada pela média e desvio padrdo,

variancia e intervalos de confianca.

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov. Apos estudo de normalidade utilizamos testes ndo paramétricos para
avaliacdo dos dados, sempre que adequados "a distribuicdo. Utilizamos o teste

de Friedman para a analise das semanas por grupo, o teste de Wilcoxon para a
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comparacao dos grupos por semana, o teste de Kruskal-Wallis para a analise
entre multiplos grupos e o teste de Mann-Whitney para a comparacdo entre
grupos especificos. O teste T de Student foi utilizado para a comparacédo do
peso inicial e final dado o padrdo de normalidade da amostra. O teste de
Spearman foi utilizado para avaliar as correlacbes entre os parametros

histoldgicos, 0s grupos experimentais e as escalas funcionais.

Partimos da hipotese nula de equidade, considerando a probabilidade de

erro do tipo | de 5% e do tipo Il de 20%.
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4 RESULTADOS

Trinta camundongos foram submetidos a experimentagdo, seis
camundongos por grupo. Do montante, seis camundongos evoluiram para
Obito. Os Obitos foram excluidos da analise estatistica conforme previamente
planejado. Dos 0Obitos, um camundongo pertencia ao grupo 3 e evoluiu a ébito
por infeccdo urinaria no 9° dia de experimento. Outro camundongo pertencia ao
Grupo 4 e veio a 6bito por infeccdo urinaria no 6° dia de experimento. Os
quatro 6bitos restantes foram no Grupo 5, sendo que 2 camundongos nao
sobreviveram ao experimento, um camundongo teve 6Obito dentro de seis horas
apos o experimento e um camundongo veio a 6bito por infec¢do urinaria no 6°
dia de experimento. Dado a alta taxa de mortalidade do Grupo 5, evocamos a
suspensao da pesquisa nesse grupo de modo a manter a ética e respeito aos
animais. Excluimos o grupo da analise estatistica comparativa por perda de
dados, porém relatamos aqui a estatistica descritiva dos espécimes
sobreviventes (dois sobreviveram até a Semana 6). Um camundongo do Grupo

4 apresentou autofagia e foi excluido do experimento no 13° dia.

Dos camundongos sobreviventes, quando considerada a diferenca entre o
peso inicial e final, ndo foi observado perda de peso estatisticamente
significante em nenhum grupo, com exce¢ao do Grupo 1. O grupo "SHAM"
apresentou diferenca de peso estatisticamente significante com variancia
negativa de peso entre o peso inicial e final, ou seja, os camundongos desse

grupo ganharam peso (Tabela 1 e Grafico 1).
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Tabelal- Estatistica descritiva da massa (em gramas) dos animais e Teste
T de Student

Diferencas emparelhadas (massa inicial - massa final)

Grupo P-value
95% Intervalo de Confianca

Média | Desvio Padréao da Diferenca

1 -5,667 3,011 -8,827 -2,507 0,006
2 0,5 4,231 -3,94 4,94 0,784
3 0,6 5,639 -6,402 7,602 0,824
4 3,5 7,371 -8,229 15,229 0,412
5 11 1,414 -1,706 23,706 0,058

Grafico 1- Variagdo da pesagem dos animais nos grupos

experimentais

40

304

Peso Final

20
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4.1 Escalas funcionais

41.1 Escala BBB

Os resultados do BBB apresentaram notas maximas constantes na escala
(21) para todos os camundongos do grupo 1 ("SHAM"), e notas minimas
constantes (0) para o Grupo 5 até a Semana 3. Dessa forma nesses Grupos e
periodos, como ndo ha desvio padrdo, o grupo ndo apresentou estatistica
descritiva. Como ja citado, o grupo 5 foi excluido da analise intra e entre grupos
pois apenas dois espécimes do grupo sobreviveram, portanto apresentaremos
apenas a estatistica descritiva. A exclusdo segue para todas as andlises

comparativas. Os resultados da distribuicdo sdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Estatistica descritiva - Escala BBB

95% Intervalo de

Confianga para Desvio

Tempo | Grupo | Média Média Variancia ~ Min. * | Max. **
— — Padrao

Limite Limite

inferior | superior

2 14,33 13,6 15,07 1,333 1,155 12 15
Semana 1 3 0,2 -0,1 0,5 0,178 0,422 0 1
4 0,25 -0,14 0,64 0,214 0,463
2 14,92 13,66 16,17 3,902 1,975 12 18
Semana 2 3 2,2 0,9 3,5 3,289 1,814 0 5
4 0,25 -0,14 0,64 0,214 0,463
2 15,92 14,47 17,36 5,174 2,275 12 19
3 52 3,59 6,81 5,067 2,251
Semana 3
4 0,75 0,16 1,34 0,5 0,707
5 0,5 -0,42 1,42 0,333 0,577
2 16,25 15,43 17,07 1,659 1,288 14 18
3 5,8 4,74 6,86 2,178 1,476 4 8
Semana 4
4 2,13 0,99 3,26 1,839 1,356
5 0,5 -0,42 1,42 0,333 0,577 0 1
2 16,58 15,71 17,46 1,902 1,379 14 18
3 6,3 5,47 7,13 1,344 1,16 5 8
Semana5
4 2,88 1,83 3,92 1,554 1,246
5 1 -0,84 2,84 1,333 1,155 0
2 17 15,79 18,21 3,636 1,907 14 19
3 6,9 6,19 7,61 0,989 0,994
Semana 6
4 3,25 2,18 4,32 1,643 1,282
5 1 -0,84 2,84 1,333 1,155
*Minimo
*Maximo

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-

Smirnov e posteriormente analisados por testes nao paramétricos.

No teste de Friedman, observou-se diferenca estatisticamente significante
na comparacao intragrupos entre todas as semanas (p<0,05), conforme a
Tabela 3. O grupo 1 demonstrou-se constante entre as semanas € 0 grupo 5

foi excluido da analise.
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Tabela 3 - Teste de Friedman - Escala BBB

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4
P-value NA <0,001 <0,001 <0,001

NA= N&o se aplica

No teste de Kruskal-Wallis observou-se diferenca estatisticamente
significante entre multiplos grupos em todas as semanas (p<0,05), conforme a

Tabela 4.

Tabela 4 - Teste de Kruskal-Wallis - Escala BBB

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana 6
P-value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Havendo diferenca entre os grupos demostrada pelo teste de Friedman e
de Kruskal-Wallis, os dados foram submetidos ao teste da soma de postos de
Wilcoxon para a analise intragrupos por tempo. O Grupo 1 se manteve
constante durante toda a evolugdo do experimento. Avaliando a tabela,
conseguimos observar um padréo de melhora funcional dentro dos grupos. O
Grupo 2 comecou a apresentar melhora estatisticamente significante na
Semana 3, o Grupo 3 na Semana 2 e o Grupo 4 apenas na Semana 4. Os
Grupos 2 e 3 estacionaram a melhora funcional em um patamar a partir da
Semana 4, enquanto o Grupo 4 atingiu seu patamar na Semana 5 (Tabela 5 -

em destaque momento em que 0s grupos iniciaram a melhora funcional).
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Tabela5- Teste de Wilcoxon - Diferenca intragrupos (escala BBB)

por semana
1 2 3 4
Tempo / Grupo
P-value

Semana 2 - Semana 1 1 0,272 0,011 1
Semana 3 - Semana 1 1 0,006 0,005 0,102
Semana 4 - Semana 1 1 0,004 0,005 0,027
Semana5 - Semana 1 1 0,005 0,005 0,011
Semana 6 - Semana 1 1 0,006 0,005 0,011
Semana 3 - Semana 2 1 0,01 0,011 0,102
Semana 4 - Semana 2 1 0,026 0,004 0,027
Semana 5 - Semana 2 1 0,024 0,005 0,011
Semana 6 - Semana 2 1 0,051 0,005 0,011
Semana 4 - Semana 3 1 0,477 0,332 0,066
Semana 5 - Semana 3 1 0,541 0,065 0,026
Semana 6 - Semana 3 1 0,501 0,027 0,017
Semana 5 - Semana 4 1 0,234 0,129 0,063
Semana 6 - Semana 4 1 0,196 0,026 0,024
Semana 6 - Semana 5 1 0,163 0,058 0,083

Ainda em andlise entre grupos especificos, os dados foram submetidos
ao teste de Mann-Whitney. Todos o0s grupos apresentaram diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) em todos os momentos do experimento,
com excecao dos periodos de comparacao entre os Grupos 3 e 4 na primeira
semana do estudo. Os Grupos 3 e 4 sO apresentaram diferenca entre si
(p<0,05) a partir da segunda semana de avaliacdo (Tabela 6 - em destaque

momento em que 0s grupos iniciaram a melhora funcional).
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Tabela6 - Teste de Mann-Whitney entre os Grupos 3 e 4 - Escala BBB

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana6

P-value ,805 ,009 <0,001 ,001 <0,001 <0,001

Os achados supracitados podem ser sintetizados no grafico 2, em que

podemos observar a flutuacéo dos escores da escala BBB por tempo.

Gréfico 2 - Resultado da escala BBB de cada grupo por semana de
acompanhamento

Grupos
I1

FPEY X

20

BBB (média + /- dp)

L

Semana 1 Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana 6
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4.1.2 Escala BMS

A metodologia utilizada para a analise estatistica dos dados da escala
BMS foi a mesma utilizada nas escalas BBB e MFS. Os dados analisados
foram todos submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e
calculados com testes compativeis a posteriori. A semelhanca dos resultados
da escala BBB, alguns Grupos de camundongos foram omitidos da estatistica
descritiva por apresentarem escores constantes e portanto nao apresentarem
desvio padrdo. Todos os dados calculaveis estdo dispostos na Tabela 7. Os
camundongos do Grupo 1 apresentaram nota maxima constante para a escala
BMS durante todo o experimento e por isso foi omitida. O restante dos Grupos
omitidos em todos os periodos apresentaram escores constantes iguais a zero

(pior nota).
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Tabela 7 - Estatistica descritiva da Escala BMS

95% Intervalo de
Confianca para b )
Tempo Grupo Média Média variancia oo Min* Max.*
o L Padréo
Limite Limite
inferior superior

Semana 1 2 5,833 4,802 6,865 0,967 0,983 5 7
Semana 2 2 6,167 5,377 6,957 0,567 0,752 5 7
2 5,5 4,62 6,38 0,7 0,837 5 7
Semana 3 3 0,3 -0,255 0,855 0,2 0,447 0 1
4 1,67 0,23 3,1 0,333 0,577 1 2
2 7,167 6,377 7,957 0,567 0,752 6 8
Semana 4 3 0,9 -0,211 2,011 0,8 0,894 0 2
4 1,667 -1,202 4,535 1,333 1,154 1 3
2 7 6,336 7,664 0,4 0,632 6 8
Semana 5 3 1,8 0,672 2,928 0,825 0,908 1 3
4 2,667 1,232 4,101 0,333 0,577 2 3
5 0,75 -8,78 10,28 1,125 1,060 0 15
2 7,167 6,738 7,595 0,167 0,408 7 8
3 2,6 1,92 3,28 0,3 0,547 2 3
Semana 6
4 2,333 0,436 4,231 0,583 0,763 1,5 3
5 0,75 -8,78 10,28 1,125 1,060 0 15
*Minimo
*Maximo

Também submetemos a amostra ao teste de Friedman que demonstrou
diferenca estatisticamente significante na comparacéo intragrupos entre todas

as semanas (p<0,05), conforme a Tabela 8.

Tabela 8 - Teste de Friedman - Escala BMS

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4
P-value NA 0,003 0,001 0,002
NA= N&o se aplica
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Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis que demonstrou
haver diferenca entre multiplos grupos (p<0,05) em todos 0s momentos

avaliados do experimento (Tabela 8).

Tabela 9 - Teste de Kruskal-Wallis - Escala BMS

Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana6
P-value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Demonstrada a diferenca entre os grupos, avaliamos os achados
intragrupos por semanas com o teste de Wilcoxon. Nessa escala (BMS), o
Grupo 1 ("SHAM") se manteve constante com nota maxima durante todo o
experimento. O Grupo 2 apresentou melhora funcional estatisticamente
significante apenas durante a Semana 3. O Grupo 3 apresentou melhora
funcional durante todas as semanas do experimento até estacionar em um
patamar a partir da Semana 4. O Grupo 4 ndo apresentou melhora funcional
estatisticamente significante durante o experimento. Os achados s&o
resumidos na Tabela 10 (em destaque momentos que 0S grupos apresentaram

melhora funcional estatisticamente significante).
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Tabela 10 - Teste de Wilcoxon - Diferenca intragrupos por semana

- Escala BMS
1 2 3 4
Tempo / Grupo
P-Value

Semana 2 - Semana 1 1 0,414 0,18 1
Semana 3 - Semana 1 1 0,577 1 0,063
Semana 4 - Semana 1 1 0,023 0,109 0,063
Semana5 - Semana 1 1 0,066 0,042 0,059
Semana 6 - Semana 1 1 0,066 0,038 0,066
Semana 3 - Semana 2 1 0,102 0,18 0,102
Semana 4 - Semana 2 1 0,063 0,109 0,102
Semana5 - Semana 2 1 0,102 0,042 0,102
Semana 6 - Semana 2 1 0,059 0,039 0,109
Semana 4 - Semana 3 1 0,039 0,109 0,414
Semana 5 - Semana 3 1 0,041 0,042 0,102
Semana 6 - Semana 3 1 0,039 0,038 0,066
Semana 5 - Semana 4 1 0,564 0,066 0,18
Semana 6 - Semana 4 1 1 0,066 0,18
Semana 6 - Semana 5 1 0,317 0,144 0,655

Na andlise entre grupos, pelo teste de Mann-Whitney, todos os grupos
apresentaram-se diferentes entre si, com excecao dos Grupos 3 e 4. Quando
comparados entre si, os Grupos 3 e 4 sO apresentaram diferencas na escala
BMS na Semana 3, mantendo-se sem diferengas estatisticamente significantes

nos outros periodos do estudo (Tabela 11).
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Teste de Mann-Whitney entre os Grupos 3 e 4 - Escala

BMS

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab6

P-value

1

0,18 0,007 0,209 0,095

0,787

Os achados supracitados da escala BMS podem ser sintetizados no

grafico 3, em que podemos observar a flutuacado dos escores por tempo.

Gréafico 3 -

BMS scale (média + /- dp)

Resultado da escala BMS de cada grupo por semana de

acompanhamento

10,09

7,57

5,07

2,57

0,04

T T T T T T
Semanal Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana 6

Crupo
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4.1.3 Escala MFS

Novamente, a semelhanca das analises prévias, os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov antes das
analises comparativas. A estatistica descritiva dos dados calculaveis estédo

resumidas na Tabela 12.

Tabela 12 - Estatistica descritiva da Escala MFS

95% Intervalo de
Confianca para _
Tempo |Grupo | Média Média variancia | 2€SVI0 | Min *| Max =
Limite | Limite Padrao
inferior | superior
Serqa”a 2 82 6,84 9,56 1,2 1,005 7 10
2 7.4 5144 9,656 3,3 1,816 5 9
Se”;a”a 3 03 -0533 1,133 0,45 0670 0 15
5 075 -8,78 10,28 1,125 1,060 0 15
2 68 5761 7,839 0,7 0836 6 8
Semana 3 01 -0,178 0,378 0,05 0223 0 05
3 4 1,75 0723 2,777 0417 0645 1 25
5 15 -17,559 20,559 4,5 2121 0 3
2 10 87244 11,756 2 1,414 8 11
Serza”a 3 1 0,24 1,76 0375 0612 0 15
4 1,375 -0,131 2,881 0,896 0,946 0 2
2 96 7,717 11,483 2,3 1,516 7 11
Semana 3 2,3 1,09 3,51 0,95 0974 15 4
5 4 2 0,701 3,299 0,667 0816 1 3
5 05 -5853 6,853 0,5 0,707 0 1
2 104 9,72 11,08 0,3 0,547 10 11
Semana 3 38 2513 5,087 1,075 1,036 25 5
6 4 3,375 1,611 5,139 1,229 1,108 2 4,5
5 25 -87,797 102,797 1125 5606 O 5
*Minimo

*Maximo
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Aplicamos o0 teste de Friedman que demonstrou diferenca
estatisticamente significante na comparacdo intragrupos entre todas as

semanas (p<0,05), conforme a Tabela 13.

Tabela 13 - Teste de Friedman - Escala MFS

Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4

P-value NA 0,012 0,001 0,004
NA= N&o se aplica

Também submetemos os dados ao teste de Kruskal-Wallis que
demonstrou haver diferenca entre multiplos grupos (p<0,05) em todos os

momentos avaliados do experimento (Tabela 14).

Tabela 14 - Teste de Kruskal-Wallis - Escala MFS

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab6
P-value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Dado a diferenca demostrada pelos testes, avaliamos a evolucao
intragrupos pelas semanas com o Teste de Wilcoxon. O Grupo 1 se manteve
constante durante as semanas com a nota maxima. A semelhanca da escala
BMS, o Grupo 4 nédo apresentou melhora estatisticamente significante entre as
semanas em nenhum periodo do experimento e o Grupo 2 apresentou melhora
significativa no final da Semana 2 e durante a Semana 3. O Grupo 3
apresentou um padrao de melhora progressiva significante a partir da Semana

3 até o final do experimento (Tabela 15).
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Tabela 15 - Teste de Wilcoxon - Diferenca intragrupos por semana -

Escala MFS
1 2 3 4
Tempo / Grupo
P-Value

Semana 2 - Semana 1 1 0,194 0,317 1
Semana 3 - Semana 1 1 0,102 0,317 0,068
Semana 4 - Semana 1 1 0,098 0,063 0,102
Semana5 - Semana 1 1 0,334 0,039 0,066
Semana 6 - Semana 1 1 0,059 0,043 0,068
Semana 3 - Semana 2 1 0,339 0,655 0,068
Semana 4 - Semana 2 1 0,058 0,141 0,102
Semana b - Semana 2 1 0,131 0,039 0,066
Semana 6 - Semana 2 1 0,026 0,042 0,068
Semana 4 - Semana 3 1 0,026 0,077 0,414
Semana 5 - Semana 3 1 0,042 0,039 0,458
Semana 6 - Semana 3 1 0,026 0,042 0,068
Semana5 - Semana 4 1 0,18 0,042 0,102
Semana 6 - Semana 4 1 0,414 0,042 0,066
Semana 6 - Semana 5 1 0,102 0,042 0,109

Na analise entre grupos especificos, pelo teste de Mann-Whitney, todos
0S grupos apresentaram-se diferentes entre si, com excec¢éo dos Grupos 3 e 4.
Diferentemente da escala BBB e a semelhanc¢a da escala BMS, os Grupos 3 e
4 se mantiveram semelhantes quando comparados entre si em praticamente

todo o experimento, com excecdo da Semana 3, quando encontramos
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diferenca estatisticamente significante. Apresentamos os resultados na Tabela

16 com destaque do dado estatisticamente significante.

Tabela 16 - Teste de Mann-Whitney entre os Grupos 3 e 4 - Escala

MFS

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab6

P-Value 1,000 317 ,011 ,256 , 788 ,535

No Grafico 4, em que podemos observar a flutuacdo dos escores por

tempo, resumimos os achados supracitados da escala MFS.

Gréfico 4 - Resultado da escala MFS de cada grupo por semana de

acompanhamento
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4.2 Avaliacdo de movimentacado na Escada Horizontal

O numero de passos acertados no plano horizontal e sua estatistica des-

critiva sdo demonstrados na Tabela 17. Os grupos omitidos em todos 0os mo-

mentos apresentaram resultados constantes com nenhum (zero) acertos na

avaliacdo de movimentacao da Escada Horizontal.

Tabela 17 - Estatistica descritiva - Escada Horizontal
95% Intervalo de
Confianga para _
Tempo Grupo | Média Média variancia | 28SVI0 | Min * | Max.**
Limite Limite Padrao
inferior | superior
Semana 1 1 47 43,89 50,11 8,8 2,966 42 50
2 30,67 25,33 36 25,867 5,086 25 39
S 5 1 47,67 45,71 49,62 3,467 1,862 45 50
emana 2 325 287 36,3 131 3619 28 37
1 47,17 44,17 50,17 8,167 2,858 43 51
Semana 3 2 36,5 30,07 42,93 37,5 6,124 28 47
3 1,2 -0,42 2,82 1,7 1,304 0 3
1 47,17 44,17 50,17 8,167 2,858 43 51
Semana 4 2 36,5 30,07 42,93 37,5 6,124 28 47
3 2,2 1,16 3,24 0,7 0,837 1 3
4 2,5 0,45 4,55 1,667 1,291 1 4
1 53,17 48,84 57,49 16,967 4,119 47 59
2 4417 38,56 49,78 28,567 5,345 36 50
Semana 5 3 6,2 3,98 8,42 3,2 1,789 4 8
4 3,25 1,25 5,25 1,583 1,258 2 5
5 1 -11,71 13,71 2 1,414 0 2
1 52,33 48,43 56,24 13,867 3,724 47 58
S 6 2 41,33 34,54 48,12 41,867 6,47 35 50
emana 3 108 841 13,19 37 1924 8 13
4 4 1,75 6,25 2 1,414 2 5
*Minimo

**Maximo
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Os dados foram entdo submetidos ao teste de normalidade de Kolmogo-

rov-Smirnov.

Comprovada sua distribuicdo ndo paramétrica, o teste de Friedman
demonstrou diferenca estatisticamente significante na comparacgao intragrupos

entre todas as semanas (p<0,05), conforme a Tabela 18.

Tabela 18 - Teste de Friedman - Escada Horizontal

Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4
P-value 0,003 <0,001 <0,001 0,002

O teste de Kruskal-Wallis, por sua vez, também demonstrou diferenca es-
tatisticamente significante entre maltiplos grupos (p<0,05) em todos os momen-

tos no experimento (Tabela 19).

Tabela 19 - Teste de Kruskal-Wallis - Escada Horizontal

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana®6
P-value <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Posteriormente, a semelhanca dos outros desfechos, avaliamos a
diferenciacao intragrupos por semana com o Teste dos Postos de Wilcoxon.
Diferentemente das outras escalas avaliadas, no teste da Escada Horizontal o
Grupo 1 ndo se manteve constante, apresentando variagdo positiva
estatisticamente significante entre a Semana 5 e as demais semanas, e entre a
Semana 6 e a Semana 1. Os Grupos 2 e 3 apresentaram melhora em quase

todas as semanas do experimento. O Grupo 4, por sua vez, ndo apresentou
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melhora em comparacédo consigo mesmo em nenhum momento do estudo. Os
resultados sdo descritos na Tabela 20, em destaque estdo os achados do

Grupo 1 supracitados.

Tabela 20 - Teste de Wilcoxon - Diferenca intragrupos (Escada Horizontal)

por semana

1 2 3 4

Tempo / Grupo
P-Value

Semana 2 - Semana 1 0,655 0,197 1 1
Semana 3 - Semana 1 1
Semana 4 - Semana 1 0,068
Semana5 - Semana 1 0,066
Semana 6 - Semana 1 0,068
Semana 3 - Semana 2 1
Semana 4 - Semana 2 0,068
Semana 5 - Semana 2 0,066
Semana 6 - Semana 2 0,066
Semana 4 - Semana 3 1 1 0,18 0,068

Semana 5 - Semana 3

Semana 6 - Semana 3

Semana 5 - Semana 4

Semana 6 - Semana 4

Semana 6 - Semana 5

Comparando-se 0s grupos entre si, o Teste de Mann-Whitney demonstra

gue houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos em todos 0s



Resultados | 85

momentos do experimento, com excecdo dos Grupos 3 e 4 quando
comparados entre si. Estes, por sua vez, apresentam-se semelhantes na maior
parte do experimento, havendo diferenca estatisticamente significante apenas
nas ultimas duas semanas do experimento (Semanas 5 e 6). Os achados

seguem na Tabela 21.

Tabela 21 - Teste de Mann-Whitney entre os Grupos 3 e 4 - Escada
Horizontal

Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab6
P-value 1 1 0,081 0,702 0,035 0,014

No Grafico 5, em que podemos observar a flutuacdo dos escores por

tempo, demonstramos os achados supracitados da escada horizontal.

Grafico 5- Resultado da Escala Horizontal de cada grupo por semana
de acompanhamento
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4.3 Avaliacao histopatolégica

b

Avaliamos os cortes histoldgicos com relacdo a presenca de degeneracao

neurolégica, hiperemia e infiltrado celular. Os cortes sdo exemplificados na

Figura 6.

Figura 6 - A- area normal da medula. B- area de degeneracao discreta. C- area
de degeneracdo moderada. D- &rea de degeneracdo intensa com

completa desorganizacdo da estrutura da medula. Hematoxilina Eosi-
na.

Os resultados da graduacdo dos achados histologicos seguem na Tabela

22, em que G = grupo de camundongo e C = numero do camundongo no

experimento.



Tabela 22 -

Resultados | 87

Resultados da avaliacdo histopatoldgica (graduacao)

HIPEREMIA DEGENERACAO

INFILTRADO

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Grupo 4

Grupo 5

Gi1C1
G1C2
G1C3
Gl1C4
G1C5
G1C6
G2C1
G2C2
G2C3
G2C4
G2C5
G2C6
G3C1
G3C2
G3C3
G3C4
G3C6
G4C1
G4C3
G4C4
G4C5
G5C3
G5C6

0

P NN WMNOEFPDMNEFEFMNMNMNMNRPEPPOPRFPL,OOOOOO

0

W W WWWMNDNDNEPEWDNPEPPFPODMNMDMNNOOOLPELOO

o

W WNWNDNNMNNMNMNOPFPPPEPEFPOPRFPDNMNOOOOODO

A estatistica descritiva segue conforme a Tabela 23. Os parametros

infiltrado celular e hiperemia estavam ausentes no Grupo 1 e portanto todos os

espécimes receberam nota 0. A falta de varidncia entre 0s animais impede a

avaliacdo estatistica e portanto os valores estao descritos como N/A (néo

aplicavel).



Resultados | 88

Tabela 23 - Estatistica descritiva da Avaliacdo Histoldgica
95% Intervalo de
Confianca para .
Parametro Grupo | Média Média variancia | DPESVIO | \iin x| Max+
o o Padréo
Limite Limite
inferior | superior
Grupo 1 0,17 -0,26 0,6 0,167 0,408 0 1
. Grupo 2 1 0,06 1,94 0,8 0,894 0 2
Degeneracéo
Grupo 3 2 1,12 2,88 0,5 0,707 1 3
Grupo 4 2,75 1,95 3,55 0,25 0,5 2 3
Grupo 1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A  N/A
Infiltrado Grupo2 0,83 0,04 1,62 0,567 0,753 0 2
Celular Grupo 3 1,2 0,16 2,24 0,7 0,837 0 2
Grupo 4 2,25 1,45 3,05 0,25 0,5 2 3
Grupo 1 N/A N/A N/A N/A N/A N/A  N/A
: ) Grupo 2 0,83 0,04 1,62 0,567 0,753 0 2
Hiperemia
Grupo 3 1,6 0,92 2,28 0,3 0,548 1 2
Grupo 4 1,75 -0,25 3,75 1,583 1,258 0 3
*Minimo
**Maximo

A distribuicdo dos parametros entre os Grupos se resume na Tabela 24.

Podemos observar que o0s parametros mais graves tém relacdo com a

gravidade da lesdo, sendo que os Grupos de lesdo mais grave apresentam

maior proporcdo de parametros histolégicos com graduacdo maior (piores

resultados). A relacdo tem significancia estatistica confirmada pelo teste de Qui

Quadrado de Pearson.
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Tabela 24 - Distribuicdo dos parametros histolégicos entre os Grupos e correlacao
Grupos Qui Qua-
Parametro Graduacéo Total drado de
Grupo 1| Grupo 2 | Grupo 3 | Grupo 4 Pearson
0 Contagem 2 0 0 7
% 28,60% 0,00% 0,00% 100,00%
1 Contagem 1 1 0 4
. % 25,00% 25,00% 0,00% 100,00%
Degeneragéo p=0,011
5 Contagem 0 2 1 6
% 0,00% 33,30% 16,70%  100,00%
3 Contagem 0 0 1 4
% 0,00% 0,00% 25,00% 100,00%
0 Contagem 2 1 0 9
% 22,20% 11,10% 0,00% 100,00%
1 Contagem 0 2 0 5
. % 0,00% 40,00% 0,00% 100,00%
Infiltrado p=0,012
5 Contagem 0 1 3 6
% 0,00% 16,70% 50,00%  100,00%
3 Contagem 0 0 0 1
% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%
0 Contagem 2 0 1 9
% 22,20% 0,00% 11,10%  100,00%
1 Contagem 0 2 0 5
Hiperemia % 0,00% 40,00% 0,00% 100,00% p=0,015
2 Contagem 0 1 2 6
% 0,00% 16,70% 33,30%  100,00%
3 Contagem 0 0 0 1
% 0,00% 0,00% 0,00% 100,00%
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Quando avaliados em bloco, os Grupos revelaram-se diferentes pelo teste

de Kruskal-Wallis sendo que todos os parametros apresentaram p<0,05.

Quando comparados entre si pelo teste de Mann-Whitney, alguns Grupos

demonstraram-se diferentes enquanto outros nao revelaram diferencas signifi-

cativas. O conjunto dos achados estédo resumidos na Tabela 25.

Tabela 25 - Teste de Mann Whitney para os parametros histolégicos

Grupos / Parametros Degeneracdo Infiltrado  Hiperemia

Grupo 1 x Grupo 2 p=0,071 p=0,021 p=0,021
Grupo 1 x Grupo 3 p=0,005 p=0,011 p=0,002
Grupo 1 x Grupo 4 p=0,006 p=0,003 p=0,018
Grupo 2 x Grupo 3 p=0,081 p=0,434 p=0,094
Grupo 2 x Grupo 4 p=0,016 p=0,019 p=0,184
Grupo 3 x Grupo 4 p=0,107 p=0,059 p=0,590

Os achados foram finalmente correlacionados pelo teste de Spearman.
Todos os parametros histolégicos demonstraram forte correlacdo com as esca-
las BBB e BMS. A escala MFS, por sua vez, revelou correlagdo forte com infil-
trado celular porém uma correlacdo moderada, ainda que quase forte, com de-
generacdo neurologica e com hiperemia. A Escada Horizontal, por sua vez,
demonstrou correlacdo moderada com degeneracao neurologica (quase forte),
correlacdo fraca com infiltrado celular e correlagdo desprezivel com hiperemia.
O parametro histolégico degeneracao foi o Unico a apresentar correlacéo forte

ou moderada em todas as escalas. A Escada Horizontal foi a Unica escala a



Resultados | 91

apresentar correlacdo sem significancia estatistica com alguns parametros his-
tologicos. Todas as correlacbes moderadas e fortes foram estatisticamente sig-
nificantes com p<0,05. A correlacdo da Escada Horizontal com o parametro
infiltrado celular apresentou p= 0,298 e a correlacdo da Escada Horizontal com
o parametro hiperemia apresentou p= 0,742. O resumo dos resultados de co-

rrelacdo de Spearman estado resumidos na Tabela 26.

Tabela 26 - Teste de correlacdo de Spearman entre parametros histoldgicos
e escalas (r6 de Spearman)

Parametro/Escala BBB BMS MFS Escada Horizontal
Degeneracéao p =-0,813 p=-0,794 p=-0,696 p=-0,670
Infiltrado p=-0,776 p=-0,828 p=-0,760 p =-0,238

Hiperemia p=-0773  p=-0,789 p=-0,678 p=0,077
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5 DISCUSSAO

A auséncia de terapia satisfatoria para a lesdo da medula espinal e a
morbidade associada a lesado justificam a manutencdo de pesquisa cientifica
sobre o tema (Lidal et al., 2007; Priebe et al., 2007; Singh et al., 2008;
Pearcey et al., 2007; Fouad et al., 2011; Rahimi-Movaghar et al., 2013).
Conforme argumentacdo do 6rgdo norte americano “Instituto para Pesquisa
com Animais de Laboratério” (Institute for Laboratory Animal Research;
Washington, DC), a experimentacdo em animais ndo pode ser substituida por
modelos de computador, nem mesmo o0s mais sofisticados, dado a
complexidade das interac6es nos diversos niveis (molecular, celular, tecidual,
orgaos e sistemas) em conjunto com o meio ambiente (National Research

Council, 2004).

Dentre os muitos animais de experimentacdo ja utilizados, os mais
comuns séo os roedores (De La Torre, 1984; Kunkel-Bagden et al., 1992),
sendo estes amplamente recomendados na literatura (Blight e Tuszynski,
2006), inclusive em detrimento da utilizagdo de animais com taxonomia mais
proxima a espécie humana (Courtine et al., 2007; Nout et al., 2012). Estima-
se que pelo menos 20 a 100 milhdes de roedores entre ratos e camundongos
eram utilizados anualmente para experimentacdo animal até o final do século
XX (Trull e Rich, 1999). Entre ratos e camundongos, 0s ultimos se destacam
pelas vantagens de serem mais baratos, mais faceis de criar e manejar em

laboratorio, ter maior taxa de reproducdo e necessitarem de menos espaco,
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além de ser mais facil a engenharia genética em camundongos (Rosenthal e
Brown, 2007; Bryda, 2013). O potencial de manipulacdo genética em
camundongos é grande o suficiente para defender a transcricdo de modelos

que utilizem ratos para modelos com camundongos (Kuypers et al., 2013).

Existe ainda evidéncia que a padronizacdo de modelos de lesdo da medu-
la espinal permite a reprodutibilidade e a andlise dos resultados (Basso et al.,
1996; Rodrigues, 1999). A manutencdo da experimentacdo animal para a
pesquisa em lesdo da medula espinal e a padronizacdo de modelos sédo ainda

defendidas em estudos recentes (Zhang et al., 2014; Forgione et al., 2017).

Dado o supra exposto, defendemos a continuacdo do estudo do
tratamento da lesdo da medula espinal. Defendemos ainda a padronizacado de
protocolos experimentais e nos parece extremamente favoravel a escolha do

camundongo como animal ideal para a continuacao dessa linha de pesquisa.

O presente estudo destina-se a criacdo de um protocolo de pesquisa para
padronizar a utilizacdo de camundongos em um laboratério com vasta
experiéncia prévia com experimentacdo em ratos. Utilizamos o camundongo do
tipo BalbC por ser disponivel no biotério de nossa instituicdo. Os espécimes
foram escolhidos com peso dentro da média populacional da espécie e com
idade adulta. O numero de animais utilizados foi baseado em estudos prévios
da literatura (Sheng et al., 2004; Marques et al., 2009; Kim et al., 2010) e
supostamente utilizamos o minimo possivel para conseguir poder estatistico

suficiente.
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Todos os métodos foram baseados em protocolos previamente validados
MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) - (Basso et al., 1996);
(Rodrigues,1999; Santos et al., 2011; Gargiulo et al., 2012; CONCEA, 2015)
ou arbitrariamente definidos para a padronizacdo do protocolo, em carater

experimental.

A utilizacdo de escalas funcionais de avaliacdo comportamental esta
amplamente embasada em literatura e é defendida por (Kesslak e Keirstead,
2003) por teoricamente representar o desfecho clinico mais fiel em modelos
animais de lesdo da medula espinal. Em nosso estudo, optamos pela
comparacao de algumas escalas e de um método de avaliacéo ja previamente
validados, no intuito de comprovar a melhor reprodutibilidade e aplicabilidade

das escalas em nosso protocolo e junto "a equipe de nosso laboratério.

A avaliagdo histologica também é um desfecho frequente na literatura e
serve como prova objetiva da lesdo da medula espinal e de sua graduacéo.
Utilizamos a histologia para esse mesmo fim, e também como controle para os

resultados da avaliagéo funcional.

Avaliamos 30 camundongos em nosso estudo. Os grupos foram
montados arbitrariamente de maneira a testar diversos graus de lesdo e
possibilitar a padronizacdo dos resultados. Como controle de bons tratos e
cuidado adequado com o0s animais, pesamos 0s animais no inicio e no final do

estudo. Nao observamos perda ponderal significativa dos espécimes, 0 que
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consideramos como sinal de bom acondicionamento e cuidados com o0s
animais.

A divisdo de animais foi equivalente entre os grupos, sendo seis animais
por grupo. Um total de seis camundongos (20%) vieram a Obito no decorrer do
experimento. Esse resultado, caso fosse aleatério entre 0os grupos, poderia
comprometer o estudo. Porém quando avaliamos em detalhe, apenas dois
camundongos evoluiram para obito entre os Grupos SHAM, Grupo 1, Grupo 2,
Grupo 3 e Grupo 4 (2/24 camundongos ou 8,33%). O valor de 20% de perdas
totais se torna enviesado quando se junta a mortalidade do Grupo 5, que
totalizou espantosos 66,66% de oObitos (4 entre 6 camundongos). Dos 6bitos do
Grupo 5, dois camundongos ndo despertaram da anestesia, e um camundongo
faleceu dentro das primeiras seis horas ap0s o0 experimento. Trés
camundongos (50%) sobreviveram a essa primeira fase. Como todos os
camundongos de um grupo sdo submetidos a experimentacdo no mesmo dia,
um em seguida do outro, ndo foi possivel abortar o experimento desses seis
espécimes mesmo atingindo uma marca de 50% de mortalidade perioperatoria.
A experimentagdo em camundongos adicionais, no entanto, ndo foi cogitada
mesmo quando da morte do quarto camundongo do grupo por infeccao
urinéria, no sexto dia pos-operatorio. Decidimos por ndo tentar novamente
lesdo desta magnitude, mesmo sabendo que isso significaria a exclusdo do
grupo por falta de dados. Consideramos que uma experimentacéo adicional em
busca de poder estatistico ndo seria ético pelo alto risco de mortalidade
desnecessaria e sofrimento animal. Sendo assim, excluimos o Grupo 5 do
estudo e contraindicamos uma lesdo experimental dessa magnitude nesse

modelo. Consideramos em suma que o Grupo 5 néo € viavel nesse modelo e
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traz viés aos resultados, porém sua exclusdo mostra dados concretos em um

modelo viavel.

Os resultados dos desfechos funcionais por escalas de avaliacédo
demonstraram de maneira geral diferencas estatisticamente diferentes entre os
grupos e condizentes com o nivel de gravidade da lesdo, com o Grupo 4
apresentando resultados funcionais piores que todos o0s outros grupos; o Grupo
3 apresentando resultados piores que o Grupo 2 e o Grupo 1; e finalmente o

Grupo 2 apresentando resultados piores que o Grupo 1.

Nas escalas BBB, BMS e MFS o Grupo 1 (SHAM) apresentou notas
maximas na avaliacdo funcional, o que confere validade ao Grupo controle. Na
avaliacdo da Escada Horizontal, o Grupo 1 ndo apresentou resultado perfeito
porém apresentou a maior taxa de acertos em todos os periodos do
experimento. Em comparag¢fes entre as semanas observamos que no Grupo 1
0s camundongos obtiveram mais acertos nas Ultimas semanas em comparagao
‘as primeiras, como se o treinamento de realizar o teste repetidamente durante
as semanas do experimento melhorasse o desempenho dos camundongos
controles. N&o acreditamos, contudo, que tal resultado invalide o teste. Sendo
um teste dinamico e uma vez que os melhores resultados sédo justamente o0s
espécimes desse grupo, acreditamos que a analise final é valida por que ha
diferencas significativas entre 0s grupos experimentais € 0 grupo controle.
Observamos também diferencas esperadas entre 0s grupos, sendo que 0s
Grupos 3 e 4 sdo mais semelhantes entre si, dado que as lesbes sdo mais

graves. Dessa forma, observamos em todas as escalas uma discrepancia
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evidente na recuperacao funcional dos camundongos nos grupos, sendo que o
Grupos 3 e 4 iniciam sua recuperacao funcional mais tardiamente que o Grupo
2 e o resultado final € inferior ao Grupo 2.

Dentro desses achados, ponderamos a possibilidade de que as escalas
apresentem sensibilidade diferente entre si. As diferencas entre os Grupos 1 e
2 com os demais grupos e entre si sdo demostradas de maneira mais uniforme
por todas as escalas, dado que as diferencas sdo maiores entre esses grupos
e os demais. Entre os Grupos 3 e 4, por sua vez, dado que sdo mais graves e
portanto mais semelhantes entre si, a melhora funcional € demonstrada pelas
escalas em momentos diferentes do experimento, sendo que a escala BBB
detecta as diferencas de maneira mais precoce (a partir da Semana 2) em
comparacao as escalas BMS e MFS (a partir da Semana 3) e da Escada
Horizontal (a partir da Semana 5). Adicionalmente, a escala BBB demonstra
diferenca entre os Grupos 3 e 4 em todas as semanas do experimento a partir
da Semana 2, enquanto as escalas MFS e BMS demonstram diferenca apenas
na Semana 3 e a Escada Horizontal apenas nas Semanas 5 e 6. Ponderamos
se esses achados podem traduzir uma maior sensibilidade da Escala BBB
frente as escalas BMF e MFS. Os achados da Escada Horizontal, por sua vez,
transmitem que possivelmente a propriocepcao tenha uma recuperacdo mais

lenta em lesGes mais graves.

Em contrapartida, subjetivamente durante o experimento tivemos a
sensacao de que as escalas BMS e MFS sdo de aplicacdo mais simples e
rapida quando comparadas a escala BBB. Nao houve registro do tempo gasto

por avaliagcdo no experimento, contudo, dado que esse desfecho nao foi
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planejado previamente. Talvez a complexidade inerente a escala BBB adicione
ao mesmo tempo trabalho extra para a avaliacdo dos espécimes em troca de

sensibilidade superior.

A avaliacdo histolégica confirmou os achados das escalas funcionais. A
distribuicdo dos resultados demonstrou que os parametros histolégicos foram
diferentes entre os grupos e foram progressivamente mais graves de acordo
com o grau da lesdo. Quanto pior a lesdo da medula espinal esperada
conforme os grupos, piores foram os achados histolégicos encontrados em
nosso estudo, sendo esses dados estatisticamente significantes. Tais
resultados sdo de extrema importancia em nosso estudo, dado que a histologia
confirma a existéncia da lesdo neuroldgica e traz evidéncia concreta de sua
graduacéo, ou seja, que os diferentes graus de contusao trazem efetivamente
graus diferentes de lesdo medular comprovadamente significantes. Digno de
nota, observamos que o resultado no grupo controle néao foi perfeito, sendo que
houve pequena degeneracdo neuroldégica em um dos camundongos. Esse
resultado da fé a realizacdo da laminectomia e n&o invalida o grupo controle
em nossa interpretacdo, dado que nado houve repercussdao na avaliacao

funcional.

Escolhemos a coloragdo de hematoxilina eosina por ser muito disponivel
em servicos de patologia, sendo portanto de facil acesso e de baixo custo
financeiro. Os parametros avaliados em nosso estudo (hiperemia, degeneracéo
neural e infiltrado celular) sdo todos achados tardios da lesdo da medula

espinal (De La Torre, 1984; Amar e Levy, 1999; Akhtar et al.,2008); sendo
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portanto adequados para nosso modelo, em cuja eutanasia ocorre na 6a

semana apos a lesdo da medula espinal.

Adicionalmente, analisamos que os achados histologicos apresentam
forte correlacdo com os resultados das escalas funcionais BBB e BMS. A
escala MFS, por sua vez, apresenta correlacdo forte ou moderada com os
parametros histologicos. Com esses resultados demonstramos que a utilizacao
das escalas BBB, BMS e MFS ¢ sdlida para identificar e graduar a lesdo da

medula espinal.

A Escada Horizontal, em contrapartida, demonstrou forte correlacdo com
degeneracéo neuroldgica porém correlacdo fraca ou desprezivel com infiltrado
celular e hiperemia na analise histologica. Esse achado nos faz questionar a
validade da Escada Horizontal como método de avaliagdo em nosso estudo.
Em uma analise mais detalhada, contudo, o conjunto de evidéncias favorece a
validacdo da Escada Horizontal, dado que a avaliacdo funcional demonstra
diferenca significante entre os grupos e a correlacdo com 0s parametros
histologicos é forte justamente com a degeneragdo neurolégica, o marcador

mais direto de lesdo no tecido neural.

Os achados da Escada Horizontal ndo invalidam o restante dos
resultados, porém nos revelam que talvez ndo seja uma escala excelente para
avaliagao de lesao da medula espinal em camundongos submetidos ao nosso
modelo de lesdo. Dado que demonstramos métodos suficientes e eficazes de

identificacdo e graduacdo da lesdo da medula espinal (escalas BBB, BMS e
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MFS), a utilizacdo da Escada Horizontal talvez seja desnecessaria em estudos
futuros. Consideramos que essa escala demonstrou menor eficacia na
identificacdo, graduacdo e correlagcdo com achados histologicos sendo assim,
em nosso parecer, menos confiavel para a avaliacdo da lesdo de medula

espinal em nosso modelo de lesdo com camundongos.

Entre as escalas com melhores resultados se destacam as escalas BBB e
BMS. Ambas demonstraram de maneira eficaz serem capazes de identificar e
graduar a lesdo da medula espinal, além de apresentarem correlacéo forte com
todos os parametros histolégicos avaliados. Em avaliacdo final, contudo,
sugerimos a utilizacdo da escala BMS. Essa escala, além de objetivamente
apresentar maiores indices de correlacdo com os achados histolégicos (mesmo
em comparacdo com a escala BBB) ainda é, segundo nossa interpretacéo

subjetiva, mais simples e rapida de ser aplicada.

Nosso estudo apresenta algumas falhas dignas de apreciacdo. A alta
mortalidade da amostra, em especial do Grupo 5 talvez seja a mais importante
delas. Infelizmente, dado a logistica do experimento, todos os camundongos
dentro um Grupo especifico foram operados no mesmo dia. Como a
mortalidade perioperatéria foi a mais importante (os camundongos faleceram
horas ap6s a lesdo da medula espinal), essa mortalidade excessiva néo foi
prevista e ndo a pudemos prevenir. Em estudos futuros é digno de ponderacéo
gue realizemos o experimento em metade de um Grupo por vez para evitar o
mesmo erro. Nos limitamos também por ndo usarmos outras coloracdes

histoldgicas. Outros estudos utilizam coloracdes especificas para avaliar lesao
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de neurdnios e da bainha de mielina (Sheng et al., 2004; Marques et al.,
2009; Kim et al., 2010). Por fim, também nao utilizamos outros métodos de
avaliacdo de lesdo medular como o potencial evocado, que poderia trazer

maiores detalhes a nossa avaliacdo da lesdo da medula espinal.

Em contrapartida, nosso estudo traz algumas vantagens a serem
destacadas. Mesmo considerando a alta mortalidade, conseguimos demonstrar
resultados sélidos utilizando uma amostra relativamente pequena.
Adicionalmente acabamos por estabelecer um limite de intensidade de trauma
acima do qual a mortalidade se torna inviavel. Esse dado ndo esta amplamente
publicado em modelos semelhantes. Nosso protocolo de andlise histologica
também é digno de discussdo. Apesar de parecer pouco completo dado sua
simplicidade, é valido destacar que conseguimos demonstrar a lesdo com
recursos simples e mais baratos que os protocolos mais completos. Nosso
estudo também é dos poucos que utilizam a Escada Horizontal como método

de avaliacdo funcional.

O presente estudo demonstra um modelo de lesdo medular e avaliagdo
neurolégica em camundongos que € simples, efetivo, financeiramente
acessivel e reprodutivel. Sua utilizacdo € uma ponte para novas linhas de

pesquisa em lesédo da medula espinal.
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6 CONCLUSAO

O presente modelo de lesdo da medula espinal em camundongos € eficaz e
reprodutivel excluindo-se a contusdo medular por queda de peso (10g) de 50 mm de
altura, que traz mortalidade inviavel ao modelo. Dentre os métodos de avaliacdo da
lesdo da medula espinal, as escalas BBB e BMS s&o as mais solidas, enquanto a Es-

cada Horizontal tem seu uso discutivel.
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7 ANEXOS

Anexo A - Carta de aprovacédo da Comisséao Cientifica de ética em pesquisa

DEPARTAMENTO DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
Faculdade de Medicina da Universidade de S53o Paulo

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAQ Protocolo 10T n°® 1178

Pesquisador Responsdvel: Prof. Raphael Marus Marcon

Pesquisador Executante: Dr. Paulo Alvim Borges

Titulo: Padronizagie de modelo experimental de lesio da medula espinhal e avaliagio de lesio
neurolagica em camundonges.

(Grau de Pesquisa: Doutorado

APRECIACAQ GERAL DA PROPOSTA

1° PARECER

O trabalho em apreciagdo faz parte da linha de pesquisas do "LETRANT - O
objetive & a padronizagdo do modelo experimental de lesdio de medula espinhal e
respectiva

lesdo neurcldgica.

0 modelo animal escolhido & o “‘camundonga”.

Apresenta o ndmero adeguado de animais / amostra

Trabalho aprovado.

Relator
Comissdo Cientifica
12.02.2016

DECISAQ DA COMISSAO CIENTIFICA EM 12.02.2016: Projeto aprovado.

Apds a colete de assinaturas do DOTIFMUSP, o projeto serd enviado para
apreciapio da CEUA.
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Anexo B — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal

MEDICI
ISP

B Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo
WA Avenida Dr. Arnalda, 458
Pacasmbu — Sao Paulo — 5P

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos gue o projeto intitulade “Padronizacio de
Modelo Experimental de Leséiio da Medula Espinhal e Avaliaciio de Leséio
Neurologica em Camundongos™ protocolo n® 012/16 sob a responsabilidade
de Raphael Martus Marcon ¢ Paulo Alvim Borges, apresentade pelo
Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que envolve a produgiio, manutencio
e/on utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o
homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensine) - encontra-se de acorde com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.8g99, de 15 de
julbe de 20049, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO
US0 DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em 30.03.16

. Vigéncia da Autorizacio | Dezembro/2o6
Espécie/linhagem Camundaongn Balb/C
| N° de animais 50
Peso/Idade 6 semanas
Sexo miacho
Origem Biotério FMUSP

CEUA-FMUSP, 30 de Marco de 2016

e ———

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

Comissao de Efica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua fmi@uspbr
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Anexo C - Planilha da Escala BBB

Rato XX Grupo XX Data: / /
BBB SCALE Score |Esquerdo |Direito | Média

Auséncia de Movimentos 0
Movimentagdo <50% em 1
1-2 APT
Movimentacdo >50% em 5
1 APT
Movimentagdo >50% em 3
2 APT
Movimentacdo em todas 4
APT <50%
Movimentacdo <50% em .
2 APT e >50% na 3a ATP
Movimentagdo >50% em 5
2 APT e <50% na 3a ATP
Movimentacdo em todas .
APT >50%
Arrasta dorso da pata 8
sem apoio de peso
Pisada plantar sem apoio g
de peso
Pisada plantar com apoio 9
de peso
5-50% tempo passos 10
apoiando o peso
>50% tempo passos 1
apoiando o peso
5-50% tempo passos 12
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coordenados (PD e PT)

51-95% tempo passos 13
coordenados (PD e PT)

>05% tempo passos 14
coordenados (PD e PT)

Patas

rodadas/desprendimento 15
halux <50%

Patas

rodadas/desprendimento 16
halux 50-94%

Patas

paralelas/desprendimento 17
hélux 50-94%

Patas

paralelas/desprendimento 18
hélux >95%

Cauda baixa parte to 19
tempo

Cauda sempre alta com 20
tronco instavel

Cauda sempre alta com 01
tronco estavel

APT = ArticulacBes das patas traseiras (quadril / joelhos / tornozelos)
PD = Patas Dianteiras

PT = Patas Traseiras
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Anexo D - Planilha da Escala BMS

Rato XX Grupo XX Data: / /
BMS SCALE Score Esquerdo | Direito | Média
Auséncia de  mo- 0
vimentos
Tornozelo movimentos
discreto !
Tornozelo movimentos
amplo ?
Movimento dois mem-
bros post 6bvio 3
Pisada dorsal 3
Apoio de pata sem 3
apoio de peso
Apoio de pata plantar 4
com peso
Frequente/Consistente .
passada plantar
<50% Memb A/P co- .
ordenados PR
<50% Memb A/P Co-
ordenados PR/PP °
>50% Membros A/P
coordenados RR °
>50% Membros A/P
Coordenados PR !
PP+ Tronco instavel 7
Cauda 50% cima/ 50%
baixo + TE ®
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Moderada instabi- 8
lidade de tronco
Normal TE cauda 9

sempre cima

A = Anterior

P = Posterior

PR = Paralelos no contato inicial / PP Paralelos
RR = Patas Rodadas Contato Inicial

PR = Paralelos no contato inicial

PP = Patas Paralelas

TE = Tronco Estavel
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Anexo E - Planilha da escala MFS

Rato XX Grupo XX Data: / /
MFS SCALE Score Esquerdo | Direito | Média
Auséncia de movimentos 0
Movimentos ocasionais 1

Obvio movimento 1

membro posterior 2

Obvio movimento 2

membros posteriores 3

Passada de 1 membro

posterior 4

Impulso de 2 membros

posteriores 5

Apoia o0 peso ndo deam-
bula 6

Deambulacdo com patas

rodadas 7

Deambulacao normal

baixa velocidade 8
Barra 2 cm 9
Barra 1,5 cm 10
Barra 1 cm 11
Barra 0,7 cm 12

Barra 0,5 cm 13
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