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Resumo

RESUMO

Teixeira WGJ. Estudo do efeito do fator estimulador de colénia de granuldcitos
associado a metilprednisolona na lesdo medular aguda experimental em ratos [tese
doutorado]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2015.

Introducao: Varias sdo as propostas descritas para tratar farmacologicamente a
lesdo traumatica da medula espinal. A metilprednisolona ja foi padronizada para uso
clinico. O fator estimulador de col6nia de granulécitos (G-CSF) tem sido promissor
em estudos experimentais e clinicos. Nado ha pesquisas quanto ao efeito da
associacao dos dois farmacos. Objetivo: Avaliar o efeito do tratamento com o fator
estimulador de colbénia de granulécitos associado a metilprednisolona na leséo
medular aguda experimental em ratos. Material e métodos: Foram avaliados 40
ratos Wistar submetidos a lesdo medular moderada com o NYU-Impactor. Os
animais foram divididos em quatro grupos de 10 ratos. O Grupo Controle nao
recebeu tratamento; o Grupo G-CSF, foi tratado com G-CSF no momento da leséo e
diariamente ao longo dos cinco dias subsequentes; o Grupo Metilprednisolona, com
metilprednisolona durante 24 horas; e o Grupo G-CSF/Metilprednisolona, com
metilprednisolona durante 24 horas e G-CSF no momento da lesdo e ao longo de
cinco dias. Os animais foram mantidos vivos durante 42 dias; a avaliacao funcional
foi realizada com a aplicacdo da escala funcional de Basso, Beattie e Bresnahan
(BBB) nos dias 2, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 subsequentes a lesdo. A avaliacdo dos
potenciais evocados motores foi realizada no dia 42 e a avaliacdo histolégica da
lesdo da regido da medula espinal lesada, realizada logo ap6s a eutanasia ocorrida
no dia 42. Resultados e concluso6es: A associacdo de metilprednisolona e G-CSF
no tratamento do traumatismo medular contuso experimental em ratos promoveu
melhora neurolégica avaliada pela escala BBB superior a melhora promovida pela
metilprednisolona e G-CSF quando utilizadas isoladamente. A associagdo teve
também efeito sinérgico que resultou em melhora nos parametros histolégicos no
local da lesdao. Nao houve diferenca entre os grupos quanto a avaliacdo
neurofisiolégica.

Descritores: traumatismos da medula espinal; fator Estimulador de colbnias de

granuldcitos; metilprednisolona; ratos Wistar; sinergismo farmacologico; medula
espinal
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Abstract

ABSTRACT

Teixeira WGJ. Study of the effect of granulocyte colony-stimulating factor associated
with methylprednisolone in experimental acute spinal cord injury in rats [thesis]. Sdo

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2015.

Introduction: There are several proposals to pharmacologically treat traumatic
spinal cord injury. Methylprednisolone has already been standardized for clinical use.
Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) has been promising in experimental
and clinical studies. There is no research on the effect of the association of the two
drugs. Objective: to evaluate the effect of combined treatment of the granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF) associated with methylprednisolone in
experimental acute spinal cord injury in rats. Material and methods: Forty male
Wistar rats were submitted to a moderate spinal cord injury with the NYU-Impactor.
The animals were divided into four groups of ten rats each. The Control Group was
not treated; the G-CSF Group was treated with G-CSF at the time of injury and daily
over the next five days; the Methylprednisolone Group was treated with
methylprednisolone for 24 hours; the G-CSF/methylprednisolone Group, was treated
with methylprednisolone for 24 hours and G-CSF at the time of injury and daily over
the next five days. The animals were kept alive for 42 days; Functional evaluation
was performed using the Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) score on days 2, 7,
14, 21, 28, 35 and 42 following the spinal cord injury. Evaluation of motor evoked
potentials was held and histological examination of the lesion of the spinal cord was
done immediately after euthanasia on day 42. Results and conclusions: The
combination of methylprednisolone and G-CSF in the treatment of experimental
spinal cord injury in rats promoted neurological improvement as assessed by BBB
scale with greater improvement than with methylprednisolone or G-CSF when used
alone. The combination of treatment had also a synergistic effect resulting in
improvement in histological parameters at the injury site. There was no difference
between groups regarding neurophysiological evaluation.

Keywords: spinal cord injuries; granulocyte colony-stimulating factor;

methylprednisolone; rats, Wistar; drug synergism; spinal cord
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1. INTRODUCAO

A lesdo da medula espinal resulta em sofrimento, déficit funcional e alto custo
econdmico e social. Barros Filho et al." observaram que, dos 428 doentes atendidos
pelo Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas com lesao da
medula espinal entre 1982 a 1987, 94,3% eram do sexo masculino, com faixa etaria
entre 21 a 30 anos. Apenas 28% dos doentes foi atendida no hospital nas primeiras
seis horas apés o traumatismo. Nos Estados Unidos da América (EUA), ocorrem 54
casos novos por milhdo de habitantes ao ano.? A lesdo medular tem como causa
mais frequente o traumatismo por causas externas, mas também pode ser produzida
por tumores, infecgao ou lesdo vascular.?3

A fisiopatologia do traumatismo raquimedular € complexa e multifatorial. As
lesdes dele decorrentes podem ser classificadas como primaria e secundaria.*® A
lesdo primaria é resultado direto da lesdo estrutural causada pelo traumatismo e
resulta na ruptura de axénios, morte imediata de neurdnios e de células da glia.® De
acordo com Allen, em 1911,% a lesdo secundaria decorre dos agentes nocivos no
local da lesdo que poderiam provocar dano adicional e progressivo ao tecido
nervoso. Na primeira hora apos a lesao, ocorre hemorragia e necrose na substancia
cinzenta central, acompanhada, nas horas subsequentes, da instalacdo de edema.
Esses eventos desencadeiam reagdes bioquimicas que tém como cenario final a
morte celular. Durante e ao final desse processo, células inflamatérias migram para
o local da lesdo, onde promovem proliferacdo glial e formacéo de tecido cicatricial,
em um periodo que dura de uma a quatro semanas.’

Varias pesquisas foram realizadas nas Uultimas décadas visando tornar o
tratamento e cuidado do doente com traumatismo raquimedular mais efetivo. A maioria
das pesquisas concentra-se na descricado de métodos cirdrgicos, de procedimentos de
medicina fisica e reabilitacdo ou de farmacos. Dentre essas modalidades, as estratégias
farmacologicas sdo as mais estudadas. Elas tém como objetivo reduzir os efeitos
nocivos da lesdo secundaria e estimular a regeneracgéo tecidual.®

Os corticosteroides e os gangliosideos foram protocolados em 2002 para uso

em seres humanos.® Os corticosteroides mais pesquisados foram a dexametasona e
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a metilprednisolona. De acordo com ensaios clinicos prospectivos, duplamente
cegos e com amostras aleatorizadas, a metilprednisolona revelou-se clinicamente
eficaz.'%'2 Acredita-se que a metilprednisolona aumente o fluxo sanguineo,
estabilize a membrana celular e iniba a peroxidagao lipidica com reducédo da
formagdo de radicais livres. Recentemente, entretanto, teve seu uso rotineiro
suspenso, pois demonstrou-se que seu efeito era de beneficio clinico limitado e com
risco elevado de complicacdes, sendo muitas delas graves, principalmente quando a
metilprednisolona é utilizada em altas doses.'31°

O fator estimulador de colénia de granulécitos (G-CSF) é uma glicoproteina
mais conhecida pelo seu papel como fator estimulador de crescimento para células
progenitoras hematopoiéticas.'®'7 E comumente utilizado para tratamento de
neutropenia e para mobilizar células-tronco hematopoiéticas em casos de
transplante de medula 6ssea.'® Ha estudos que demonstraram que o G-CSF
também exerce fungdes ndo hematopoiéticas, pois pode aumentar a regeneracao
tecidual de diversos 6rgdos como o cérebro e coracdo.'”'® O G-CSF foi estudado no
modelo animal de traumatismo raquimedular e demonstrou melhora neuroldgica.!”'%
22 Na fase aguda, estimula a mobilizagdo de células derivadas da medula 6ssea para
a medula espinal lesada, onde suprime diretamente a apoptose neuronal e dos
oligodendrdcitos, a expressao de citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-1
beta,'®2324 e a peroxidacdo lipidica,?® além de estimular a producdo de fatores
neurotréficos.?? Na fase subaguda, estimula a angiogénese?® e suprime a formacgéao
de cicatriz glial.?” Em dois estudos fase I/lla no tratamento do traumatismo
raquimedular em humanos, houve alguma recuperacdo neurolégica na maioria dos
doentes.?82°

Buscou-se compreender, em estudos experimentais, se ha efeito sinérgico
entre farmacos sobre o traumatismo raquimedular.®®32 ou mesmo sinergia entre
fatores farmacologicos e fisicos,333* pois é provavel que, em doencas com
mecanismos fisiopatoldégicos complexos, a melhora seja mais expressiva com 0 uso
de farmacos que atuam em diferentes etapas da sua patogénese. Até o0 momento,
nao ha trabalhos em que se avaliou o tratamento da lesdo da medula espinal com a
associacao entre a metilprednisolona e o G-CSF.
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1.1. Objetivo

Avaliar o efeito funcional, neurofisiol6gico e anatomopatolégico do tratamento
com G-CSF associado a metilprednisolona em um modelo experimental padronizado
de lesdo de medula espinal em ratos.

William Gemio Jacobsen Teixeira
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Modelos experimentais

Allen,® em 1911, é o primeiro a descrever um modelo experimental reprodutivel
de lesdo medular em caes. Realiza laminectomia para exposigdo da medula espinal e
posiciona sobre ela um dispositivo tubular, por onde um peso padronizado ¢é liberado
em queda livre, de modo a possibilitar mensurar a energia do traumatismo,
calculando-se o produto do peso, em gramas, pela altura da queda, em centimetros
(g.cm). Em 1914, Allen® demonstra que o impacto de 240 g.cm produz uma leséo
com maior possibilidade de recuperagcédo do que aquela provocada por uma queda de
400 g.cm. Observa que, durante os primeiros 15 minutos apés o traumatismo, ha a
presenca de edema e hemorragia nas substancias cinzenta e branca da medula
espinal e, ap6s quatro horas, edema nos axénios nas colunas lateral e posterior da
substancia branca. Observa também que ha melhora na recuperacéo funcional dos
animais quando reduz a pressao intramedular apés realizar a mielotomia. Postula que
0 aumento da pressao intramedular é causado pelo edema e hemorragia que agrava
a necrose isquémica apos a lesdo traumatica inicial.

Ducker et al.’¢ realiza um estudo prospectivo, com amostra de macacos-
rhesus submetidos ao traumatismo da medula espinal com contusao por queda de
peso, com energia entre 200 g.cm a 500 g.cm. Os animais sao sacrificados em seis
horas ou cinco dias para avaliacdo histologica. Os autores demonstram que a
gravidade das alteragdes histologicas é determinada pela energia do traumatismo e
que a substancia cinzenta é mais vulneravel. Demonstram também que ha relacao
direta entre os achados histolégicos e clinicos, mas que, quando o traumatismo é
leve e h& recuperacdo funcional, as alteracbes sado mais centrais; quando o
traumatismo € moderado e ha déficit significativo, ocorre o envolvimento da
substancia branca adjacente; e quando grave, causando paraplegia completa, as
alterac6es envolvem toda a medula espinal.

William Gemio Jacobsen Teixeira
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Fairholm e Turnbull®” avaliam a microcirculagdo medular 7 a 14 dias apds o
traumatismo em 34 coelhos e 5 caes, tratados apds contusdao medular experimental
causada por queda de peso. Definem duas zonas de lesdo na medula espinal: na
zona 1, localizada na porcao poéstero-central da medula espinal, os capilares perdem
progressivamente a capacidade de conducao do sangue e, na zona 2, localizada ao
redor da zona 1, o padrao microvascular permanece normal. Os autores concluem
que a recuperacdo dos neurbnios e dos axbnios danificados dependem da
preservagao da microcirculacao.

Wagner Jr. et al.38 avaliam prospectivamente as caracteristicas histoldgicas em
5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas apds a lesdo medular de 27
macacos-rhesus adultos submetidos a traumatismo por impacto com forca de
contusdo de 300 g*cm. Alguns macacos foram mantidos vivos durante seis meses.
Os autores observam que ha recuperacao funcional progressiva em 12 horas. Nos
animais mantidos vivos, observam que, nos primeiros cinco minutos, a aparéncia da
medula espinal ndo € muito alterada, os vasos permanecem intactos mas
distendidos e com menos fibras musculares ao redor do canal central; em 15
minutos, ha rupturas isoladas dos vasos mais finos e extravasamento de eritrocitos
para 0s espacos perivasculares da substancia cinzenta central e, em 30 minutos, ha
presenca de eritrécitos e o fluido seroso em colegdes discretas alocadas nos
espacos perivasculares no interior e ao redor do parénquima. Essas alteracoes
concentram-se principalmente na regido do canal central e do corno dorsal da
medula espinal. No periodo entre uma e quatro horas, as hemorragias
perivasculares, inicialmente discretas, comegcam a coalescer e as alteracbes nao
mais se confinam ao canal central e ao corno dorsal, mas tornam-se evidentes na
substancia branca. E observado edema menos marcante nas camadas mais
internas da substancia branca, contrastando com as anormalidades hemorragicas
presentes na substancia cinzenta, o que justifica, pelo menos em parte, a natureza
transitoria da paraplegia.

Dohrmann et al.®® constroem um aparelho baseado no modelo de queda de
peso com haste contida no interior de um tubo de pléstico transparente, capaz de
produzir lesdo controlada da medula espinal de varios animais, o que possibilita
monitorizar a graduagao do traumatismo em relagao a velocidade da deformacao da

medula espinal, ao impulso e a energia com maior acuracia para correlacionar a
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quantidade de lesdo, o grau de disfuncdo neurolégica e a eficacia dos varios
métodos de tratamento.

Balentine?® avalia sequencialmente as alteracdes anatomopatoldégicas dos
vasos sanguineos e da necrose tecidual da medula espinal de ratos adultos
submetidos a lesdo experimental causada de acordo com o modelo de queda de
peso. As avaliacbes sao feitas 3 a 5 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8
horas e 1 semana apds o traumatismo. O autor confirma a existéncia de evolugéao
sequencial do desenvolvimento da necrose, que se instala inicialmente na
substancia cinzenta e a seguir na substancia branca da medula espinal, e demonstra
que a necrose deve-se a ruptura dos vasos sanguineos arteriais e veias principais
lesadas imediatamente apds o traumatismo.

Ducker et al.*! mensuram as concentragbes de oxigénio teciduais e o fluxo
sanguineo da medula espinal de caes paraplégicos em decorréncia de traumatismo
medular. Nos casos de lesdo medular, observam que ha grande reducao do fluxo
sanguineo. Sugerem que o tratamento dessa condicdo deve ter como objetivo
primordial a melhora da oxigenacao tecidual e o aumento do fluxo sanguineo da
medula espinal.

Rivlin e Tator*? avaliam prospectivamente o fluxo sanguineo regional em 12
ratos Wistar, cinco minutos, duas e 24 horas ap0s a lesdo da medula espinal e
concluem que as lesdes causadas pela compressdo grave causam isquemia pos-
traumatica medular, durante, pelo menos, 24 horas.

Em 1979, Tator e Rowed*® avaliam o exame histolégico da medula espinal
traumatizada em momentos distintos e observam que se instalam pontos
hemorragicos na substancia cinzenta e edema na substancia branca e que,
semanas apo0s, ocorre a substituicdo do tecido necrético por cavidades. Evidenciam
também dois tipos de lesdo vascular decorrente do traumatismo medular: o primeiro
se manifesta imediatamente e acomete os vasos medulares finos, especialmente as
vénulas da substancia cinzenta, do que resulta hemorragia poucos minutos apdos o
traumatismo, e o segundo cursa com isquemia grave e infarto das substancias
branca e cinzenta. Concluem que o tratamento deveria ser direcionado para a fase
aguda a fim de impedir o infarto secundério e melhorar a recuperagéo. Sugerem o
uso dos corticosteroides para bloquear a cascata secundaria da lesdo que ocorre
apés o traumatismo agudo.
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Lohse et al.** observam que ocorre aumento da pressdo arterial e arritmia
cardiaca ao submeterem 24 gatos a lesao da quinta vértebra da coluna toracica
causada por forcas de 100 g.cm ou 260 g.cm. Demonstram que, nos gatos que
sofrem traumatismo com 100 g.cm, ndo ha diferenca significativa quanto ao fluxo
sanguineo, enquanto, nos que sofrem traumatismo com 260 g.cm, hd aumento do
fluxo sanguineo nas seis horas subsequentes. Concluem que nao ha isquemia da
substancia branca nos animais e que a paraplegia resultante deve ser transitoria.
Esses achados suportam o conceito de que a isquemia da substancia branca
observada na fase aguda do traumatismo medular grave deve relacionar-se a lesédo
secundaria e, subsequentemente, a paraplegia permanente.

Gale et al.*® descreve um método de andlise comportamental de ratos
submetidos a lesdo por contusdo da medula espinal, baseada no protocolo para
avaliacao do déficit funcional e realizada por pesquisadores treinados. O protocolo
combina varios testes em que o componente principal foi a escala motora, que
consiste de exame passivo das patas traseiras e de versdo modificada da escala
descrita por Tarlov.*® Os animais sio avaliados em campo aberto, sendo cada
membro traseiro observado individualmente e graduado de acordo com 0s seguintes
valores: 0 - nenhum movimento das patas traseiras e nem capacidade de suportar
peso; 1 - movimento fracamente perceptivel dos membros traseiros, mas sem
capacidade de suportar peso; 2 - movimentos frequentes e/ou vigorosos nos
membros traseiros, mas sem capacidade de suportar peso; 3 - capacidade de
suportar o peso nos membros traseiros e possibilidade de executar um ou dois
passos; 4 - capacidade de caminhar com déficit motor leve; 5 - caminhar normal.

Noble e Wrathall*” avaliam as alteragbes morfométricas da medula espinal em
51 ratos Sprague-Dawley submetidos a lesdo medular experimental causada com o
método de queda de peso de 10 gramas, da altura de 2,5; 5,0; 7,5; 10; 17,5 cm. O
volume, a extensdo e as dimensdes do tecido no epicentro da lesdo (areas da leséo,
da substéncia branca e area da substancia cinzenta) sdo mensurados quatro
semanas apos a lesdo e as medidas, correlacionadas com a altura da queda do peso
e com os resultados da avaliacdo dos déficits comportamentais, motores e sensitivos.
Os pesquisadores concluem que o método da queda do peso pode ser utilizado em
ratos para produzir lesdes leves, moderadas ou graves e é apropriado para estudos
para investigar a contusdo da medula espinal.
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Noble e Wrathall*® constroem um aparelho dotado de pingas para fixar os
processos espinhosos adjacentes, visando provocar lesdao experimental contusao na
medula espinal de ratos. Essas modificacdes possibilitam reduzir as variaveis que
geram lesdes assimétricas, ou seja, possibilitam que a energia do impacto seja
melhor direcionada para a medula espinal e reduzem o efeito amortecedor da caixa
toracica, da coluna vertebral e dos movimentos respiratorios. Esse se tornou assim
um dos modelos mais utilizados atualmente.

Behrmann et al.*® elaboram um aparelho para produzir contusdo medular em
ratos e avaliam os resultados observados em animais que sofrem contusao
anatdmica da medula espinal comparados com outras lesées medulares quanto aos
achados histolégicos e recuperacao locomotora, de acordo com a escala de Tarlov
et al.*¢ Os autores concluem que ha maior potencial de recuperacéo funcional nos
animais que sofrem contusao medular.

Basso et al.>® fazem uma modificacdo da escala locomotora desenvolvida por
Tarlov et al.*6 e criam a escala funcional que ficou conhecida como de Basso,
Beattie e Bresnahan (BBB). Avaliam o comportamento de ratos que sofrem leséo
contusa da medula espinal e concluem que a escala é valida e € uma medida
preditiva da recuperacdo motora. A escala possibilita distinguir os resultados
comportamentais decorrentes de varias lesdes e predizer as alterac6es anatdbmicas
induzidas no centro da lesdo. Testes de confiabilidade indicam que examinadores
experientes na sua aplicagdo conseguem aplica-la consistentemente e obtém
resultados similares. A escala oferece aos avaliadores uma medida mais
discriminatéria dos resultados comportamentais para avaliar os resultados dos
tratamentos depois da lesdo da medula espinal em ratos.

Basso et al.’' padronizam o aparelho New York University Impactor (NYU
Impactor), desenvolvido em 1992 por John Gruner® para realizar contusdo medular
em ratos e utilizam a escala funcional BBB para avaliar a recuperacao da funcao
locomotora. Observam que ha aumento da movimentacao dos membros traseiros
duas semanas ap6s a lesdo compressiva ou transeccdo medular e que o
equipamento causa contusdo medular graduada, consistente e reprodutivel em
todos os ratos. Concluem que o exame dos efeitos terapéuticos para indices lentos e
rapidos de recuperacdo é mais evidente nos animais que sofrem lesdo com pesos

langados a 12,5 e 25 mm de altura de 10 g sobre a medula espinal. A maior
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quantidade de tecido poupado é relacionada a melhor recuperacao da funcéo
locomotora. Seu estudo também permite concluir que a escala BBB é aplicavel para
a utilizacao do sistema NYU para analisar a recuperacédo da funcdo locomotora de
ratos com contusdo medular.

Rodrigues®® padroniza o modelo de lesdo contusa de medula espinhal em ratos
Wistar provocada por equipamento computadorizado por impacto por queda de peso
de acordo com parametros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study (MASCIS) e verifica a existéncia de correlacao entre o volume de lesao e os
parametros mecanicos. Conclui que o modelo é capaz de gerar lesbes medulares
padronizadas em ratos.

Vialle et al.>* realizam lesdo medular em ratos Long-Evans, utilizando o modelo
de queda de peso com NYU-Impactor, e fazem avaliacdo histolégica com a
coloragdo com hematoxilina-eosina da lesdo da medula espinal dos animais
sacrificados a cada 6 horas até 48 horas da lesdo. Observam que ocorre reducao
volumétrica dos neurdnios nos ratos sacrificados em 6 horas, reducdo no niumero de
neurdnios e indicios de vacuolizacdo nos animais sacrificados em 24 horas pés-
lesdo e intensa degeneragao neuronal e vacuolizacdo em 48 horas.

Em 2000, Metz et al.>® estudam ratos submetidos a traumatismo contuso da
medula espinal por queda de peso e comparam com dados de 85 doentes com
traumatismo raquimedular crénico. Encontram similaridade nas caracteristicas
eletrofisiolégicas, com reducdo da laténcia e amplitude nos potenciais evocados
motor e somato-sensitivo, e ambos tém correlagdo com a incapacidade motora em
ratos e humanos. Em ratos, a analise histoldégica e as imagens de ressonancia
magnética demonstram uma relacao préxima entre a quantidade de substancia
branca preservada e capacidade de locomocdo. Os autores concluem que as
técnicas para avaliagcdo da extensao e gravidade da lesdo medular em humanos e
ratos tém valor comparavel e que o rato pode servir como modelo animal para
pesquisa funcional e morfolégica para desenvolver novas estratégias de tratamento.

Em 2011, Agrawal et al.>¢ pesquisam a relacdo entre o resultado funcional da
escala BBB com o estudo por potencial evocado somato-sensitivo (PESS), em ratos
submetidos a traumatismo da medula espinal pelo NYU Impactor, com queda de
peso 10 g a 6,25 mm (lesdo leve), 12,5 mm (moderada), 25 mm e 50 mm de altura
(grave), avaliados semanalmente por sete semanas. O grau de atenuacdo das
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amplitudes do PESS imediatamente apds o traumatismo tem correlagao direta com a
gravidade da lesdo. A progressao de recuperacao funcional do PESS tem diferenca
significativa entre os grupos ao longo do tempo. O grupo de traumatismo com alta
energia (25 e 50 mm) demonstra quase nenhuma recuperagdo. O grupo com
energia menor (6,25 e 12,5 mm) tem melhora significativa entre uma e trés
semanas, quando se estabiliza, sem demonstrar recuperacao neurolégica completa.
O padrao temporal de evolugédo da lesao ao longo de 7 semanas ¢é diferente quando
avaliada pelo BBB e pela analise do PESS. Os autores concluem que o PESS e o
BBB sao avaliagdes diferentes e complementares que sao necessarias na analise da
lesdo medular experimental.

Ferreira et al.3*5” padronizam o método de monitoracdo neurofisiolégica para
obtencao de potenciais evocados motores em 50 ratos através de estimulo elétrico
transcraniano. Determinam a amplitude média das respostas de 3,0 mV e de 2,5 mV

nos membros dianteiros e membros traseiros, respectivamente.

2.2. Estudos de farmacos para tratamento da lesao secundaria

Ducker e Hamit®® avaliam o efeito da hipotermia local, da dexametasona por via
intramuscular por sete dias e do uso de dose Unica de metilprednisolona por via
intratecal comparada a um grupo controle na lesdao medular experimental em
cachorros. Utilizam a escala de funcdo motora de Tarlov et al.*¢ para avaliar seus
resultados. Descrevem melhora neurolégica estatisticamente significante nos grupos
que recebem dexametasona intramuscular e hipotermia local.

Hansebout et al.?® realizam lesdo experimental da medula espinal causada pela
compressdo com baldo em fémeas adultas de caes divididas em cinco grupos de
acordo com o tratamento realizado: laminectomia; laminectomia e aplicacao de calor
a 37°C; laminectomia e lesado; laminectomia, lesdo e uso de corticosteroide; e
laminectomia, lesdo e resfriamento a 6°C durante quatro horas. Observam que 0s
animais tratados com corticosteroide ou com resfriamento apresentam recuperacao

motora significativamente superior aos animais dos demais grupos.
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De La Torre et al.?% avaliam 32 cdes submetidos a lesdo experimental causada
por queda de peso e tratados com manitol, dexametasona ou dimetil-sulfoxido ou
solucao fisiolégica. Concluem que ocorre melhora parcial ou completa da funcao
com o uso de dimetil-sulféxido ou dexametasona.

Kuchner e Hansebout®® tratam cdes que sofreram lesdo experimental da
medula espinal por compressao com baldo com dexametasona, hipotermia sem
irrigacdo, ou associacdo de dexametasona e hipotermia sem irrigacdo. Concluem
que o tratamento com a associagdo de hipotermia e dexametasona proporciona
melhor recuperagdao motora.

Yeo et al.5" avaliam as alteragdes anatomopatolégicas associadas a necrose
pés-traumatica central da medula espinal de ovelhas submetidas a lesdo
experimental de acordo com o modelo de queda de peso, divididas em quatro
grupos: as do grupo controle, as tratadas com metilprednisolona por via intratecal,
alfa-metil-paratirosina ou oxigénio hiperbarico. Concluem que, nos animais do grupo
sem tratamento, ha necrose intensa da substancia cinzenta central, onde se
instalam microcistos e desmielinizacdo ao redor da lesao, varios graus de fibrose,
gliose e extensa degeneracgao cistica. Apesar do intenso grau de degeneragdo na
substancia branca, nos animais tratados com metilprednisolona por via intratecal,
ocorre recuperacdo motora significativa, pois todos os animais desse grupo
recuperam, pelo menos, os movimentos antigravitacionais. Entretanto, nenhum
animal do grupo controle ou dos grupos tratados apresenta recuperagdo motora
completa. O grau de degeneracéo cistica central e de desmielinizagédo € idéntico ao
observado no grupo nao tratado e, nos animais tratados com alfa-metil-paratirosina,
ocorre recuperagao motora significativa e menor degeneracdo cistica central e
instalacdo de microcistos na substancia branca. Nos animais tratados com
oxigenoterapia hiperbarica, ocorre melhora significativa da recuperagdo motora
durante o periodo de oito semanas apo6s a lesdo e menor degeneracdo cistica
central e de formacéo de microcistos nas colunas anterior e lateral.

Means et al.?? observam que a metilprednisolona, em gatos submetidos a leséo
medular aguda, € benéfica quanto a recuperagcdo motora. Os autores avaliam os
parametros morfométricos da medula lesada e a percentagem da area cavitaria e da

area ocupada pela cavidade da medula e os comparam com a avaliacdo da
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recuperacao neurolégica dos animais. Concluem que ha correlagdo negativa entre a
dimensao da cavidade e o indice de recuperacdo motora.

de La Torre®® realiza uma revisdo sobre as estratégias das pesquisas basicas e
aplicadas em lesdo medular. Analisa 0os modelos experimentais, as técnicas de
avaliacdo do traumatismo medular experimental, os estudos neurofisiolégicos e
morfolégicos, os mecanismos vasculares, o fluxo sanguineo medular, as mudancas
bioquimicas e metabodlicas e os tratamentos das lesbes medulares agudas e
cronicas. Destaca que ha trés possiveis teorias para a regeneracdao axonal no
sistema nervoso central: o brotamento colateral das fibras nervosas, a
neuroplasticidade e a regeneracdo axonal. Vislumbra a possibilidade da
regeneracdo com o transplante de tecido neural, com o uso de fatores de
crescimento ou células fetais.

Anderson et al.8* avaliam prospectivamente a microvascularizagdo no local
lesdo da medula espinal de gatos que sao tratados com metilprednisolona com
doses altas (15 mg/kg/24 h), muito altas (60 mg/kg/24 h) ou néo tratados. Observam
que aqueles tratados com altas doses de metilprednisolona apresentam preservacao
significativa da perfusdo microvascular em relacao aos nao tratados.

Young e Flamm®® realizam estudo prospectivo envolvendo 15 gatos adultos
submetidos a lesdo medular traumatica de acordo com o modelo de contusdo de
impacto causado por queda de peso de 400 g.cm. Os animais sao divididos em trés
grupos: os sem tratamento, os tratados com 15 mg/kg de metilprednisolona 45
minutos apo6s a lesao e os tratados com 30 mg/kg de metilprednisolona. Concluem
que, nos animais tratados com doses elevadas de metilprednisolona (30 mg/kg),
ocorre melhora do fluxo sanguineo, mensurado com a técnica de depuracao de
hidrogénio na primeira hora apds a lesdo, e melhora da concentragdo do calcio
extracelular e dos potenciais somato-sensitivos evocados, com a estimulacao do
nervo ciatico e registrados bipolarmente com eletrodos aplicados no espaco epidural
sobre o cértex somato-sensitivo. De acordo com os autores, o tratamento com doses
elevadas do corticosteroide proporciona vasodilatacdo na medula espinal, e o
aumento do fluxo sanguineo medular justifica os efeitos benéficos do tratamento na
recuperacao funcional.

Braughler e Hall®® realizam laminectomia de L2 a L5 em 87 gatos e neles
aplicam carga compressiva de 400 g.cm para produzir lesdo medular. Depois, tratam
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0s animais com dose Unica variando de 7,5 a 60 mg/kg de metilprednisolona, em
bolo 30 minutos apds a lesdo. Os autores verificam que a lesdo causa elevacao
rapida duas vezes maior de lactato cinco minutos apdés o traumatismo e trés vezes
maior duas horas apés. A concentracao de lactato declina quatro e oito horas apés a
lesdo. Ocorre também reducdo da concentracdo de piruvato na primeira hora apo6s a
lesdo, seguida de aumento entre duas e oito horas apds. Concluem que a
metilprednisolona pode melhorar o fluxo sanguineo nas lesées medulares.

Hall et al.6” avaliam o fluxo sanguineo medular em 25 gatos adultos submetidos
a contusao medular padronizada ao nivel de L3. Os animais sao divididos em quatro
grupos, o primeiro € o grupo controle, o segundo recebe 15 mg/kg de
metilprednisolona, o terceiro, 30 mg/kg e o quarto, 60 mg/kg de metilprednisolona.
Ap6s a lesao, realizam estudo do fluxo sanguineo em todos os animais em 10
minutos, 30 minutos, uma, duas, trés e quatro horas apdés a lesdo. Os autores
demonstram que os gatos tratados com 30 mg/kg de metilprednisolona mantém o
fluxo sanguineo normal; os tratados com 15 mg/kg usufruem de beneficios menores;
os tratados com 60 mg/kg nao usufruem de qualquer beneficio. Os autores
concluem que a metilprednisolona diminui a isquemia medular poés-traumatica,
quando administrada na dose de 30 mg/kg, dentro das primeiras horas ap6s o
traumatismo, mas nao reverte a isquemia quando ja instalada.

Anderson et al.’8 descrevem varios eventos fisiopatolégicos que ocorrem no
tecido medular lesado ap6és o traumatismo raquimedular agudo e que acarretam
destruicdo tecidual e paraplegia. Como eventos decorrentes e secundarios ao
traumatismo medular agudo, citam a necrose hemorragica, a isquemia, o edema, a
inflamacé@o e a perda do calcio do espaco extracelular e de potassio do espaco
intracelular. Enfatizam a importancia da peroxidacéao lipidica, que pode lesar direta
ou indiretamente as células, e que a metilprednisolona, em concordancia com outros
estudos experimentais de lesdo medular em animais, revela-se efetiva na prevencao
da cascata de eventos secundarios que resultam na lesdo medular, ao atenuar a
acao dos radicais livres de oxigénio na peroxidagao.

O estudo NASCIS 1% é o primeiro grande ensaio clinico com amostra aleatéria
sobre o0 uso da metilprednisolona em doentes que sofreram traumatismo da medula
espinal, tratados com bolo de 100 mg de metilprednisolona de dose de ataque
seguida da administracdo de 100 mg ao dia durante 10 dias ou de 1.000 mg dose de
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ataque, seguida de 1.000 mg ao dia durante 10 dias. Conclui-se que nao ha melhora
neurologica entre os doentes nas avaliagbes realizadas em seis semanas, seis
meses® ou um ano’® apds o traumatismo.

No estudo NASCIS I, sdo avaliados os efeitos de doses maiores de
metilprednisolona, ou seja, bolo de 30 mg/kg seguido de 5,4 mg/kg/h em 23 horas, e
os resultados sdo comparados com o tratamento com naloxona e placebo instituidos
até 12 horas apdés o traumatismo.’® Conclui-se que os doentes tratados com
metilprednisolona até oito horas apdés a lesdao usufruem de melhora motora e
sensitiva significativa em relacdo aos tratados com naxolona, placebo ou
metilprednisolona apds oito horas. Entretanto, ha aumento da infeccdo péds-
operatéria e do sangramento gastrointestinal nos doentes tratados com
metilprednisolona.

Bracken et al.' avaliam, prospectivamente, doentes com lesdo medular aguda
atendidos de acordo com estudo multicéntrico duplamente cego com amostras
aleatérias e observaram que aqueles tratados com 30 mg/kg em bolo de
metilprednisolona oito horas apds a lesao, na primeira hora, e 5,4 mg/kg/h durante
as préximas 23 horas apresentam melhora da funcdo neuroldgica durante as
primeiras seis semanas e no sexto més; nos doentes tratados com naloxone, ndo ha
recuperacao significativa; nos doentes tratados apds oito horas, com
metilprednisolona ou naloxone, ha recuperagao da funcdo motora menor quando
comparados ao grupo placebo. Concluem que o tratamento com doses altas de
metilprednisolona esta indicado para o traumatismo agudo da medula espinal em até
oito horas da leséao.

De acordo com Hall,”! o tratamento intensivo com doses altas de
metilprednisolona nas primeiras oito horas ap6s o traumatismo medular melhora a
recuperagao funcional de doentes e de animais de experimentagdo. Atribui a
melhora a agéo neuroprotetora da metilprednisolona, que inibe os radicais livres de
oxigénio induzidos pela peroxidacao lipidica, e sugere que devam ser desenvolvidas
novas drogas ou associacdo de drogas com a finalidade de diminuir os efeitos
adversos das doses elevadas dos corticosteroides.

Bracken e Holford”? analisam os resultados dos estudos controlados do
NASCIS | e Il. Concluem que a metilprednisolona, desde que aplicada precocemente
apds a lesdo medular completa ou incompleta, proporciona melhora da funcao

William Gemio Jacobsen Teixeira



Revisdao da Literatura |15

motora de doentes, e que o tratamento tardio associa-se a diminuicdo da
recuperacao neuroldgica.

Constantini e Young® observam que administracdo de dose Unica de
metilprednisolona, 30 mg/kg, cinco minutos apds a lesdo do segmento TX da medula
espinal de ratos causada com a queda de peso de 10 g a alturas de 12,5 mm, 25 mm e
50 mm, reduz significativamente o volume da lesdo e impede a hiponatremia induzida,
enquanto a administracao isolada de 10 a 30 mg/kg de monogangliosideo, G(M1), exerce
pouco ou nenhum efeito. A associacdo de metilprednisolona com G(M1) bloqueia os
efeitos da metilprednisolona. Os autores concluem que o G(M1) antagoniza os efeitos
centrais e periféricos da metilprednisolona em ratos com lesdo medular.

Chen et al.”® observam melhora da regeneragdo axonal em enxertos de células
de Schwann quando a metilprednisolona é administrada no momento da transeccao
medular e implantacao de células de Schwann.

No estudo NASCIS Ill, Bracken et al.”* pesquisam a eficacia da
metilprednisolona administrada por 24 e 48 horas ou de metilprednisolona em bolo
associada ao mesilato de tirilazade, administrado por 48 horas. Foi uma pesquisa
clinica aleatorizada, duplamente cega e multicéntrica, em 499 doentes com leséo
medular aguda diagnosticada dentro das primeiras oito horas. Concluem que
doentes com lesdo medular aguda que recebem metilprednisolona nas primeiras
trés horas devem manter o tratamento por 24 horas, enquanto, para aqueles que
iniciam o tratamento entre trés e oito horas apds a lesdo, a metilprednisolona deve
ser mantida por 48 horas. Os doentes que sao tratados com mesilato de tirilazade
tem taxas de recuperacdo motora equivalentes as taxas daqueles que recebem
metilprednisolona por 24 horas.

Gebrin et al.” publicam um artigo de revisao da literatura sobre as perspectivas
de recuperagdo do doente com lesdo da medula espinal. Apontam a
metilprednisolona como o farmaco que melhora funcao neurolégica; citam o G(M1)
como tendo eficacia na recuperagdo de doentes com lesdes crbnicas do sistema
nervoso central. Concluem que trabalhos experimentais demonstram que axdnios
integros, apesar de poucos, podem propiciar integridade de arco reflexos viscerais,
como vesical, sexual e intestinal, e que 10% de axbnios remanescentes podem

oferecer condi¢des de marcha.
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Em 1998, Bracken et al.'? publicam os resultados de recuperacgdo funcional e
neurolégica e as taxas de morbidade e mortalidade com um ano de
acompanhamento dos doentes tratados no NASCIS IIl.74 Observam que ocorre
recuperacao neurolégica similar nos trés grupos quando recebem tratamento dentro
das primeiras trés horas ap6s a lesdo. Nos doentes tratados apds trés horas da
leséo, o grupo que recebe metilprednisolona por 24 horas apresenta recuperagéo da
funcdo motora menor do que os que recebem metilprednisolona por 48 horas. As
taxas de mortalidade e morbidade sao iguais nos trés grupos. Os autores concluem
que, para os doentes que recebem tratamento dentro das primeiras trés horas, a
manutenc¢ado do tratamento por 24 horas € apropriada. Nos pacientes que iniciam o
uso da metilprednisolona entre trés e oito horas apds a leséo, o tratamento deve ser
mantido por 48 horas.

Delamarter e Coyle’® recomendam como conduta o uso da metilprednisolona
conforme o protocolo descrito no NASCIS Ill,’4 além da redugdo e estabilizacdo
rapida das lesdes que provocaram a compressao medular como fatores criticos para
melhores resultados neuroldgicos e funcionais no longo prazo.

Jeffery e Blakemore’” afirmam que, até o momento, apenas a cirurgia
descompressiva € o uso de metilprednisolona tém se mostrado eficazes no
tratamento do traumatismo medular agudo.

Yoon et al.’® pesquisam o tempo ideal para administracdo da
metilprednisolona. Administram uma ou duas doses de metilprednisolona na dose de
30 mg/kg em 10, 30, 120, 150 e 240 minutos apo6s lesao pelo NYU e avaliam o
volume de lesdo da medula espinal. Observam que a administracédo de dose Unica
de 30 mg/kg de metilprednisolona, 10 minutos apbés o traumatismo, reduz
significativamente o volume da lesdo, mas ndo com tratamento com inicio ap6s 30
minutos. Concluem que deve haver uma janela terapéutica muito curta nesse
modelo experimental.

Bracken,” de acordo com a revisdo sistematica sobre os farmacos destinados a
tratar a lesdo medular aguda, a metilprednisolona em doses elevadas € a Unica terapia
farmacologica que demonstra eficacia. Contudo, de acordo com revisdo sistematica
sobre os trabalhos do uso da metilprednisolona em humanos e animais realizada por

Short et al.,? o uso terapéutico da metilprednisolona ndo é recomendado.

William Gemio Jacobsen Teixeira



Revisdo da Literatura |17

Em 2001, Bracken®' realiza uma revisdo sistematica da literatura e conclui que
a metilprednisolona, utilizada em até oito horas apds a lesdo medular aguda, é uma
terapia segura e eficaz que pode proporcionar recuperacao funcional importante em
alguns doentes, mas que novos estudos com o uso de outros farmacos ou
associacao de farmacos deveriam ser realizados.

Matsumoto et al.’”® avaliam o potencial de complicagbes do uso da
metilprednisolona como preconizado pelo protocolo NASCIS 11" quando comparado
ao placebo em um ensaio clinico prospectivo, com amostra aleatéria e duplamente
cego. A taxa de complicacdes é maior no grupo metilprednisolona (56,5% versus
34,8%). As principais complicacbes sao respiratdérias e gastrointestinais e
expressam-se mais na populacao idosa.

Hall®2 demonstra que a maioria das lesées medulares ndo é completa, pois
parte da substancia branca permanece integra. Salienta que a recuperacao
neurolégica depende da preservacao das estruturas que permanecem integras apos
o traumatismo, principalmente os axénios descendentes e ascendentes presentes
na substancia branca, e da qualidade na mielinizacdo. O autor analisa as estratégias
farmacolégicas focalizadas no controle do processo das lesbes secundarias,
primariamente a peroxidagéo lipidica e a manutengdo do maximo da substancia
branca remanescente possivel. Conclui que a metilprednisolona € o Unico farmaco
que, em doses elevadas, melhora a funcao neurolégica de animais.

Hurlbert'# realiza uma revisao da literatura para avaliar o tratamento da leséo
medular aguda com metilprednisolona. Conclui que a metilprednisolona ndo deve
ser recomendada rotineiramente em casos de lesdo medular aguda, que seu uso
prolongado pode provocar riscos para o doente e que deve ser mantida como
farmaco sob investigacao.

Taoka e Okajima® salientam a importancia dos eventos secundarios ao
traumatismo medular, como os fendbmenos vasculares progressivos e dano
endotelial. Enfatizam que poucos agentes farmacol6gicos atuam no sistema nervoso
central lesado. Destacam a agédo da metilprednisolona e do G(M1), que consideram
como unicos disponiveis para o0 uso clinico.

Barros Filho et al.84 avaliam 15 ratos adultos submetidos a lesdo hemi-medular,
em que foram transplantadas células do sistema nervoso fetal para o local da lesao,

comparados a cinco animais como controle sem transplante. O exame histolégico
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realizado apds 48 horas demonstra que, em 60% dos ratos, as células fetais
transplantadas permanecem vidveis, e o0s autores observam que a reacdo
inflamatéria € maior no grupo controle.

Merola et al.8 demonstram histologicamente que a metilprednisolona reduz o
desenvolvimento do edema grave e preserva a arquitetura da medula espinal
adjacente ao local da lesdo, mas nao altera o desenvolvimento da necrose ou
reacao astrocitica local.

Nishio et al.'® demonstram que ha receptores para o fator estimulador de
colénia de granulécitos (G-CSF) na medula espinal de animais. Em um estudo in
vitro, demonstram que a administracdo de G-CSF confere neuroprotecdo contra a
morte neuronal induzida pelo glutamato, de modo dependente de dose; o efeito é
perdido apds bloqueio do receptor de G-CSF por anticorpo antirreceptor de G-CSF
ou pelo inibidor de JAK2/STAT, AG490 e PI3SK. Demonstram também que a
expressao de pSTAT3 aumenta, assim como de Bcl-2, um alvo antiapoptotico de
STAT3. Em camundongos submetidos a lesdo medular contusa, o G-CSF reduz o
namero de neurdnios que sofrem apoptose na fase aguda e aumenta o nimero de
neurdnios sobreviventes na fase crénica, além de promover melhora funcional.

Cristante et al.3' demonstram beneficio do tratamento com a combinagdo das
vitaminas C e E de ratos Wistar submetidos a traumatismo raquimedular com o NYU
Impactor quanto a melhora histolégica, mas nao a funcional, pela escala BBB.
Teorizam que o efeito benéfico na avaliagdo histolégica deve estar relacionado ao
efeito antioxidante, que reduz a magnitude da resposta inflamatéria.

Cristante et al.8¢ avaliam o efeito da infusdo de células-tronco indiferenciadas
autdgenas no local de lesao através de arteriografia em doentes com lesdo medular
croénica, com mais de dois anos de evolugcdo. Observam que 66,7% dos doentes
apresentaram melhora do potencial evocado somato-sensitivo em dois anos e meio
de seguimento. N&o houve grupo controle.

Sanli et al.?> avaliam, em ratos submetidos a traumatismo raquimedular agudo
e tratados com metilprednisolona ou G-CSF, a atividade da mieloperoxidase, da
peroxidacéo lipidica e os achados ultraestruturais ocorridos no periodo de 24 horas.
A metilprednisolona tem melhor eficacia do que o C-GSF na reducao da peroxidacao

lipidica e na reducao das alteracdes ultraestruturais. Dose Unica de 50 mcg/kg de G-
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CSF tem beneficio na redugédo da atividade da mieloperoxidase e concentracao do
malondialdeido.

Marcon et al.8” provocam lesdo medular em ratos Wistar com o modelo de
queda de peso com NYU-Impactor e utilizam a escala de avaliacdo funcional BBB
para avaliar o potencial de efeito benéfico da metilprednisolona utilizada antes da
ocorréncia da lesdo da medula espinal, como forma de reduzir 0 dano medular
durante intervencbes cirurgicas. Nao observam efeito benéfico da utilizacdo do
farmaco e relatam complicacées associadas ao seu uso.

Dittgen et al.88 estudam o efeito do G-CSF na lesdo medular por impacto num
modelo experimental com uma dose de ataque de 60 mcg endovenosa, seguida de 30
mcg/kg ao dia, por 14 dias, por bomba de infusdo. Os autores concluem que houve
melhora significativa da fungdo motora de acordo com a escala funcional BBB.

Lee et al.?0 trataram ratos Sprangue-Dawley com 100 mcg/kg de G-CSF por dia
por cinco dias consecutivos apds lesdo medular contusa. Avaliam o potencial evocado
somato-sensitivo dos nervos cidticos e nervos medianos bilateralmente,
imediatamente apds a lesdo e nos exames funcionais nos dias 9, 16, 23 e 37.
Demonstram que a medula espinal foi mais preservada nos animais tratados do que
nos controles, conforme verificado pela avaliacao histoldgica e pelo melhor resultado
neurofisiolégico. A diferenca na avaliagdo funcional pela escala BBB s6 é
estatisticamente significante entre o 302 e o0 372 dia de tratamento. Ocorre reducao da
infiltragcdo da micréglia e macréfagos na fase crénica da lesdo medular. Os autores
concluem que a ativagao da microglia e dos macréfagos pode ser responsavel pela
desmielinizacdo e lancam a hip6tese de que o bloqueio da inflamacao reduziria
parcialmente a lesdo da medula espinal e promoveria a melhora da funcao.

Kodata et al.?! estudam ratos Sprague-Dawley submetidos a lesdo medular por
contusdo e tratados com G-CSF na dose de 15 mcg/kg/dia por cinco dias e
comparados a controles que recebem solucéo fisiolégica. Concluem que o G-CSF
promove melhora na funcdo neurolégica avaliada pelo BBB, protege os
oligodendrécitos de morte celular pela supressdo da expressdao de citocinas
inflamatérias e aumento da expressao de proteinas antiapoptéticas.

Takahashi et al.?® realizam um estudo fase I/lla em 16 doentes com lesdo
medular aguda com tempo de lesdo de até 48 horas, divididos em dois grupos. Um
grupo de 5 doentes foi tratado com 5 mcg/kg/dia endovenoso de G-CSF e outro
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grupo de 11 doentes foi tratado com 10 mcg/kg/dia endovenoso por cinco dias. Eles
sdo comparados a um controle histérico de doentes tratados com metilprednisolona.
Doentes que recebem 10 mcg/kg/dia tém melhora superior no escore motor da
American Spinal Injury Association (ASIA) quando comparados ao controle histérico,
mas nao ha diferenca estatistica.

Cristante et al.>* demonstram efeito sinérgico do uso da fluoxetina combinada
ao treinamento fisico no tratamento do traumatismo medular contuso em ratos
Wistar, com efeito superior ao uso de cada estratégia de forma isolada.

Guo et al.?2 demonstram que o G-CSF pode recrutar micrdglia para o local de
uma lesdo por hemisseccao da medula espinal em ratos nas primeiras 72 horas, e
que G-CSF inibe a expressao de fatores pré-inflamatérios e promove a expressao de
fatores neurotréficos. Sugerem que o uso do G-CSF é uma estratégia promissora no
tratamento da lesdo medular.

Chung et al.?” demonstram que o G-CSF suprime a formacéo de cicatriz glial
apos lesdo da medula espinal em ratos, possivelmente por restringir a expressao da
proteina acidica fibrilar glial e proteoglicanos. Concluem que o efeito do G-CSF é
similar ao efeito do fator estimulador de colénia granul6citos-macrofagica, de forma
que o G-CSF seria um farmaco util para o tratamento da lesdo medular.

de Mesquita Coutinho® et al. tratam ratos Wistar submetidos a traumatismo
raquimedular contuso com o NYU Impactor com a combinacdo de tacrolimus e
eritropoietina e concluem que nao ha beneficio histolégico, neurofisiolégico ou
funcional com a associa¢ao dos farmacos.

Chen et al.,>* em um estudo em ratos Wistar com traumatismo medular pelo NYU
impactor, comparam o uso do G-CSF na dose intratecal de 10 mcg com a
metilprednisolona por 24 horas. Demonstram que o G-CSF reduz a expressao de TGF-
B1 e TNF-a mas ndo a metilprednisolona. Os ratos tratados com G-CFS intratecal
sofrem aumento de expressao de neurofilamentos além da cicatriz glial.

Kamiya et al.,>® numa pesquisa clinica fase I/lla, comparam o uso de G-CSF, na
dose de 10 mcg/kg/dia por cinco dias consecutivos em doentes com até 48 horas de
lesdo, a controles histéricos de doentes tratados com metilprednisolona. Concluem que
os doentes que receberam G-CSF tém escore motor pela ASIA maior do que o grupo
que recebe metilprednisolona. Recomendam um estudo prospectivo com amostra
aleatoria e controlado para comparar a eficacia do G-CSF com a metilprednisolona.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Etica

O protocolo de pesquisa para este estudo foi aprovado pela Comissao
Cientifica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia (IOT) e pela Comissao de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP), por meio da

Comiss&o de Etica no Uso de Animais (protocolo de pesquisa 180/13, Anexo )

3.2. Modelo experimental de lesao medular

3.2.1. Animais de experimentacao

Foram avaliados 40 ratos Wistar machos, com peso variando de 300 a 340 g,
com 20 a 21 semanas de vida, oriundos do Centro de Bioterismo da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. O numero de animais para a formacao dos
grupos baseou-se em pesquisas prévias em que se adotou modelo experimental
semelhante.3'-8°

Todos os ratos foram avaliados quanto as condicdes gerais e acondicionados
em numero de até cinco animais de uma mesma ninhada por gaiola (40 x 60 cm).
Foram mantidos em ambiente climatizado, sob condicdes de higiene, alimentacao e
hidratacdo adequadas no Laboratério de Estudos do Traumatismo Raquimedular e
de Nervos (LETRAN) do IOT-HC-FMUSP.
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O condicionamento dos animais foi realizado com o manuseio continuo pelos

pesquisadores e estimulos para movimentacao antes da lesdo medular, de modo a

uniformizar a avaliacdo da sua capacidade motora ap6s a lesao da medula espinal.

3.2.2. Critérios de inclusao e exclusao

Foram adotados os seguintes critérios de inclusao:

Ratos da raca Wistar;

Machos adultos jovens (20 a 21 semanas de vida inclusive);
Peso entre 300 a 340 gramas, inclusive;

Condicoes gerais (pelagem e estado clinico) e motricidade normais.

Foram adotados os seguintes critérios de exclusao:

Obito apds lesdo da medula espinal;

Anomalias da medula espinal observada macroscopicamente na area de lesao;
Autofagia ou mutilag&do entre os animais;

Movimentacao normal na primeira avaliacdo apos lesédo ou 21 pontos na escala
BBB (Basso, Beattie e Bresnahan®®) de avaliag&o funcional.

3.2.3. Formacao dos grupos experimentais

Todos os ratos foram submetidos a lesdo moderada da medula espinal com o

sistema computadorizado para impacto medular por queda de peso — NYU Impactor

com queda de peso de 10 g da altura de 12,5 mm. Os animais foram separados por

sorteio formando quatro grupos contendo dez animais cada:
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o Grupo controle — submetido ao traumatismo raquimedular para controle da
evolucdo da lesao, sem tratamento;

o Grupo metilprednisolona — tratado com 30 mg/kg de metilprednisolona
intravenosa 10 minutos, 6 horas e 24 horas apés a lesao, conforme protocolo
descrito por Park et al.;®°

o Grupo G-CSF - tratado com 15 mcg/kg de fator estimulador de colénia de
granulécitos (G-CSF) por via subcutdanea no momento da lesdo e diariamente
por 5 dias, conforme protocolo descrito por Kawabe et al.;?®

. Grupo G-CSF/metilprednisolona — tratamento combinado com G-CSF no
momento da lesdo e diariamente por 5 dias associado a metilprednisolona por
24 horas.

3.2.4. Protocolo de anestesia e analgesia

Os ratos foram anestesiados com 50 mg/kg de pentobarbital por via
intraperitoneal. O efeito anestésico geralmente se instala em cinco minutos e dura
duas horas, aproximadamente, tempo suficiente para o procedimento de lesdo. O
nivel da anestesia foi determinado pela avaliacdo do reflexo de retirada a
compressao da cauda.

Durante o periodo do estudo, os animais receberam analgesia por via oral com
cloridrato de tramadol na dose de 15 mg/kg dissolvidos na agua conforme protocolo

por Dittgen et al.®
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Apl6s anestesia, o rato foi submetido a tricotomia, antissepsia e assepsia na

regidao dorsal. Foi realizada uma incisdao na linha média para expor os arcos

posteriores da coluna vertebral de TVIII a TXIl. Os musculos paravertebrais foram

descolados dos processos espinhosos e das laminas de TIX a

TXI. O processo

espinhoso e a lamina da vértebra de TX foram removidos com micro saca-bocados

para expor o saco dural e permitir o posicionamento da ponta da haste do NYU

Impactor (Figura 1).
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Figura 1. Laminectomia com exposi¢ao do saco dural.

Respeitaram-se todos os demais cuidados descritos por Rodrigues® e

Rodrigues et al.®! e padronizados por Santos et al.®?
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3.2.6. Lesao medular (contusao moderada controlada pelo NYU Impactor)

Foi adotado o modelo experimental de lesao medular do MASCIS (Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study) padronizado para ratos Wistar.®! A produgdo de
lesbes moderadas foi feita através do equipamento computadorizado para impacto
por queda de peso NYU Impactor, de modo a causar déficit motor similar ao que
ocorre em casos lesdo medular contusa traumatica em seres humanos.®® O
equipamento computadorizado para impacto medular por queda de peso monitorada
NYU Impactor (Figura 2) é composto por:

o Dispositivo de impacto (haste de 10 g, tubo guia e sistema de monitoracéo de
posicdo, velocidade de queda, instante de contato, periodo de contato,
deformacao da coluna e deformacgéo absoluta e relativa da medula);

o Microcomputador;

J Monitor de video;

o Placa de interface com saida paralela e temporizador.
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EQUIPAMENTO COMPUTADORIZAD O PARA IMPACTO POR QUEDA DE PESO
(NYU Weight - Drop Impactor)
Diagrama Esquematico Sem Escala

Potencidmetro dtico digital para reedigio da posigio das hastes
de impacta e de monitorag 3o do movimento vertebral

S — Alturas prefivadas
ST~ Hastes de conexdo
Pino de liberagio
Afuisican, mostradores,
Haste de impacto armazenamento e  analise
computadarizadas.
Conecgao "D Conector

4 pinos

@ hicrocompu
4 -taclor 1BM

rameaativel

Sisterma de Cnnecgén LEg)
interfaceamento 37 pinos

a8 Circuito detector de contato da haste de impacto com a coluna
verehral (detecta com precisdo o instante de impacto)

e 50 de impacto
{10 grns ¥ didmetro nominal de 2,8 mim — pode ser alterado)
{resolugdo aproximada: 0,075 mm e 10 ps)

e H35te de rronitarac o do movirnento vertebral

{pino de tungstanio posicionado no processo lateral da veértebra no ponto
daoimpacto)

{resolugio aproximada: 0,015 mm e 10 ps)

Figura 2 - Diagrama esquematico sem escala do equipamento computadorizado
para impacto medular por queda de peso NYU Impactor.

Os ratos foram posicionados no NYU Impactor de maneira a permitir o contato
pleno da ponta da haste na superficie exposta da medula (folga de 0,2 mm de cada
lado), na regido de TX da medula espinal. As duas garras regulaveis foram
ajustadas para a fixacdo da coluna vertebral e presas aos processos espinhosos das
vértebras TVIII e TXI. As garras diminuiram a deformacdo do corpo do rato e,
consequentemente, o movimento da coluna e dissipacdo de energia, quando

ocorreu a queda do peso (Figura 3).
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Figura 3. Posicionamento do rato no NYU Impactor com garras fixadas aos processos
espinhosos de TVIII e TXI e checagem do posicionamento da haste.

O teste de impacto consistiu na queda de uma haste de impacto de 10 g de
peso de uma altura predeterminada de 12,5 mm entre a ponta da haste e a
superficie da medula espinal em queda livre, através de um tubo guia, monitorado
por computador de maneira a reduzir os fatores de imprecisdo. O monitoramento por
computador permitiu controlar a velocidade da haste, a deformagédo absoluta e
relativa da medula, o instante de contato efetivo e o tempo de contato. Foram
adotados os procedimentos, cuidados, regulagens, controles, monitoracao, limpeza
e esterilizagdo da haste constantes em seu manual e os recomendados por
Constantini e Young,*® Rodrigues®® e Rodrigues et al.?"

Apds o impacto, inspecionou-se o local da lesdao da contusdo. Havendo
hemorragia, realizou-se a hemostasia com coagulador bipolar. Em seguida, lavou-se
o local da contusdo com solucao fisiolégica a temperatura ambiente. Realizou-se a
aproximacgao dos planos da fascia e da pele com sutura de pontos simples com fio
de nylon monofilamentado 2,0 e 3,0.
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3.2.7. Procedimento apos lesao

Os ratos foram transferidos e mantidos por 30 minutos em camaras com
temperatura controlada entre 25°C a 28°C no pés-operatério imediato. A bexiga foi

esvaziada por compressao vesical externa.

3.2.8. Antibioticoterapia

Os ratos foram submetidos a antibioticoterapia para profilaxia de infeccdo na
ferida cirargica a nas vias urinarias. Foram administrados 25 mg/kg de cefalotina por
via subcutanea imediatamente antes da lesdo e uma vez ao dia durante os sete dias

subsequentes.

3.2.9. Manutencao

Os ratos retornaram as mesmas gaiolas de origem (40 x 60 cm) e foram
mantidos nos mesmos grupos de até cinco animais, nas mesmas condicoes
ambientais (manejo, ad libitum, troca peridédica da maravalha e limpeza da gaiola)
até o 422 dia pds-operatorio, quanto entdo, foram submetidos a eutanasia.

Durante o periodo de avaliacao realizado pela escala funcional BBB, os ratos
foram observados quanto a mutilagdes, infeccdes ou outras alteracdes (critérios de

exclusdo e complicagées).
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3.3. Tratamento medicamentoso

3.3.1. Fator estimulador de colénia de granuldcitos

Os ratos incluidos nos grupos G-CSF e G-CSF/Metilprednisolona, receberam
uma dose de 15 mcg/kg/dia por 5 dias, por via subcutanea, conforme método
descrito por Kawabe e colaboradores.?¢

3.3.2. Metilprednisolona

Os ratos incluidos nos grupos metilprednisolona e G-CSF/metilprednisolona
receberam 30 mg/kg de metilprednisolona, 10 minutos, 6 horas e 24 horas ap6s
traumatismo, como protocolo descrito por Park e colaboradores.*°
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3.4. Avaliacao dos resultados

3.4.1. Avaliacao da capacidade locomotora pela escala BBB de avaliacao

funcional

A recuperacao da capacidade locomotora apds a inducao da lesdo medular foi
aferida pela escala BBB de avaliagdo funcional.®® A escala BBB baseia-se em critérios
observacionais especificos, definicbes simples e ndo ambiguas dos termos e
possibilita descricdo rapida e precisa do desempenho locomotor. E adotada pelas
instituicdes que integram o MASCIS e o LETRAN. A avaliagdo de cada rato foi
realizada por dois observadores adequadamente treinados, neutros, sem
conhecimento do grupo de origem do rato, de maneira a nao interferir nos resultados.
Quando houve diferenca na avaliacdo, considerou-se 0 menor valor. Todos os ratos
foram avaliados no 22, 72, 142, 212, 282, 352 e 422 dias de pos-operatério.

A avaliagéo consistiu em colocar o rato no centro de uma caixa de observagéao
de 80 x 80 cm e borda com 17 cm de altura forrada com um campo cirurgico azul
escuro para maior contraste. Quando o rato, posicionado no centro da caixa,
permanecia imoével por 15 a 20 segundos, realizava-se o toque com a extremidade
de um lapis como estimulagédo ao animal para movimentar-se.

Foi anotada em formulario apropriado a observacdo do movimento das
articulacées da pata posterior (quadril, joelho e tornozelo), a posi¢cdo do tronco, do
abdome, o deslocamento da pata (balanco), o modo de contato da pata com o solo,
a coordenacao, os dedos, o contato e a liberacao da pata com o solo, a instabilidade
do tronco e a posicao relativa da cauda, em relacdo ao lado direito e esquerdo. O
formulario permitiu o registro do rato sem a identificagdo da alocacao, do niumero de
dias pos-operatério e dos comentarios (Anexo II).
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3.4.2. Avaliacao neurofisiologica por potencial evocado motor

No 42° dia pos-lesdo, os ratos foram submetidos a exame de potencial
evocado motor. Os ratos foram anestesiados com 50 mg/kg de pentobarbital por via
intraperitoneal. Foi colocado um eletrodo no couro cabeludo dos ratos para provocar
um estimulo cortical. Através de eletrodos posicionados nas patas traseiras, mediu-
se a amplitude e a laténcia da chegada desses impulsos, conforme padronizado por
Ferreira et al.%’

A captacao das respostas musculares foi realizada com a colocagéo de pares
de eletrodos de agulha monopolar (captador e referéncia), com distancia inter-
eletrodos definida e fixa, inseridos nos musculos semitendinosos e biceps das
coxas. O eletrodo terra foi colocado na regido lombar através de um eletrodo de
agulha monopolar. A estimulacdo elétrica transcraniana foi realizada com a
colocacao de dois eletrodos de agulha tipo saca-rolhas, no couro cabeludo na regiao
frontal (anodo) e occipital (catodo) na linha inter-hemisférica, para estimulagao
bilateral simultanea. Apds a insercéo dos eletrodos no rato, foi feita a verificacdo da
impedancia dos eletrodos e a calibragdo do aparelho: varredura, janela de 20 ms;
sensibilidade, 2 mV/div.; filtro de baixa frequéncia, 10 Hz e filtro de alta frequéncia,
10 kHz, e a estimulacao elétrica transcraniana através de estimulo Unico de 0,2 ms
de duracdo. Durante o exame, a amplitude foi registrada em milivolts e a laténcia

em milissegundos.

3.4.3. Eutanasia

Ao final do periodo de experimentacdo, todos os ratos foram submetidos a
eutanasia conforme legislacdo em vigor e seguindo os preceitos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).%® Utilizou-se dose letal de
pentobarbital (140 mg/kg) por via intraperitoneal.
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3.4.4. Exame anatomopatoldgico

A coluna foi retirada através de uma via de acesso dorsal extensa. Apés a
exposicao, a coluna foi cortada do segmento de TVIII a TXIl. Com uso de um micro
saca-bocados, as estruturas O0sseas e partes moles adjacentes a medula espinal
foram ressecadas de modo a obter-se a exposi¢cao completa da medula espinal.

O segmento da medula espinal que foi submetido a analise histolégica foi
previamente aplicado a um papel cartdo com a identificagéo topografica. O local onde
havia achados macroscopicos mais importantes de contusdo da medula espinal foi
identificado como area “L”; e as areas proximal a lesdo e caudal a lesdo, como area
“P” e area “C”. A medula espinal foi a seguir fixada com formaldeido a 10%.

Os cortes histolégicos no plano axial da medula espinal foram feitos com
intervalos de 2 mm de modo a representar toda a area lesada, numa extensao de 1
cm a partir do centro da lesdo. Este material foi processado e desidratado em bateria
de alcoois e, a seguir sofreu processo de diafanizacdo em xilol, para posteriormente
ser incluido em parafina. Uma vez contido no bloco de parafina, foram feitos cortes
histoldgicos de cinco micras em um micrétomo (Leica RM 2055 — elétrico) e laminas
descartaveis. Estes cortes foram realizados meio centimetro acima e meio
centimetro abaixo da area central da lesdo. Estes foram fixado em Iaminas de vidro
e corados pela técnica de hematoxilina-eosina.

A avaliacao histoldgica foi feita por patologista cego quanto a alocagéo dos animais.
A avaliacdo e graduacdo dos fragmentos quanto a necrose, hemorragia, hiperemia,
degeneracdo da substancia nervosa (degeneracao cistica) e infiltrado celular, com a
seguinte graduacao: 0 = ausente; 1 = discreto; 2 = moderado; 3 = acentuado.
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3.5. Analise estatistica

A formatacao do banco de dados foi realizada através do programa de estatistica
Statistical Package for Social Sciences (SPSS, IBM, Chicago, IL, EUA), verséao 19.

O desfecho primario foi o indice BBB na avaliacdo do 42° dia. Os desfechos
anatomopatoldgicos e dos potenciais evocados motores também foram analisados
como desfechos secundarios. A estatistica descritiva foi apresentada de acordo com
a média e desvios padrdes.

Para estatistica inferencial, inicialmente foram observados os comportamentos
dos dados, possiveis outliers identificados e submetidos ao teste Q de Dixon, como
critério de exclusdo. Posteriormente os dados foram submetidos ao teste de
normalidade, Kolmogorov-Smirnov. Na presenca de comportamento normal de
distribuicao de frequéncia, teste paramétricos, teste t de Student e analise de
variancia (ANOVA) foram realizados. Os numeros de fatores foram readequados
para cada situacao.

Para os dados com distribuicdo assimétrica, foram realizados testes néao
paramétricos de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.

Partiu-se da hip6tese nula, considerando-se a probabilidade do erro do tipo | de 5%.

3.5.1. Anadlise estatistica da avaliacao pela escala funcional BBB

Foram comparados os valores médios dos escores BBB utilizando-se um
modelo de efeitos mistos com dois fatores (ANOVA de medidas repetidas de dois
fatores): quatro grupos e seis semanas de avaliacdo, considerando medidas
repetidas ao longo das semanas. Foi também avaliado o efeito possivel de interagéo
entre esses fatores. O modelo de efeitos mistos foi ajustado considerando-se

matrizes de covariancias iguais nos diferentes grupos e de modo nao estruturado.
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3.5.2. Analise estatistica do potencial evocado motor

Inicialmente, foram comparadas as distribuicdes das medidas da amplitude e da
laténcia nos quatro grupos de estudo utilizando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov.
Para analise da amplitude e laténcia, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis para comparar verificar as diferencas entre os grupos.

3.5.3. Analise estatistica da analise histologica

A andlise da histologia foi dividida em analises da degeneracdo, da hemorragia,
da hiperemia, do infiltrado celular e da necrose. Todos os dados foram submetidos a
analise da distribuicdo com o teste de Kolmogorov-Smirnov e apresentaram distribuicao
assimétrica. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para a comparacao entre 0os grupos

seguido pela analise de pares realizada com o teste de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS

Foram operados dez animais em cada grupo. Houve exclusao de dois
animais em cada grupo: no grupo Controle, houve uma exclusdo por BBB
normal a primeira avaliagdo e outra por autofagia no 22° dia pds-operatorio; no
grupo Metilprednisolona, houve uma exclusdo por infeccdo no 82 dia pds-
operatério e outra no 10° dia pdés-operatério; no grupo G-CSF, houve uma
exclusdo por BBB normal a primeira avaliacdo e outra por infeccdo no 52 dia
pds-operatorio; no grupo G-CSF/metilprednisolona, um animal foi excluido por
BBB normal a primeira avaliacdo e outro por autofagia no 102 dia pés-
operatério. Deste modo, oito animais por grupo sobreviveram até a 42° dia de
observacéo até quando a avaliagdo funcional foi realizada com a escala BBB e

0 exame de potencial evocado motor e anatomopatoldgico.

4.1. Anadlise dos dados obtidos pela escala funcional BBB

O teste t foi aplicado para avaliar se as notas aplicadas as patas
pertencentes a um mesmo animal foram equivalentes. Deste modo, cada pata
foi incluida como um individuo para realizar os demais testes estatisticos.

Nao houve diferenca no escore do BBB entre os grupos na primeira
semana de avaliacdo. A partir da segunda semana de avaliacéo, a diferenca
entre 0s grupos passou a ser estatisticamente significante. Na Tabela 1, estdo
apresentadas as medidas descritivas da pontuacédo da escala funcional BBB
para cada grupo de estudo e os momentos das avaliagées e, no Grafico 1, a

evolucao da média da pontuacao BBB ao longo do tempo.
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Tabela 1 — Distribuicado das médias e desvios padroes das escalas da Escala
Funcional de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) dos animais tratados com fator
estimulador de colénia de granulédcitos (G-CSF) de acordo com os momentos
das observacdes

s egifi;g?\ to Grupos ® aTa s) Média ;?:cslt“gg Minimo Maximo X? GL p*
Controle 16 0,31 0,60 0,0 2,0
Metilprednisolona 16 0,31 0,60 0,0 2,0
? G-CSF 16 0,50 0,73 0,0 2,0 0,905 3 0,824
G-CSF/metilprednisolona 16 0,44 0,73 0,0 2,0
Controle 16 1,69 2,89 0,0 9,0
Metilprednisolona 16 1,13 0,62 0,0 3,0
! G-CSF 16 063 089 0,0 20 498 3 0,176
G-CSF/metilprednisolona 16 1,00 1,71 0,0 5,0
Controle 16 4,94 2,11 1,0 8,0
Metilprednisolona 16 4,38 2,33 1,0 9,0
" G-CSF 16 3,13 1,59 1,0 50 16634 3 0,001
G-CSF/metilprednisolona 16 6,38 1,78 3,0 8,0
Controle 16 6,06 2,69 2,0 11,0
Metilprednisolona 16 7,63 3,32 1,0 14,0
21 0,001
G-CSF 16 544 1,71 2,0 go 16126 3
G-CSF/metilprednisolona 16 8,81 2,14 5,0 12,0
Controle 16 6,88 2,39 4,0 11,0
Metilprednisolona 16 9,56 1,82 7,0 12,0
% G-CSF 16 7,88 136 5,0 10,0 21,408 3 <0,001
G-CSF/metilprednisolona 16 11,38 3,46 5,0 15,0
Controle 16 7,56 2,78 5,0 12,0
Metilprednisolona 16 10,13 1,63 8,0 12,0
% G-CSF 16 931 162 8,0 12,0 21,204 3 <0,001
G-CSF/metilprednisolona 16 13,19 3,37 8,0 18,0
Controle 16 8,69 2,09 6,0 12,0
Metilprednisolona 16 11,00 1,83 8,0 14,0
* G-CSF 16 10,38 1,59 8,0 12,0 21,644 3 <0,001
G-CSF/metilprednisolona 16 14,13 3,59 8,0 18,0

*Teste de Kruskal-Wallis
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Grafico 1. Evolugdo das médias das notas da Escala Funcional de Basso,
Beattie e Bresnahan (BBB) de cada um dos grupos em cada um dos tempos de
observacao
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Foram realizados os testes de compara¢des multiplas (post hoc) para
identificar quais 0s grupos que apresentaram resultados dispares (Tabela 2), pelo
teste de Mann-Whitney, a partir dos dados da segunda semana de avaliacao.
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Tabela 2 - Comparacdes multiplas entre os grupos da escala funcional da
Escala Funcional de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)

Seguimento
(dias) Grupo Grupo p
Controle
Metilprednisolona 0,37
Controle G-CSF 0,02
G-CSF/Metilprednisolona 0,07
Controle 0,37
. . Metilprednisolona
Metilprednisolona G-CSF 017
14 G-CSF/Metilprednisolona 0,01
Controle 0,02
Metilprednisolona 0,17
G-CSF G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle 0,07
. . Metilprednisolona 0,01
G-CSF/metilprednisolona G-CSF < 0,001
G-CSF/Metilprednisolona
Controle
Metilprednisolona 0,20
Controle G-CSF 0.51
G-CSF/Metilprednisolona 0,01
Controle 0,20
. ) Metilprednisolona
Metilprednisolona
G-CSF 0,02
21 G-CSF/Metilprednisolona 0,14
Controle 0,51
Metilprednisolona 0,02
G-CSF G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle 0,01
. . Metilprednisolona 0,14
G-CSF/metilprednisolona G-CSF < 0,001
G-CSF/Metilprednisolona
Controle
Metilprednisolona < 0,001
Controle G-CSF 0.14
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle < 0,001
. . Metilprednisolona
Metilprednisolona G-CSF 0,02
28 G-CSF/Metilprednisolona 0,05
Controle 0,14
Metilprednisolona 0,02
G-CSF G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle < 0,001
. . Metilprednisolona 0,05
G-CSF/metilprednisolona G-CSF < 0,001
G-CSF/Metilprednisolona
continua
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Controle
Metilprednisolona 0,01
Controle G-CSF 0,04
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle 0,01
. . Metilprednisolona
Metilprednisolona G-CSF 0.13
35 G-CSF/Metilprednisolona 0,01
Controle 0,04
Metilprednisolona 0,13
G-CSF G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle < 0,001
. . Metilprednisolona 0,01
G-CSF/metilprednisolona G-CSF < 0,001
G-CSF/Metilprednisolona
Controle
Controle Metilprednisolona < 0,001
G-CSF 0,02
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle < 0,001
. . Metilprednisolona
Metilprednisolona G-CSF 0,27
42 G-CSF/Metilprednisolona 0,01
Controle 0,02
Metilprednisolona 0,27
G-CSF G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle < 0,001
. . Metilprednisolona 0,01
G-CSF/metilprednisolona G-CSF < 0,001

G-CSF/Metilprednisolona

* Teste de Mann-Whitney

Ao final do experimento, os grupos Metilpredinisolona, G-CSF e G-CSF

tiveram resultado do BBB significativamente maior do que no grupo Controle.

Nao houve diferenca entre o grupo Metilpredinisolona e G-CSF. O grupo G-

CSF/metilprednisolona teve escore do BBB significativamente maior do que

dos demais grupos.
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4.2. Analise dos dados obtidos através do exame do potencial evocado

motor

O exame do potencial evocado motor forneceu medidas de laténcia e
amplitude. Na andlise entre os lados, ndo houve diferenga estatisticamente
significante (teste t, p > 0,05). Desta forma, cada pata foi utilizada como um
individuo para os demais calculos estatisticos para comparacao entre grupos.
Na Tabela 3, estdo apresentados os dados das laténcias das patas traseiras e

na Tabela 4, das amplitudes.

Tabela 3 — Distribuicdo dos valores das laténcias dos potenciais evocados de
acordo com as suas médias, desvios padrdes e valores minimos e maximos
das patas traseiras

Patas N Média . i N
. Grupos dp Min Max X GL P
traseiras (patas) (ms)
Controle 16 27,83 8,77 15,80 40,30
Metilprednisolona 16 23,71 3,74 16,30 29,10
Laténcia 6,626 3 0,85
G-CSF 16 2236 7,30 12,50 34,20

G-CSF/metilprednisolona 16 21,30 8,20 12,40 40,30

*Teste de Kruskal-Wallis.

Tabela 4 — Distribuicdo dos valores das amplitudes dos potenciais evocados de
acordo com as suas médias, desvios padrées e valores minimos e maximos
das patas traseiras

Patas N Média

. Grupos dp Min  Max X2 GL P
traseiras (patas) (mV)
Controle 16 26,86 14,78 6,00 50,10
Metilprednisolona 16 43,98 65,22 4,70 276,80
Amplitude 6,898 3 0,075
G-CSF 16 64,71 92,85 10,90 312,10

G-CSF/metilprednisolona 16 97,43 115,58 4,70 483,00

*Teste de Kruskal-Wallis.

Nao houve diferenca estatistica no exame do potencial evocado motor na

laténcia e nem na amplitude das patas traseiras entre 0s grupos.
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Os resultados das médias, desvios padrbes, minimo e maximo da

pontuacao dos grupos quanto a necrose, hemorragia, hiperemia, degeneragao

da substancia nervosa e infiltrado celular estdo descritos na Tabela 5. Houve

diferenca estatistica entre os grupos com relagdo a hemorragia, hiperemia,

degeneracao do tecido nervoso e infiltrado celular. A Unica caracteristica em

que nao houve diferenca entre os grupos foi na avaliagdo da necrose.

Tabela 5 - Estatistica descritiva dos dados obtidos com a analise histologica do
local da lesdo quanto a necrose, hemorragia, hiperemia, degeneragao do tecido
nervoso e infiltrado celular

Grupos N Média dp Min Max X2 GL p*
Controle 8 1,33 0,87 0 3
Metilprednisolona 8 0,92 0,50 0 2

Necrose 6,858 3 0,077
G-CSF 8 1,04 0,46 0 2
G-CSF/metilprednisolona 8 0,83 0,48 0 2
Controle 8 1,54 0,72 1 3
Metilprednisolona 8 1,08 0,65 0 2

Hemorragia 14,226 3 0,003
G-CSF 8 0,96 0,55 0 2
G-CSF/metilprednisolona 8 0,83 0,48 0 2
Controle 8 1,83 0,64 1 3
Metilprednisolona 8 1,38 0,65 0 2

Hiperemia 22,506 3 <0,001
G-CSF 8 1,25 0,61 1 3
G-CSF/metilprednisolona 8 0,96 0,46 0 2
Controle 8 1,92 0,65 1 3

Degeneragéo do Metilprednisolona 8 1,42 0,65 0 2 0.001

tecido nervoso 16,903 3 ’
G-CSF 8 1,29 0,62 0 2
G-CSF/metilprednisolona 8 1,08 0,65 0 2
Controle 8 1,92 0,78 1 3
Metilprednisolona 8 1,29 0,81 0 3

Infiltrado celular 19,009 3 <0,001
G-CSF 8 1,54 0,59 1 3
G-CSF/metilprednisolona 8 0,92 0,65 0 2

*Teste de Mann-Whitney
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As variaveis em que foram identificadas diferencas entre os grupos foram
avaliadas por meio do teste de compara¢des multiplas (Mann-Whitney) para
identificar quais foram os grupos responsaveis pelas diferengas. Os resultados
estdo descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Comparacbes multiplas entre os grupos quanto a avaliagao

histolégica
Grupos Comparacao entre grupos p*
Controle
Metilprednisolona 0,608
Controle
G-CSF 0,002
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle 0,608
. ) Metilprednisolona
Metilprednisolona
G-CSF 0,311
G-CSF/Metilprednisolona 0,011
Hiperemia
Controle 0,002
Metilprednisolona 0,311
G-CSF
G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona 0,077
Controle < 0,001
Metilprednisolona 0,011
G-CSF/Metilprednisolona
G-CSF 0,077
G-CSF/Metilprednisolona
Controle
Metilprednisolona 0,047
Controle
G-CSF 0,005
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle 0,047
) ) Metilprednisolona
Metilprednisolona
G-CSF 0,466
. G-CSF/Metilprednisolona 0,144
Hemorragia
Controle 0,005
Metilprednisolona 0,466
G-CSF
G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona 0,419
Controle < 0,001
) ) Metilprednisolona 0,144
G-CSF/Metilprednisolona
G-CSF 0,419

G-CSF/Metilprednisolona

continua
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Controle
Metilprednisolona 0,019
Controle
G-CSF 0,003
G-CSF/Metilprednisolona < 0001
Controle 0,019
. ) Metilprednisolona
Metilprednisolona
G-CSF 0,448
. G-CSF/Metilprednisolona 0,076
Degeneracao
Controle 0,003
Metilprednisolona 0,448
G-CSF
G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona 0,265
Controle < 0,001
) ) Metilprednisolona 0,076
G-CSF/Metilprednisolona
G-CSF 0,265
G-CSF/Metilprednisolona
Controle
Metilprednisolona 0,016
Controle
G-CSF 0,088
G-CSF/Metilprednisolona < 0,001
Controle 0,016
) ) Metilprednisolona
Metilprednisolona
G-CSF 0,288
G-CSF/Metilprednisolona 0,089
Infiltrado celular
Controle 0,088
Metilprednisolona 0,288
G-CSF
G-CSF
G-CSF/Metilprednisolona 0,002
Controle < 0,001
Metilprednisolona 0,089
G-CSF/Metilprednisolona
G-CSF 0,002

G-CSF/Metilprednisolona

*Teste de Mann-Whitney

Nas Figuras 4, 5 e 6 sdao apresentadas as fotografias das laminas do

tecido da medula espinal

traumatizado,

revelando,

respectivamente,

degeneracdo da substancia nervosa, hiperemia e tecidual infiltrado celular e

degeneracado do tecido lesado e na Figura 7, fotografia de uma regido sem

alteragdes histologicas.
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Figura 4 - Fotografia da Iamina da regido da medula espinal traumatizada
revelando grau acentuado de degeneragao da substancia nervosa (aumento:
200 vezes; coloracdo: hematoxilina-eosina).

Figura 5 - Fotografia da Iamina da regido da medula espinal traumatizada
revelando grau acentuado de hiperemia (aumento: 100 vezes; coloragao:
hematoxilina-eosina).
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Figura 6 - Fotografia da Iamina da regido do traumatismo revelando grau
moderado de infiltrado celular e degeneragéo (aumento: 200 vezes; coloragao:
hematoxilina-eosina).
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Figura 7 - Fotografia da lamina de uma regido sem alteracdes, proximal a
lesdo (aumento: 100 vezes; coloracao: hematoxilina-eosina).
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5. DISCUSSAO

O traumatismo raquimedular ocorre predominantemente em pessoas jovens,
ou seja, na fase mais produtiva de suas vidas. Ha até 80 casos por milhdo de
pessoas em todo o mundo e cerca de 500.000 novos casos por ano. -2

Nas Uultimas décadas, houve evolucdo nos métodos diagnosticos e na
compreensao do conceito de instabilidade mecéanica, além do desenvolvimento de
materiais para reconstrucdo da coluna vertebral, que foram fundamentais para
melhorar o tratamento e reabilitacdo desses doentes. A possibilidade da
descompressdao da medula espinal precoce e da estabilizagdo cirdrgica permitiu a
mobilizacdo precoce do doente, sem a necessidade de imobilizacdo externa.
Protocolos de reabilitagdo e de tratamento clinico reduziram a morbidade e
mortalidade relacionadas a complicacbes respiratorias, cutdneas, viscerais,
vasculares, infecciosas e osteomusculares. Entretanto, apesar dos avangos dos
métodos de tratamento farmacolégico, ndo ha tratamento disponivel que permita o
reestabelecimento funcional completo apds a lesdo da medula espinal.

A patogénese da lesdo da medula espinal é complexa. Inicialmente ocorre a
lesdo primaria, decorrente do traumatismo fisico e que resulta em dano tecidual. A
sequir, ocorrem varios fendmenos bioldgicos que promovem lesdes secundarias que
resultam em comprometimento progressivo de tecido ainda viavel, resultando em
necrose ou apoptose neuronal.®* Os tratamentos farmacolégicos tém como objetivo
evitar ou reduzir a magnitude das lesdes secundarias, ou seja, a inflamacéao, a
peroxidacao lipidica e a excitotoxicidade.%

Muitos farmacos foram e sao utilizados nos estudos experimentais e
clinicos.313487 Apesar de grande quantidade de farmacos ter sido considerada
promissora nos estudos experimentais em animais, poucos deles revelaram eficacia
em seres humanos. Dentre esses, a metilprednisolona, o mesilato de tirilazade, o
naloxene e o gangliosidio GM-1 foram submetidos a estudos clinicos controlados e

randomizados em humanos com lesdo da medula espinal.®
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No desenvolvimento de novas estratégias de tratamento farmacoldgico, os
modelos animais de lesdo medular sdo indispensaveis. Devem ser reprodutiveis e
permitir a comparacéao de resultados entre diversos centros de estudo.

E possivel que a combinagdo de varias estratégias de tratamento, com base
em mecanismos de atuacdo independentes, aditivos e sinérgicos, possibilite
resultados superiores a aplicacdo de procedimentos isolados,3* especialmente em
doencas de fisiopatologia complexa. O presente estudo objetivou a avaliacdo do
efeito da associacao do uso da metilprednisolona com o G-CSF.

A metilprednisolona foi um dos farmacos utilizados nesta pesquisa por ter sido
0 mais estudado.®'51181.96 Apesar de seu mecanismo de acdo ndo ser plenamente
conhecido, ha evidéncia de que estabilize as membranas e mantenha a integridade
da barreira hemato-medular, potencialmente reduzindo o edema vasogénico, de que
aumente o fluxo sanguineo medular, de que altere as concentracdes eletroliticas no
local da lesdo, de que iniba a liberacdo de endorfinas, de que reduza a
disponibilidade de radicais livres e de que limite a resposta inflamatéria.®6.97

Apesar de ter tido aceitacdo mundial no tratamento do traumatismo raquimedular,
problemas metodoldgicos nos ensaios clinicos e evidéncias dos novos estudos e revisées
da literatura tornaram questionavel a magnitude dos possiveis beneficios e
demonstraram o risco de complicagdes decorrentes do seu uso.>'®> Ha recomendacéo de
que sejam feitos estudos de agentes farmacoldgicos promissores, incluindo, mas nao
limitados a metilprednisolona, o mesilato de tirilazade, o naloxene e 0 GM-1.°

O G-CSF é uma glicoproteina mais conhecida pelo seu papel como fator
estimulador de crescimento para células progenitoras hematopoiéticas e para
mobilizacdo de células-tronco hematopoiéticas para transplante.’® Estudos
demonstram que o G-CSF também tem fungdées ndo hematopoiéticas: aumenta a
regeneracdo tecidual de diversos 6rgaos, como o cérebro e o coracdo.'® O G-CSF
revelou-se promissor em pesquisas realizadas em seres humanos que sofreram
traumatismo raquimedular?®2® e doencga mielopética toracica.®®

Para a realizacdo da presente pesquisa, optou-se pela experimentacdo em
ratos Wistar pela padronizagcdo adotada pelo Laboratério de Estudos do
Traumatismo Raquimedular e de Nervos (LETRAN)® e por ter disponibilidade alta
pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(FMUSP). Os ratos Wistar apresentam desfechos da lesdo medular provocada
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experimentalmente similares aos da lesdo traumatica em humanos com relacdo a
funcdo, neurofisiologia e morfologia.>®

O numero de animais para composicdo dos grupos experimentais foi
fundamentado na padronizacdo pelo MASCIS e em pesquisas anteriores que
adotaram um modelo experimental semelhante.3'.323487.92 Pgra aumentar a
homogeneidade da amostra e reduzir o niumero necessario de animais, houve um
critério de inclusao rigido: raca e sexo Unicos, idade entre 20 e 21 semanas, peso
entre 300 e 400 g, sem alteragcdes de motricidade ou estado geral. A perda de
animais de 20% da amostra teve distribuicdo simétrica nos grupos. Este dado é
compativel com a experiéncia do LETRAN em outros estudos.3*92

Optou-se pelo modelo de lesdo medular causado por traumatismo contuso pois
este reproduz o mecanismo de traumatismo mais comum em seres humanos.>%
Para provocar a lesdo medular, utilizamos o mesmo aparelho adotado pelo MASCIS.
E hoje amplamente utilizado e produz uma contusdo medular em ratos reprodutivel e
validada,®'.931% de modo a possibilitar a comparagéo de resultados observados com
os de outros centros. O NYU Impactor causa lesdées de gravidade variada, com a
queda de peso de 10 g em diferentes alturas. Optamos por impacto moderado, ou
seja, causado pela queda de 10 g a 12,5 mm de altura, de modo a reproduzir uma
lesdo incompleta, por ser mais adequada para estudos de intervengcdo sobre os
mecanismos de lesdo secundaria.

O desfecho priméario utilizado neste estudo foi funcional por ser mais relevante
para exploracdo de farmacos do que parametros neurofisiolégicos, bioquimicos ou
histopatolégicos. A escolha da escala funcional BBB*® foi importante por ter boa
reprodutibilidade e concordancia inter e intraobservador.5%%2 E a principal escala
utilizada para quantificar a recuperacao motora de ratos com lesdo medular, além de
oferecer a possibilidade de comparacéo dos resultados com estudos realizados pelo
MASCIS e pelo LETRAN. A avaliagdo dos resultados, tendo sido cega, foi importante
para reduzir a interferéncia da opiniao do observador sobre os resultados.

A magnitude da melhora da escala funcional BBB no grupo G-CSF foi similar a
encontrada em estudos com a mesma metodologia.?'88 Assim como Kadota et al.,?!
utilizamos a dose de 15 mcg/kg/dia por 5 dias; Dittgen et al.88 utilizaram doses
maiores, de 60 mcg de ataque e manutencao de 30 mg/kg/dia em bomba de infuséo.
Considerando que os resultados funcionais entre todos os estudos foram similares, é
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provavel que o efeito benéfico do farmaco seja obtido com doses menores, por
menos tempo e com maior simplicidade do que preconizado por Dittgen et al.®®

A combinacdo do uso da metilprednisolona e do G-CSF demonstrou resultados
funcionais superiores ao uso de cada farmaco de forma isolada neste estudo e também
quando comparado com os demais estudos experimentais que utilizaram G-CSF
isoladamente.?-88 Este dado indica um efeito sinérgico na associacdo dos farmacos.

Muitos estudos utilizam o potencial evocado somato-sensitivo para avaliacao
da recuperacao neuroldgica. Entretanto, optou-se pelo uso do potencial evocado
motor por permitir avaliagdo neurofisiolégica do trato corticoespinal. E possivel que a
auséncia de diferenca estatistica na laténcia ou na amplitude do potencial evocado
motor encontrada neste estudo tenha ocorrido pela melhora funcional em todos os
grupos, numa magnitude em que as diferencas neurofisiolégicas ndao pudessem
mais ser identificadas. Houve também o 6ébito de um animal do grupo G-
CSF/metilprednisolona (Rato 1 — Anexo V), grupo de melhor resultado funcional,
antes da realizacao do potencial evocado motor. Optou-se por utilizar os piores
valores obtidos no estudo para fins de andlise estatistica, o que pode ter resultado
na impossibilidade de demonstrar diferenca estatistica entre este e demais grupos.

Na analise histoldgica, os grupos que receberam G-CSF, com ou sem
metilprednisolona, melhoraram o parametro hiperemia. Todos os grupos de
tratamento tiveram melhora de hemorragia e degeneragdo quando comparados ao
controle. Os grupos que fizeram uso de metilprednisolona, com ou sem G-CSF,
tiveram melhora do infiltrado celular. Quando a metilprednisolona foi combinada ao
G-CSF, houve melhora em todos os parametros, reforcando o efeito sinérgico entre
os dois farmacos na reducao da inflamacgéao e manutencao da arquitetura tecidual.

Este experimento reforga a importdncia da combinacdo de diferentes
modalidades de tratamento ou farmacos no tratamento de doencas com fisiopatologia
complexa como o traumatismo raquimedular. Diferentes farmacos podem ter efeito
sinérgico e, eventualmente, ser utilizados em menor dose quando em associacao com
outros e assim reduzir efeitos colaterais com acréscimo de eficacia.

O G-CSF ja foi pesquisado em seres humanos em estudos fase I/lla com
resultado satisfatério no tratamento de traumatismo raquimedular®®2° e na mielopatia
toracica.?® O potencial desse farmaco deve ser explorado em pesquisas fase III.
Estudos experimentais ainda devem ser feitos com a combinacdo do G-CSF
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associado a metilprednisolona para compreender os mecanismos de acdo da
combinacao dos farmacos e confirmar nossos achados antes de estudos fase | em

seres humanos.
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6. CONCLUSAO

A associacao de metilprednisolona e G-CSF no tratamento do traumatismo
medular contuso experimental em ratos promoveu melhora neuroldégica avaliada
pela escala BBB superior a melhora promovida pela metilprednisolona e G-CSF
quando utilizados isoladamente. A associacdo teve também efeito sinérgico que
resultou em melhora nos parametros histolégicos no local da lesdo. Nao houve

diferenca entre os grupos quanto a avaliagdo neurofisiolégica.
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7. ANEXOS

Anexo |. Aprovacdo na Comissao de Etica no Uso de Animais

ME

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

APROVACAO

0 Coordenador da CEUA do Comité de Btica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3c Faulo, em 21.06.2013, apss
atendimento a diligncia encaminhada APROVOU ad-referendumn o Protocolo
de Pesquiza n® 180/13 intitulade: "Estudo do Efeito do Fator Estimulador
de Colénia de Ganulbcitos associado a Metilpredinisolona na Lesio
Medular Aguda Experimental em Ratos" que utilizara 48 Ratos Wistar,
apressntado pelo Departamento de Ortopedia e Trawmatologia

Cabe ao pesquisador elaborar & apresentar ac CEP-FRMUSFE, o
relatéric final sobre a pesquisa, { Lei Procedimentcs para o Uso Cientifico de

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

Pesquisador (a) Responsivel: Alexandre Fogaca Cristante

Pesquisador {a) Executante: William Gemio Jacobsen Teixeira

CEP-FMUSE, 21de Junhode 2013

Dr.Eduardo Fompeu
Coordenador
Comissgdo de Etica no Uso de Animais

/, (,-ét/(.a,m aav) .

Prof. Dr.Roger Chammas
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pe=zquisa

Faculdade de Medizina da Universidada de S3o Faulo
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Rato: Data: / / Dias pds-operatorio: Pontuacao: Esquerdo: Direito:
Movimento do . . . . Posicao predominante da
membro posterior Movimento da pata dianteira Pisada pata o
o
c
° Posicao do Liberacao °
_ ° tronco . dos dedos Contato B °
E g § Apoio da pata Dorsal Plantar ° inicial Elevacao g Cauda
3 3 S S o
(¢} = [ o k-]
2 S ] =
oIl - E 2 || sem Com ° 2
E{D/E|D|E|D ° [ ° = suporte de | suporte E D E D o |l E D E D E D >
© Qo Qo © o
— == === 4 < o < m peso de peso —_—|—|— || O £
ojojo|jofoO0|0O o 0 0 0 0 0 0* 0* 1 1 1 1
- == - e —_—— | — | — | — I -
E|D|E s |e|ple |p |E |D Para cima
7] (elevada)
S|{S|S|Ss|S|S|— || o |||/ |— | o o (o) o o (o) (o} E E E E
== === g - — | — | — | —
o e | | | — R
K] F F F+ F+ F F** F**
E|E|E|E|E|E 5 o _ P P P P Para baixo
I A _ o (abaixada)
E
F 2 c |c |c |c c |c c
o < —_———— ||| —

Comentarios:

Movimento: 0 = Nenhum; S = Suave (discreto); E = Extenso; + = Pisada dorsal > 4 passos da pata posterior; * = Liberagcdo < 50%; ** = Dedos
arrastando > 4 passos da pata posterior; 0 = Nunca (0%); O = Ocasional (< 50%); F = Frequente (51-94%); C = Consistente (95-100%); | = Rotagéo

interna; E = Rotacdo externa; P = Paralelo.
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Anexo lll. Escala de avaliagcéo funcional de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) de 21

pontos

Pontuaciao

Definicdes operacionais de categorias e atributos

0

Nenhum movimento observavel do membro posterior.

1

Movimento discreto (limitado) de uma ou das duas articulagdes, geralmente, do quadril e/ou do
joelho.

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

Movimento extenso de duas articulacdes.

Movimento discreto de todas as trés articulagbes do membro posterior.

Movimento discreto de duas articulagées e movimento extenso da terceira.

Movimento extenso de duas articulagées e movimento discreto da terceira.

Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior.

O (N[O~ |W| N

Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de peso.

©

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

10

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

11

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

12

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

13

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

14

Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagao consistente dos membros anterior
e posterior e posicdo predominante da pata rodada (interna ou externamente) durante a
locomocgdo, no instante do contato inicial com a superficie (piso), bem como antes de liberar os
dedos no final da fase de apoio ou passada plantar frequente, coordenacdo consistente dos
membros anterior e posterior e passada dorsal ocasional.

15

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

16

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior durante a marcha
e a liberacdo dos dedos ocorre frequentemente durante 0 movimento do membro para frente, a
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada no
instante da liberacéo.

17

Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior durante a marcha;
a liberagéo dos dedos ocorre frequentemente durante o movimento do membro para frente, a
posicao predominante da pata € paralela ao corpo nos instantes do contato inicial e da liberacéo
dos dedos.

18

Passada plantar consistente e coordenac¢do dos membros anterior e posterior durante a marcha;
a liberacdo dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para frente, a
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada na
liberacao dos dedos.

19

Passada plantar consistente e coordenac¢do dos membros anterior e posterior durante a marcha;
a liberacdo dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para frente; a
posicao predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberagao dos
dedos e 0 animal apresenta a cauda para baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

20

Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior durante a marcha;
a liberacdo dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para frente; a
posicao predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberagao dos
dedos e o0 animal apresenta a cauda consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

21

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

Movimento parcial da articulagao, inferior a metade da amplitude de movimento

Discreta . z
da articulagéo.
Extensa Mov!mento parc!al dq articulagdo, superior a metade da amplitude de
movimento da articulacao.
Movimento ritmico do membro posterior, no qual suas trés articulagdes estao
estendidas, em seguida completamente flexionadas e novamente estendidas, o
Pedalada animal geralmente inclina-se lateralmente, a superficie plantar da pata pode ou

nao tocar o solo, nenhum suporte de peso corpéreo é evidente por toda a pata
posterior.

Sem suporte de peso

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

Com suporte de peso

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

Passada plantar

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

Passada dorsal

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

Coordenacao dos membros
anterior e posterior

Para todo passo do membro anterior, ocorre um passo do membro posterior e
0s membros posteriores se alternam.

Ocasional

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

Frequente

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

Consistente

Quase sempre ou sempre, 95%-100%.

Instabilidade do tronco

Lateralizacdo do peso que causa oscilagdo de um lado a outro ou colapso
parcial do tronco.
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Anexo IV. Tabela de notas resultante da aplicacao da Escala de avaliagédo funcional
de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)

2 dias 7 dias | 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
Grupo controle E| D|E|D|E D E D E D E D E D
Rato 1 0| 0| 2|2 4 4 5 9 11 12 | 12 | 11
Rato 2 1 1 0] 0] 5 6 11 10 | 11 11 12 | 12 | 12 | 11
Rato 3 0| 0O|]0] 0] 8 8 5 5 5 5 5 5 7 7
Rato 4 21 0]0]0 1 4 2 3 4 5 5 5 8 8
Rato 5 1 0] 0| 0|6 6 8 8 8 8 6 6 6 6
Rato 6 0| 0| 8]9 ]38 5 9 5 8 5 6 8 7 8
Rato 7 0| 0] 3]3]5 5 6 8 5 4 5 8 9 7
Rato 8 0| O0O]O0O]O0]2 2 2 5 5 8 6 9 9 11
2 dias 7 dias | 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
Grupo E|D|E|D]|E D E D E D E D E D
metilprednisolona
Rato 1 0|0 1 1 4 3 9 9 9 9 9 9 9 9
Rato 2 0 1 1 0|5 7 14 | 14 |12 | 12 | 12 | 12 | 14 | 13
Rato 3 0|0 1 1 3 4 4 7 7 8 8 8 10 | 10
Rato 4 0| 2|]2]|3]|5 7 8 9 12 | 11 10 | 11 12 | 12
Rato 5 1 0 1 1 1 1 1 5 7 9 10 | 10 | 11 11
Rato 6 0|0 1 1 1 4 8 8 9 9 12 | 11 12 | 12
Rato 7 1 0 1 1 7 9 8 8 11 12 | 12 | 12 | 12 | 13
Rato 8 0] O 1 1 5 4 5 5 8 8 8 8 8 8
2 dias 7 dias | 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
Grupo C-GFS E|D|E|D|E D E E D E D E D E
Rato 1 0| 0] O0 1 1 1 5 5 8 8 8 8 12 | 12
Rato 2 1 0| 0|02 2 2 2 6 8 8 8 8 8
Rato 3 0| 02|25 5 5 5 6 8 8 8 10 | 10
Rato 4 1 0 1 0| 5 5 7 8 9 10 | 10 | 10 | 11 12
Rato 5 1 0| 0| 0|3 3 5 5 7 7 8 8 8 8
Rato 6 21 0|]0]0]|5 5 5 5 9 9 12| 12 | 12 | 12
Rato 7 0O|0|]0] 0] 2 2 7 7 9 9 11 11 11 11
Rato 8 1 2 | 2|2 |2 2 7 7 8 5 11 8 11 10
2 dias 7 dias | 14 dias 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
Grupo C-GFS/ E| D|E|D|E D E E D E D E D E
metilprednisolona
Rato 1 0 1 0| 0|5 5 8 8 9 10 | 10 | 12 | 14 | 14
Rato 2 0| 0|5]|5]| 8 8 12 | 12 |15 | 15 | 18 | 18 | 18 | 18
Rato 3 21 0| 0] 0] 8 8 9 9 10 | 10 | 15 | 15 | 18 | 18
Rato 4 0 1 0| 0| 3 4 8 10 | 15| 15 | 15 | 15 | 15 | 15
Rato 5 21 0|]0] 0] 5 6 7 7 12 | 12 | 11 11 11 12
Rato 6 0| 0|0]|] 0] 8 8 10 | 10 9 10 8 8 8 8
Rato 7 0| 0| 2|25 5 11 15| 15 | 18 | 15 | 18 | 17
Rato 8 0 1 1 1 8 8 5 5 5 11 11 11 11
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Anexo V. Tabela dos valores de laténcia obtidos na anélise por potencial evocado

motor em milissegundos

Grupo controle

Membro dianteiro

Membro dianteiro

Membro traseiro

Membro traseiro

esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 6,7 5,1 35,1 38,4
Rato 2 5,3 5,5 32,7 40,1
Rato 3 3,9 2,8 40,3 34,2
Rato 4 3,3 4.1 22,1 28,7
Rato 5 4,7 4,5 21 17,6
Rato 6 3,6 3,1 18,7 20,9
Rato 7 3,9 2,8 33,3 29,7
Rato 8 4.1 3,8 16,7 15,8
Grupo metilprednisolona Membro dianteiro Membr_o c!ianteiro Membro traseiro Membfo t_raseiro
esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 5,6 3,5 16,3 23,8
Rato 2 2,8 7,8 24,5 21
Rato 3 3,2 4,2 25,9 28,8
Rato 4 4,6 4,2 19,2 20,2
Rato 5 2,4 3,2 19,2 27,4
Rato 6 49 3,9 24,5 28,1
Rato 7 2,4 4,2 23,4 29,1
Rato 8 4,9 4,6 24,5 23,4
Grupo C-GSF Membro dianteiro Membr_o c!ianteiro Membro traseiro Membfo t_raseiro
esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 42 5,3 18,7 22,1
Rato 2 3,9 4,5 26,2 31,7
Rato 3 3,6 3,8 22,5 28,9
Rato 4 49 4.1 34,2 29,5
Rato 5 5,8 5,6 16 18,1
Rato 6 2,7 5,8 32,1 12,5
Rato 7 2,9 4,9 12,7 13,7
Rato 8 3,1 3,8 16,9 21,9
Grupo C- Membro dianteiro | Membro dianteiro | Membro traseiro Membro traseiro
GSF/metilprednisolona esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 2,6 3 12,4* 12,4
Rato 2 42 5,6 12,4 12,4
Rato 3 2,8 3,5 18,5 18,5
Rato 4 2,4 3,2 22,4 22,4
Rato 5 3,9 2,8 16,7 16,7
Rato 6 2,8 4,2 14,9 14,9
Rato 7 3,2 3,9 21 21
Rato 8 2,8 3,9 16 16

*Dados nao puderam ser obtidos por complicagao anestésica; considerado o pior resultado no estudo
para fins de andlise estatistica.

William Gemio Jacobsen Teixeira




Anexos |58

Anexo VI. Tabela dos valores de amplitude obtidos na analise por potencial evocado

motor em microvolts

Grupo Controle

Membro dianteiro

Membro dianteiro

Membro traseiro

Membro traseiro

esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 218,5 240,7 29,5 30,7
Rato 2 376,4 390,1 42,4 50,1
Rato 3 320,1 330,7 12,1 13,2
Rato 4 197,2 202 22 29,9
Rato 5 145,9 162,3 39,5 40,3
Rato 6 485,5 507,5 43,3 39,7
Rato 7 396 407,2 10 12,1
Rato 8 2151 301,1 6 8,9
Grupo Membro dianteiro | Membro dianteiro | Membro traseiro Membro traseiro
metilprednisolona esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 140,6 326,2 46,3 276,8
Rato 2 374,3 618,5 38,2 66,2
Rato 3 284.,9 721,6 20,6 13,9
Rato 4 96,4 162,7 40,5 23,5
Rato 5 109,7 142,8 19,8 12,5
Rato 6 86,8 229 25 8,1
Rato 7 50 97,2 74,3 16,9
Rato 8 99,5 168,1 47 16,3
Grupo C-GSF Merr;t;r(;)uc;%r:)telro Memb(;ﬁ ;ii;zntelro Mer::::l ;:Zielro MemZIi':Je:trzselro
Rato 1 160,3 170,8 13,1 10,9
Rato 2 344.8 4124 287,9 312,1
Rato 3 1271 210,1 32,1 35,9
Rato 4 60,8 90 26,9 28,1
Rato 5 163,7 168,7 61,9 50,2
Rato 6 108,2 112,5 37,1 42,9
Rato 7 261,4 287 25,9 22,3
Rato 8 273 310,1 241 23,9
Grupo C- Membro dianteiro | Membro dianteiro | Membro traseiro Membro traseiro
GSF/metilprednisolona esquerdo direito esquerdo direito
Rato 1 173,9 218 4,70* 4,70*
Rato 2 50 52 120 11,1
Rato 3 344,6 284,2 483 132,5
Rato 4 173,7 263,6 25 66,2
Rato 5 170,1 190,7 32,4 42,7
Rato 6 261,4 387,3 64,8 151,6
Rato 7 159,7 254 39,7 162
Rato 8 106 581,7 116,8 101,6

*Dados nao puderam ser obtidos por complicagao anestésica; considerado o pior resultado no estudo
para fins de analise estatistica
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Anexo VII. Dados do exame anatomopatoldgico no local da lesao medular

Grupo Controle Necrose | Hemorragia | Hiperemia | Degeneracao | Infiltrado celular
Rato 1 1 1 2 2 2
Rato 2 1 1 1 2 2
Rato 3 2 2 3 3 3
Rato 4 1 1 2 2 2
Rato 5 1 1 2 2 2
Rato 6 3 3 3 2 2
Rato 7 1 1 2 2 2
Rato 8 2 2 2 2 3
Grupo Metilprednisolona | Necrose | Hemorragia | Hiperemia | Degeneracdo | Infiltrado celular
Rato 1 2 2 1 2 1
Rato 2 2 2 1 1 2
Rato 3 1 1 1 1 2
Rato 4 1 2 2 2 1
Rato 5 1 1 2 2 2
Rato 6 1 1 1 1 0
Rato 7 1 0 0 1 2
Rato 8 1 1 2 2 2
Grupo C-GSF Necrose | Hemorragia | Hiperemia | Degeneracao | Infiltrado celular
Rato 1 1 1 2 1 2
Rato 2 1 0 1 1 1
Rato 3 2 2 2 1 1
Rato 4 1 0 1 1 1
Rato 5 1 0 0 2 2
Rato 6 1 1 3 2 2
Rato 7 1 1 1 1 1
Rato 8 1 1 2 2 2
GSF/ G!”P° C'. Necrose | Hemorragia | Hiperemia | Degeneracao | Infiltrado celular
metilprednisolona
Rato 1 1 1 0 0 0
Rato 2 0 0 1 2 2
Rato 3 1 1 1 0 2
Rato 4 0 0 1 1 0
Rato 5 1 1 1 2 2
Rato 6 2 2 1 1 1
Rato 7 0 0 1 1 1
Rato 8 1 1 2 1 1
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