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Resumo

RESUMO

Letaif OB. Padronizacdo do modelo experimental de inje¢do intradural apés
lesdo medular em ratos [tese]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Medicina; 2020.

INTRODUCAO: A padronizacdo e avaliagio da via intratecal no modelo
experimental de lesdo medular (LM) contusa em ratos Wistar ainda n&o foram
estudadas em nosso meio. OBJETIVO: E objetivo deste estudo padronizar e
avaliar o efeito da injec&o intradural neste modelo animal. METODOS: 48 ratos
foram divididos em 6 grupos, com 8 animais cada: Grupo 1 - laminectomia e
cateter intradural; Grupo 2 - laminectomia, cateter intradural e infusao de 0,1 ml
de Solucdo Fisiologica; Grupo 3 - somente contusdo medular; Grupo 4 -
contusdo medular e cateter intradural; Grupo 5 - contusdo medular, cateter
intradural e infusdo de 0,1 ml de Solucéo Fisioldgica; Grupo 6, controle - somente
laminectomia. Foram realizadas avaliagdes motoras por meio dos testes “BBB”
e “Plano Horizontal”, avaliagdo funcional pelo potencial evocado motor e
avaliacéo histoldgica. Todos os dados experimentais foram submetidos & anélise
estatistica com nivel de significancia de 5%. RESULTADOS: Para o potencial
evocado, nos grupos com LM experimental, observaram-se piores resultados,
mas nem a puncao e nem a injecao de solucéo intratecais agravaram os efeitos
da LM isolada. Na histologia, os efeitos teciduais foram piores nos individuos
submetidos a LM experimental. Nos grupos 1 e 2 ndo houve alteracBes
histologicas significativas comparativamente ao grupo 6. O escore BBB
apresentou em média, estatisticamente, 0 mesmo comportamento que o plano
horizontal, sendo que em todos os momentos avaliados os grupos sem LM
apresentaram em média, estatisticamente, melhores escores que 0s grupos com
LM (p < 0,05). A diferenca de desempenho nos testes motores permaneceu,
entre os ratos que sofreram ou ndo a LM experimental, do primeiro ao ultimo
teste. CONCLUSAO: O presente trabalho padroniza o modelo experimental da
injecdo intradural na LM contusa em ratos. A puncdo e injecdo de solucao
intratecais ndo causaram, de modo independente, alteracbes funcionais ou
histol6gicas significativas.

DESCRITORES: Traumatismos da medula espinal; Ratos; Modelos animais; Via
intratecal.
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Abstract

ABSTRACT

Letaif OB. Standardization of the experimental model of intradural injection after
spinal cord injury in rats [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo”, 2020.

INTRODUCTION: The standardization and evaluation of the intrathecal route in
the experimental model of spinal cord injury (SCI) in Wistar rats has not yet been
studied in our institution. OBJECTIVE: The objective of this study is to
standardize and evaluate the effect of intradural injection in this animal model.
METHODS: 48 rats were divided into 6 groups, with 8 animals each: Group 1 -
laminectomy and intradural catheter; Group 2 - laminectomy, intradural catheter
and infusion of 0.1 ml of Saline Solution; Group 3 - only spinal cord contusion;
Group 4 - spinal cord contusion and intradural catheter; Group 5 - spinal cord
contusion, intradural catheter and infusion of 0.1 ml of Saline Solution; Group 6,
control - laminectomy only. Motor evaluations were performed using the "BBB"
and "Horizontal Plane" tests, functional evaluation by motor evoked potential and
histological evaluation. All experimental data were submitted to statistical
analysis with a significance level of 5%. RESULTS: For the evoked potential, in
the groups with experimental SCI there were worse results, but neither the
puncture nor the injection of intrathecal solution aggravated the effects of isolated
SCI. In histology, tissue effects were worse in individuals submitted to
experimental SCI. In groups 1 and 2 there were no significant histological
changes compared to group 6. The BBB score presented on average statistically
the same behavior as the horizontal plane, and at every evaluated moment the
groups without SCI presented on average statistically better scores than the
groups with SCI (p < 0.05). The difference in performance in motor tests remained
among rats that underwent or did not undergo experimental SCI, from the first to
the last test. CONCLUSION: The present work standardizes the model of
intradural injection in experimental SCI in rats. Intrathecal puncture and injection
did not independently cause significant functional or histological changes.

KEYWORDS: Spinal cord injury; Rats; Animal models; Intrathecal route
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1

Introducéo

1 INTRODUCAO

A lesdo medular acomete habitual e principalmente adultos jovens e
origina-se de acidentes ou de violéncia. Embora normalmente a incidéncia seja
inferior a 50 por milhdo, a morbidade e a mortalidade associadas séo
dispendiosas, com despesas hospitalares decorrentes da internacéo inicial de
aproximadamente US$95.000 (Sekhon; Fehlings, 2001). Além disso, as
sequelas motoras e a perda de funcéo, geralmente, sdo importantes, com 45%
das lesdes sendo completas (Sekhon; Fehlings, 2001). A América Latina tem
uma incidéncia de lesdes medulares trauméticas de 25/milhdo de habitantes
(intervalo de confianca: 14-27), com até 21% resultando em morte em até um
ano apos o trauma. Ja a taxa de incidéncia global estimada estd em 23/milh&o
de habitantes, com prevaléncia entre 236 e 4187/milh&o de habitantes (Lee et
al., 2014). No Brasil, a incidéncia do traumatismo raquimedular encontra-se em
torno de 71 casos novos/ano/milhdo de habitantes, ou cerca de 11 mil casos
novos/ano, segundo Masini, 2001; mas segundo dados mais recentes de Lee et

al., 2014, a incidéncia no Brasil esta entre 10 e 29/milhdo de habitantes.

Apés o trauma raquimedular, a perda funcional resulta de um complexo
processo que ocorre em duas etapas. Inicialmente, no local da lesdo ocorre
morte celular pelo estresse mecéanico. Apds a lesdo celular imediata, segue-se a
lesdo secundaria, de diferente natureza da primaria, que atinge o local da lesao
e o tecido adjacente (Ray et al., 2001). A lesdo secundaria esta associada
fundamentalmente a uma série de alteracbes neuroquimicas (cascata reativa),
entre as quais: ativacdo da cascata do &cido araquidénico, resposta inflamatéria,
producdo de espécies reativas de oxigénio, aumento da concentracado
extracelular de aminoacidos (principalmente o glutamato), edema, reducéao do
fluxo sanguineo na medula espinhal, liberacdo de enzimas liticas e
desmielinizacdo (Sharma et al., 1993; Farooque et al., 1996; Amar; Levy,
1999; Ding et al., 2000; Beattie et al., 2000; Schroeter; Jander, 2005).
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Como a lesdo primaria é irreversivel, os esforcos terapéuticos tém se
concentrado em reduzir a lesdo secundaria, diminuir a inflamacdo e em
promover a regeneracdo axonal. Atualmente, porém, ndo ha qualquer opcéo
farmacoldgica com beneficio definitivamente comprovado (Fu; Tummala, 2005).
Embora altas doses de corticoide ainda sejam usadas no tratamento do trauma
raquimedular em muitas instituicdes, as evidéncias que comprovam sua eficacia
séo fracas e os efeitos colaterais nessa terapia sao inumeros (Bracken et al.,
1992; Bracken et al., 1997; Hurlbert, 2000; Short, 2001).

Investigacbes experimentais sugerem ainda como possiveis agentes
terapéuticos: o estrogénio (Letaif et al., 2015); os agonistas do estrogénio
(McDowell et al., 2011); a eritropoietina (Costa et al., 2015); a progesterona
(Coronel et al., 2016); os antidepressivos inibidores seletivos da recaptacédo da

serotonina (Cristante et al., 2013); e outras substancias.

No estudo da lesdo medular, os modelos animais experimentais, além de
auxiliarem na pesquisa dos efeitos de diferentes medicamentos, também
permitem a andlise de diversas vias biologicas para administracdo dessas
drogas (Gradert al., 2003; Johansen et al., 2004; Amemori et al., 2015).
Diferentes vias podem ter vantagens, desvantagens e complicacbes distintas
(Bahar et al., 1984; Amemori et al., 2015; Kratzsch et al., 2015). N&o ha base
de comparacdo segura na literatura para se afirmar que uma via de tratamento
€ definitivamente superior a outra na lesdo medular (Bahar et al., 1984;
Miyazato et al., 2005; Neuhuber et al., 2008; Amemori et al., 2015). A via de
administracdo intratecal (ou intradural) parece demonstrar beneficios como
simplicidade técnica e menor agresséo tecidual (Yaksh; Rudy, 1976; Martin et
al., 1984; Storkson et al., 1996; Jasmin; Ohara, 2001; Neuhuber et al., 2008;
Ughratdar et al., 2012; Pleticha et al., 2013; Chotivichit et al., 2015; Mazur et
al., 2017). Essa via pode ser utilizada tanto na administracdo de medicamentos
(Roh et al., 2010; Feng et al., 2014; Kim et al., 2015; Pakulska et al., 2017;
Hosseini et al., 2020) quanto de células, como por exemplo, células-tronco
(Yoshiyama; Groat, 2008; Mothe et al., 2011; Hama; Sagen, 2012; Schira et
al., 2012; Cheng et al., 2012; Chotivichit et al., 2015; Chen et al., 2015; Cheng
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et al., 2016; Cheng et al., 2017; Kanekiyo et al., 2018; Fihrmann et al., 2018;
Szczepanik et al., 2020).

O modelo animal de lesdo medular experimental em ratos é consagrado
em nosso meio (Rodrigues et al., 2010; Santos et al., 2011), o que ainda ndo
ocorre, porém, com o uso de drogas pela via intratecal, neste modelo. A
padronizacdo, avaliagcdo, seguranca (Stokes et al., 2011; Sang et al., 2016;
Mamet et al., 2017) e reprodutibilidade da via intratecal para pesquisa ainda néo
foram estudadas em sua integralidade, considerando-se aspectos motores,
funcionais e histolégicos (Martini et al., 2016; Gao et al., 2016; Murai et al.,
2017; Ozkunt et al., 2017; Rong et al., 2017). Este presente estudo tem o intuito
de padronizar o uso da via intratecal em ratos submetidos a lesdo medular
controlada, experimental, por queda de peso. Também € objeto de estudo desta
pesquisa a mensuracdo dos efeitos funcionais e histolégicos da infusdo de
liqguido no espaco intradural no local do tecido medular contuso, ja que ha
escassa literatura acerca desses efeitos (Horiuchi et al., 2003; Protopapas et
al., 2007; Tian et al., 2013). O estabelecimento deste protocolo fortuitamente
trard perspectivas de pesquisa ampliadas (Schubert et al., 2011; Jones et al.,
2012a; Jones et al., 2012b; Kucher et al., 2018) seguindo o modelo de

administragao intratecal de substancias.
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2 OBJETIVO

Padronizar e avaliar o efeito da injecéo intradural na lesdo medular contusa

em ratos Wistar e a seguranca e reprodutibilidade deste modelo de pesquisa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Modelos de lesdo medular experimental

Basso et al. (1996) padronizaram um aparelho, o New York University,
Impactor (NYU Impactor) desenhado para realizar lesdo medular contusa em
ratos. Citam a escala BBB como sendo mais sensivel que as demais até entao
descritas para avaliar a recuperacdo da funcdo locomotora em ratos que
sofreram lesdo medular contusa. Demonstram que o sistema NYU permite
produzir uma contusdo medular graduada, consistente e reprodutivel em todos
os ratos. Afirmam que um exame dos efeitos terapéuticos para indices lentos e
rapidos de recuperacdo € mais evidente nos grupos graduados com 12,5 e 25
mm de altura da queda do peso de 10 g sobre a medula. Confirmam que a
guantidade de tecido medular integro esta diretamente relacionada com a melhor
funcdo locomotora final quando aplicada a escala BBB. Documentam aumento
dos movimentos dos membros inferiores em duas semanas apds lesdo
compressiva ou por transeccdo medular. Concluem que a escala BBB é
aplicavel, apos a utilizacdo do sistema NYU, na andlise da recuperacdo da

funcdo locomotora em ratos com lesdo medular contusa.

Rodrigues et al. (2010) publicaram a padronizacédo de um modelo de leséo
de medula espinhal em ratos Wistar. Verificam a existéncia de correlacao
estatisticamente significante entre o volume de lesdo e o0s parametros
mecanicos. Concluem o artigo demonstrando que o modelo é capaz de gerar

lesGes medulares padronizadas em ratos.
Santos et al. (2011) padronizaram o modelo de leséo e avaliagdo utilizado

no laboratério LETRAN (Laboratério de Estudos do Traumatismo Raquimedular

e de Nervos). Utilizam 20 ratos Wistar divididos em quatro grupos, diferenciando
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o nivel de gravidade da lesédo raquimedular; realizando lesfes intermediarias
padronizadas, pelo sistema do MASCIS: Grupo 1 - 12,5 mm (leséo leve); Grupo
2 - 25 mm (lesdo moderada); Grupo 3 - 50 mm (leséo grave); Grupo 4 - animais
que nédo sofrem les&o (grupo controle). Apds 48 horas, é avaliada fungdo motora,
segundo escala proposta por Basso, Beattie e Bresnahan (BBB). Os autores
concluem que o modelo de lesdo medular utilizando o sistema MASCIS e a
avaliacéo funcional proposta por Basso, Beattie e Bresnahan sdo reprodutiveis,
podendo ser utilizados, permitindo troca de informacdes entre os diferentes

pesquisadores.

3.2 Meétodos/estudos de cateterizagcdo/puncdo do espaco

intratecal/intradural

Yaksh e Rudy (1976) foram os pioneiros no desenvolvimento da técnica
para cateterizagcao cronica do espaco intratecal de ratos. Neste experimento 0s
animais permaneceram com o cateter introduzido pela membrana atlanto-
occipital, no espaco subaracndide, por até quatro meses. Foram realizadas
injecbes de morfina que ndo causaram alteragbes comportamentais e
posteriormente, na autdpsia dos animais, ndo foram constatados sinais visiveis
de inflamacédo ou reacdo da medula espinhal. Os autores concluiram que tanto

0s cateteres quanto as inje¢des foram fisiologicamente bem toleradas.

Martin et al. (1984) descreveram uma técnica original para a cateterizacao
cronica do espaco subaracnoide (intratecal) em ratos. A introducdo do cateter
diretamente na coluna lombar reduziu o comprimento do cateter e
consequentemente a extensdo da area medular comprimida. Os autores
validaram a nova técnica pela administracdo de morfina e observacdo de seus

efeitos, além de corarem o tecido medular com corante.
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Storkson et al. (1996) desenvolveram um método para a cateterizacao
direta do espaco subaracnodide em ratos. Os autores argumentaram que,
diferentemente de técnicas descritas e desenvolvidas previamente, na
abordagem deste estudo, o cateter € introduzido por puncéo de agulha, sem a
necessidade de cirurgia grande com lesdo muscular e 6ssea. Foi utilizado
anestésico através do cateter para verificar seu funcionamento e localizacdo
anatOmica. O cateter foi mantido na posicdo por 5 a 7 dias. Os autores
concluiram que esta técnica apresentada é confiavel e poupa tempo na
preparacdo. Também alegaram que ha minimizacéo dos disturbios neurolégicos

e do sofrimento dos animais.

Jasmin e Ohara (2001) propuseram uma técnica de -cateterizacao
intratecal de longa permanéncia para ratos. Esta nova técnica foi idealizada para
permitir a manutencédo dos animais em conjunto dentro da mesma caixa (gaiola)
e para aumentar a eficacia das medicagfes, permitindo mdultiplas injegcbes no
rato desperto. O cateter de poliuretano (flexivel) tem seu ponto de saida da pele
protegido com uma capa ponteira de titdnio com cobertura de rosca (que é
retirada na administracdo das medica¢cBes). Os cateteres mostraram-se

funcionais por periodo de até nove meses neste experimento.

Stokes et al. (2011) estudaram em camundongos os efeitos da puncao
lombar intratecal sobre os limiares da estimulacdo tatil. Os pesquisadores
inicialmente dividiram os animais em 03 grupos: punc¢édo com injecao de solucao
salina, somente puncdo e somente anestesia. Nos animais com puncao
intratecal, houve persisténcia da alodinea por até 4 horas. Nos animais somente
anestesiados a alodinea durou somente 1 hora. Também foram testados animais
com deficiéncia de receptores do tipo Toll (receptores envolvidos na sinalizagédo
celular) nas mesmas condigbes acima descritas. Nestes animais,
independentemente da puncao intratecal, a alodinea durou apenas 1 hora, da

forma como acontece em animais somente anestesiados.

Jones et al. (2012a) utilizaram o modelo animal de porcos miniatura

Yucatan para realizar lesdo medular (LM) experimental padronizada na coluna
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toracica. Foram implantados transdutores de pressao de fibra ética de modo
intratecal e as pressdes do liquido cérebro-espinhal (LCE) foram medidas apos
a LM realizada em dois graus de gravidade. Os autores concluiram ter
desenvolvido um novo modelo experimental para avaliar a pressao do LCE em
casos de contusdo da medula levando a LM. Também afirmam que este modelo
animal se assemelha mais ao ser humano em termos de tamanho, portanto &
mais adequado para avaliar seguranca de terapias, eficacia de tratamentos e
particularidades da fisiologia da LM.

Jones et al. (2012b) investigaram no modelo animal de porcos miniatura
Yucatan, submetidos a lesdo medular (LM) experimental padronizada por
compresséao na coluna torécica, a pressédo do liquido cérebro-espinhal (PLCE) e
a amplitude do pulso de pressédo do liquido cérebro-espinhal (APPLCE). As
PLCE e APPLCE foram medidas cranial e caudalmente a area de LM, antes e
depois de descompresséo cirargica, por meio de transdutores de pressdo em
miniatura implantados de forma intratecal. O trabalho concluiu: que a PLCE
lombar pode nédo indicar precisamente a PLCE cranial a lesdo; que a
descompressdo pode gerar resolucdo imediata, embora talvez parcial, do
diferencial de pressdo cranio-caudal. A APPLCE né&o foi um indicador

consistente de eficiéncia da descompresséao.

Pleticha et al. (2013) testaram uma nova maneira de administrar
medicacdo de forma intratecal (IT) para o modelo animal de porcos. Os animais
tiveram sua coluna na porcdo lombo sacral estudada por tomografia
computadorizada (TC). Os exames de TC foram realizados antes e apés a
puncdo do recesso lateral IT lombar. A precisdo da puncdo do espaco IT foi
confirmada pela injecdo de contraste radiolégico. Os autores concluiram que a
puncdo lombar para administracdo de medicagdes IT tem resultados
tecnicamente reprodutiveis. Também avaliaram que a técnica de injecéo lateral
lombar associada ao uso de TC facilita o acerto diante de alteracdes ou

dificuldades anatdmicas da regido lombar.
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Kratzsch et al. (2015) revisaram retrospectivamente os dados de
pacientes que foram tratados com implantacdo de cateter intratecal e bomba
para administracdo de terapia medicamentosa para dor cronica e/ou
espasticidade. O estudo teve por objetivo identificar fatores de risco associados
a formacao de granuloma na ponta do cateter (GPC). Os dados coletados foram:
idade na cirurgia; género; tabagismo; cirurgias prévias da coluna; nivel
anatémico da ponta do cateter; sintomas clinicos; teste do cateter com contraste;
medicamentos utilizados; concentragcdo dos medicamentos; dose cumulativa
diaria das medicacdes. Os autores identificaram como fatores de risco para a
formacdo de GPC: ponta do cateter terminando na coluna toracica média;

cirurgia prévia da coluna; e dor crénica como razao para a terapia intratecal.

Mazur et al. (2017) desenvolveram um método para cateterizacao
intratecal da coluna lombar de ratos com o objetivo de administrar
oligonucleotideos antisense (OAS) ao tecido nervoso central ou ao fluido
cérebro-espinhal. Apds sete dias da cirurgia para implantacdo do cateter, os
ratos foram submetidos aos seguintes testes: hiperalgesia térmica; alodinia
mecanica; alodinia tatil. Para verificar se os OAS atingiram os tecidos medulares
foram realizados os seguintes experimentos: rea¢cdo em cadeia de polimerase
com transcri¢ao reversa quantitativa (QRT-PCR); quantificacdo de OAS tecidual
com anticorpos; e imuno-histoquimica. Os autores defenderam que esta técnica
descrita de utilizacdo de cateteres comuns de polietileno € mais simples, pratica,

rapida e barata que as anteriormente descritas na literatura.

3.3 Meétodos de avaliagcao da lesédo medular

Tarlov et al. (1953) realizaram estudo experimental em cées, testando a

perda e a recuperacdo das funcbes sensitiva e motora nesses animais.
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Apresentaram um método de avaliacdo da funcdo locomotora em animais que

sofreram lesdo medular experimental.

Basso et al. (1995) estudaram a lesdo medular contusa em ratos fazendo
uma modificacdo da escala locomotora desenvolvida por Tarlov et al. (1953). Os
dados obtidos mostraram que a escala é valida e é uma medida preditiva da
recuperacdo motora. Ela é capaz de distinguir resultados comportamentais devidos
as diferentes lesGes e de predizer alteracdes anatdbmicas no centro da lesdo. Os
testes inter-ratos indicaram que examinadores com experiéncia na sua aplicacéo
conseguem aplica-la consistentemente e obter resultados similares. Esta nova
escala, chamada BBB (Basso, Beattie e Bresnahan), oferece aos avaliadores uma
medida mais discriminatoria dos resultados comportamentais para avaliar o

tratamento depois da lesédo da medula espinal.

Ferreira et al. (2005) demonstraram experimentalmente a padronizacao da
técnica para obtencdo do potencial evocado motor em 50 ratos Wistar por meio
da estimulacéo elétrica transcraniana. Concluiram que a técnica para captacao
do potencial evocado motor apresentada nesse estudo € eficaz na analise da
evolucao eletrofisiolégica da lesdo medular, inédita no nosso meio, podendo ser
reproduzida de modo simples, com padrdes de qualidade e aplicabilidade

similares aos observados na literatura cientifica mundial.

Bolton et al. (2006) caracterizaram as adaptacdes no padrdo da marcha
de ratos sem lesdo durante a travessia de um plano horizontal (escada disposta
na posicdo horizontal) e as respectivas adaptacbes das patas para o
posicionamento e apoio nos degraus. Foram utilizadas avaliacdes
eletromiogréficas e cinematicas. Os autores observaram que, apés uma lesdo
medular toracica experimental, 0s animais apresentam um aumento de erros nas

pisadas nos degraus e mudancas na estratégia para a realizacdo dos passos.

Marques et al. (2018) investigaram o melhor periodo para realizar
treinamento locomotor em ratos submetidos a lesdo medular experimental. Os

animais foram dividos em grupos que iniciaram o treinamento locomotor (com
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esteira) mais precoce ou mais tardiamente apos a lesdo medular. Os grupos
passaram por avaliacdo motora funcional com a escala BBB e com o teste do
plano horizontal. Também foram realizadas analises morfoldgicas e bioquimicas
de fragmentos da medula espinal. Os resultados demonstraram um intervalo de
tempo critico para o inicio dos exercicios apés a lesdo medular. O treinamento

locomotor mais tardio apos a lesdo medular contribuiu para a melhora funcional.

Tamakoshi et al. (2018) conduziram investigacdo sobre os efeitos de
exercicios a curto e longo prazo na recuperacdo motora de ratos submetidos a
lesédo experimental intracerebral hemorragica (por injecdo de colagenase). Os
animais foram divididos em 5 grupos experimentais, com diferentes protocolos
de exercicios. Os grupos foram avaliados por meio de testes comportamentais e
passaram por avaliacdo motora com o teste do plano horizontal. Os resultados
mostraram gque nos casos em que houve o inicio precoce dos exercicios apés a
lesdo cerebral hemorragica, seus beneficios de curto e longo prazo na

recuperacéao funcional motora foram similares.

3.4 Emprego de tratamento pela cateterizagcdo/puncédo do espaco

intratecal/intradural — em modelo animal

Bahar et al. (1984) foram os primeiros a relatar a administracéo e eficaz
distribuicdo de medicacdes por via intratecal em modelo animal. Demonstraram
em ratos Wistar a distribuicédo central de lidocaina e opidides pelo uso de cateter,
por periodo de até trés meses. A eficacia da acdo da lidocaina foi comprovada
pela anestesia e paralisia dos membros traseiros dos animais; e em doses
maiores pela parada respiratoria. Os efeitos da morfina ocorreram pela
promocao de analgesia na cabeca e nos quatro membros. A analise histologica
mostrou que nao houve reagédo da medula espinhal ao cateter. Houve formagé&o
0ssea ao redor do cateter e pequeno infiltrado inflamatério e formacao de células

gigantes no tecido muscular e subcutaneo.
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Horiuchi et al. (2003) testaram a infusao intratecal continua de SB203580
(inibidor seletivo da enzima p38-MAPK) em ratos submetidos a lesdo medular
experimental por meio de compressao por peso. Os animais submetidos ao
tratamento com SB203580 apresentaram melhores resultados na recuperacéo
motora (capacidade de levantar) e diminuicdo no numero de células apoptéticas,

sem degeneracao significativa da estrutura de mielina.

Gradert et al. (2003) estudaram a toxicidade da administracao intratecal
de morfina em ovelhas. Os animais foram divididos em grupos que receberam
medicacdo diariamente ou infusdo de solucédo salina e foram observados por
cerca de trinta dias (até o sacrificio) com relagdo ao desenvolvimento de
alteracdes neurolégicas ou comportamentais. A toxicidade da morfina
apresentou relacdo com a dose administrada, sendo que doses mais elevadas
causaram o desenvolvimento de massa inflamatdéria que se prolongou por toda
extensdo subaracnoéide do cateter. Nesses casos, os individuos apresentaram

déficit motor e alteragdes histologicas.

Johansen et al. (2004) dividiram ovelhas em cinco grupos que recebiam:
1,5, 3, 6 ou 12 mg/dia de solucéo de hidromorfona, além de grupo controle que
recebia solucdo salina. Cada grupo era composto por trés animais e todos 0s
individuos foram implantados com bombas de infusdo e cateteres intratecais
para a administracdo das solu¢des. Os animais foram avaliados com relacdo a
funcdo motora e alteracdes histologicas. As alteragcbes motoras foram
proporcionais a dose medicamentosa empregada, mas a hidromorfona nao foi
associada a formacdo de massa inflamatéria. Essa medicacdo mostrou-se uma

alternativa segura para infusdo continua intratecal de analgésico.

Miyazato et al. (2005) avaliaram a influéncia da administragéo intratecal
de glicina e da dieta rica em glicina em ratos com lesdo medular completa
experimental. A glicina, tanto em sua forma intratecal como na dieta, causou
inibicdo da atividade da bexiga e da uretra, além de melhorar a hiperreflexia do

musculo detrusor e a dissinergia detrusor-esfincter.
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Yoshiyama e Groat (2008) administraram adenilato ciclase pituitaria
ativadora de polipeptideo-38 (PACAP-38) de forma intratecal em ratos Sprague-
Dawley fémeas submetidos a lesdo medular experimental. Os animais com lesdo
medular foram divididos naqueles com transeccdo experimental dos nervos
hipogastricos e naqueles com nervos intactos. Em ambos 0s grupos
experimentais, apos a lesdo medular, a PACAP-38 ativou circuitos espinhais
para facilitar a resposta das vias parassimpaticas na bexiga urinaria e eliminar a

exacerbacdo das vias simpaticas neste 6rgao.

Roh et al. (2010) examinaram o efeito da carbenoxolona (CARB) (que
possui efeitos anti-inflamatorios e citoprotetores) administrada de forma
intratecal em ratos submetidos a lesdo medular experimental. Os efeitos da
medicacdo foram avaliados em dois periodos temporais (fases) apos a leséo
medular: fase de inducéo, que ocorre de 0 a 5 dias; e fase de manutencéo, que
ocorre de 15 a 20 dias. A CARB atenuou o desenvolvimento de hiperalgesia
térmica bilateral e alodinea mecénica nos animais durante a fase de inducéo.
Ratos tratados com CARB também tiveram diminuicdo dos marcadores
inflamatorios encontrados no exame imunohistoquimico, quando comparados a

ratos tratados com solucéo inerte.

Mothe et al. (2011) investigaram a disseminagéo e distribuicdo de células
tronco/progenitoras neurais (CTPN) e de células estromais do mesénquima de
medula 6ssea (CEMMO) administradas por via intratecal em ratos. As células
CTPN ou CEMMO foram transplantadas por meio de punc¢éo lombar a animais
submetidos a lesdo medular (LM) toracica experimental (por compressao) ou a
animais controle sem lesdo. O transplante foi realizado uma semana apoés a LM
e os ratos foram sacrificados com 3, 17 ou 27 dias ap0s o transplante. Apos 4
semanas, por meio de analise imunohistoquimica, 0s pesquisadores
encontraram mais células CTPN no local anatdmico da lesdo comparativamente
as células CEMMO. Concluiram que a puncdo lombar € um método
minimamente invasivo de transplante que produz ampla disseminacéo de células

no espaco subaracnoide da medula espinhal.
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Hama e Sagen (2012) realizaram lesdo medular (LM) experimental em
ratos, causando uma duradoura hipersensibilidade a estimulos cutaneos abaixo
do nivel da leséo, que € condicdo similar a clinica de LM. Trés semanas apoés a
LM, cada animal recebeu um cateter intratecal na regiao cervical alta (conforme
descricdo da técnica de Yaksh e Rudy, 1976). A administracdo intratecal
combinada de agonistas dos receptores gama-amino-butirato (GABA) e
antagonistas dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) mostrou sinergismo e
levou a significativa antinocicep¢éo. Os autores postulam que a combinacao de
tratamentos medicamentosos pode ser uma abordagem de tratamento Gtil no

controle da dor neuropética associada a LM.

Schira et al. (2012) avaliaram a recuperacdo de ratos submetidos a leséo
medular (LM) parcial (hemissecc¢éo dorsal) padronizada apés a injecao intratecal
de células-tronco somaticas humanas (CTSH) bem caracterizadas e definidas.
As CTSH foram injetadas logo ap6s a LM, por tubos capilares colocados 2 mm
caudal e 2 mm cranial ao local anatdomico da lesdo. Os animais que receberam
as CTSH foram imunossuprimidos antes e depois do transplante. Os ratos foram
avaliados quanto a marcacédo de axonios rostrais a LM; por meio da preparacao
dos tecidos e procedimentos histoldgicos; pela quantificacdo axonal; pela
avaliacdo da area de lesao e tecido poupado; pela analise comportamental com
o teste BBB, com o teste da escada no plano horizontal e com a marcha na
passarela. O transplante de CTSH mostrou migracdo de fator-dirigido de
crescimento de hepatdcito dentro da area lesada, reducéo do tamanho da lesao
com aumento de &rea tecidual poupada, aumento do crescimento axonal e

melhora locomotora funcional significativa.

Cheng et al. (2012) estudaram a lesdo medular (LM) contusa padronizada
toracica em ratos. Os animais foram divididos em quatro grupos de 6 individuos
cada (ap6s conducédo de analise de poder de estudo). Os grupos 1 e 2 foram
submetidos a LM, sendo que logo apés a lesdo somente um desses dois grupos
recebeu injecdo subdural de células-tronco neurais humanas (CTNh), enquanto
0 outro grupo recebeu apenas solucéo veiculo. Os grupos 3 e 4 receberam
injecado intratecal lombar (caudal ao local anatdmico da LM) com administracao
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de células-tronco neurais humanas (CTNh) somente para um dos grupos,
enquanto o outro grupo recebeu apenas solucdo veiculo. Os ratos foram
submetidos ao teste locomotor funcional BBB apds 48h da injecéo intratecal e
depois, semanalmente, até completar 6 semanas. Apés o sacrificio dos animais,
amostras do tecido medular foram submetidas a analise com anticorpos
antindcleo humanos (imunofluorescéncia) para detectar a presenca de CTNh. O
estudo concluiu que o transplante agudo de CTNh em ratos submetidos a LM

levou a significativa recuperacéo funcional.

Tian et al. (2013) dividiram os animais de experimentacdo (ratos) em
quatro grupos: sham, que passou somente por laminectomia; controle, que foi
submetido a lesdo medular (LM) e tratamento com solugéo salina; grupo com 10
mg/kg de epigalocatequina-3-galato (EGCG) administrada por injecao
subaracnoide, associada a LM; e grupo com 20 mg/kg de EGCG administrada
por injecao subaracndide, associada a LM. As solucdes salinas contendo ou néo
EGCG foram dadas por puncdo na regido lombar (através de uma segunda
laminectomia, diferente da toracica) logo ap6s a LM. Testes neuro-motores de
campo aberto, utilizando a escala BBB, e teste com plano inclinado foram
realizados pré-operatoriamente, um e trés dias apés a LM e depois
semanalmente, por 04 semanas, até o sacrificio dos animais. Apos o sacrificio
foram coletadas amostras teciduais medulares para testes imunohistoquimicos
e analise Western Blot. O estudo mostrou que a administracdo de EGCG
intratecal pode: reduzir significativamente a perda de mielina, melhorar a
expressao de fatores neurotroficos, proteger a célula da apoptose e aumentar a

recuperacao funcional.

Feng et al. (2014) avaliaram o efeito antinociceptivo da rapamicina
(medicagdo indutora de autofagia) em ratos. Os animais receberam a
implantagéo de cateter intratecal na regido lombar e foram dividos nos seguintes
grupos: sham; ligadura experimental do nervo espinhal L5 (LNE); LNE associada
a administracdo de solucdo veiculo; LNE associada a administracdo de
rapamicina. Os grupos experimentais foram submetidos a avaliagao

comportamental por meio de pesquisa de alodinea mecéanica e hiperalgesia
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térmica. ApoOs serem sacrificados, os ratos tiveram espécimes teciduais
coletadas para analise por Western Blot, imunohistoquimica, exame
microscoépico e reacdo de PCR. A conclusdo do estudo mostrou que a autofagia
foi inibida na microglia espinhal apés a LNE. Contudo, o tratamento com
rapamicina: aumentou significativamente a autofagia; inibiu a producéo de IL-1p;
melhorou a alodinea mecéanica e hiperalgesia térmica induzidas. Medicamentos
indutores de autofagia podem representar uma alternativa no tratamento da dor

neuropatica.

Chen et al. (2015) investigaram os efeitos anti-inflamatorios e anti-
oxidantes da curcumina em relacdo a dor artritica de ratos. Monoartrite (MA) foi
induzida nos animais pela administracao intra-articular de adjuvante completo de
Freund (ACF). Os ratos foram divididos nos seguintes grupos: tratamento com
curcumina oral, pré-administracdo de ACF, que causou atenuacao da alodinea
mecanica e hiperalgesia térmica; tratamento com curcumina oral, apés a
administracdo de ACF, que causou reversdo da alodinea mecéanica e
hiperalgesia térmica; tratamento com curcumina intratecal (IT), apés a
administracdo de ACF, que causou reversdo da alodinea mecéanica e
hiperalgesia ao calor. O surgimento de MA induziu a ativacao de células da glia
e aumento de citocinas pro-inflamatérias na medula espinhal. A injecdo de
curcumina intratecal (IT) diminuiu a ativacéo de células da glia e a presenca de

citocinas pro-inflamatorias na medula espinhal induzidas pelo ACF.

Kim et al. (2015) estudaram em modelo animal de ratos submetidos a
lesdo medular (LM) experimental padronizada (por compressao tecidual) os
efeitos da substancia P (SP) sobre as células tronco/progenitoras neurais
derivadas da medula espinhal (CTPN-ME). A SP foi injetada nos animais de
modo intratecal (através de cateter colocado na coluna lombar), continuamente
por sete dias até o sacrificio. Os efeitos da SP sobre as CTPN-ME foram
avaliados tanto in vitro quanto in vivo (animais com e sem LM). A administracao
da SP levou a proliferacdo das CTPN-ME in vitro e nas medulas de ratos normais

e com LM. Estes achados foram comprovados por meio de testes
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imonohistoquimicos de amostras teciduais de medula espinhal e anélise por

Western blot das proteinas celulares.

Martini et al. (2016) tiveram por objetivo investigar as mudangcas na
expressdo de trés proteinas-quinase ativadas por mitdgeno apos a lesao
medular (LM) e o papel da quinase c-jun-NH2-terminal (QJN) na deficiéncia
motora apos a leséo. Os experimentos foram conduzidos com ratos submetidos
a LM experimental padronizada (uso de bal&o e compresséo) da coluna toracica.
Para testar o grau de disturbios motores causados pela LM, os animais foram
avaliados pela escala motora BBB. Também foram realizados os seguintes
testes com amostras da medula espinhal dos individuos: analise histologica;
medida da infiltragdo neutrofilica pela atividade da mieloperoxidase; analise por
Western blot; ensaio TUNEL; medida da area lesada (coloracéo por hematoxilina
e eosina). Os autores demonstraram que pela administracéo intratecal (através
de agulha lombar) de inibidor da QJN ap6s a LM houve diminuicdo da
neurodegeneracédo espinhal e da perda de funcao locomotora dos ratos.

Gao et al. (2016) estudaram os efeitos de anticorpos anti-fibroblasto fator-
2 de crescimento (FFC-2) sobre a alodinea mecanica e a ativacao de astrécitos
da medula espinhal de modelo animal de dor neuropatica. A dor neuropatica foi
induzida pela leséo parcial do nervo ciatico (lesdo de nervo poupado) de ratos.
ApdOs a administracdo intratecal de anticorpos FFC-2 foram realizados os
seguintes testes: limiar mecanico de retirada da pata, imunofluorescéncia,
ELISA. Concluiu-se que os anticorpos FFC-2 administrados de forma intratecal
tiveram efeito analgésico sobre a dor neuropatica e diminuiram a expresséao de
proteinas inflamatérias (fator de necrose tumoral a; e interleucina-6) em modelo

animal.

Cheng et al. (2016) avaliaram se a inje¢ao intratecal de células tronco
neurais humanas (CTNh) no local anatémico da lesdo medular (LM) crbnica ou
em regido distal a LM (regido lombar) tem efeito funcional diferente na
recuperacdo do modelo animal. Os ratos foram avaliados pela escala motora

funcional BBB e foram submetidos a imagens de bioluminescéncia in vivo para
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pesquisa de CTNh. Os autores concluiram que, apos 28 dias da LM, apenas o
transplante de CTNh realizado distalmente a LM levou a recuperacéo funcional

significativa.

Murai et al. (2017) testaram o envolvimento do receptor 5 de acido
lisofosfatidico (ALF-5) na sinalizacdo de dor na medula espinhal de
camundongos e ratos. Dor neuropatica foi provocada nos roedores pela ligadura
do nervo ciético (cirurgia com lesao por constricdo cronica) ou por administracdo
intratecal de medicacgdes sensibilizadoras para dor e indutoras de alodinia. Por
meio de testes bioquimicos e funcionais, os pesquisadores demonstraram que o
uso de antagonistas do ALF-5 desencadeia amplos efeitos analgésicos tanto na

dor neuropética quanto na dor inflamatoria.

Cheng et al. (2017) ja haviam demonstrado a recuperacao funcional de
ratos submetidos a lesdo medular (LM) apés o transplante agudo de células-
tronco neurais humanas (CTNh). Neste estudo administraram de forma intratecal
as CTNh para os animais nos seguintes periodos temporais: imediatamente
apos a LM; uma semana ap0s a LM; ou quatro semanas apos a LM. Para realizar
a avaliacdo funcional foi empregada a escala motora BBB. Os autores
mostraram que o transplante intratecal distal (regido lombar) de CTNh em ratos
submetidos a LM toracica experimental levou a significativa recuperacdo
funcional nas trés fases temporais avaliadas: aguda, subaguda e cronica.
Contudo, os maiores ganhos foram observados na fase subaguda (uma semana

apoés a LM).

Mamet et al. (2017) analisaram a toxicologia e formulacdo da medicacgao
AYX1, que é um oligonucleotideo desenvolvido para reduzir a dor aguda poés-
cirdrgica e prevenir sua cronificacdo em administracdo intratecal Unica peri-
operatoria. Foram utilizados ratos com o modelo de lesdo de nervo poupado.
N&o foram observados efeitos adversos relacionados a AYX1 e a ndo deteccao
de um nivel de efeito adverso foi considerada pela maxima dose possivel de

injecéo da medicagéo.

Olavo Biraghi Letaif



21

Revisdo da Literatura

Ozkunt et al. (2017) estudaram a expressdo do fator de crescimento
derivado de plaquetas (FCDP)-B e da proteina acidica fibrilar glial (PAFG), que
sdo marcadores de recuperagcdo neurolégica em ratos submetidos a lesao
medular (LM) contusa experimental. Os animais foram divididos em trés grupos
experimentais, que receberam no local da contusdo medular, de forma intratecal,
as seguintes infusfes: grupo 1 solucéo salina; grupo 2 eritropoitina (EPO); grupo
3 metilprednisolona (MP). Apés a LM, os individuos tiveram sua funcéo
neurolégica motora avaliada pela escala motora BBB. Apds a eutanasia dos
animais, amostras teciduais foram submetidas a ensaio imunohistoquimico e
avaliacao histologica para deteccdo de FCDP- e de PAFG. Neste estudo, a
EPO mostrou maior aumento na expressao de FCDP-3 em comparagdo com a
MP, portanto também produziu melhores resultados na fungdo motora

com parativamente.

Pakulska et al. (2017) realizaram estudo com modelo experimental animal
de lesdo medular (LM) por contusdo. Os autores analisaram a hipétese de que
0 emprego intratecal local de condroitinase ABC (ChABC) associada ou ndo ao
fator 1a derivado de células estromais (FDE) promoveria reparo tecidual e
funcional da medula. Pela acdo da condroitinase ocorre degradacédo da cicatriz
glial, combinada com o recrutamento de células enddégenas neurais precursoras
através do FDE. Ratos foram divididos em quatro grupos: ChABC + FDE; ChABC
isolada; FDE isolado; solucéo veiculo apenas. Os grupos que receberam ChABC
isoladamente ou em combinacdo com FDE foram os que apresentaram 0S
melhores resultados funcionais motores e histol6gicos. Nesta pesquisa, portanto,
o reparo funcional e tecidual foi atribuido a ChABC.

Rong et al. (2017) fizeram experimento com modelo animal de leséo
medular (LM) padronizada por compresséao. Os autores do trabalho realizaram a
LM na coluna toracica dos ratos e infundiram de forma intratecal, na regido
lombar, a substancia dexmedetomidina (DEX). A DEX, agonista seletiva do a2-
adrenoceptor, tem propriedades neuroprotetoras. Neste estudo foi mostrado que
a administracéo intratecal de DEX antes da LM foi responsavel por melhorar a
recuperacdo motora funcional (avaliada pelo teste BBB) nos dias subsequentes
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a lesdo, bem como causou a efetiva atenuacdo da inflamacéo e apoptose
neuronal na medula espinhal (avaliacées por imunohistoquimica, PCR, Western

Blot e ensaio imunoenzimatico).

Kanekiyo et al. (2018) investigaram a liberacdo de fatores neurotroéficos
eficientes no tratamento da lesdo medular (LM) por células estromais da medula
0ssea (CEMO) administradas por via intratecal a ratos. Os animais sofreram LM
experimental padronizada por compressao e receberam a infusdo de CEMO por
duas semanas. O exame motor realizado pela escala BBB mostrou melhora
significativa nos individuos que receberam CEMO quando comparado ao grupo
controle. O exame histolégico também revelou melhora do reparo tecidual,
incluindo regeneragcdo axonal, o que significa que as CEMO estimularam a

habilidade intrinseca de regeneracdo da medula espinhal.

Fuhrmann et al. (2018) avaliaram os efeitos da administracéo intratecal de
células neuroepiteliais derivadas de células tronco pluripotentes induzidas
humanas (CNECT) e condroitinase ABC (cABC) em modelo animal de leséo
medular (LM) padronizada. Os ratos foram divididos em cinco grupos: CNECT +
cABC; apenas CNECT; apenas cABC; solucéo veiculo; somente LM. As injecGes
intratecais foram feitas imediatamente apds a LM (local da lesao) e depois com
sete dias da lesdo (1 mm rostral e 1 mm caudal a lesdo). Os animais foram
sacrificados com duas e nove semanas po6s LM. Os autores concluiram que a
administracdo de CNECT resultou em volume reduzido da lesdo medular pela
migracgéo celular, deste modo promovendo reparo tecidual. Também observaram
que a injecao combinada de CNECT e cABC promoveu uma porcentagem maior
de neurbnios com nove semanas apos a LM do que o transplante isolado de
CNECT. Nao foi observado nenhum ganho funcional (teste motor BBB e teste

do plano horizontal) apos as injecdes.

Hosseini et al. (2020) analisaram os efeitos da administragdo simultanea
de muscimol (agonista GABA) e endomorfina-1, por inje¢cao intratecal, em ratos
submetidos a lesdo medular toracica experimental. As drogas foram injetadas de

forma intradural no segmento L5-L6 lombar. Os animais foram submetidos a
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estudos comportamentais; escala BBB; teste de monofilamentos de Von Frey;
teste de Acetona; teste de presséo sobre a peta; estudos histoldgicos; estudos
bioguimicos; Western blotting; avaliagdo de stress oxidativo, medida de
superoxido dismutase; medida de glutationa; medida de malondialdeido. A
conclusao do estudo foi de que a administracao simultanea dos farmacos pode
ser uma nova terapia candidata para o alivio da dor resultante da lesdo da

medula espinal.

3.5 Emprego de tratamento pela cateterizagdo/puncédo do espaco

intratecal/intradural — em humanos

Protopapas et al. (2007) fazem um relato de caso clinico em que um
individuo do sexo masculino recebeu a implantacdo de uma bomba intratecal de
morfina e baclofeno para controlar a dor e diminuir a espasticidade apos leséo
medular cervical. Durante o tratamento houve deslocamento do cateter e
formacdao de cicatriz epidural. O deslocamento do cateter e formacédo de cicatriz

fibrosa podem ocasionar a diminuicao da eficacia do tratamento intratecal.

Schubert et al. (2011) apresentaram a descricdo de dois casos clinicos em
que a videografia com emprego de indocianina verde intradural auxiliou na
identificacdo e no tratamento de lesdes intramedulares na coluna. A
administracao intratecal da medicacao e videografia mostraram-se capazes de

aumentar a seguranca na identificacao e resseccéo dessas lesoes.

Ughratdar et al. (2012) relataram uma série de pacientes (criancas), a
maioria com diagnostico de paralisia cerebral e grave escoliose, em que foi
realizada a implantacédo de cateter intratecal para administracdo de baclofeno
por bomba. Os pacientes tinham previamente aumento da espasticidade e
alguns haviam passado por cirurgia para corre¢ao de escoliose, enquanto outros

ndo. Os autores concluiram que a implantacéo deste cateter intratecal por via
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cervical (entre C7 e T1) é segura, factivel e deve ser considerada em se tratando

de criancas com escoliose, como forma de evitar a puncao na regido lombar.

Chotivichit et al. (2015) relataram um caso clinico de um paciente com
lesdo medular parcial crénica (ocorrida havia 54 meses) na regido cervical
submetido ao transplante de células tronco mesenquimais (CTM) autélogas. As
CTM foram injetadas no espaco intratecal lombar (entre L4-L5), sendo que
metade dessas células cultivadas foi marcada com nanoparticulas de oxido de
ferro superparamagnéticas. Estudos de ressonancia magnética foram realizados
imediatamente apos o transplante, com 48 horas, duas semanas, um més e sete
meses apos o transplante. A injecdo de CTM na coluna lombar foi capaz de levar
as células até a medula cervical lesionada, mas ndo ocorreu nenhuma melhora

clinica da fungéo neuroldgica.

Sang et al. (2016) avaliaram em teste clinico de fase 12 os efeitos de
substancia andloga a neurotensina A (CGX-1160) em quatro pacientes
internados com sintomas de dor neuropatica, havia pelo menos seis meses,
associada a lesdo medular (LM). A medicacdo foi administrada de forma
intratecal através de puncao lombar e colocacao de cateter. A CGX-1160 foi bem

tolerada quando administrada em doses de até 1000 pg/h.

Kucher et al. (2018) promoveram estudo pioneiro na avaliacdo dos efeitos
da injecdo intratecal de anticorpos anti-Nogo-A (substancia neutralizadora dos
fatores inibitérios do crescimento de neuritos do sistema nervoso central) em um
grupo de 52 pacientes com lesdo medular (LM) aguda. Os pacientes com
paraplegia ou tetraplegia completa pds-traumatica iniciaram o tratamento entre
4 e 60 dias apés a LM. Os objetivos primarios do estudo foram avaliar:
viabilidade; seguranca aguda; tolerabilidade; e dosagem sérica e liquoérica dos
anticorpos administrados. Os objetivos secundarios foram medir: a resposta
imune aos anticorpos e investigar um potencial sinal de eficacia precoce com
melhora de pontuagdo na escala neuroldgica e dos resultados de testes de
conducado nervosa através da neurofisiologia. Os autores demonstraram que a

administracdo de anticorpos foi bem tolerada e que a administracao intratecal,
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especialmente através de injecdes em bolus, € um modo viavel de infundir
medicacdo na LM aguda. Houve pequenos ganhos funcionais dos pacientes ao
longo de 12 meses de seguimento, mas em raz&o da amostra ser muito pequena,
eles ndo podem ser necessariamente atribuidos a administragdo dos anticorpos,

pois ganhos espontaneos sédo observados ao longo do tempo.

Szczepanik et al. (2020) avaliaram a eficicia e a segurancga do tratamento
intratecal com células autélogas regenerativas derivadas do tecido adiposo, em
6 individuos (criancas e adolescentes) com epilepsia autoimune refrataria. As
injecdes intratecais foram realizadas por trés vezes a cada trés meses, para cada
paciente, na coluna lombar. Durante 12 meses foram monitorados status
neurologico, funcdo cognitiva, ressonancia magnética do cerebro e efeitos
antiepilépticos. Como resultado os pesquisadores concluiram que a terapia
parece ser segura e viavel. Eles encontraram eficacia antiepiléptica variada,

contudo algumas habilidades melhoraram em todas as criangas.
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4  METODOS

4.1 Local de execucéo

Laboratério de Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos do
Instituto de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (LETRAN — IOT - FMUSP).

4.2 Etica

Este protocolo de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comisséao Cientifica
do Instituto de Ortopedia e Traumatologia e pela Comiss&o de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (CAPPesq — HC-FMUSP) (Anexo A).

4.3 Animais de experimentacéao

Foram selecionados 48 ratos, de modo a compor 8 individuos por grupo,
namero semelhante ao de estudos prévios (Bahar et al., 1984; Yoshiyama;
Groat, 2008; Amemori et al., 2015), da raga Wistar machos oriundos do Centro
de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, com

idade média de 20 semanas de vida e com peso entre 340g e 450g, todos de um
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anico fornecedor. Os ratos foram mantidos em gaiolas (40 x 60 cm)
acondicionadas em estantes metabdlicas com controle de temperatura, filtragem
de ar e umidade, individualmente para evitar dominancia entre machos (o que
pode causar lesGes dos animais), com fornecimento de agua filtrada e racéo ad

libtum.

Foram adotados os seguintes critérios:

a) Critérios de incluséo:

Ratos da raca Wistar;

Machos adultos jovens;

Peso entre 340 g e 450 g inclusive;
Condicao geral boa;

Motricidade inicial normal.
b) Critérios de excluséo:
Obito ap6s lesdo medular experimental;
Infeccéo persistente apds 10 dias de tratamento com antibioticoterapia,;
Anomalias observadas macroscopicamente da regido medular;

Autofagia ou mutilacéo;

Perda maior que 10% do peso corporal apds a lesao.

4.4 Formacédo dos grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em 6 grupos, com 8 animais

cada;
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a) Grupo 1: Foi realizada laminectomia + introducéo de cateter intradural,

b) Grupo 2: Foi realizada laminectomia + introducao de cateter intradural +
infusédo de 0,1 ml de Solucao Fisioldgica;

c) Grupo 3: Foi realizada laminectomia + contusdo medular de 12,5 mm com
NYU Impactor,

d) Grupo 4: Foi realizada laminectomia + contusdo medular de 12,5 mm com
NYU Impactor + introducéo de cateter intradural;

e) Grupo 5: Foi realizada laminectomia + contusdo medular de 12,5 mm com
NYU Impactor + introducdo de cateter intradural + infusdo de 0,1 ml de
Solucéo Fisioldgica;

f) Grupo 6: grupo controle (sham) em que foi realizada somente

laminectomia no mesmo nivel anatbmico dos outros grupos.

Os grupos foram acompanhados por 6 semanas.

4.5 Modelo experimental de lesdo medular

451 Protocolo de anestesia

Para a realizacdo da lesdo medular, os animais foram submetidos a injecao
subcuténea de cloridrato de tramadol na dose de 5 mg/kg e Pentabiotico na
dose de 24.000 UI/Kg (Grimm et al., 2015).

Com o uso de uma caixa de acrilico, os animais foram induzidos a

anestesia com isoflurano (1.5-2.0 vols.%) em 100% de oxigénio (Figura 1).
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 1l - Inducgdo anestésica de rato com o uso de uma caixa de acrilico
e isoflurano (1.5-2.0 vols.%)

Apéds sedacao leve, uma mascara foi colocada para cobrir todo o focinho
do animal, obtendo-se um plano anestésico mais profundo. Na sequéncia,

realizou-se a tricotomia e a limpeza da regido dorsal (Figura 2).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 2 - Méscara cobrindo todo o focinho do animal, obtendo-se um
plano anestésico mais profundo. Realizacao da tricotomia e da
limpeza da regido dorsal

Olavo Biraghi Letaif



31

Métodos

O plano anestésico profundo foi confirmado pela auséncia dos reflexos da
cornea e pela auséncia de reacdo a compressao da cauda e patas traseiras
(Santos et al., 2011).

452 Lesdo medular

As lesbes medulares foram feitas utilizando-se o NYU Impactor (New York
University, 1993; Rodrigues et al., 2010; Santos et al., 2011) com queda do
peso de 10 g de uma altura de 12,5 mm (lesé@o leve) em todos os ratos. Para
tanto, foi feita uma laminectomia que expds a medula espinhal de forma
padronizada. Na linha média dorsal realizou-se uma incisdo na pele para se
expor T8 - T12 (Figura 3).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 3 - Incisdo da pele na linha média dorsal
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Os musculos nos processos espinhosos de T10 —T11 foram afastados. Em
caso de hemorragia foi utilizado um coagulador bipolar. Com um alicate
removeram-se as laminas e processos espinhosos de T9 e T10 comecgando pela
borda caudal de T10 e retiraram-se pequenos fragmentos ao longo da lamina de
T10, com o alicate orientado cranialmente até T9. O processo espinhoso de T8
e a medula foram mantidos intactos. A abertura da lamina foi a suficiente para
acomodar a cabeca da haste de impacto do dispositivo e leséo, portanto possuia
mais do que 2 mm de comprimento (Tian et al., 2013).

i) i N
Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura4 - A) exposicdo da medula apés a dissec¢cdo muscular,
afastamento e laminectomia da coluna toracica. B) cabeca da
haste de impacto do dispositivo acomodada na regido da
laminectomia
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Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 5 - Posicionamento do peso na altura de 12,5 mm para a producao
de lesdo medular padronizada leve

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 6 - Aproximacdo dos tecidos musculares e fechamento da pele
apos o término da lesdo medular experimental
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45.3 Protocolo de puncéo e injecao intradural

Com os ratos ainda anestesiados, ap0s a lesdo medular experimental, e
com a regido da laminectomia toracica ainda exposta, os animais dos grupos 1,

2, 4 e 5 foram submetidos a puncéo intradural e introdugéo de cateter intratecal.

A puncdo do saco dural foi realizada no local da contusdo medular
experimental, no centro da laminectomia feita. Para a puncédo foi utilizado o
conjunto de agulha e cateter intravenoso periférico da empresa B. Braun
(codigos Introcan® Safety™: 4251601-04). A agulha tinha tamanho (calibre) de
24G; e o cateter tinha comprimento de % (trés quartos) de polegada equivalente
a 19 mm, com didmetro de 0.7 mm; a vazao do cateter era de 22 ml/minuto ou
1320 ml/hora.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 7 - Punc¢éo do saco dural no centro da laminectomia, no local da
contusdo medular experimental
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Apoés a realizacdo da puncdo com a agulha, esta foi cuidadosamente
recuada (retirada do saco dural) e com cautela foi introduzido o cateter de forma
intradural por cerca de 5 mm dentro do espaco intratecal. Apds confirmada a
seguranca do posicionamento do cateter, foi realizada a injec&o intratecal de 0,1

ml de solucao salina nos grupos experimentais 2 e 5.

Figura 8 - Retirada da agulha e introducao intratecal do cateter em cerca de
5 mm de comprimento

Nos grupos 1, 2, 4 e 5 o cateter foi retirado apdés a sua introdugéo e
observou-se nesse momento a regularidade e fechamento do defeito produzido
no saco dural e a eventual saida de liquor pelo orificio de puncao.
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4.6 Protocolo pés-operatorio

Apos a limpeza da cicatriz cirargica, foi aplicada uma camada da pomada
Fibrase (associacdo de fibrinolisina, desoxirribonuclease, cloranfenicol). Os
animais foram submetidos a antibioticoprofilaxia para prevenir e/ou reduzir a
infeccdo na ferida cirdrgica e nas vias urinarias. Administrou-se,
intraperitonealmente, cefazolina sodica (antibiético), com dose de 5 mg/kg,
imediatamente apds a lesdo e uma vez ao dia durante os trés dias seguintes.
Caso a infeccédo persistisse, 0 uso do antibiético era prolongado. Racéo e agua
foram oferecidas logo que o animal ficou totalmente acordado.

Apos a cirurgia, foram ministrados aos ratos cloridrato de tramadol na dose
de 5 mg/kg a cada 8 horas durante 5 dias, pentabiético na dose 24.000 Ul/kg a
cada 12 horas durante 7 dias, meloxicam na dose 5 mg/kg 1 x ao dia durante 3
dias (Flecknell, 2018), para alivio da dor. Esses medicamentos também foram
administrados aos animais do grupo controle, pelo mesmo periodo, para que ndo

houvesse viés nas avaliacbes comportamentais.

Apés a lesdao medular, os animais perderam o reflexo de urinar, sendo
necessario realizar o esvaziamento da bexiga. Este procedimento foi realizado
por meio de uma manobra manual na regido vesical, 2 vezes ao dia durante 5
dias (Santos et al., 2011; Cristante et al., 2013; Paschon et al., 2019). O
esvaziamento foi realizado até que o animal recuperasse a funcéo de urinar

espontaneamente.

Os ratos retornaram as mesmas gaiolas de origem (40 x 60 cm), sendo
mantidos isolados individualmente, nas mesmas condi¢cdes ambientais (manejo,
alimentacao ad libitum, troca periddica da maravalha e limpeza da gaiola) até o

final do experimento (por 42 dias), quando foram submetidos a eutanasia.
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Durante o periodo de avaliacdo pela escala BBB (Basso et al., 1995), os
ratos foram observados quanto a mutilagdes, infeccdes ou outras alteracdes

(critérios de excluséo e complicagdes).

4.7 Protocolo de avaliacdo da capacidade locomotora pela escala
BBB

A recuperacao da capacidade locomotora apos lesdo medular foi medida
pela escala BBB (Basso, Beattie e Bresnahan) de avaliacao funcional (Basso et
al., 1995). A BBB (Basso et al., 1995, 1996) é a principal escala utilizada para
quantificar a recuperacdo motora em ratos com lesdo medular em estudos
realizados pelo MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) (Basso et
al., 1995) e foi adotada pelas instituicdes que integram o MASCIS e pelo LETRAN.
O uso dessa escala foi padronizado em nosso laboratério por Santos et al. em
2011. Trata-se de uma escala de avaliacdo da recuperacao locomotora em ratos
com lesédo medular nos niveis toracicos, baseada em critérios observacionais da
movimentac¢do do animal durante a marcha, e que atribui uma pontuacédo de 0 a
21 para graduar a gravidade de lesdo neuroldgica. A escala BBB de avaliagédo
funcional baseia-se em critérios observacionais especificos, definicdes simples e
ndo ambiguas dos termos e permite uma rapida e precisa descricdo do

desempenho locomotor (Anexos C e D).

Todos os ratos dos grupos foram avaliados pela escala BBB no 22, 72, 149,

210, 2892, 352 e 42° dias ap6s a lesdo medular.

A avaliacdo consistiu em colocar o rato no centro de uma caixa de
observacédo de 80 x 80 cm e borda com 17 cm de altura, forrada com um campo
cirdrgico azul escuro para maior contraste com a pelagem clara dos ratos durante

o periodo de observagéo (Figura 9).
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Avaliou-se a capacidade locomotora do rato. As observacdes sobre o
movimento das articulacbes da pata posterior (quadril, joelho e tornozelo) de
cada lado, a posi¢cao do tronco, do abdome, o deslocamento da pata (fase de
balanco da marcha) e o modo de contato da pata com o solo, a coordenacéo, 0s
dedos, o contato e a liberagdo da pata com o solo, a instabilidade do tronco e a
posicéo relativa da cauda, em relagcéo ao lado direito e esquerdo, foram anotadas
em formulario proprio. O formulério, formatado para uso nesta pesquisa, permitiu
0 registro da identidade, do numero de dias apdés a lesdo medular e dos

comentarios, e facilitou a descricdo do movimento e a definicdo da pontuacéo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 9 - Teste BBB em rato experimental

A avaliacdo de cada rato foi realizada por dois observadores
simultaneamente, adequadamente treinados, sem conhecimento do grupo de
origem do rato e cegos também quanto as avaliacbes dos colegas, de maneira
a nao interferir nos resultados um do outro. Caso houvesse discordancia entre

as avaliagOes, decidiu-se pela anotagédo da menor nota.

Caso o rato, posicionado no centro da caixa, permanecesse imovel por 15
a 20 segundos, era estimulado a movimentar-se por meio de toques com um

lapis. A avaliacdo da capacidade locomotora do rato durou entre quatro a cinco
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minutos, durante os quais foram anotadas as caracteristicas do movimento

executado, no respectivo formulario.

4.8 Avaliagcdo comportamental sensério motora: plano horizontal

Uma escada horizontal (horizontal ladder) com 100 cm de comprimento, 35
cm de largura, suspensa a 46 cm do chdo e com espaco fixo de 1,5 cm entre
cada filete de ferro, foi utilizada para avaliar a funcao proprioceptiva dos animais
(Bolton et al., 2006; Erschbamer et al., 2006; Girgis et al., 2007). Os animais
foram primeiramente treinados a andar na escada por dois dias antes dos

experimentos cirdrgicos, sendo necessaria atravesséa-la cinco vezes (Figura 10).

Para auxiliar no aprendizado, os animais foram estimulados com agua e

acucar, que eram posicionados nas extremidades da pista.

Na avaliagdo pds operatoria, os animais precisavam andar voluntariamente
ao longo da escada e foi realizada a contagem de numero de passos total,

acertos, escorregadas € erros.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 10 - Treinamento pré-lesdao na escada horizontal

Olavo Biraghi Letaif



40

Métodos

Os acertos consistiam em posicionamentos corretos das patas nos filetes
de ferro (Huot-Lavoie et al., 2019). Eram consideradas como escorregadas o
posicionamento das patas no filete de ferro, seguido da queda das mesmas entre
os filetes. Dois tipos de erros foram considerados separadamente, sendo eles: o
arrastar de membros posteriores ao longo da escada horizontal e o
posicionamento das patas entre os filetes de ferro (Sedy et al., 2008; Krajacic
et al., 2010). Os valores das trés passagens pela escada horizontal foram
obtidos para todos os tipos de respostas (acertos e erros) e foi feita a média
deles (Miranda et al., 2012; Marques et al., 2018; Tamakoshi et al., 2018).

4.9 Analise por potencial evocado motor

No 422 dia pos-leséo, os ratos foram submetidos novamente ao procedimento
anestésico com 10 mg/kg de xilazina e 50 mg/kg de quetamina por via
intraperitoneal para realizacéo do exame de potencial evocado motor, para registrar
os valores de amplitude e laténcia de resposta nas patas apés estimulo elétrico

transcraniano (Ferreira et al., 2005; Santos et al., 2011).

A captacdo das respostas musculares foi realizada com o seguinte método:
pares de eletrodos de agulha monopolar (captador e referéncia), com distancia
inter-eletrodos definida e fixa, sdo inseridos na musculatura proximal e anterior
dos membros dianteiros e traseiros a direita e a esquerda. O eletrodo terra €
colocado na regido lombar através de um eletrodo de agulha monopolar. A
estimulacao elétrica transcraniana é realizada com a colocacao de dois eletrodos
de agulha tipo saca-rolhas, na cabeca dos ratos, na regiao frontal (anodo) e
occipital (catodo) na linha inter-hemisférica, para estimulacdo bilateral

simultanea (Figura 11).
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Apos a colocacao dos eletrodos no rato, inicia-se 0 equipamento e verifica-
se a impedancia dos eletrodos, para comprovar a boa adaptabilidade deles, a
fim de obter respostas mais nitidas, seguras e fidedignas. A calibracdo do
aparelho é feita em dois aspectos da captacdo das respostas musculares:
varredura, janela de 20 ms; sensibilidade, 2 mV/div.; filtro de baixa frequéncia,
10 Hz, e filtro de alta frequéncia, 10 kHz, e a estimulacao elétrica transcraniana

é realizada por meio de estimulo Unico de 0,2 ms de duracao.

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 11 - Exame de potencial evocado motor em rato experimental

4.10 Protocolo de eutanasia

Ao final do periodo de experimentacéo (apés 42 dias), todos os ratos foram
submetidos a eutanasia conforme legislacdo em vigor e seguindo os preceitos

do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991).

Todos os animais foram submetidos a perfuséo transcardiaca no 422 dia pos-
lesdo. Antes do procedimento, os animais foram colocados em uma camara com
halotano (5%) para promover uma leve sedacdo, seguida de dose letal de

guetamina e xilazina, intraperitoneal. Além disso, foi administrada dose de 0,05 ml
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de heparina sodica (100 Ul/ml, pH 6,18) intraperitoneal, para prevenir a formacéo
de coagulos. Apenas apoés a observacao de anestesia profunda, por meio de fortes
pincadas na cauda, patas e esterno, sem que se observasse qualquer reacao do
animal, a perfusdo foi iniciada. Em casos de demonstracdo de qualquer
sensibilidade, foram aguardados aproximadamente cinco minutos e, caso a
resposta persistisse, dose adicional de anestésico era aplicada e o procedimento,

repetido.

O torax foi aberto com tesoura de pontas arredondadas e uma agulha foi
inserida no ventriculo esquerdo. Com uma tesoura pontiaguda, realizou-se leve
corte no atrio direito e o animal foi entdo perfundido com solucéo tampéo fosfato
0,2 M a 36 °C em pH 7,4 (necessaria para remover 0 sangue, preservando ao
maximo a estrutura dos vasos sanguineos), seguido de solucdo de
paraformaldeido (PFA) tamponado a 4%, em pH 7,4, 100 ml/100 g, (necesséario

para fixagdo das estruturas a serem coletadas).

Os animais foram submetidos a morte indolor induzida com tiopental, 65

mg/100 g, e cloreto de potassio por via endovenosa.

4.11 Exame necroscoOpico e anatomopatoldgico

O exame necroscopico dos ratos foi iniciado de modo a permitir a
identificacdo macroscopica de possiveis alteragcbes em relacdo ao padrao
normal. Na inspecéo externa, observou-se a presenca de possiveis lesdes

associadas a autofagia ou mutilagéo.

A inspecao interna foi iniciada com a retirada da coluna vertebral,
realizando-se nova incisado dorsal extensa. Apés a exposicéo da coluna, cortou-

se, com uma tesoura, um segmento desde TVIII até TXII (segmento de cerca de
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2,5 cm, incluindo o foco de lesdo). Com um micro saca-bocados, retiraram-se
cuidadosamente todas as estruturas 0sseas e de partes moles adjacentes a
medula até expd-la completamente. Realizou-se avaliagdo visual macroscopica
da medula no local da contusdo para se verificar qualquer anomalia (critério de
exclusao) (Figura 12).

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 12 - Avaliacdo macroscopica da medula

Realizou-se incisdo ventral, com toracotomia e laparotomia associadas. Os
pulmdes foram inspecionados para a identificacdo de possiveis alteragbes, como
a presenca de empiema ou condensagdo. No abdémen, focalizou-se a inspegéo
da bexiga, para a identificacdo de bexiga neurogénica flacida (com aumento
importante do volume) ou de alteragBes sugestivas de infecgdo (hiperemia e
hematuria). Os dados assim coletados foram listados para posterior analise

estatistica de complicacdes associadas.

4.12 Descarte das carcagas

As carcacas foram colocadas em sacos plasticos e devidamente
identificadas, seguindo apostila de descarte de animais da FMUSP.
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4.13 Avaliacao histologica

O material da medula seccionada recebido para analise histolégica foi
previamente fixo linearmente em papel cartdo com suas respectivas
identificagBes topograficas. Principalmente onde se observavam os achados
macroscopicos de contusdo medular, esta era identificada como area “B”, sendo
entdo também designadas as areas craniais a lesdo, como “A”, e as areas
caudais a lesdo, como “C”. Depois de identificadas e acondicionadas, as

medulas foram fixas em formalina a 10%.

Cada area previamente identificada como “A”, “B” e “C” foi seccionada no
plano axial em intervalos de dois milimetros, partindo da area central da lesao.
Todos os fragmentos foram submetidos aos processos histologicos que
compreendem a desidratacdo em banhos de alcool, diafanizacdo em xilol e a
impregnacao por parafina liquida. Cada fragmento foi blocado de forma
padronizada em parafina e posteriormente identificado com a topografia do

respectivo material.

Os blocos parafinados foram encaminhados para o processo de
microtomia (cortes histolégicos), no qual se obtém cortes com cinco micras de
espessura, utilizando-se um microtomo (Leica RM 2055 — elétrico) e laminas

descartaveis.

As laminas de vidro utilizadas no processo receberam previamente um
banho de silane, para se obter um melhor resultado na aderéncia dos materiais

a sua superficie.
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4.14 Avaliacao histologica qualitativa

Cortes transversais e sagitais da medula no epicentro da leséo e regides

adjacentes foram realizados.

O protocolo para a coloragéo usada com a hematoxilina e a eosina consistiu
no aquecimento dos segmentos cortados da medula espinhal a 45° C por 40
minutos. Em seguida, hidratacdo dos fragmentos em uma diluicdo seriada de
alcool (100%, 80% e 70%) por 5 minutos cada e lavagem com agua destilada
por 7 minutos. As amostras foram imersas em solugcdo de hematoxilina por 3
minutos e lavadas em &gua corrente por 3 minutos. ApOs essa etapa, as
amostras foram coradas com solucdo de eosina por 7 minutos, e na sequéncia
por lavagem em &gua corrente por 3 minutos. Finalmente, as secc¢des de medula

foram desidratadas e lavadas por duas vezes com xylol, por 5 e por 10 minutos.

Foram observadas as seguintes variaveis: hemorragia; alteracfes
arquiteturais; necrose; infiltrado inflamatério celular. Para cada variavel foi
atribuida uma nota de 0 a 3 onde 0 é ausente, 1 é discreto, 2 € moderado e 3 &
intenso a fim de permitir uma andlise estatistica (Figuras 13, 14, 15, 16 e 17).
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Figura 13 -

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 14 -
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Microscopia de corte sagital de fragmento da medula, do animal
6 do Grupo 1, corada por hematoxilina-eosina, mostrando
aspecto histolégico normal, neste caso com hemorragia (0),
alteracdes arquiteturais (0), necrose (0) e infiltrado inflamatorio
(0). Foto realizada no Scanner Olympus, modelo VS120, objetiva
de 20x

Microscopia de corte sagital de fragmento da medula, do
animal 6 do Grupo 3, corada por hematoxilina-eosina,
mostrando aspecto histolégico com altera¢cdes arquiteturais
difusas, hemorragia (3+), alteracdes arquiteturais (3+), necrose
(3+) e infiltrado inflamatodrio (3+). Foto realizada no Scanner
Olympus, modelo VS120, objetiva de 20x
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Fonte: Arquivo peséoal do autor.

Figura 15 - Microscopia de corte sagital de fragmento da medula, do animal 6
do Grupo 4, corada por hematoxilina-eosina, mostrando aspecto
histol6gico com quase completa interrupcédo dos feixes neurais,
hemorragia (3+), alteracdes arquiteturais (3+), necrose (3+) e
infiltrado inflamatério (3+). Foto realizada no Scanner Olympus,
modelo VS120, objetiva de 20x

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 16 - Microscopia de corte sagital de fragmento da medula, do animal 7
do Grupo 4, corada por hematoxilina-eosina, mostrando aspecto
histolégico com quase completa interrupcdo dos feixes neurais,
hemorragia (1+), alteragbes arquiteturais (3+), necrose (2+) e
infiltrado inflamatorio (1+). Foto realizada no Scanner Olympus,
modelo VS120, objetiva de 20x
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|

Fonte: Arquivo pessoal do autor.

Figura 17 - Microscopia de corte sagital de fragmento da medula, do animal 8
do Grupo 5, corada por hematoxilina-eosina, mostrando aspecto
histol6gico com quase completa interrupcdo dos feixes neurais,
hemorragia (3+), alteracdes arquiteturais (3+), necrose (3+) e
infiltrado inflamatdrio (0). Foto realizada no Scanner Olympus,
modelo VS120, objetiva de 20x

4.15 Forma de analise de resultados

Para realizacao deste estudo foram avaliados 6 grupos de ratos, sendo que
0S grupos variaram entre lesdo medular experimental na coluna ou apenas
laminectomia, insercdo do cateter e infusdo de fluido. Os animais foram
avaliados com testes motores durante 6 semanas de acompanhamento e
conforme alguns parametros (histologia e potencial evocado) apds o sacrificio
(Anexo E).

O objetivo do estudo é avaliar diferencas entre 0s grupos nos parametros

avaliados e ao longo do acompanhamento, quando aplicavel.
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Inicialmente, foi realizado um teste t para avaliar se as notas aplicadas
(teste motor BBB) e os valores encontrados (potencial evocado) referentes as
patas (direita e esquerda) pertencentes a um mesmo rato eram equivalentes.
Pelo teste t evidenciou-se que as patas de cada rato apresentaram notas e
valores similares. Deste modo, a nota ou valor de cada individuo foi incluido

como aquele correspondente a média aritmética de suas patas.

As caracteristicas avaliadas apenas em um momento, potencial evocado e
histologia foram descritas segundo grupos com uso de medidas resumo (média,
desvio padrdo, mediana, minimo e maximo) (Kirkwood; Sterne, 2006) e
comparadas entre 0s grupos com uso de analises de variancias (ANOVA),
passando na sequéncia por comparacdes mdultiplas de Bonferroni quando
significativas, ou por testes Kruskal-Wallis seguidos de comparac¢des multiplas

de Dunn quando significativas (Neter et al., 1996).

Os testes motores e 0 peso dos animais foram descritos segundo grupos
ao longo dos momentos de avaliacdo com uso de medidas resumo e
comparados entre 0s grupos e momentos de avaliacdo. Para tanto, foram
usadas equac0des de estimacao generalizadas (EEG), com distribuicdo marginal
normal e funcdo de ligacao identidade (McCullagh; Nelder, 1989), com matriz
de correlagdes entre os momentos de avaliagdo auto-regressiva de primeira
ordem. As andlises foram seguidas de comparacdes multiplas de Bonferroni
qguando significativas para identificar entre quais grupos ou momentos de

avaliagdo ocorreram as diferencgas.
As andlises foram realizadas com uso do software IBM-SPSS for Windows

versao 22.0, tabuladas com uso do software Microsoft-Excel 2010 e os testes

foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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Tabela 1 - Descricdo dos parametros do potencial evocado e da histologia
segundo grupos e resultado das comparacdes

Grupo
Variavel Laminectomia + Laminectomia + Contusdo Contuséo + Contuséo + . . p
" " Laminectomia
Cateter Cateter + Infusdo medular Cateter Cateter + Infusdo
Laténcia MS N=7) N=7) (N=8) N=7) N=7) (N=8) 0,010
média + DP 4,85+ 0,83 35+1,11 5,08 £ 1,04 5,09 £ 0,45 4,81 + 0,69 4,52 +0,79
mediana (min.; max.) 4,8 (3,8; 6,3) 3,1(2,5;565) 4,82(3,85; 7,05 52(4,4;555) 4,9(355 555 4,93 (3,15; 525)
Laténcia MI N=7) N=7) (N=8) N=7) N=7) (N=8) <0,001
média + DP 7,28 £1,15 10,52+ 1,4 6,88 + 1,44 8,02 £ 0,68 8,17+1,3 4,14 + 0,83
mediana (min.; max.) 7,2 (57;8,75) 10,25 (9,05; 12,9) 7,23 (4,35; 8,7) 8(6,9; 8,8) 8,5 (6,45; 10,1) 4,05 (3,2; 5,6)
Amplitude MS N=7) N=7) (N=18) N=7) N=7) (N=18) 0,078
média + DP 3,63+0,42 3,22 0,69 3,8+0,41 3,05+ 1,25 3,41+0,52 4,22 +1,04
mediana (min.; méax.) 3,47 (3,1; 4,42) 2,93 (2,41; 4,39) 3,67 (3,39;4,52) 3,34 (1,61;4,58) 3,45(2,5; 4,17) 3,98 (2,84; 5,99)
Amplitude MI N=7) N=7) (N=8) N=7) N=7) (N=18) <0,001
média + DP 1,15+ 0,15 0,44 £ 0,09 0,4+0,23 0,21 £ 0,07 0,16 + 0,05 3,75+0,44
mediana (min.; max.) 1,1(1; 1,35) 0,46 (0,31; 0,54) 0,28 (0,22; 0,77) 0,19 (0,15; 0,33) 0,15 (0,09; 0,23) 3,74 (2,95; 4,39)
Hemorragia (N=16) (N=28) (N=28) (N=18) (N=18) (N=6) <0,001*
média + DP 0,33+0,82 0,5+0,76 2,25+ 0,89 1,75+ 1,04 1,13+1,36 00
mediana (min.; max.) 0(0; 2) 0(0; 2) 2,5(1; 3) 1(1;3) 0,5 (0; 3) 0(0; 0)
AlteragOes arquiteturais (N=16) (N=18) (N=18) (N=18) (N=18) (N=16) <0,001*
média + DP 0,67 £1,21 0,38 £ 0,52 2,25+0,71 2,5+0,93 1,13 +0,99 0,17+ 0,41
mediana (min.; max.) 0 (0; 3) 0(0; 1) 2(1;3) 3(1;3) 1(0; 3 0(0; 1)
Necrose (N=6) (N=18) (N=18) (N=18) (N=18) (N=6) <0,001*
média + DP 0,33+0,52 0,25 + 0,46 1,63+0,74 1,88+ 0,84 0,75+ 1,04 0,17 £ 0,41
mediana (min.; méax.) 0(0; 1) 0(; 1) 1,5(1; 3) 2(1;3) 0,5 (0; 3) 0(; 1)
Infiltrado inflamatério (N=16) (N=28) (N=28) (N=18) (N=18) (N=6) 0,001*
média + DP 0,17+ 0,41 0,25 + 0,46 1+0,54 0,88 £ 0,35 0,38 £ 0,52 0+0
mediana (min.; max.) 0 (0; 1) 0 (0; 1) 1(0; 2) 1(0; 1) 0 (0; 1) 0 (0; 0)

ANOVA; * Teste Kruskal-Wallis

A Tabela 1 mostra que houve diferenca estatisticamente significativa entre
0S grupos para quase todos os parametros do potencial evocado (p < 0,05), com
excecao apenas da amplitude dos membros superiores (MS) (p = 0,078), e todos
0s parametros da histologia foram estatisticamente diferentes entre os grupos (p
<0,001).
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Tabela2 - Comparacdo dos parametros do potencial evocado entre os
grupos dois a dois

. = Diferenca Erro 1C (95%)

Variavel Comparacéo s ~ p - -
média Padréo Inferior Superior

Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 1,35 0,45 0,076  -0,07 2,77

Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular -0,23 0,44 >0,999 -1,61 1,15

Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter -0,24 0,45 >0,999 -1,67 1,18

Laminectomia + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infuséo 0,04 0,45 >0,999 -1,38 1,47

Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,33 0,44 >0,999 -1,05 1,71

Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular -1,58 0,44 0,014 -2,96 -0,20

Laminectomia + Cateter + Infuséo vs Contusao + Cateter -1,59 0,45 0,018  -3,02 -0,17

Laténcia MS Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contus&o + Cateter + Infus&o -1,31 0,45 0,008 -2,73 0,12

Laminectomia + Cateter + Infuséo vs Laminectomia -1,02 0,44 0,390 -2,40 0,36

Contus&o medular vs Contuséo + Cateter -0,01 0,44 >0,999 -1,39 1,37

Contusdo medular vs Contuséo + Cateter + Infuséo 0,27 0,44 >0,999 -1,10 1,65

Contusdo medular vs Laminectomia 0,56 0,42 >0,999 -0,77 1,89

Contusdo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 0,29 0,45 >0,999 -1,14 1,71

Contusdo + Cateter vs Laminectomia 0,57 0,44 >0,999 -0,80 1,95

Contusdo + Cateter + Infuséo vs Laminectomia 0,29 0,44 >0,999 -1,09 1,67

Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo -3,24 0,63 <0,001 -5,20 -1,28

Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular 0,40 0,61 >0,999 -1,49 2,30

Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter -0,74 0,63 >0,999 -2,70 1,22

Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo -0,89 0,63 >0,999 -2,85 1,06

Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 3,13 0,61 <0,001 1,24 5,03

Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular 3,65 0,61 <0,001 1,75 5,54

Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusé&o + Cateter 2,50 0,63 0,004 0,54 4,46

Laténcia Ml Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusao + Cateter + Infusdo 2,35 0,63 0,009 0,39 4,31

Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 6,38 0,61 <0,001 4,48 8,27

Contusdo medular vs Contuséo + Cateter -1,15 0,61 0,989 -3,04 0,75

Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter + Infuséo -1,30 0,61 0,578  -3,19 0,60

Contusdo medular vs Laminectomia 2,73 0,58 0,001 0,90 4,56

Contuséo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo -0,15 0,63 >0,999 -2,11 1,81

Contuséo + Cateter vs Laminectomia 3,88 0,61 <0,001 1,98 5,77

Contusdo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 4,03 0,61 <0,001 2,13 5,93

Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusdo 0,70 0,12 <0,001 0,33 1,08

Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular 0,74 0,12 <0,001 0,38 1,11

Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter 0,93 0,12 <0,001 0,56 1,31

Laminectomia + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infuséo 0,99 0,12 <0,001 0,61 1,37

Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -2,60 0,12 <0,001 -2,97 -2,24

Laminectomia + Cateter + Infuséo vs Contusdo medular 0,04 0,12 >0,999 -0,33 0,40

Amplitude Lam?nectomia + Cateter + Infusdo vs Contusédo + Cateter 0,23 0,12 0,963 -0,15 0,61

MI Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusao + Cateter + Infusdo 0,29 0,12 0,345 -0,09 0,66

Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -3,31 0,12 <0,001 -3,67 -2,94

Contusdo medular vs Contuséo + Cateter 0,19 0,12 >0,999 -0,18 0,55

Contusdo medular vs Contuséo + Cateter + Infusdo 0,25 0,12 0,629 -0,12 0,61

Contusdo medular vs Laminectomia -3,35 0,11 <0,001 -3,70 -3,00

Contuséo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 0,06 0,12 >0,999 -0,32 0,43

Contuséo + Cateter vs Laminectomia -3,54 0,12 <0,001 -3,90 -3,17

Contusdo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -3,59 0,12 <0,001 -3,96 -3,23

Comparagdes mlltiplas de Bonferroni

A Tabela 2 mostra que a laténcia MS foi em média estatisticamente menor
no grupo laminectomia + Cateter + Infusédo do que nos grupos Contusao medular
e Contusao + Cateter (p = 0,014 e p = 0,018 respectivamente), a laténcia dos
membros inferiores (MI) foi em média maior no grupo Laminectomia + Cateter +
Infusdo que nos demais grupos (p < 0,05) e foi menor no grupo Laminectomia
que nos demais grupos (p < 0,05), a amplitude dos MI foi em média

estatisticamente maior no grupo Laminectomia + Cateter que nos demais grupos
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(p < 0,001), com excecédo apenas do grupo Laminectomia, cuja amplitude MI foi

em meédia estatisticamente maior que nos demais grupos (p < 0,001).

Tabela 3 - Comparac¢éo dos parametros histolégicos entre os grupos dois a

dois
Variavel Comparacéo Valor Z p
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infus&o -0,41 0,679
Laminectomia + Cateter vs Contus&o medular -3,01 0,003
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter -2,46 0,014
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusdo -1,23 0,220
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,52 0,605
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contus@o medular -2,80 0,005
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contus&o + Cateter -2,21 0,027
Hemorragia Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo + Cateter + Infus&o -0,88 0,381
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 0,97 0,333
Contus&o medular vs Contuséo + Cateter 0,59 0,557
Contusdo medular vs Contusédo + Cateter + Infuséo 1,92 0,055
Contusao medular vs Laminectomia 3,56 <0,001
Contusao + Cateter vs Contusao + Cateter + Infusao 1,33 0,182
Contuséo + Cateter vs Laminectomia 3,01 0,003
Contuséo + Cateter + Infuséo vs Laminectomia 1,78 0,075
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 0,32 0,749
Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular -2,51 0,012
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter -2,80 0,005
Laminectomia + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infusdo -0,92 0,360
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,70 0,483
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular -3,06 0,002
Alterages Lam?nectom?a + Cateter + Infus?o s Contusri\o + Cateter ) -3,37 0,001
arquiteturais Lam!nectom!a + Cateter + Infuséo vs ContAusao + F:ateter + Infusdo -1,33 0,182
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 0,43 0,667
Contusao medular vs Contusao + Cateter -0,31 0,757
Contusédo medular vs Contusédo + Cateter + Infusédo 1,72 0,085
Contus&@o medular vs Laminectomia 3,26 0,001
Contuséo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 2,03 0,042
Contuséo + Cateter vs Laminectomia 3,55 <0,001
Contusédo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 1,67 0,096
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 0,21 0,834
Laminectomia + Cateter vs Contus&do medular -2,54 0,011
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter -2,82 0,005
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusdo -0,70 0,482
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,39 0,695
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contus@o medular -2,97 0,003
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter -3,27 0,001
Necrose Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter + Infuséo -0,99 0,324
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 0,21 0,834
Contusao medular vs Contuséao + Cateter -0,31 0,759
Contusdo medular vs Contusédo + Cateter + Infuséo 1,98 0,048
Contusédo medular vs Laminectomia 2,96 0,003
Contusao + Cateter vs Contusao + Cateter + Infusao 2,29 0,022
Contusao + Cateter vs Laminectomia 3,24 0,001
Contusdo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 1,12 0,262
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusao -0,27 0,791
Laminectomia + Cateter vs Contus&o medular -2,43 0,015
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter -2,25 0,025
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo -0,66 0,509
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,49 0,621
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular -2,34 0,019
Infiltrado Laminectom?a + Cateter + Infusz}lo Vs Contus;:ao + Cateter ) -2,14 0,032
inflamatério Lam!nectom!a + Cateter + Infuszjo s Cont'usao + pateter + Infusdo -0,43 0,669
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 0,79 0,428
Contus&o medular vs Contuséo + Cateter 0,20 0,842
Contusao medular vs Contusédo + Cateter + Infuséo 1,91 0,056
Contuséao medular vs Laminectomia 2,96 0,003
Contuséo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusdo 1,71 0,087
Contuséao + Cateter vs Laminectomia 2,77 0,006
Contusao + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 1,19 0,235

Comparagdes multiplas de Dunn
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A Tabela 3 mostra que para todos os parametros histolégicos avaliados, 0os
grupos Contusdo medular e Contusao + Cateter apresentaram estatisticamente
maiores valores que 0s grupos Laminectomia, Laminectomia + Cateter e

Laminectomia + Cateter + Infuséao principalmente (p < 0,05).

Tabela 4 - Descricdo do peso, plano horizontal e escore BBB segundo
grupos ao longo dos momentos avaliados e resultado das

comparacoes
Grupo
Variavel/Momento Laminectomia + Laminectomia + Contuséo Contuséo + Contuséo + Laminectomia P Grupo P Momento P interagéo
Cateter Cateter + Infuséo medular Cateter Cateter + Infusdo
Peso (g) 0,010  <0,001  <0,001
Inicial
média + DP 294,4 + 16 290,4+21,1 286 + 14,3 300,6 + 13,9 306,8 + 22,6 303,3+12

mediana (min.; max.) 289,5 (277; 320) 289 (265; 322) 284 (266; 312) 299 (278; 322)  300,5 (277; 346) 303,5 (287; 319)
Final

média + DP 326 £19,3 307,3+23,9 299,6 + 19,6 314,1+ 20,5 314,4 £ 26,9 3439+ 15,8

mediana (min.; max.) 323 (298; 356)  310,5 (277; 343) 302 (265; 320) 315,5 (278; 345) 319 (270; 349)  343,5 (312; 363)

Plano horizontal <0,001 <0,001 <0,001
Pré-op.

média + DP 97,1272 93,5+3,8 98,2+1,7 97 +2,6 96,529 97+23

mediana (min.; max.) 96,9 (93,8; 100) 93,5 (86,4; 98) 98,1 (95,8; 100) 97,7 (93; 100) 96,6 (92,3; 100) 96,7 (93,8; 100)
2 dias

média + DP 92,8+44 92,7+27 00 0+0 00 96,1+2,9
mediana (min.; max.) 92,3 (84,9; 98) 92,7 (89,3; 96,2) 0(0; 0) 0(0; 0) 0 (0; 0) 97,6 (92,1; 100)
3 semanas

média + DP 90,8+09,2 90,7+7,8 00 0+0 00 96,4+ 3,1
mediana (min.; méax.) 94,3 (68,6; 96,1) 92,8 (74,5; 98,1) 0(0; 0) 0(0; 0) 0(0; 0) 95,3 (92,7; 100)
6 semanas

média + DP 96,5+2,2 97,6 +2,1 78,8 +13,1 80,475 71,7+8,6 94,1+33
mediana (min.; max.) 96,2 (92,5; 100) 98,1 (93,8; 100) 83,3 (50; 92,9) 80,6 (68,4; 91,7) 72,1 (58,3; 84,6) 93,9 (88,6; 97,6)
Escore BBB <0,001 <0,001 <0,001
2 dias

média + DP 198+1 19,6 £1,1 0,3+0,4 0,4+0,5 0,3+0,7 21+0
mediana (min.; max.) 19,8 (18,5; 21) 20 (18; 21) 0,3(0; 1) 0,3(0; 1) 0(0; 2) 21 (21; 21)
1semana

média + DP 2011 199+1,2 0,3+0,5 0,6 +0,8 1,316 210
mediana (min.; méx.) 20,3 (18,5; 21) 20 (18; 21) 0 (0; 1,5) 0,5 (0; 2,5) 0,5 (0; 4) 21 (21; 21)

2 semanas

média + DP 202+1 20+0,9 2,6 +1,5 28+1,1 24+2 21+0
mediana (min.; max.) 20,5 (18,5; 21) 20 (19; 21) 2(0;5) 3(L; 4) 3(0; 5,5) 21 (21; 21)

3 semanas

média + DP 20,8+0,5 19,8 +0,8 5+15 51+15 2,8+19 210
mediana (min.; max.) 21 (20; 21) 19,8 (19; 21) 5,3 (2,5; 6,5) 5(3;7,5) 3(0; 5) 21 (21; 21)

4 semanas

média + DP 20,9+04 20,5+0,8 6,6 +1,9 5617 44+23 21+0
mediana (min.; méx.) 21 (20; 21) 21 (19; 21) 6,8 (3,5; 9) 55 (3; 8) 5(1;7) 21 (21; 21)

5 semanas

média + DP 21+0 20,7+0,5 6,7+1,4 57+17 49+22 21+0
mediana (min.; max.) 21 (21; 21) 21 (20; 21) 7 (4,5; 8) 6(3;8) 5,3 (1; 8) 21 (21; 21)

6 semanas

média + DP 21+0 20,8+0,5 72+14 6,6 +1,9 5121 210
mediana (min.; max.) 21 (21; 21) 21 (20; 21) 7,5 (5; 9) 7,3 (3; 8,5) 5,3 (1,5; 8) 21 (21; 21)

8 animais em cada grupo; EEG com distribuicio normal e fungéo de ligagéo identidade

A Tabela 4 mostra que o comportamento médio do peso, do teste de plano
horizontal e do escore BBB foi em média estatisticamente diferente entre os

grupos ao longo dos momentos avaliados (P interacao < 0,001).
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Tabela 5 - Resultado das comparacfes do peso dos animais entre grupos e

momentos
Momento/Grupo Comparacéao leereru;a Emi 4{0&%)_.
média _ Padrdo Inferior _Superior
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusédo 4,00 9,65 >0,999 -28,49 36,49
Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular 8,38 9,65 >0,999 -24,12 40,87
Laminectomia + Cateter vs Contus&o + Cateter -6,25 9,65 >0,999 -38,74 26,24
Laminectomia + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infusdo -12,38 9,65 >0,999 -44,87 20,12
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -8,88 9,65 >0,999 -41,37 23,62
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular 4,38 9,65 >0,999 -28,12 36,87
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter -10,25 9,65 >0,999 -42,74 22,24
Inicial Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusé&o + Cateter + Infusdo -16,38 9,65 >0,999 -48,87 16,12
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -12,88 9,65 >0,999 -4537 19,62
Contus&o medular vs Contus&o + Cateter -14,63 9,65 >0,999 -47,12 17,87
Contus&o medular vs Contus&o + Cateter + Infuso -20,75 9,65 >0,999 -5324 11,74
Contus&o medular vs Laminectomia -17,25 9,65 >0,999 -49,74 1524
Contuséo + Cateter vs Contusé&o + Cateter + Infuséo -6,13 9,65 >0,999 -38,62 26,37
Contuséo + Cateter vs Laminectomia -2,63 9,65 >0,999 -3512 29,87
Contuséo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 3,50 9,65 >0,999 -28,99 3599
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infus&o 18,75 9,65 >0,999 -13,74 51,24
Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular 26,38 9,65 0,413 -6,12 58,87
Laminectomia + Cateter vs Contus&o + Cateter 11,88 9,65 >0,999 -20,62 44,37
Laminectomia + Cateter vs Contusédo + Cateter + Infusdo 11,63 9,65 >0,999 -20,87 44,12
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -17,88 9,65 >0,999 -50,37 14,62
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular 7,63 9,65 >0,999 -24,87 40,12
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter -6,88 9,65 >0,999 -39,37 25,62
Final Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusédo + Cateter + Infusdo -7,13 9,65 >0,999 -39,62 25,37
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -36,63 9,65 0,010 -69,12 -4,13
Contusdo medular vs Contuséo + Cateter -14,50 9,65 >0,999 -46,99 17,99
Contusdo medular vs Contusédo + Cateter + Infusdo -14,75 9,65 >0,999 -47,24 17,74
Contusdo medular vs Laminectomia -44,25 9,65 <0,001 -76,74 -11,76
Contusdo + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infusdo -0,25 9,65 >0,999 -32,74 32,24
Contuséo + Cateter vs Laminectomia -29,75 9,65 0,135 62,24 2,74
Contuséo + Cateter + Infuséo vs Laminectomia -29,50 9,65 0,147 61,99 299
Laminectomia + Cateter Inicial vs Final -31,63 595 <0,001 -51,68 -11,57
Laminectomia + Cateter + Infuséo Inicial vs Final -16,88 5,95 0,303 -36,93 3,18
Contus&o medular Inicial vs Final -13,63 595 >0,999 -33,68 6,43
Contuséo + Cateter Inicial vs Final -13,50 595 >0,999 -33,55 6,55
Contuséo + Cateter + Infuséo Inicial vs Final -7,63 595 >0,999 -27,68 12,43
Laminectomia Inicial vs_Final -40,63 595 <0,001 -60,68 -20,57

Comparagdes multiplas de Bonferroni

Pela Tabela 5, tem-se que ao final do acompanhamento, o peso médio dos
animais do grupo Laminectomia foi estatisticamente maior que nos animais dos
grupos Laminectomia + Cateter + Infusédo (p = 0,010) e Contusdo medular (p <
0,001), sendo que apenas nos grupos Laminectomia + Cateter e no grupo
Laminectomia o peso aumentou em média estatisticamente do inicial para o final
(p < 0,001).
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Tabela 6 - Resultado das comparacdes do plano horizontal entre os grupos
em cada momento avaliado

~ Diferenca Erro 1C (95%)
Momento/Grupo Comparacao - = p : ;
média Padréo Inferior _Superior
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 3,59 2,41 >0,999 5,42 12,61
Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular -1,13 2,41 >0,999 -10,14 7,89
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter 0,06 2,41 >0,999 -8,95 9,07
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infus&o 0,59 2,41 >0,999 -8,42 9,60
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,08 2,41 >0,999 -8,94 9,09
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular -4,72 2,41 >0,999 -13,73 4,29
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusé&o + Cateter -3,53 2,41 >0,999 -12,55 5,48
Pré-op. Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter + Infusdo -3,00 2,41 >0,999 -12,02 6,01
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -3,52 2,41 >0,999 -12,53 5,50
Contusédo medular vs Contusé&o + Cateter 1,19 2,41 >0,999 -7,83 10,20
Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 1,72 2,41 >0,999 -7,30 10,73
Contusdo medular vs Laminectomia 1,20 2,41 >0,999 -7,81 10,22
Contuséo + Cateter vs Contusédo + Cateter + Infuséo 0,53 2,41 >0,999 -8,49 9,54
Contuséo + Cateter vs Laminectomia 0,02 2,41 >0,999 -9,00 9,03
Contuséo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -0,51 2,41 >0,999 9,53 8,50
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusao 0,10 2,41 >0,999 -8,92 9,11
Laminectomia + Cateter vs Contus@o medular 92,82 2,41 <0,001 83,81 101,84
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter 92,82 2,41 <0,001 83,81 101,84
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infus&o 92,82 2,41 <0,001 83,81 101,84
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -3,32 2,41 >0,999 -12,34 5,69
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contus&o medular 92,73 2,41 <0,001 83,71 101,74
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusé&o + Cateter 92,73 2,41 <0,001 83,71 101,74
2 dias Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusédo + Cateter + Infusdo 92,73 2,41 <0,001 83,71 101,74
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -3,42 2,41 >0,999 -12,43 5,60
Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter 0,00 2,41 >0,999 9,01 9,01
Contusdo medular vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 0,00 2,41 >0,999 9,01 9,01
Contusdo medular vs Laminectomia -96,14 2,41 <0,001 -105,16 -87,13
Contuséo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusdo 0,00 2,41 >0,999 9,01 9,01
Contuséo + Cateter vs Laminectomia -96,14 2,41 <0,001 -105,16 -87,13
Contusdo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -96,14 2,41 <0,001 -105,16 -87,13
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 0,08 2,41 >0,999 -8,93 9,10
Laminectomia + Cateter vs Contus&o medular 90,83 2,41 <0,001 81,81 99,84
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter 90,83 2,41 <0,001 81,81 99,84
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 90,83 2,41 <0,001 81,81 99,84
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -5,58 2,41 >0,999 -14,60 3,43
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusé@o medular 90,74 2,41 <0,001 81,73 99,76
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusédo + Cateter 90,74 2,41 <0,001 81,73 99,76
3 semanas Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 90,74 2,41 <0,001 81,73 99,76
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -5,67 2,41 >0,999 -14,68 3,35
Contusdo medular vs Contusé&o + Cateter 0,00 2,41 >0,999 9,01 9,01
Contusdo medular vs Contusé&o + Cateter + Infusdo 0,00 2,41 >0,999 9,01 9,01
Contusdo medular vs Laminectomia -96,41 2,41 <0,001 -105,42 -87,40
Contusao + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusédo 0,00 2,41 >0,999 -9,01 9,01
Contusdo + Cateter vs Laminectomia -96,41 2,41 <0,001 -105,42 -87,40
Contuséo + Cateter + Infuséo vs Laminectomia -96,41 2,41 <0,001 -105,42 -87,40
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infus&o -1,02 2,41 >0,999 -10,04 7,99
Laminectomia + Cateter vs Contus&o medular 17,74 2,41 <0,001 8,72 26,75
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter 16,11 2,41 <0,001 7,10 25,13
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 24,81 2,41 <0,001 15,79 33,82
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 2,44 2,41 >0,999 -6,58 11,45
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular 18,76 2,41 <0,001 9,74 27,77
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contusé&o + Cateter 17,13 2,41 <0,001 8,12 26,15
6 semanas Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 25,83 2,41 <0,001 16,82 34,84
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia 3,46 2,41 >0,999 -5,56 12,47
Contusdo medular vs Contusé&o + Cateter -1,63 2,41 >0,999 -10,64 7,39
Contusao medular vs Contuséo + Cateter + Infusédo 7,07 2,41 0,915 -1,94 16,08
Contusdo medular vs Laminectomia -15,30 2,41 <0,001 -24,32 -6,29
Contuséo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 8,70 2,41 0,084 -0,32 17,71
Contuséo + Cateter vs Laminectomia -13,68 2,41 <0,001 -22,69 -4,66
Contuséo + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -22,37 2,41 <0,001 -31,39 -13,36

Comparagdes miltiplas de Bonferroni

A Tabela 6 mostra que a partir de 2 dias o plano horizontal foi em média
estatisticamente maior nos grupos Laminectomia, Laminectomia + Cateter e

Laminectomia + Cateter + Infusdo que nos grupos Contusao medular, Contuséo
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+ Cateter e Contusdo + Cateter + Infusdo (p < 0,05), formando dois
agrupamentos de animais, os que sofreram contusdo e os que ndo sofreram

contusao.

Tabela 7 - Resultado das comparacdes do plano horizontal entre os
momentos avaliados em cada grupo

Momento/Grupo Comparacéo Diferenca  Erro —_lCE¥
média Padréo Inferior _Superior

Pré-op. vs 2 dias 4,28 2,40 >0,999 -4,70 13,27

Pré-op. vs 3 semanas 6,28 2,41 >0,999 -2,74 15,29
Laminectomia + Pré-op. vs 6 semanas 0,56 2,41 >0,999 -8,45 9,58
Cateter 2 dias vs 3 semanas 2,00 2,40 >0,999 -6,99 10,98
2 dias vs 6 semanas -3,72 2,41 >0,999 -12,73 5,30
3 semanas vs 6 semanas -5,71 2,40 >0,999 -14,70 3,27
Pré-op. vs 2 dias 0,78 2,40 >0,999 -8,20 9,77

Pré-op. vs 3 semanas 2,77 2,41 >0,999 -6,25 11,78
Laminectomia + Pré-op. vs 6 semanas -4,05 2,41 >0,999 -13,06 4,96
Cateter + Infus&o 2 dias vs 3 semanas 1,98 2,40 >0,999 -7,00 10,97
2 dias vs 6 semanas -4,83 2,41 >0,999 -13,85 4,18
3 semanas vs 6 semanas -6,82 2,40 >0,999 -15,80 2,17

Pré-op. vs 2 dias 98,23 2,40 <0,001 89,24 107,21

Pré-op. vs 3 semanas 98,23 2,41 <0,001 89,21 107,24

Contus&o medular Pré-op. vs 6 semanas 19,43 2,41 <0,001 10,41 28,44
2 dias vs 3 semanas 0,00 2,40 >0,999 -8,99 8,99

2 dias vs 6 semanas -78,80 2,41 <0,001 -87,81 -69,79

3 semanas s 6 semanas -78,80 2,40 <0,001 -87,79  -69,81

Pré-op. vs 2 dias 97,04 2,40 <0,001 88,06 106,03

Pré-op. vs 3 semanas 97,04 2,41 <0,001 88,03 106,06

Contuséo + Pré-op. vs 6 semanas 16,62 2,41 <0,001 7,60 25,63
Cateter 2 dias vs 3 semanas 0,00 2,40 >0,999 -8,99 8,99

2 dias vs 6 semanas -80,43 2,41 <0,001 -89,44 -71,41

3 semanas vs 6 semanas -80,43 2,40 <0,001 -89,41 -71,44

Pré-op. vs 2 dias 96,51 2,40 <0,001 87,53 105,50

Pré-op. vs 3 semanas 96,51 2,41 <0,001 87,50 105,53

Contusao + Pré-op. vs 6 semanas 24,78 2,41 <0,001 15,77 33,80
Cateter + Infuséo 2 dias vs 3 semanas 0,00 2,40 >0,999 -8,99 8,99

2 dias vs 6 semanas -71,73 2,41 <0,001 -80,74 -62,72

3 semanas vs 6 semanas -71,73 2,40 <0,001 -80,72 -62,74
Pré-op. vs 2 dias 0,88 2,40 >0,999 -8,10 9,87
Pré-op. vs 3 semanas 0,62 2,41 >0,999 -8,40 9,63

Laminectomia Pré-op. vs 6 semanas 2,92 2,41 >0,999 -6,09 11,94
2 dias vs 3 semanas -0,27 2,40 >0,999 9,25 8,72

2 dias vs 6 semanas 2,04 2,41 >0,999 -6,97 11,05

3 semanas vs 6 semanas 2,31 2,40 >0,999  -6,68 11,29

Comparagdes miltiplas de Bonferroni

A Tabela 7 mostra que nos grupos com contusao medular houve reducgao
média dos valores do plano horizontal, na comparacdo do pré-op. para 0s
demais momentos avaliados (p < 0,001). Nesses grupos, os valores voltaram a
aumentar em média na avaliacdo com 6 semanas em relacdo a avaliacdo com 2

dias e 3 semanas (p < 0,001).
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Tabela 8 - Resultado das comparacdes do escore BBB entre 0s grupos em

cada momento avaliado

= Diferenca  Erro 1C (95%)
Momento/Grupo Comparagéao . ~ - -
média __ Padréo Inferior Superior
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 0,19 0,60 >0,999 -2,21 2,59
Laminectomia + Cateter vs Contus&@o medular 19,50 0,60 <0,001 17,10 21,90
Laminectomia + Cateter vs Contusédo + Cateter 19,38 0,60 <0,001 16,98 21,78
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 19,50 0,60 <0,001 17,10 21,90
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -1,19 0,60 >0,999 -3,59 1,21
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular 19,31 0,60 <0,001 16,91 21,71
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contusé&o + Cateter 19,19 0,60 <0,001 16,79 21,59
2 dias Laminectomia + Cateter + Infuséo vs Contuséo + Cateter + Infus&o 19,31 0,60 <0,001 16,91 21,71
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -1,38 0,60 >0,999 -3,78 1,03
Contus&o medular vs Contusédo + Cateter -0,13 0,60 >0,999 -2,53 2,28
Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter + Infusdo 0,00 0,60 >0,999 -2,40 2,40
Contusé&o medular vs Laminectomia -20,69 0,60 <0,001 -23,09 -18,29
Contusé&o + Cateter vs Contus&o + Cateter + Infuséo 0,13 0,60 >0,999 -2,28 2,53
Contusédo + Cateter vs Laminectomia -20,56 0,60 <0,001 -22,96 -18,16
Contusé&o + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -20,69 0,60 <0,001  -23,09 -18,29
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuséo 0,13 0,60 >0,999 -2,28 2,53
Laminectomia + Cateter vs Contus@o medular 19,69 0,60 <0,001 17,29 22,09
Laminectomia + Cateter vs Contusédo + Cateter 19,44 0,60 <0,001 17,04 21,84
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 18,75 0,60 <0,001 16,35 21,15
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -1,00 0,60 >0,999 -3,40 1,40
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contus@o medular 19,56 0,60 <0,001 17,16 21,96
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o + Cateter 19,31 0,60 <0,001 16,91 21,71
1 semana Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o + Cateter + Infus&o 18,63 0,60 <0,001 16,23 21,03
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -1,13 0,60 >0,999 -3,53 1,28
Contus&@o medular vs Contuséo + Cateter -0,25 0,60 >0,999 -2,65 2,15
Contus&o medular vs Contusédo + Cateter + Infusdo -0,94 0,60 >0,999 -3,34 1,46
Contus&o medular vs Laminectomia -20,69 0,60 <0,001 -23,09 -18,29
Contusédo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusdo -0,69 0,60 >0,999 -3,09 1,71
Contuséo + Cateter vs Laminectomia -20,44 0,60 <0,001 -22,84 -18,04
Contusé&o + Cateter + Infusdo vs_Laminectomia -19,75 0,60 <0,001 -22,15 -17,35
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusdo 0,19 0,60 >0,999 -2,21 2,59
Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular 17,63 0,60 <0,001 15,23 20,03
Laminectomia + Cateter vs Contuséo + Cateter 17,38 0,60 <0,001 14,98 19,78
Laminectomia + Cateter vs Contusédo + Cateter + Infusdo 17,75 0,60 <0,001 15,35 20,15
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -0,81 0,60 >0,999 -3,21 1,59
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular 17,44 0,60 <0,001 15,04 19,84
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter 17,19 0,60 <0,001 14,79 19,59
2 semanas Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o + Cateter + Infusédo 17,56 0,60 <0,001 15,16 19,96
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Laminectomia -1,00 0,60 >0,999 -3,40 1,40
Contuséo medular vs Contuséo + Cateter -0,25 0,60 >0,999 -2,65 2,15
Contus&@o medular vs Contuséo + Cateter + Infuséo 0,13 0,60 >0,999 -2,28 2,53
Contus&o medular vs Laminectomia -18,44 0,60 <0,001 -20,84 -16,04
Contusé&o + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infuséo 0,38 0,60 >0,999 -2,03 2,78
Contusé&o + Cateter vs Laminectomia -18,19 0,60 <0,001 -20,59 -15,79
Contuséao + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -18,56 0,60 <0,001 -20,96 -16,16
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusdo 1,00 0,60 >0,999 -1,40 3,40
Laminectomia + Cateter vs Contus&@o medular 15,75 0,60 <0,001 13,35 18,15
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter 15,69 0,60 <0,001 13,29 18,09
Laminectomia + Cateter vs Contusao + Cateter + Infuséo 17,94 0,60 <0,001 15,54 20,34
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -0,25 0,60 >0,999 -2,65 2,15
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular 14,75 0,60 <0,001 12,35 17,15
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contusé&o + Cateter 14,69 0,60 <0,001 12,29 17,09
3 semanas Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo + Cateter + Infusdo 16,94 0,60 <0,001 14,54 19,34
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -1,25 0,60 >0,999 -3,65 1,15
Contus&o medular vs Contusédo + Cateter -0,06 0,60 >0,999 -2,46 2,34
Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter + Infuséo 2,19 0,60 0,214 -0,21 4,59
Contusao medular vs Laminectomia -16,00 0,60 <0,001 -18,40 -13,60
Contus&o + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 2,25 0,60 0,141 -0,15 4,65
Contusédo + Cateter vs Laminectomia -15,94 0,60 <0,001 -18,34 -13,54
Contusé&o + Cateter + Infus&o vs Laminectomia -18,19 0,60 <0,001 -20,59 -15,79
continua
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continuagao

= Diferenca  Erro IC (95%)
Momento/Grupo Comparagao L ~ - -
média Padréo Inferior _Superior
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusdo 0,38 0,60 >0,999 -2,03 2,78
Laminectomia + Cateter vs Contus&o medular 14,31 0,60 <0,001 11,91 16,71
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter 15,31 0,60 <0,001 12,91 17,71
Laminectomia + Cateter vs Contusdo + Cateter + Infusdo 16,44 0,60 <0,001 14,04 18,84
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia -0,13 0,60 >0,999 -2,53 2,28
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular 13,94 0,60 <0,001 11,54 16,34
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contusé&o + Cateter 14,94 0,60 <0,001 12,54 17,34
4 semanas Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo + Cateter + Infusdo 16,06 0,60 <0,001 13,66 18,46
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -0,50 0,60 >0,999 -2,90 1,90
Contus&o medular vs Contusédo + Cateter 1,00 0,60 >0,999 -1,40 3,40
Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter + Infusdo 2,13 0,60 0,320 -0,28 4,53
Contus&o medular vs Laminectomia -14,44 0,60 <0,001 -16,84 -12,04
Contusé&o + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infuséo 1,13 0,60 >0,999 -1,28 3,53
Contusédo + Cateter vs Laminectomia -15,44 0,60 <0,001 -17,84 -13,04
Contusé&o + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -16,56 0,60 <0,001 -18,96 -14,16
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infuso 0,31 0,60 >0,999 -2,09 2,71
Laminectomia + Cateter vs Contusdo medular 14,31 0,60 <0,001 11,91 16,71
Laminectomia + Cateter vs Contusdo + Cateter 15,31 0,60 <0,001 12,91 17,71
Laminectomia + Cateter vs Contus&o + Cateter + Infuséo 16,06 0,60 <0,001 13,66 18,46
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,00 0,60 >0,999 -2,40 2,40
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contusdo medular 14,00 0,60 <0,001 11,60 16,40
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Contuséo + Cateter 15,00 0,60 <0,001 12,60 17,40
5 semanas Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contuséo + Cateter + Infuséo 15,75 0,60 <0,001 13,35 18,15
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Laminectomia -0,31 0,60 >0,999 -2,71 2,09
Contus&o medular vs Contusé&o + Cateter 1,00 0,60 >0,999 -1,40 3,40
Contuséo medular vs Contuséo + Cateter + Infusao 1,75 0,60 >0,999 -0,65 4,15
Contus&o medular vs Laminectomia -14,31 0,60 <0,001 -16,71 -11,91
Contusédo + Cateter vs Contusao + Cateter + Infuséo 0,75 0,60 >0,999 -1,65 3,15
Contusé&o + Cateter vs Laminectomia -15,31 0,60 <0,001 -17,71 -12,91
Contusao + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -16,06 0,60 <0,001 -18,46 -13,66
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia + Cateter + Infusdo 0,25 0,60 >0,999 -2,15 2,65
Laminectomia + Cateter vs Contus&o medular 13,81 0,60 <0,001 11,41 16,21
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter 14,44 0,60 <0,001 12,04 16,84
Laminectomia + Cateter vs Contusé&o + Cateter + Infus&o 15,94 0,60 <0,001 13,54 18,34
Laminectomia + Cateter vs Laminectomia 0,00 0,60 >0,999 -2,40 2,40
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o medular 13,56 0,60 <0,001 11,16 15,96
Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contus&o + Cateter 14,19 0,60 <0,001 11,79 16,59
6 semanas Laminectomia + Cateter + Infus&o vs Contusé&o + Cateter + Infus&o 15,69 0,60 <0,001 13,29 18,09
Laminectomia + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -0,25 0,60 >0,999 -2,65 2,15
Contus&@o medular vs Contuséo + Cateter 0,63 0,60 >0,999 -1,78 3,03
Contus&o medular vs Contusédo + Cateter + Infusdo 2,13 0,60 0,320 -0,28 4,53
Contus&o medular vs Laminectomia -13,81 0,60 <0,001 -16,21 -11,41
Contusédo + Cateter vs Contuséo + Cateter + Infusdo 1,50 0,60 >0,999 -0,90 3,90
Contuséo + Cateter vs Laminectomia -14,44 0,60 <0,001 -16,84 -12,04
Contusé&o + Cateter + Infusdo vs Laminectomia -15,94 0,60 <0,001 -18,34 -13,54
Comparagdes mlltiplas de Bonferroni
concluséo

A Tabela 8 mostra que o escore BBB apresentou em média

estatisticamente 0 mesmo comportamento que o plano horizontal, sendo que em

todos os momentos avaliados 0s grupos sem contusao apresentaram em média

estatisticamente maiores escores que 0s grupos com contuséo (p < 0,05).
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Tabela 9 - Resultado das comparacfes do escore BBB entre 0s momentos
avaliados em cada grupo
= Diferenca Erro 1C (95%)

Momento/Grupo Comparagao média__Padréo Inferior_Superior
2 dias vs 1 semana -0,19 0,31 >0,999 -1,42 1,04
2 dias vs 2 semanas -0,38 0,40 >0,999 -2,00 1,25
2 dias vs 3 semanas -0,94 0,46 >0,999 -2,80 0,92
2 dias vs 4 semanas -1,06 0,50 >0,999 -3,08 0,95
2 dias vs 5 semanas -1,19 0,53 >0,999 -3,31 0,94
2 dias vs 6 semanas -1,19 0,55 >0,999 -3,39 1,01
1 semana vs 2 semanas -0,19 0,31 >0,999 -1,42 1,04
1 semana vs 3 semanas -0,75 0,40 >0,999 -2,37 0,87
1 semana vs 4 semanas -0,88 0,46 >0,999 -2,74 0,99
Laminectomia + 1 semana vs 5 semanas -1,00 0,50 >0,999 -3,02 1,02
Cateter 1 semana vs 6 semanas -1,00 0,53 >0,999 -3,12 1,12
2 semanas vs 3 semanas -0,56 0,31 >0,999 -1,79 0,67
2 semanas s 4 semanas -0,69 0,40 >0,999 -2,31 0,94
2 semanas s 5 semanas -0,81 0,46 >0,999 -2,67 1,05
2 semanas s 6 semanas -0,81 0,50 >0,999 -2,83 1,20
3 semanas s 4 semanas -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
3 semanas vs 5 semanas -0,25 0,40 >0,999 -1,87 1,37
3 semanas vs 6 semanas -0,25 0,46 >0,999 -2,11 1,61
4 semanas vs 5 semanas -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
4 semanas vs 6 semanas -0,13 0,40 >0,999 -1,75 1,50
5 semanas vs 6 semanas 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
2 dias vs 1 semana -0,25 0,31 >0,999 -1,48 0,98
2 dias vs 2 semanas -0,38 0,40 >0,999 -2,00 1,25
2 dias vs 3 semanas -0,13 0,46 >0,999 -1,99 1,74
2 dias vs 4 semanas -0,88 0,50 >0,999 -2,89 1,14
2 dias vs 5 semanas -1,06 0,53 >0,999 -3,19 1,06
2 dias vs 6 semanas -1,13 0,55 >0,999 -3,33 1,08
1 semana vs 2 semanas -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
1 semana vs 3 semanas 0,13 0,40 >0,999 -1,50 1,75
1 semana vs 4 semanas -0,63 0,46 >0,999 -2,49 1,24
Laminectomia + 1 semana vs 5 semanas -0,81 0,50 >0,999 -2,83 1,20
Cateter + Infus&o 1 semana vs 6 semanas -0,88 0,53 >0,999 -3,00 1,25
2 semanas s 3 semanas 0,25 0,31 >0,999 -0,98 1,48
2 semanas s 4 semanas -0,50 0,40 >0,999 -2,12 1,12
2 semanas vs 5 semanas -0,69 0,46 >0,999 -2,55 1,17
2 semanas s 6 semanas -0,75 0,50 >0,999 -2,77 1,27
3 semanas s 4 semanas -0,75 0,31 >0,999 -1,98 0,48
3 semanas vs 5 semanas -0,94 0,40 >0,999 -2,56 0,69
3 semanas vs 6 semanas -1,00 0,46 >0,999 -2,86 0,86
4 semanas s 5 semanas -0,19 0,31 >0,999 -1,42 1,04
4 semanas vs 6 semanas -0,25 0,40 >0,999 -1,87 1,37
5 semanas vs 6 semanas -0,06 0,31 >0,999 -1,29 1,17
2 dias vs 1 semana 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
2 dias vs 2 semanas -2,25 0,40 <0,001 -3,87 -0,63
2 dias vs 3 semanas -4,69 0,46 <0,001 -6,55 -2,83
2 dias vs 4 semanas -6,25 0,50 <0,001 -8,27 -4,23
2 dias vs 5 semanas -6,38 0,53 <0,001 -8,50 -4,25
2 dias vs 6 semanas -6,88 0,55 <0,001 -9,08 -4,68
1 semana vs 2 semanas -2,25 0,31 <0,001 -3,48 -1,02
1 semana vs 3 semanas -4,69 0,40 <0,001 -6,31 -3,06
1 semana vs 4 semanas -6,25 0,46 <0,001 -8,11 -4,39
1 semana vs 5 semanas -6,38 0,50 <0,001 -8,39 -4,36
Contusé&o medular 1 semana vs 6 semanas -6,88 0,53 <0,001 -9,00 -4,75
2 semanas Vs 3 semanas -2,44 0,31 <0,001 -3,67 -1,21
2 semanas s 4 semanas -4,00 0,40 <0,001 -5,62 -2,38
2 semanas s 5 semanas -4,13 0,46 <0,001 -5,99 -2,27
2 semanas Vs 6 semanas -4,63 0,50 <0,001 -6,64 -2,61
3 semanas s 4 semanas -1,56 0,31 <0,001 -2,79 -0,33
3 semanas s 5 semanas -1,69 0,40 0,025 -3,31 -0,06
3 semanas vs 6 semanas -2,19 0,46 0,002 -4,05 -0,33
4 semanas Vs 5 semanas -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
4 semanas s 6 semanas -0,63 0,40 >0,999 -2,25 1,00
5 semanas vs 6 semanas -0.50 0.31 >0.999 -1.73 0.73

continua
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continuagdo

= Diferenca  Erro IC (95%)
Momento/Grupo Comparacéo . - - -
média __ Padréo Inferior Superior
2 dias vs 1 semana -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
2 dias vs 2 semanas -2,38 0,40 <0,001 -4,00 -0,75
2 dias vs 3 semanas -4,63 0,46 <0,001 -6,49 -2,77
2 dias vs 4 semanas -5,13 0,50 <0,001 -7,14 -3,11
2 dias vs 5 semanas -5,25 0,53 <0,001 -7,37 -3,13
2 dias vs 6 semanas -6,13 0,55 <0,001 -8,33 -3,93
1 semana vs 2 semanas -2,25 0,31 <0,001 -3,48 -1,02
1 semana vs 3 semanas -4,50 0,40 <0,001 -6,12 -2,88
1 semana vs 4 semanas -5,00 0,46 <0,001 -6,86 -3,14
Contusao + 1 semana vs 5 semanas -5,13 0,50 <0,001 -7,14 -3,11
Cateter 1 semana vs 6 semanas -6,00 0,53 <0,001 -8,12 -3,88
2 semanas Vs 3 semanas -2,25 0,31 <0,001 -3,48 -1,02
2 semanas s 4 semanas -2,75 0,40 <0,001 -4,37 -1,13
2 semanas s 5 semanas -2,88 0,46 <0,001 -4,74 -1,02
2 semanas vs 6 semanas -3,75 0,50 <0,001 -5,77 -1,73
3 semanas s 4 semanas -0,50 0,31 >0,999 -1,73 0,73
3 semanas vs 5 semanas -0,63 0,40 >0,999 -2,25 1,00
3 semanas vs 6 semanas -1,50 0,46 >0,999 -3,36 0,36
4 semanas vs 5 semanas -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
4 semanas Vs 6 semanas -1,00 0,40 >0,999 -2,62 0,62
5 semanas vs 6 semanas -0,88 0,31 >0,999 -2,11 0,36
2 dias vs 1 semana -0,94 0,31 >0,999 -2,17 0,29
2 dias vs 2 semanas -2,13 0,40 <0,001 -3,75 -0,50
2 dias vs 3 semanas -2,50 0,46 <0,001 -4,36 -0,64
2 dias vs 4 semanas -4,13 0,50 <0,001 -6,14 -2,11
2 dias vs 5 semanas -4,63 0,53 <0,001 -6,75 -2,50
2 dias vs 6 semanas -4,75 0,55 <0,001 -6,95 -2,55
1 semana vs 2 semanas -1,19 0,31 0,092 -2,42 0,04
1 semana vs 3 semanas -1,56 0,40 0,094 -3,19 0,06
1 semana s 4 semanas -3,19 0,46 <0,001 -5,05 -1,33
= 1 semana vs 5 semanas -3,69 0,50 <0,001 -5,70 -1,67
Contuséo +
Cateter + Infusio 1 semana vs 6 semanas -3,81 0,53 <0,001 -5,94 -1,69
2 semanas vs 3 semanas -0,38 0,31 >0,999 -1,61 0,86
2 semanas Vs 4 semanas -2,00 0,40 0,001 -3,62 -0,38
2 semanas vs 5 semanas -2,50 0,46 <0,001 -4,36 -0,64
2 semanas Vs 6 semanas -2,63 0,50 <0,001 -4,64 -0,61
3 semanas vs 4 semanas -1,63 0,31 <0,001 -2,86 -0,39
3 semanas s 5 semanas -2,13 0,40 <0,001 -3,75 -0,50
3 semanas vs 6 semanas -2,25 0,46 0,001 -4,11 -0,39
4 semanas vs 5 semanas -0,50 0,31 >0,999 -1,73 0,73
4 semanas vs 6 semanas -0,63 0,40 >0,999 -2,25 1,00
5 semanas vs 6 semanas -0,13 0,31 >0,999 -1,36 1,11
2 dias vs 1 semana 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
2 dias vs 2 semanas 0,00 0,40 >0,999 -1,62 1,62
2 dias vs 3 semanas 0,00 0,46 >0,999 -1,86 1,86
2 dias vs 4 semanas 0,00 0,50 >0,999 -2,02 2,02
2 dias vs 5 semanas 0,00 0,53 >0,999 -2,12 2,12
2 dias vs 6 semanas 0,00 0,55 >0,999 -2,20 2,20
1 semana vs 2 semanas 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
1 semana vs 3 semanas 0,00 0,40 >0,999 -1,62 1,62
1 semana vs 4 semanas 0,00 0,46 >0,999 -1,86 1,86
1 semana vs 5 semanas 0,00 0,50 >0,999 -2,02 2,02
Laminectomia 1 semana vs 6 semanas 0,00 0,53 >0,999 -2,12 2,12
2 semanas s 3 semanas 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
2 semanas vs 4 semanas 0,00 0,40 >0,999 -1,62 1,62
2 semanas Vs 5 semanas 0,00 0,46 >0,999 -1,86 1,86
2 semanas Vs 6 semanas 0,00 0,50 >0,999 -2,02 2,02
3 semanas Vs 4 semanas 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
3 semanas vs 5 semanas 0,00 0,40 >0,999 -1,62 1,62
3 semanas s 6 semanas 0,00 0,46 >0,999 -1,86 1,86
4 semanas Vs 5 semanas 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
4 semanas Vs 6 semanas 0,00 0,40 >0,999 -1,62 1,62
5 semanas Vs 6 semanas 0,00 0,31 >0,999 -1,23 1,23
Comparagdes mlltiplas de Bonferroni
conclusao

A Tabela 9 mostra que apenas nos grupos com contusao houve alteragéao
média estatisticamente significativa do escore BBB entre os momentos avaliados
(p < 0,05), sendo que o escore BBB foi aumentando em média com o passar do

tempo nos grupos com contusédo medular.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho tem fundamentalmente dois objetivos: avaliar o efeito da
injecdo e da administracdo de volume de solucéo intradurais na lesdo medular
contusa em ratos Wistar; e padronizar este modelo experimental, por meio da

andlise de sua seguranca e reprodutibilidade.

O desenho desta pesquisa visa demonstrar que o possivel trauma tecidual
causado pela colocagédo da agulha no espaco intradural, em conjunto ou nao
com a administracao de volume controlado de solucéo fisiol6gica, ndo é um fator
independente de interferéncia negativa nos resultados dos efeitos histolégicos e
de desempenho funcional, seja motor ou eletrofisiolégico, dos individuos. A
amostra experimental é formada por 48 ratos, de modo a compor oito individuos
por grupo, numero semelhante ao de trabalhos prévios (Bahar et al., 1984;
Yoshiyama, Groat, 2008; Cheng et al.,, 2012; Amemori et al., 2015) e
suficiente para conferir poder de estudo a analise dos resultados. A divisdo dos
animais em 06 grupos visa justamente isolar experimentalmente os efeitos da
injecdo (puncao) e da administragdo de volume de solucédo intratecais, dos
efeitos ja conhecidos e amplamente estudados da lesdo medular contusa

experimental (Rodrigues et al., 2010; Santos et al., 2011).

A Tabela 1 descreve os parametros do potencial evocado e da histologia
segundo grupos e o resultado das comparacdes. Ela mostra que houve diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos para quase todos os parametros
do potencial evocado (p < 0,05), com excecédo apenas da amplitude MS (p =
0,078), e todos os parametros da histologia foram estatisticamente diferentes
entre os grupos (p < 0,001). Em se tratando de contusédo medular provocada ao
nivel anatbmico da medula toracica, seria de se esperar que tanto amplitude
guanto laténcia de MS fossem equivalentes em todos os individuos. A
monitorizagdo dos MS funciona nessa situagdo como controle de eficacia da

prépria monitorizacdo. Também seria resultado esperado que nos grupos 1,2 e
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6 as laténcias dos MI fossem menores que nos outros grupos e as amplitudes
dos MI maiores que nos outros grupos. Contudo, especialmente o grupo 2, que
nao sofreu contusao medular, apresenta valores elevados de laténcia e baixos
de amplitude. O comportamento eletrofisiol6gico do grupo 2 condiz mais com um
grupo que sofreu lesdo medular, uma vez que essa contusdo afeta o bom
funcionamento medular. Uma possivel explicacdo para o0s resultados
encontrados pode ser o fato de que o potencial evocado depende muito do plano
anestésico (mais aprofundado ou ndo) em que se encontra o individuo. Deste
modo, € de se supor que, no momento do exame pelo potencial evocado, 0s
ratos do grupo 2 encontravam-se em plano anestésico mais profundo que os
ratos dos grupos 1 e 6. J& os resultados histologicos mostram que os efeitos
mais danosos aos parametros histolégicos estudados foram encontrados nos

individuos submetidos a contusao medular experimental.

A Tabela 2 disponibiliza a comparacdo dos parametros do potencial
evocado entre os grupos dois a dois. Ela mostra que a laténcia MS foi em média
estatisticamente menor no grupo laminectomia + Cateter + Infusdo do que nos
grupos Contusdo medular e Contusdo + Cateter (p = 0,014 e p = 0,018
respectivamente), a laténcia Ml foi em média maior no grupo Laminectomia +
Cateter + Infusdo que nos demais grupos (p < 0,05) e foi menor no grupo
Laminectomia que nos demais grupos (p < 0,05), a amplitude dos membros
inferiores (MI) foi em média estatisticamente maior no grupo Laminectomia +
Cateter que nos demais grupos (p < 0,001),com excecdo apenas do grupo
Laminectomia, cuja amplitude MI foi em média estatisticamente maior que nos
demais grupos (p < 0,001). As melhores respostas eletrofisiolégicas que podem
ser encontradas no exame do potencial evocado correspondem a achados de
alto valor de amplitude e baixa laténcia. O funcionamento dos MI é o interesse
efetivo da pesquisa, ja que eles sdo diretamente afetados por eventos
traumaticos causados na regido da medula toracica. Os MS servem como
controle do préprio individuo durante o exame. Na analise pormenorizada dos
resultados do potencial evocado, observa-se um achado esperado bastante
coerente que é o melhor desempenho do grupo 6 (grupo controle). Os resultados
que destoam um pouco do esperado sao os do grupo 2, no qual se esperaria
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boas respostas tanto dos MS quanto dos Ml, ja que ndo houve contusao medular.
Contudo, no grupo 2, a laténcia dos MI esta aumentada. Este achado pode ser
interpretado como originario de fator anestésico ou técnico. Nos grupos 3, 4 e 5,
que sofreram lesdo medular, observam-se nos Ml laténcia aumentada e
amplitude reduzida. Nota-se também que os resultados encontrados para o
grupos 1 foram levemente inferiores aos resultados do grupo 6 (controle),
indicando possivelmente que a introducdo da agulha intradural no local da
laminectomia pode ter sido causa de perturbagcdo no funcionamento
eletrofisiolégico medular, ainda que de forma leve. Contudo, na comparacao
entre 0s grupos que sofreram lesdo medular, a puncédo com agulha, introducao
de cateter intradural e injecdo de solugdo ndo pioraram estatisticamente 0s
resultados quando comparados ao grupo que sofreu apenas lesdo medular.
Infere-se, portanto, que nem a puncdo nem a injecdo de solucéo intratecais

agravaram os efeitos da lesdo medular contusa experimental isolada.

Na Tabela 3 encontra-se a comparacéo dos parametros histolégicos entre
0s grupos dois a dois. Ela mostra que para todos os parametros histologicos
avaliados, os grupos Contusdo medular e Contusdo + Cateter apresentaram
valores estatisticamente maiores do que principalmente 0s grupos
Laminectomia, Laminectomia + Cateter e Laminectomia + Cateter + Infusao (p <
0,05). Para os parametros histolégicos avaliados (hemorragia, alteracdes
arquiteturais, necrose e infiltrado inflamatério), quanto maior for a pontuacao,
maior é o dano tecidual encontrado. Deste modo, identifica-se que a lesao
medular de fato causa perturbacdes teciduais perceptiveis ao exame histolégico,
muito embora os valores encontrados para o grupo 5 ndo sejam téo altos como
o esperado, inclusive sem diferenca estatistica para 0s grupos sem contusao
medular. Neste grupo 5, tampouco ha diferenca com os outros dois grupos que
sofreram contusdo medular. Uma possivel explicacdo para essa aparente
discrepancia é que os resultados observados neste grupo sejam oriundos de
uma selecdo de amostra tecidual proxima ao epicentro da lesdo medular, mas
nao exatamente do epicentro. Destacam-se 0s resultados obtidos nos grupos 1
e 2 quando comparados ao grupo 6 controle. Nesta comparacao, ndo houve

diferenca estatistica significativa em nenhum dos parametros histologicos
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avaliados, o que significa que apdés 6 semanas de introducdo da agulha no
espaco intradural, ndo houve ou ndo se mantiveram alteracdes histoldgicas

significativas.

A Tabela 4 mostra a descricdo do peso, plano horizontal e escore BBB
segundo grupos ao longo dos momentos avaliados e resultado das
comparacdes. Mostra também que os comportamentos médios do peso, do teste
de plano horizontal e do escore BBB foram em média estatisticamente diferentes
entre 0s grupos ao longo dos momentos avaliados (p interacago < 0,001). Essa
tabela somente reforca a importancia do acompanhamento dos animais ao longo
das 6 semanas de pesquisa, ja que o desempenho motor pode ser dinamico. O

peso é um reflexo indireto da salde dos animais.

Na Tabela 5 encontra-se o resultado das comparacbes do peso dos
animais entre grupos e momentos. Pela Tabela 5, tem-se que ao final do
acompanhamento, o peso médio dos animais do grupo Laminectomia foi
estatisticamente maior que nos animais dos grupos Laminectomia + Cateter +
Infusdo (p = 0,010) e Contusdo medular (p < 0,001), sendo que apenas nos
grupos Laminectomia + Cateter e no grupo Laminectomia o peso aumentou em
média estatisticamente do inicial para o final (p < 0,001). E vélido apontar que,
em valores absolutos, todos os grupos tiveram aumento médio do peso ao final
da sexta semana de experimentacdo, ainda que em termos estatisticos o
aumento nao tenha sido significativo para todos os grupos. Os grupos que
sofreram contusdo medular tiveram menor aumento médio estatistico, que talvez

possa ser explicado pela maior debilidade organica causada pela lesdo medular.

Nas tabelas 6 e 7 estdo detalhados os resultados encontrados para a
avaliagdo motora do plano horizontal. A Tabela 6 expde o resultado das
comparacoes do plano horizontal entre os grupos em cada momento avaliado.
Ela mostra que a partir de 2 dias, o valores obtidos no plano horizontal foram em
média estatisticamente maiores nos grupos Laminectomia, Laminectomia +
Cateter e Laminectomia + Cateter + Infusdo do que nos grupos Contusdo

medular, Contusdo + Cateter e Contusdo + Cateter + Infusdo (p < 0,05),
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formando entdo deste modo dois agrupamentos de animais, 0os que sofreram
contusao e os que ndo sofreram contusado. Essa diferenca de desempenho motor
no plano horizontal permanece, entre os ratos que sofreram ou ndo a contusao
medular experimental, da primeira (2 dias pos lesdo) a ultima (6 semanas pdés
lesdo) avaliacdo. Observa-se desta forma que a lesdo medular foi
experimentalmente efetiva em gerar a repercussio motora esperada. E também
possivel extrair a interpretacdo de que nos grupos de animais sem contusao
medular, mas com realizacdo da injecdo intratecal, associada ou ndo a
administracdo de solucdo, quando comparados ao grupo controle (somente
laminectomia), ndo houve diferenca estatistica significativa em nenhum
momento da avaliagdo motora. Esse achado significa que a pungéo por agulha
do espaco intradural e a administracdo de solugéo intratecal ndo causaram
repercussdes motoras significativas, nem aguda (2 dias) e nem cronicamente (6
semanas). A Tabela 7 descreve o resultado das comparacdes do plano
horizontal entre os momentos avaliados dentro de cada grupo. Esta tabela
mostra que nos grupos com contusdo medular houve redugdo média dos valores
encontrados ao longo de toda a experimentacdo em relacdo aos valores iniciais
pré-operatorios (antes da intervencgdo experimental) (p < 0,001). Contudo, nestes
mesmos grupos com contusdo medular, os valores obtidos em média no teste
voltaram a aumentar 6 semanas apés a lesdo experimental comparativamente
em relacdo a 2 dias e 3 semanas (p < 0,001). A melhora tardia observada pode
ser explicada por areas da medula contusa que se recuperaram ao longo do
tempo, gerando algum grau de recuperacdo motora, como ja observado por
Cristante et al., 2013, e Letaif et al., 2015.

Nas tabelas 8 e 9 sdo apresentados os resultados encontrados para a
avaliacdo motora do teste BBB. A Tabela 8 descreve o resultado das
comparacdes do escore BBB entre os grupos em cada momento avaliado. Esta
tabela mostra que o escore BBB apresentou em meédia estatisticamente o
mesmo comportamento que o plano horizontal, sendo que em todos os
momentos avaliados 0s grupos sem contusdo medular apresentaram em média
estatisticamente maiores escores que 0s grupos com contuséo (p < 0,05). De

forma semelhante aos resultados do plano horizontal, a diferenca de
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desempenho motor no teste BBB permaneceu, entre os ratos que sofreram ou
nao a contusdo medular experimental, do primeiro (2 dias pés lesdo) ao ultimo
(6 semanas pods lesao) teste. Juntamente com o teste do plano horizontal, o teste
BBB indicou que a lesdao medular foi experimentalmente efetiva em gerar a
repercussao motora esperada. Novamente observou-se que nos grupos de
animais sem contusdao medular, mas com realizacdo da injecdo intratecal,
associada ou ndo a administracdo de solucdo, quando comparados ao grupo
controle (somente laminectomia), ndo houve diferenca estatistica significativa
em nenhum momento da avaliacdo motora. Esse comportamento reforca a
observacédo de que o trauma tecidual da puncao por agulha do espaco intradural
e a administracdo de solucéo intratecal ndo causam repercussdes motoras
significativas, nem aguda (2 dias) e nem cronicamente (6 semanas). A Tabela 9
mostra o resultado das comparacfes do escore BBB entre os momentos
avaliados dentro de cada grupo. Esta tabela indica que apenas nos grupos com
contusdo medular houve alteracdo média estatisticamente significativa do
escore BBB entre os momentos avaliados (p < 0,05), sendo que este escore foi
aumentando em média com o passar do tempo, nestes grupos. A melhora tardia
dos resultados do teste BBB, nos individuos com contusdo medular, ja foi
anteriormente descrita por Cristante et al., 2013, e Letaif et al., 2015. Acredita-
se que areas da medula contusa (zonas de m& oxigenacéao e perfusdo) possam
apresentar recuperacao ao longo do tempo, levando a melhora do desempenho

motor.

Durante a avaliagdo do uso da via intratecal, sédo dois 0s principais pontos
de davida e possivel confusdo na interpretacéo dos resultados experimentais. O
primeiro deles diz respeito a lesdo tecidual causada pela agulha na puncédo da
meninge e na introducdo do cateter intradural. E necessario ter certeza que o
trauma isolado causado pela agulha ou pelo cateter ndo é suficiente para gerar
repercussoes funcionais que interfiram na analise objetiva daquilo (substancia,
droga, tipos celulares e outros) que esta sendo primariamente avaliado (Bahar
et al., 1984; Mothe et al. 2011; Hama, Sagen, 2012). O segundo ponto refere-
se a administracdo de determinado volume de solucdo intratecal. Deve-se

assegurar que o volume de solucao infundido néo seja, de forma independente,
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deletério para a funcéo dos individuos, seja essa interferéncia causada por efeito
mecanico, inflamatorio ou toxico no tecido medular (Gradert et al., 2003;
Johansen et al., 2004; Roh et al.; 2010; Mamet et al., 2017). E importante que
esses dois pontos sejam absolutamente seguros e néo levem a alteracdes de
desfecho, principalmente quando esta se testando o modelo de lesdo medular
experimental (Horiuchi et al., 2003; Yoshiyama; Groat, 2008; Schira et al.
2012; Kim et al., 2015; Pakulska et al., 2017). A lesdo medular causa, por si
sé, repercussdes motoras, funcionais e histoldgicas conhecidas (Rodrigues et
al., 2010; Santos et al., 2011) e, portanto, € de suma importancia que os Unicos
efeitos que gerem alteracdo na evolucao funcional, motora ou histologica sejam
aqueles diretamente relacionados a intervengdo terapéutica experimental

(substancia, droga, tipos celulares e outros) avaliada.

Diferentemente de estudos precursores com cateterizacdo cronica do
espaco intratecal (Yaksh; Rudy, 1976; Martin et al., 1984; Jasmin; Ohara,
2001; Kratzsch et al., 2015; Mazur et al., 2017), o presente estudo utilizou o
cateter apenas durante o0 momento da administracdo da solucéo intradural.
Neste trabalho, como descrito por Storkson et al. (1996), o cateter foi
introduzido por puncédo de agulha. A desvantagem da remocédo do cateter apos
0 uso agudo e unico é que nao ha a possibilidade de realizar administracao de
solucdo medicamentosa ou de terapia celular em diferentes momentos da
experimentacdo. A remocao precoce do cateter ndo permite comparacdo de
efeitos funcionais e histolégicos agudos ou crénicos da infusdo de substancias
no espaco intratecal. Por outro lado, evitar a manutencdo do cateter dentro do
espaco intradural elimina o fator de interferéncia direta da presenca do cateter
sobre os desfechos funcionais e histolégicos. Desta forma, o emprego unico e
imediato do cateter para a infuséo, isenta-o de ser considerado fator de confusao
na interpretacdo dos resultados ao longo dos periodos de experimentacao e

testes.
Os resultados experimentais encontrados neste presente estudo reforcam

achados de estudos prévios (Stokes et al., 2011; Martini et al., 2016; Gao et
al., 2016; Sang et al., 2016; Mamet et al., 2017; Murai et al., 2017; Ozkunt et
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al., 2017; Rong et al., 2017), que mostram a seguranca e reprodutibilidade da
via intratecal para pesquisa. Entretanto, esses estudos prévios ndo avaliaram
individualmente a via intratecal em sua integralidade, considerando-se aspectos
motores, funcionais e histolégicos no mesmo ensaio. Em trabalhos
metodologicamente semelhantes ao presente estudo como, por exemplo:
trabalho de Tian et al. (2013) foram realizados dois testes motores (BBB e plano
inclinado) e teste imunohistoquimico, mas néo foi feita a avaliagéo funcional por
potencial evocado; no trabalho de Cheng et al. (2012) foram somente realizados
o teste BBB e a avaliacédo histologica; no trabalho de Martini et al. (2016) foram
realizados apenas um unico teste motor (BBB), teste imunohistoquimico, e
avaliacdo histolégica; Kanekiyo et al. (2018) fizeram somente teste BBB e
avaliacdo histoldgica. Neste sentido, o presente estudo é pioneiro na analise
conjunta de dois diferentes testes funcionais motores, potencial evocado e
avaliacao histolégica em modelo animal de lesdo medular associada a injecao

intratecal.

Todos os estudos cientificos apresentam algum grau de limitacéo cientifica,
seja em sua metodologia, numero de analises, quantidade de testes realizados,
resultados ou conclusdées. Também no presente trabalho, que néo foge a regra,
encontram-se limitacées. Uma das limitacBes identificadas é que este presente
trabalho ndo avaliou as alterag@es histoldgicas agudas causadas pela introducao
de agulha, cateter e solucdo intradurais. Possiveis diferencas agudas
encontradas nas amostras teciduais entre o grupo controle e os grupos que
sofreram a puncéo intratecal poderao ser mais bem estudadas com um desenho
de estudo em que o sacrificio dos animais ocorra mais precocemente, como
realizado por Fihrmann et al. (2018), por exemplo, e deste modo uma analise
histologica precoce possa ser conduzida. Ainda com relacdo ao intervalo
temporal na experimentagao, o trabalho atual tampouco fez como os estudos de
Cheng et al. (2017) e Fuhrmann et al. (2018) que realizaram puncdes
intradurais em diferentes fases temporais ap6s a leséo medular experimental. E
possivel que a puncéo intradural tenha diferentes repercussdes histologicas e
funcionais conforme a fase inflamatoria temporal em que se encontre a medula

contusa. Outra limitacdo do presente estudo é a néo realizacdo da avaliacao
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imunohistoquimica, como feito por Tian et al. (2013), Martini et al. (2016) e
Rong et al. (2017). Os autores Rong et al. (2017), inclusive, também fizeram,
além da avaliacdo imunohistoquimica, PCR, Western Blot e ensaio
imunoenzimético. O conjunto dessas avaliacdes permite melhor andlise da
resposta inflamatoria tecidual. No presente estudo a Unica avaliacdo direta da
inflamacé&o foi a andlise histoldgica do tecido medular. Pode-se ainda considerar
como limitacdo deste estudo o fato de a puncdao intradural ter sido realizada
somente na area do epicentro da lesdo medular (LM), a exemplo do que foi
publicado por Ozkunt et al. (2017), mas diferentemente do que foi realizado por
Cheng et al. (2016). Inclusive Cheng et al. (2016) demonstraram melhor
recuperacdo funcional nos ratos que receberam células tronco por injecao
intratecal distalmente ao local anatbmico da LM. Fihrmann et al. (2018)
também fizeram puncdes craniais e distais ao epicentro da LM para ampliar a

sua investigacao.

Este presente estudo padroniza o uso da via intratecal em ratos submetidos
a lesdo medular controlada, experimental, por queda de peso. Ele também
realiza a mensuracéao dos efeitos funcionais e histolégicos oriundos da puncéo e
da infusdo de liquido no espaco intradural no local do tecido medular contuso.
Desse modo, este estudo inaugura uma linha de pesquisa inédita em nossa
instituicdo, com futuro promissor. Ha grande interesse, em nosso meio
académico e institucional, em que o ja consagrado modelo animal de lesdo
medular experimental em ratos (Rodrigues et al., 2010; Santos et al., 2011)
possa ter o seu emprego ampliado utilizando-se a via intratecal para a
administracdo de drogas, substancias e no estudo da terapia celular. O dominio
da técnica da via intratecal fornece, junto com a demonstracdo de seguranca e
reprodutibilidade em seu emprego, a possibilidade de expansao dos protocolos
de pesquisa e da gama de intervencdes terapéuticas experimentais (Schubert
et al., 2011; Jones et al., 2012a; Jones et al., 2012b; Kucher et al., 2018).
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7 CONCLUSAO

O presente trabalho padroniza o modelo experimental da injecéo intradural
na lesdo medular contusa em ratos. Este modelo demonstra, por meio da
avaliacdo de parametros funcionais motores, potencial evocado e histologia, a
reprodutibilidade e, fundamentalmente, a seguranca da puncéo e injecao de
solucdo intradurais, mesmo quando associadas a contusdo medular
experimental padronizada. A puncdo e injecdo de solucdo intratecais nao
causaram, de modo independente, alteracfes funcionais ou histoldgicas

significativas nos animais do estudo.
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ANEXO A - Carta de aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais.

i Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Amaldo, 455
— Pacaembu — S8 Paulo - 5P
ST

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Padronizacio do Modelo
Experimental de Injecio Intradural em ratos”, registrada com o n® oo1/17,
sob a responsabilidade de Tarcisio E.P. Barros Filho e Olavo Biraghi Letaif,
apresentada pelo Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que envolve a
producio, manutencio e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.8g9, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em reuniio de 05.04.17

Finalidade ( )Ensino (x)Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagiio Inicio: 28-11-2016 Término: 26-11-2018
Espéecie/linhagem,/raca Rato wistar

N? de animais 48

Peso/Idade 12 semanas
Sexo machos
Origem EBiotério do ICB

CEUA-FMUSP, o5 de Abril de 2017

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

Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua fm@Eusp. br
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ANEXO B - Ficha Janus do Aluno

Janus - sistema Administrativo da Pés-Graduagdo

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Medicina
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

5140 - 310891973 - Olavo Biraghi Letaif

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

olavoJetaifi@hc.fm.usp.br
12/031980

RG - 32.033.384-X - SP
Estado de S30 Paulo
Brasileira

Graduagéao: Médico - Faculdade de Medicina - Universidade de S30 Paulo - S50 Paulo - Brasil -
2004

Mestrado: Mestre em Ciéncias - Area: Ortopedia e Traumatologia - Faculdade de Medicina -
Universidade de S3o0 Paulo - S30 Paulo - Brasil - 2014

Curso: Doutorado

Programa: Ciéncias do Sistema Musculoesquelético

Data de Matricula: 30M1/2016

Inicio da Contagem de Prazo: 301172016

Data Limite para o Depdsito: 3001172020

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Data de Aprovagéo no Exame de
Qualificacio:

Data do Depdsito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacéo da
Banca:

Data de Aprovagéo da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

Profia). Dr{a). Tarcisio Eloy Pessoa de Barros Filho - 30/11/2016 até o pressnte. Email:
pebarmos@usp.br

Inglés, Aprovado em 30/11/2016

Aprovado em 08/01/2019

Primeira Matricula em 30/11/2016

Aluno matriculado no Regimento da Pos-Graduagdo USP (Resolugio n® 7493 em vigor a partir de 29/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 27/07/2020

Impresso em; 10/09/2020 15:43:12
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Jﬂ NS - Sistema Administrativo da Pds-Graduagdo
wof DE
# ; o Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Medicina
Documento sem validade oficial
FICHA DO ALUNO

5140 - 310891973 - Olavo Biraghi Letaif
MPT2T40- Telemedicina D7/042017  01/06F2017 120 B @0 A N Concluida

Disciplinas: L] 8 8

Estagios:

[Total: 5 ] ]

Créditos Atribuidos a Tese: 176

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Uitima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 27/07/2020
Impresso em: 10/08/2020 15:43:12

Olavo Biraghi Letaif



78

Anexos
ANEXO C - Escala BBB de avaliacéo funcional (Basso et al., 1995)
Movimento Movimento da pata Posicéo
do membro o dianteira P Pisada _ predominante da §
posterior | Posicao o| Liberag pata S
=] ol ~ do ol ao dos =
S | £ | 4 tronco 95’ , Dorsa | Planta | ®| dedos | Contato | Elevaga | ©
S © | &5 5 Apoio da pata I - icial © | caud
&1 8|S 2| 8 r 9o inicia 0 5 auda
<| 5 S o
= Sem Com Q =
S | -8 @ rt rt © s
EDEDED T| 8 suport | suport 1 =\ 5 1 E | D E| D/ E|D|E|D| B
O g e de e de £
peso | peso
0/0/0/0/0|0 g O(0(O0O]O|O]O*| 0| I I I I Para
El D E s!E/D E|D|E| D cima
S| S| S| S| S| S Z O/0oj0ojO0O|0O|]O|O|E|E|E|E (elevada)
= F
[ S FIF|L [Fe | F|FRo | Fo Para
E|E|E|E|E El € al PlPIlPI|P _
8 (abaixad
< cliclclc|c|c|cC a)

Comentérios:

Movimento

0 = Nenhum; S = Suave (discreto); E = Extenso; + = Pisada dorsal > 4 passos da pata posterior; * = Liberacdo < 50%; **
= Dedos arrastando > 4 passos da pata posterior; 0 = Nunca (0%); O = Ocasional (< 50%); F = Frequente (51-94%); C =
Consistente (95-100%); | = Rotacgé&o interna; E = Rotacéo externa; P = Paralelo.
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ANEXO D - Escala BBB de avaliacdo funcional de 21 pontos de Basso et al. (1995)

Pontuacéao Definicdes operacionais de categorias e atributos

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior.

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

2 Movimento extenso de uma articulacdo ou movimento extenso de uma articulacao e discreta de uma outra.

3 Movimento extenso de duas articulagdes.

4 Movimento discreto de todas as trés articulagbes do membro posterior.

5 Movimento discreto de duas articulagdes e movimento extenso da terceira.

6 Movimento extenso de duas articulagdes e movimento discreto da terceira.

7 Movimento extenso das trés articulagbes do membro posterior.

8 Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de peso.
Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase de apoio (i.e., quando estatico) ou passada

° dorsal ocasional, frequente ou consistente com suporte de peso e nenhuma passada plantar.

10 Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordena¢édo dos membros anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma coordenacdo dos membros anterior

t e posterior.

12 Passo plantar com suporte de piso frequente a consistente e coordenag&o ocasional dos membros anterior

e posterior.

continua
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continuacao

Pontuacéo

Definicdes operacionais de categorias e atributos

13

14

15

16

17

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenacéao frequente dos membros anterior

e posterior.

Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenacao consistente dos membros anterior e posterior
e posicao predominante da pata rodada (interna ou externamente) durante a locomoc¢ao, 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, coordenacéo consistente dos membros anterior e posterior e passada dorsal

ocasional.

Passada plantar consistente e coordenacao consistente dos membros anterior e posterior e nenhuma
liberacdo dos dedos ou liberagdo ocasional durante o movimento do membro para frente, posicédo

predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.

Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior durante a marcha e a liberacéo
dos dedos ocorre frequentemente durante o movimento do membro para frente, a posicdo predominante da

pata € paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada no instante da liberagéao.

Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior durante a marcha e a liberacao
dos dedos ocorre frequentemente durante o movimento do membro para frente, a posicéo predominante da

pata é paralela ao corpo nos instantes do contato inicial e da liberacdo dos dedos.

continua
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Pontuacéo

Definicdes operacionais de categorias e atributos

18

19

20

21

Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior durante a marcha e a liberacéo
dos dedos ocorre consistentemente durante o0 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.

Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e posterior durante a marcha e a liberagéo
dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para frente; a posigdo predominante
da pata € paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberacdo dos dedos e apresenta a cauda para

baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

Passada plantar consistente e coordenac¢ao dos membros anterior e posterior durante a marcha e a liberacao
dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para frente; a posicdo predominante
da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberacdo dos dedos e apresenta a cauda

consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberacdo consistente dos dedos, a posicao
predominante da pata € paralela ao corpo durante toda a fase de apoio, estabilidade consistente do tronco,

cauda consistentemente elevada.

conclusao
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Definigdes
Discreta Movimento parcial da articulacéo, inferior a metade da amplitude de movimento da

articulacao.
Extensa Movimento parcial da articulacéo, superior a metade da amplitude de movimento

da articulagao.

Movimento ritmico do membro posterior no qual suas trés articulagcbes estao
Pedalada estendidas, em seguida completamente flexionadas e novamente estendidas, o

animal geralmente se inclina lateralmente, a superficie plantar da pata pode ou nao
tocar o solo, nenhum suporte de peso corporeo é evidente por toda a pata posterior.

Nenhuma contracdo dos musculos extensores do membro posterior durante pisada

Sem suporte de peso plantar da pata ou nenhuma elevacgao da coxa.

Contracdo dos musculos extensores do membro posterior durante a pisada plantar

LB SIS €0 PEST da pata ou elevacédo da coxa.

A pata estd em contato plantar com suporte de peso, em seguida ocorre 0
Passada plantar 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.
Coordenacéo dos membros | Para todo passo do membro anterior ocorre um passo do membro posterior e 0s
anterior e posterior 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 Ic_iitggﬁiczsgéo do peso que causa oscilagdo de um lado a outro ou colapso parcial
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ANEXO E - Tabelas com os resultados de todos os testes e analises realizados sem o tratamento estatistico (as tabelas com estatistica

séo apresentadas na secao dos Resultados).

Avaliacao funcional teste BBB

Tabela 10 - Pontuacéo do teste BBB para cada um dos individuos do grupo 1
G 1 2 Dias Semanal Semana?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semana6
> ¢ b E D E D E D E D E D E D
Rato 1 18 19 18 19 18 19 19 21 21 21 21 21 21 21
Rato 2 20 21 21 21 20 20 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 3 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 4 20 19 21 21 18 21 21 21 19 21 21 21 21 21
Rato 5 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 6 18 19 18 19 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 7 20 20 19 20 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 8 19 20 20 19 19 20 21 19 21 21 21 21 21 21

E: esquerda; D: direita
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G 5 2 Dias Semanal SemanaZ?2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab6
rupo E b E D E D E D E D E D E D
Rato 1 18 18 18 18 18 20 18 21 18 20 20 20 21 21
Rato 2 20 20 19 20 20 20 20 20 21 21 21 21 21 21
Rato 3 18 19 19 19 19 19 19 19 19 20 21 20 20 20
Rato 4 18 19 19 19 19 21 19 21 21 21 21 21 21 21
Rato 5 19 21 21 21 21 21 19 19 21 21 21 21 21 21
Rato 6 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 7 20 21 21 21 19 19 19 19 20 21 20 20 19 21
Rato 8 20 21 21 20 21 21 21 20 21 21 21 21 21 21

E: esquerda; D: direita
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Tabela 12 - Pontuacao do teste BBB para cada um dos individuos do grupo 3

Grupo 3 2 Dias Semanal Semana2 Semana3 Semana4  Semanab5 Semana 6

O
O
m
O
m
O
O
m

Rato 1
Rato 2
Rato 3
Rato 4
Rato 5
Rato 6
Rato 7
Rato 8

O OOONPEFOOImM
P OO0OOO0OO0OOoOr|O
OO FrRLPOWOOoOOoOIm
ol eolNololNoll ol
N ADNMNDNDOEAEDNOIM
N DBADNDNOOIWNO
U1 o W ol o 01w~
O OONOI N T WO
© O© W ~NOo U1 0100
00O~ N~ 010100
0O NO1I N OOl N oom
00O A~ NNO1IN O
00 ~NWwo N Ul N ©
00O ~NWw~NO N OO

E: esquerda; D: direita
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Tabela 13 - Pontuacéo do teste BBB para cada um dos individuos do grupo 4

Grupo 4 2 Dias Semana 1l Semana2 Semana3 Semana4 Semana5 Semanab6
Rato 1 0 2 0 1 1 1 8 7 7 7 6 6 8 9
Rato 2 0 0 1 0 2 2 4 4 4 5 7 8 7 9
Rato 3 1 1 0 1 3 3 6 6 6 5 5 5 6 5
Rato 4 2 0 1 0 4 3 4 4 4 4 4 4 5 5
Rato 5 0 0 0 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Rato 6 0 0 1 4 4 4 6 5 6 5 6 6 6 7
Rato 7 0 0 0 0 4 4 6 6 8 8 7 9 7 9
Rato 8 0 1 0 0 2 2 5 4 7 7 6 6 8 8
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Tabela 14 - Pontuacao do teste BBB para cada um dos individuos do grupo 5

Grupo 5 2 Dias Semana 1l Semana 2 Semana3 Semana4 Semanab Semana 6
Rato 1 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 4 4 5
Rato 2 0 0 0 0 3 3 3 3 6 7 8 8 8 8
Rato 3 2 2 4 4 4 4 5 5 5 7 6 6 6 6
Rato 4 0 0 0 0 0 0 1 2 1 1 1 1 1 2
Rato 5 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 3 3
Rato 6 0 0 2 2 6 5 5 5 5 5 6 5 6 5
Rato 7 0 0 3 3 3 3 3 3 7 7 7 7 7 7
Rato 8 0 0 0 0 & & 3 5 5 5 5 5 5 5
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Tabela 15 - Pontuacao do teste BBB para cada um dos individuos do grupo 6

Grupo 6 2 Dias Semanal Semana 2 Semana 3 Semana4 Semana5 Semanab6
Rato 1 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 2 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 3 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 4 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 5 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 6 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 7 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Rato 8 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
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Tabela 16 - Pontuacao do teste do plano horizontal, pré lesdo medular experimental, para cada um dos individuos do grupo 1

ao grupo 6
Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
1 48 45 3
2 43 41 2
3 45 45 0
1 4 44 43 1
5 50 48 2
6 47 47 0
7 48 47 1
8 51 49 2
1 43 39 4
5 2 45 42 3
3 48 47 1
4 44 38 4

continua
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continuacdo

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
5 49 48 1
6 40 38 2
7 44 41 3
8 47 44 3
1 51 49 2
2 49 49 0
3 52 51 1
3 4 53 52 1
5 46 46 0
6 48 46 2
7 44 43 1
8 39 39 0
1 45 45 0
2 43 42 1
3 45 44 1
4 4 43 40 3
5 50 49 1
6 51 48 3
7 49 49 0
8 47 45 2
1 48 48 0
5 2 44 42 2
3 40 39 1
4 39 36 3

continua
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continuacdo

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
5 44 41 2
6 47 45 2
7 48 47 1
8 45 45 0
1 47 47 0
2 45 43 2
3 39 39 0
4 45 43 2
6 5 46 45 1
6 48 45 3
7 46 44 2
8 47 46 1
concluséo
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Tabela 17 - Pontuacdo do teste do plano horizontal, apos 48 horas de lesdo medular experimental, para cada um dos
individuos do grupo 1 ao grupo 6

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas I;lsada
orsal
1 51 46 5
2 48 47 1
3 49 45 4
1 4 53 45 8
5 55 50 5
6 51 49 2
7 55 51 4
8 50 49 1
1 55 51 3
2 56 50 6
3 49 44 5
5 4 52 50 2
5 51 48 3
6 55 50 5
7 54 50 4
8 53 51 2
3 1 0 0 0
2 0 0 0
continua
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continuacdo

Escorregadas Pisada

Passos Acertos
dorsal

Rato

Grupo

continua
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continuagao

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas leada
orsal
3 38 35 3 0
4 44 43 1 0
5 45 44 1 0
6 39 38 1 0
7 44 41 3 0
8 44 43 1 0
conclusao
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21° dia pOs-operatoério

Tabela 18 - Pontuacdo do teste do plano horizontal, apés 21 dias de lesdo medular experimental, para cada um dos
individuos do grupo 1 ao grupo 6

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal

1 53 50 2 1
2 47 45 2 1
3 50 48 1 1

1 4 51 49 2 0
5 53 50 2 1
6 51 35 3 3
7 55 50 3 2
8 53 48 2 3
1 54 53 1
2 55 41 4
3 52 44 7

5 4 55 53 2
5 53 48 5
6 55 50 5
7 56 53 3
8 52 50 1 1

3 1 0 0 0
2 0 0 0

continua

Olavo Biraghi Letaif



96

Anexos

continuacgéo

Pisada dorsal

Passos Acertos Escorregadas

Rato

Grupo
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continua
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continuacdo

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
3 41 39 2
4 41 38 3
5 44 41 3
7 41 41 0
8 45 43 2
concluséo
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Tabela 19 - Pontuacao do teste do plano horizontal, apés 42 dias de lesdo medular experimental, para cada um dos individuos
do grupo 1 ao grupo 6

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
1 48 46 2 0
2 44 44 0 0
3 49 48 0 1
1 4 53 49 2 2
5 48 46 1 1
6 52 50 0 2
7 48 47 1 0
8 52 50 1 1
1 48 47 1 0
2 54 52 2 0
3 51 49 1 1
5 4 53 53 0 0
5 48 45 2 1
6 56 55 1 0
7 56 55 1 0
8 50 50 0 0
1 12 10 1 1
3 2 8 4 2 2
3 9 7 1 1
4 12 10 1 1
continua
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continuacéo

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
5 18 13 3 2
6 19 16 1 2
7 14 13 0 1
8 15 13 1 1
1 12 11 0 1
2 14 11 1 2
3 15 12 2 1
4 4 16 13 2 1
5 18 13 2 3
6 19 13 4 2
7 13 11 2 0
8 15 13 2 0
1 8 6 2 0
2 11 8 3 1
3 12 7 2 3
5 4 7 5 1 1
5 8 5 3 0
6 13 9 2 2
7 13 11 1 1
8 10 8 1 1
1 38 37 1 0
2 40 39 1 0
6 3 41 38 3 0
4 37 35 3 0
5 42 41 1 0

continua
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continuacgdo

Grupo Rato Passos Acertos Escorregadas Pisada dorsal
7 44 41 3 0
8 46 42 2 0
conclusao
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Avaliacao potencial evocado

Grupo 1

Tabela 20 - Valores obtidos no potencial evocado (realizado apos 42 dias de lesdo medular experimental) para cada um dos
individuos do grupo 1

Laténcia (ms)

Amplitude (mv)

Rato MSE MSD M MID MSE MSD MIE MID
1 3,5 4,1 6,3 6,8 3.889 3.788 1002 1202
2 4,1 4,2 7,6 7,5 3.788 3.665 1252 1.423
3 6,2 6,4 4,1 7,3 4.632 4.215 1052 985
4 3,9 51 4,6 8,4 3.652 2.553 989 1025
5 5,8 4,3 8,1 9,3 4.663 2.225 1320 1110
6 4,7 4,9 7,3 10,2 3.285 3.662 1452 1254
7 Dados néo passiveis de obtencéo por depressao pds-anestésica do animal
8 51 5,6 6,3 8,1 3.256 3.546 998 1.001

MSD: Membro superior direito; MSE: Membro superior esquerdo; MID: Membro inferior direito; MIE: Membro inferior esquerdo; ms:

milissegundo; mv: milivolt
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Tabela 21 - Valores obtidos no potencial evocado (realizado apés 42 dias de lesdo medular experimental) para cada um dos
individuos do grupo 2

Rato

Laténcia (ms)

Amplitude (mv)

MSE MSD MIE MID MSE MSD MIE MID
1 2,1 2,9 10,1 11,3 3.456 3.451 523 536
2 4,9 3,4 11 8,2 3.652 3.874 623 456
3 Dados ndo passiveis de obtencao por depresséo pés-anestésica do animal
4 5,2 6,1 12,3 11,3 4.256 4.525 262 365
5 3,3 2,1 9,6 8,5 2.365 2.452 245 542
6 2,5 3,7 8,2 12,3 3.652 2.151 458 245
7 2,1 3,5 7,3 11,4 3.333 2.522 699 345
8 4,6 2,6 9,5 16,3 3.252 2.152 256 663

MSD: Membro superior direito; MSE: Membro superior esquerdo; MID: Membro inferior direito; MIE: Membro inferior esquerdo; ms:

milissegundo; mv: milivolt
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Tabela 22 - Valores obtidos no potencial evocado (realizado apés 42 dias de lesdo medular experimental) para cada um dos
individuos do grupo 3

Rato

Laténcia (ms)

Amplitude (mv)

MSE MSD MIE  MID MSE MSD MIE MID
1 5,3 4,8 8,9 7,4 4.888 3.622 774 655
2 3,5 4,2 6,9 6,5 3.987 3.256 854 684
3 4,6 4,8 7,3 7,1 4.775 4.256 554 452
4 5,8 4,1 8,1 9,3 3.555 3.225 225 215
5 7,3 6,8 4,9 5,6 4.522 2.445 223 322
6 6,2 6,1 5,2 3,5 4.578 2.336 252 335
7 4,5 4,1 5,7 91 3.652 4.225 260 215
8 5,3 3,9 6,9 7,6 4.295 3.125 225 225

MSD: Membro superior direito; MSE: Membro superior esquerdo; MID: Membro inferior direito; MIE: Membro inferior esquerdo; ms:

milissegundo; mv: milivolt
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Tabela 23 - Valores obtidos no potencial evocado (realizado apés 42 dias de lesdo medular experimental) para cada um dos
individuos do grupo 4

Rato

Laténcia (ms)

Amplitude (mv)

MSE MSD MIE MID MSE MSD MIE MID
1 5,8 5,2 7 9 4,662 4122 198 256
2 Dados nao passiveis de obtencéo por depresséo pos-anestésica do animal
3 5 54 8 8,6 4.622 4.532 335 225
4 5 3,8 7,3 6,5 4.221 4.555 145 154
5 4 5,8 6,4 8,6 3.222 4.122 122 255
6 55 5,6 7,9 7,9 1.222 2.005 125 225
7 6,1 4.8 7,6 10 1775 1665 122 178
8 4,6 4,7 8,6 8,9 3.222 3.451 298 369

MSD: Membro superior direito; MSE: Membro superior esquerdo; MID: Membro inferior direito; MIE: Membro inferior esquerdo; ms:

milissegundo; mv: milivolt
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Grupo 5

Tabela 24 - Valores obtidos no potencial evocado (realizado ap6s 42 dias de lesdo medular experimental) para cada um dos
individuos do grupo 5

Laténcia (ms)

Amplitude (mv)

Rato MSE MSD MIE MID MSE MSD MIE MID
1 3,3 3,8 6,9 6,2 4,112 4.999 122 156
2 Dados nao passiveis de obtencéo por depressao pos-anestésica do animal
3 4,7 5,6 8,7 9,12 3.333 3.765 224 226
4 5 3,8 59 7 3.998 3.454 221 198
5 4 5,8 7,7 8,4 4.004 4.333 89 90
6 55 5,6 8,3 9 3.899 3.001 112 134
7 6,1 4,8 6,9 10,1 3.223 2.989 134 165
8 4,6 4,7 8,9 11,3 3.455 3.220 156 200

MSD: Membro superior direito; MSE: Membro superior esquerdo; MID: Membro inferior direito; MIE: Membro inferior esquerdo; ms:

milissegundo; mv: milivolt
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Grupo 6

Tabela 25 - Valores obtidos no potencial evocado (realizado apés 42 dias de lesdo medular experimental) para cada um dos
individuos do grupo 6

Rat Laténcia (ms) Amplitude (mv)

&0 MSE MSD MIE MID MSE MSD MIE MID
32 31 43 37 3.588 3.545 3.658 3.478
38 37 36 35 3.214 3.652 2.895 3.001
48 52 43 39 4552 3.999 3.558 3.625
47 32 51 48 6333 5645 4.251 4.521
56 41 26 38 2.556 3.125 3.555 3.569
51 51 39 27 3.698 3.665 4.251 3.875
49 56 43 A6 6528 3.652 4.362 3.658
53 49 61 51 5.468 4.325 3.652 4.125

o~NOoO Ol WDN P

MSD: Membro superior direito; MSE: Membro superior esquerdo; MID: Membro inferior direito; MIE: Membro inferior esquerdo; ms:

milissegundo; mv: milivolt
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