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Resumo

RESUMO

Jorge DMF. Avaliacéo do efeito do GM-1 por via intratecal em 24, 48 e 72 horas apds
leséo medular aguda em ratos [dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

INTRODUGCAO: A lesdo medular continua desafiando a medicina atual, pois seguimos
ainda sem opc0es terapéuticas com real beneficio comprovado na recuperacdo funcional
dos pacientes. Os tratamentos oferecidos buscam reduzir a expansdo da lesdo na fase
secundaria, onde os danos podem ser incrementados, buscando promover a regeneragédo
axonal. Estudos realizados a partir de lesdo medular induzida em diversos modelos
animais tém sugerido que algumas drogas, como o monosialogangliosideo sodico (GM-
1), possuem efeitos neuroprotetores e neurotréficos quando administradas apds evento
traumatico que leve a lesdo do tecido neural. Porém, ainda ndo temos definido o melhor
momento para iniciar sua utilizacdo na pratica clinica, e a posologia usual, também pode
ser um desafio para a utilizacdo padronizada, pois, tradicionalmente, vias endovenosas
ou intramusculares mantidas por longos dias podem levar a desconforto e complicagfes
nos locais de aplicacdo. Além disso, o produto pode enfrentar dificuldade em ultrapassar
a barreira hematoencefélica, fazendo com que pequenas concentra¢fes de GM-1 atinjam
efetivamente o sistema nervoso central. O objetivo deste trabalho foi estudar o melhor
momento e a viabilidade da aplicagdo do GM-1 por via intratecal apés lesdo contusa
medular em ratos Wistar. METODOS: Quarenta ratos da raca Wistar submetidos & lesdo
contusa da medula ap6s laminectomia, com utilizacdo do sistema NYU Impactor em
laboratorio. Os animais foram sorteados e divididos em quatro grupos sequencialmente,
sendo: Grupo 1 — aplicacdo de GM-1 intratecal ap6s 24 h da lesdo medular; Grupo 2 —
aplicacdo de GM-1 intratecal apds 48 h da lesdo medular; Grupo 3 — aplicacdo de GM-1
intratecal apds 72 h da lesdo medular; Grupo 4 — sham, realizado laminectomia e
aplicacdo intratecal de 0,5 mL de solucdo fisioldgica 0,9%, sem lesdo medular. Os
animais foram avaliados quanto a recuperacdo da funcdo locomotora em sete diferentes
momentos pela escala de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) — em dois dias e
semanalmente até a sexta semana pés-lesdo medular. Foram ainda avaliados pelo plano
horizontal, com critérios de avaliagao comportamental sensério-motora, antes da leséo e
ao final da sexta semana de p6s-operatorio. RESULTADOS: Esse projeto experimental
revelou melhores escores funcionais na avaliacdo com os escores BBB e plano horizontal
no grupo submetido a aplicacdo de GM-1, com resultados estatisticamente significativos,
especialmente no Grupo 2, submetido & aplicacdo apdés 48 h da lesdo medular.
CONCLUSAO: Com os resultados apresentados, este estudo demonstrou que a
aplicacdo do GM-1 por via intratecal apos lesdo medular contusa em ratos Wistar é viavel
e que a aplicacdo apés 48 h da leséo, apresentou os melhores resultados funcionais.

Descritores: Traumatismos da medula espinhal; Gangliosideo G(M1); Injecbes
intratecais; Ratos Wistar.
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Abstract

ABSTRACT

Jorge DMF. Evaluation of the effect of intrathecal GM-1 in 24, 48, and 72 hours after
acute spinal cord injury in rats [dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Séo Paulo; 2023.

INTRODUCTION: Spinal cord injury continues to challenge current medicine, as there
are still no therapeutic options with real proven benefits in the functional recovery of
patients. The treatments offered to reduce the expansion of the injury in the secondary
phase, where damage may be increased, in an attempt to promote axonal regeneration.
Studies based on induced spinal cord injury in several animal models have suggested that
some drugs, such as sodium monosialoganglioside (GM-1), have neuroprotective and
neurotrophic effects when administered after a traumatic event that leads to neural tissue
injury. However, there is no definition of the best timing to use it in clinical practice. Its
dosage may also be a challenge for standardized use, as traditionally, intravenous, or
intramuscular routes maintained for long days may lead to discomfort and complications
at access sites. In addition, the drug may face difficulty crossing the blood-brain barrier
causing small concentrations of GM-1 to reach the central nervous system effectively.
The aim of this study was to study the best timing and feasibility of intrathecal application
of GM-1 after spinal cord contusion in Wistar rats. METHODS: Forty Wistar rats were
submitted to spinal cord contusion after laminectomy using the NYU impactor system in
the laboratory. The animals were sequentially randomized and divided into four groups:
Group 1 — intrathecal application of GM-1 24 h after the spinal cord injury; Group 2 —
intrathecal application of GM-1 48 h after the injury; Group 3 — intrathecal application of
GM-1 72 h after the injury; Group 4 — Sham, with laminectomy and intrathecal
application of 0.5 ml of 0.9% saline solution, without spinal cord injury. The animals
were evaluated regarding the recovery of locomotor function at seven different times by
the Basso, Beattie, and Bresnahan (BBB) test on the second day and weekly until the sixth
week after the spinal cord injury. They were also assessed by the horizontal ladder, with
sensory-motor behavioral assessment criteria, before the injury and at the end of the sixth
week postoperatively. RESULTS: This experimental study showed better functional
scores in the BBB and horizontal ladder assessment in the group submitted to the
application of GM-1, with statistically significant results, especially in group 2 (48 h after
spinal cord injury). CONCLUSION: With the results presented, this study demonstrated
that the intrathecal application of GM-1 after spinal cord contusion in Wistar rats is
feasible. The application 48 h after the injury presented the best functional results.

Keywords: Spinal cord injuries; G(M1) Ganglioside; Injections, Spinal; Rats, Wistar.
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1  INTRODUCAO

No instante em que uma lesdo traumatica da medula espinhal ocorre,
consequéncias fisicas, sociais e financeiras de longo alcance aparecem, tanto para 0s
pacientes quanto para suas familias. Apesar de décadas de progresso, ainda faltam opcGes
viaveis de terapias neuroregenerativas eficazes, capazes de proporcionar a recuperacao
neuroldgica e funcional destes pacientes. Motivando diversas pesquisas e ensaios
clinicos, a procurar entender claramente os mecanismos e a fisiopatologia desse evento
traumatico, buscando alternativas para intervir de forma ideal e no melhor momento
possivel®.

No mundo havia uma prevaléncia de 20,64 milhdes de casos em 2019, com uma
incidéncia média de 0,91 milhdes de casos novos por ano?. Ja no Brasil, essa estatistica
para o traumatismo raquimedular no Brasil € de em torno de 70 casos novos/ano/milhao
de habitantes, cerca de 11 mil casos novos/ano®*,

Grande agravo dessa situacao clinica, é que essas lesbes traumaticas, acometem
sobretudo adultos jovens durante a fase produtiva de suas vidas, tais lesdes medulares
normalmente apresentam-se como resultado de acidentes ou de violéncia e, embora a
incidéncia seja baixa, o dano causado e a perda de funcdo geralmente sdo importantes e
muitas vezes, incapacitantes. Temos que nos atentar, também, para as questfes
financeiras envolvidas com esse tipo de lesdo, para as familias e para todo o sistema de
salide, seja publico ou privado. O custo médio direto para o cuidado de um paciente,
vitima de trauma raquimedular, é de até US$ 1,1-4,8 milhdes durante sua vida nos Estados
Unidos, como indicado pela National Spinal Cord Injury Statistical Center?, e despesas
hospitalares diretas de aproximadamente US$95.000,00°.

A lesdo medular provoca danos que podem ser divididos em duas etapas. A primeira
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fase, associada a0 momento do trauma, levando a morte celular, que ocorre inicialmente
no local da leséo, devido ao estresse mecanico, com natureza necrética®. E num segundo
momento, ocorrem alteracBes secundarias que atingem o local da lesdo e o tecido
adjacente com natureza apoptotica®.

Essa fase secundaria inclui alteracGes neuroquimicas que ocorrem de minutos a dias
apos a lesdo inicial, com pico estimado em trés dias (72h), abrangendo a ativacdo da
cascata de acido araquidbnico, resposta inflamatoria, producdo de espécies reativas de
oxigénio, aumento da concentracdo extracelular de aminoacidos como o glutamato,
edema e uma reducao do fluxo sanguineo na medula espinhal’.

A reducdo de adenosina trifosfato disponivel é decorrente da diminuigdo na
disponibilidade de oxigénio e de nutrientes para as células, provocando uma disfuncéo
das bombas eletroliticas da membrana e resultando em alteracdo nas concentracdes
ionicas intra e extracelulares®. Ocorre, assim, o edema e a morte das células, com
liberacdo de neurotransmissores aminoacidicos, com acfes neurotdxicas, como o0
glutamato®.

Nesse cenario, a via glicolitica também é estimulada, aumentando o lactato e
reduzindo o pH local, o que provoca, em contrapartida, uma vasodilatacdo e um aumento
do fluxo sanguineo, com maior producao de radicais livres, que acabam por induzir maior
morte celular.

A formacdo de radicais livres e a peroxidacdo lipidica ocorrem pela ativacdo de
proteases induzidas pelo aumento excessivo do influxo de sodio e calcio nos neurénios,
que ocorre devido a citotoxicidade do glutamato.

Essas alteracOes celulares quimicas, que levam a liberacdo de enzimas liticas e
radicais livres, ocorrem principalmente na substancia cinzenta medular, mas acabam

atingindo tecidos adjacentes e lesando a substancia branca, e provocam também
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desmielinizagdo e resposta inflamatéria®®.

Sabemos que a lesdo primaria é irreversivel, portanto, os esforgos terapéuticos tém
se concentrado em reduzir a lesdo secundaria e em promover a regeneracdo axonal.
Porém, até o momento, ndo dispomos de nenhuma estratégia farmacoldgica com real
beneficio demonstrado!!. Embora altas doses de metilprednisolona continuem sendo
usadas, em curto periodo de tempo, como demonstrado inclusive, na Gltima publicacdo
da AO Spine em 20222, as evidéncias que comprovam sua eficacia no tratamento do
trauma raquimedular em varias instituices sdo fracas'>!314, Sabemos, ainda, que existem
efeitos colaterais nessa terapia, com processo deletério para a regeneracdo neuronal por
inibir a atividade de células imunitarias e a acdo de macrofagos na eliminacdo de
antigenos'®, e por causar discreta neutropenia, exacerbagio da necrose pds-isquémica e
inibicdo do brotamento de axonios!®, complicacdes respiratorias, sepse e hemorragia
gastrointestinal, que dificultam o seu uso como padrao de tratamento.

Existem hoje diversos estudos em animais e ensaios clinicos, que tém sugerido
inclusive, a utilizacio de inimeros agentes terapéuticos, como estrogénio®”8, agonistas
dos receptores de estrogénio®®, progesterona, monossialogangliosideo sodico (GM-1),
eritropoetina®®-?2, magnésio™* e ligantes de imunofilinas (tacrolimus)?, assim como o uso
das vitaminas C e E?* e de melatonina?, dentre outros.

O atual gerenciamento médico da lesdo medular aguda é composto por
oxigenoterapia associada a descompressao mecanica cirdrgica imediata e a restauracdo
da pressao arterial normal para corrigir a baixa perfusdo do tecido medular lesionado
dentro de 4h apds a lesdo para, com isso, limitar a lesdo secundéria. Idealmente, em cerca
de 24h pos-lesdo, o tratamento médico adicionaria funcdo neurotrofica e regenerativa para
bloquear a morte neuronal?.

O GM-1 ¢é um glicoesfingolipidio natural do tecido nervoso de mamiferos, tido
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como estimulador dos efeitos neurotroficos, e quando presentes no sistema nervoso
central poderiam mimetizar agentes enddgenos favoraveis a neuroregeneracdo, ou
neuroplasticidade. No entanto, temos poucos estudos sobre a viabilidade da
administracdo de GM-1 em nervos periféricos ou em casos de lesdes medulares. Mas
diversas propriedades desse agente sdo conhecidas, como a reduc¢édo do edema neuronal
pelo aumento da atividade das bombas de sédio, potassio e magnésio, a homeostase das
células nervosas pelo restabelecimento do equilibrio de membrana e, principalmente, o
aumento de fatores neurotroficos endogenos!!. Dessa forma, a recuperacgio de conexdes
funcionais é potencializada pelo aumento dos mecanismos de plasticidade dos circuitos
medulares lesados, por diminuirem a destrui¢do de neurénios apds o trauma. Estudos mais
atuais demonstram que o0 GM-1 tem um efeito evidente sobre as expressdes de caspase-
3, proteina relacionada a mecanismos de apoptose celular e sobre o fator de crescimento
neuronal em ratos com lesdo medular aguda, possibilitando a reducdo da expressdo de
caspase-3 e aumentando a expressdo do fator de crescimento neuronal de modo a alcancar
seu efeito terapéutico?®. O GM-1 ja é uma opcéo terapéutica valida para lesdes do sistema
nervoso central?’ e para lesdes medulares traumaticas, mas neste Gltimo caso, ainda sem
consenso na sua recomendagdo segundo a Gltima revisdo sistematica realizada em 20222,

Temos notado melhora na funcdo locomotora em humanos em resultados de
trabalhos realizados com GM-1 para lesdo medular, mas essas interpretacdes ainda sdo
complexas por ter ocorrido, em alguns estudos, uso de metilprednisolona antes da
administracdo do GM-1%,

A técnica de medicacdo intratecal € amplamente utilizada para administracdo dos
anestésicos para raquianestesia ha muitos anos, sendo técnica reprodutivel e comum na
pratica diaria dos médicos anestesiologistas. Recentemente, passou a ser utilizada para

aplicacdo de agentes antineoplasicos que ndo atravessam a barreira hematoliquérica,

Daniel de Moraes Ferreira Jorge



5
Introducéao

dificuldade que afeta o tratamento e a profilaxia de doengas como leucemia meningea e
carcinomatose meningea decorrente de cancer de mama, linfoma e rabdomiossarcoma,
entre outros tumores. Nesses casos, tem lugar de destaque a quimioterapia intratecal, ou
seja, a administracdo dos antineoplasicos diretamente no liquor cefalorraquidiano. O
objetivo do tratamento é expor o liquor, meninges e 0 sistema nervoso a uma
concentracio efetiva de antineoplasico®®.

Foi seguindo esse conceito de administracao e exposi¢do direta do sistema nervoso
central ao agente terapéutico apresentado acima, que nos motivamos a propor
disponibilizar o GM-1, molécula grande, que apresenta dificuldade de ultrapassar a
barreira hematoencefalica®®3! e com demonstrado beneficio neuroprotetor e regenerativo
in vitro, diretamente no sistema nervoso central, com maior concentracdo local do
gangliosideo na area afetada.

Sabemos que a barreira hematoencefalica imposta pela administracdo
intramuscular ou intravenosa tradicionalmente utilizada para o medicamento dificulta a
manutencéo de concentragdes adequadas do composto no sistema nervoso central e acaba
por demandar doses diarias e por tempo prolongado, dificultando a adesdo ao tratamento
por parte dos pacientes.

H& muito tempo se procura uma maneira de acelerar ou de potencializar o processo
natural de regeneracao neuronal. Os recentes estudos biomoleculares abriram caminhos,
identificando o papel de algumas dessas substancias em modelos experimentais de
regeneracdo nervosa, assim como temos visto em avaliacdes dos seus efeitos em lesdes
medulares induzidas em ratos em laboratorio com administragio por via intraperitoneal %2,
como por exemplo, descrito por Marcon et al., em 2016% . Porém, ainda ha escassez de
estudos que comprovem seu potencial para aplicagdo clinica.

O momento ideal para a aplicagdo do GM-1 apds um evento traumatico na medula
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e 0 uso da via de administracao intratecal podem representar um avanco significativo na
qualidade e velocidade da regeneracdo nervosa, além de facilitar a adesdo ao tratamento

por parte dos pacientes.
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2 OBJETIVOS

Avaliar qual o melhor momento e a viabilidade da aplicagdo do GM-1 intratecal

apos lesdo medular contusa em ratos Wistar.
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3 REVISAO DA LITERATURA

A perda funcional devido a trauma da medula espinhal € o resultado final de um
processo multifatorial continuo dividido em dois estagios principais: a necrose tecidual
decorrente da transferéncia de energia mecanica para o tecido, causando a morte celular®,
e, na segunda etapa, a fase apoptotica, de evolucdo ap6s lesdo imediata, com uma cascata
de efeitos que afeta o local da lesdo e o tecido adjacente, aumentando a area de dano®.

Com isso, as limitacOes e a incapacidade funcional relacionadas a tais eventos
traumaticos geram danos irreparaveis a nossa sociedade.

Dessa forma, estudos sobre a lesdo medular reproduzida em animais com modelos
de lesdo medular reprodutiveis em laboratério foram desenvolvidos desde inicio do
século XX para tentarmos buscar melhores solugdes para esses eventos.

Allen®, no ano de 1911, desenvolveu um modelo de lesdo medular em cées, de
forma reprodutivel e quantificavel, reproduzindo uma queda padronizada de peso sobre a
dura-mater dos animais, modelo que gera uma lesdo medular passivel de ser quantificada
por meio do produto do peso, em gramas, multiplicado pela altura, em centimetros, com
o resultado expresso em gramas.centimetros (g.cm).

Allen®, ja em 1914, testou diferentes intensidades de impacto, demonstrando a
diferenca das lesGes encontradas com a queda de um peso de 240 g.cm em comparagdo
com lesdes geradas pela queda de um peso de 400 g.cm. Nesse estudo, ja notou, nos
primeiros 15 minutos, a presenca de edema e hemorragia na substancia cinzenta e branca
da medula espinhal e, ap0s 4 horas do trauma, a formacéo de edema dos axdnios da coluna
lateral e posterior da substancia branca da medula espinhal. O autor demonstrou ainda
que a reducdo da pressdo intramedular por procedimento de mielotomia, melhora a

recuperacdo clinica dos animais, sugerindo que o aumento da pressdo intramedular
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ocasionado pelo edema e pela hemorragia leva a piora da necrose isquémica apds lesao
medular.

Tarlov®, no ano de 1954, realizou lesdo medular experimental em cdes por meio de
laminectomia na T12 e introduziu um baldo que, ao ser inflado, ocasionava lesdo medular
por compressdo num periodo controlado, identificando que o tempo para produzir
paralisia e o tempo de compressdo medular s@o inversamente proporcionais ao
prognéstico de recuperacao funcional.

No ano de 1969, Ducker e Hamit® realizaram pesquisa envolvendo corticosteroides
ao conduzirem tratamentos experimentais em cées submetidos a lesdo medular por queda
de peso, notando ganho significativo na recuperacao funcional nos grupos que receberam
aplicacdo de hipotermia e dexametasona intramuscular.

Logo depois, em 1971, Fairholm e Turnbull®’ realizaram um estudo com um
modelo de lesGes medulares induzidas por queda de peso em coelhos. Nesse estudo,
realizaram exame de microangiografia em momentos distintos ap6s o trauma,
identificando duas zonas de lesdo na medula espinhal: Zona 1, localizada na porcéo
posterocentral da medula, onde os capilares perdem progressivamente a capacidade de
conducdo de sangue; e Zona 2, ao redor da Zona 1, com padrdo microvascular normal.
Tais achados levaram a conclusdo de que a preservacdo da microcirculacéo interfere
diretamente na recuperacao dos neurénios e axonios danificados, servindo de base, mais
tarde, para intervenc@es terapéuticas na linha da recuperacao e preservacdo do tecido
medular.

Nessa década de 1970, os trabalhos foram focados em terapias com oferta de
oxigénio no intuito de diminuir as areas de hipoxia que ocorrem na medula em até 30
minutos apos a lesdo medular, procurando minimizar os danos medulares. Dentre tais

estudos, estdo o de Kelly Jr. et al.®, publicado em 1972, em que ofertavam inalacéo de
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oxigénio hiperbarico em estudo realizado em cdes. Em 1977394, confirmando os
achados, Yeo et al. atestaram, com o uso do oxigénio hiperbarico em ovelhas, que o
mesmo poderia trazer melhores resultados motores de recuperacao.

No ano de 1977, Holbach et al.*!, em um estudo prospectivo, analisaram o efeito da
oxigenoterapia hiperbarica em 15 pacientes com lesdes compressivas da medula espinhal,
com déficit mantido agravado no pés-operatorio. A oxigenoterapia hiperbarica foi
aplicada em sess@es diarias, totalizando 10 a 15 sessdes com durac¢do de 40 minutos cada.
Avaliaram a funcdo motora antes, durante e ap0s as sessbes e realizaram
eletroneuromiografia como forma de acompanhamento. Com esse trabalho, os autores
encontraram resultados promissores na melhora dos déficits neurologicos na maioria dos
pacientes, com aumento consideravel da pressdo parcial de oxigénio arterial. Também
encontraram aumento do recrutamento dos neurdnios motores na eletroneuromiografia.

Em 1985, Anderson et al.* realizaram estudos experimentais com gatos utilizando
doses muito elevadas de metilprednisolona. Analisaram a microvascularizagao no sitio
da lesdo e notaram, no grupo tratado com altas doses de metilprednisolona, preservacao
substancial da perfusdo microvascular quando comparado com o grupo nao tratado.
Interpretaram que a metilprednisolona apresenta papel efetivo na prevencao de eventos
fisiopatologicos subsequentes ao trauma.

Bracken et al.*}, em um estudo em 1985, publicaram comparac&o entre a eficicia
do uso de altas doses de metilprednisolona. Utilizaram dose de 1.000 mg no ato e
diariamente por dez dias num grupo e com a dose padronizada de 100 mg no ato e
diariamente por dez dias no outro grupo, em pacientes vitimas de trauma raquimedular.
N&o encontraram diferenca significativa em relacdo a recuperacdo motora, mesmo apés
seis meses da lesdo. Também observaram que houve maior indice de infec¢do no sitio

cirurgico e maior mortalidade no grupo que recebeu altas doses, mas as diferengas ndo
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foram estatisticamente significantes.

Entrando na década de 1990, um artigo de Tator e Fehlings** discorreram sobre as
principais causas de lesdo medular, como acidentes automobilisticos, traumas em
atividades esportivas ou recreativas, acidentes de trabalho e quedas domiciliares, notando
que metade desses pacientes apresentam lesdo medular completa, ou seja, sem
preservacao da funcdo neuroldgica abaixo do nivel da lesdo. Com isso, definiram a lesdo
primaria como o trauma mecanico e a lesdo anatémica no instante do trauma, e a lesdo
secundaria, como aquela decorrente de episodios bioquimicos subsequentes.

Com uso de microscopia eletronica, descreveram alteracdes no fluxo sanguineo
medular e efeitos da autorregulacdo medular no trauma. A partir dos achados observados,
discorreram sobre como diferentes tipos de tratamento podem atuar sobre os efeitos
vasculares da lesdo medular aguda, como bloqueadores dos canais de célcio, antagonistas
opioides e esteroides.

Também demonstraram que a normotensdo pode ser restaurada com expansdo de
volume ou vasopressores, enquanto o fluxo medular pode melhorar com dopamina,
corticoides e expansores de volume.

Em 1991, Geisler et al.** apresentaram um estudo demonstrando beneficios na
utilizacdo do GM-1 apds lesdo medular traumatica, melhorando a recuperacdo motora
quando aplicado apds 48 h e 72 h do trauma e associado a pequenas doses de
metilprednisolona.

Em 1994, Constantini e Young*® avaliaram os efeitos de metilprednisolona e GM-
1 em lesdes medulares agudas em ratos. Esse foi um estudo muito importante, pois
demostrou efeitos pro-inflamatérios do GM-1 que poderiam inibir efeitos do
corticosteroide, mas, ao mesmo tempo, talvez poderiam diminuir alguns de seus efeitos

deletérios. Nesse estudo, foi iniciado o desenvolvimento do aparelho de impacto para
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lesdo medular em ratos que viria a ser o New York University (NYU) Impactor*’, depois
definido em nossa instituicdo como o padrdo ideal de impacto por queda de objeto para
realizar lesdo medular reprodutivel em laboratorio.

O NYU Impactor foi padronizado no Laboratério de Estudos do Traumatismo
Raquimedular e Nervos (LETRAN) do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (I0T-
HC/FMUSP) por Rodrigues (1999)*, com estudo de lesdo de medula espinhal em ratos
Wistar utilizando o equipamento computadorizado para impacto por queda de peso de
acordo com os parametros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury
Study (MASCIS).

Seguindo com nossa revisio da literatura, temos a publicacdo de Hurlbert'® no ano
2000, mostrando que a metilprednisolona ndo deve ser recomendada no uso rotineiro para
o tratamento da lesdo medular aguda ndo penetrante, uma vez que 0 seu uso prolongado
pode apresentar risco para o paciente.

Ja no ano seguinte, em 2001, Short** publicou uma reviséo sistematica da literatura
com evidéncias de que ndo existe suporte para o0 emprego de altas doses de
metilprednisolona na lesdo medular aguda. Em contrapartida, no mesmo ano, em outra
revisdo, Taoka et al. (2001)* salientaram a importancia dos eventos secundarios ao
trauma medular, como eventos vasculares progressivos e dano celular endotelial,
enfatizando que poucos agentes farmacolgicos possuem a¢édo no sistema nervoso central
lesado e destacando a acdo da metilprednisolona e do GM-1.

Em 2005, Ying et al.°, com trabalho realizado em animais submetidos a leso
medular contusa, concluiram que o exercicio restaura 0s niveis de neurotrofinas,
melhorando, assim, a plasticidade sinaptica. Cha et al.>* demonstraram, em 2007, que

ratos submetidos a lesdo medular contusa experimental apresentam melhora na
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recuperacdo neuroldgica e melhora no padrdo de marcha diretamente proporcional a
intensidade de treinamento fisico.

No ano de 2006, Marcon®?, em estudo experimental de lesio medular em ratos
utilizando o0 modelo com o NYU Impactor, testou o uso profilatico de metilprednisolona,
ou seja, prévio ao trauma. Nao observou nenhum efeito benéfico da utilizacdo prévia ao
trauma raquimedular, bem como descreveu possiveis complicacdes associadas ao uso do
corticosteroide.

Novamente, em 2010, Marcon et al.>® apresentaram, em estudo com ratos
submetidos a lesdo medular experimental, haver papel sinérgico na associacdo do
tratamento com gangliosideo GM-1 com a terapia em camara hiperbarica de oxigénio.

Santos et al.?®, em 2011, realizaram estudo que trouxe a padroniza¢do do modelo
de lesdo medular e de avaliacdo motora utilizado no LETRAN do HC-FMUSP. Para isso,
dividiram 20 ratos Wistar em quatro grupos com niveis diferentes de gravidade da lesdo
raquimedular, com lesdes intermediarias padronizadas por meio do sistema do MASCIS:
Grupo 1 — 12,5 mm (lesdo leve); Grupo 2 — 25 mm (lesdo moderada); Grupo 3 — 50 mm
(lesdo grave); e Grupo 4 — animais que nao sofreram lesdo (controle). Depois de 48 h,
avaliaram a funcdo motora dos animais segundo a escala proposta por Basso, Beattie e
Bresnahan (BBB)>*, chegando a concluséo de que o modelo de lesdo medular utilizando
o sistema MASCIS e a avaliacdo funcional pela escala BBB sao confiaveis e reprodutiveis.
Dessa forma, os autores disponibilizaram a diferentes pesquisadores uma forma confiavel
de comparar seus resultados clinicos em ratos.

No ano de 2014, Ji et al.*® realizaram estudo comparando o uso de GM-1 intratecal
com seu uso intravenoso apés neurotoxicidade induzida pela bupivacaina em ratos. Os
autores demonstraram resultados relevantes de melhor acdo do GM-1 em reverter a

toxicidade induzida pela bupivacaina pela via intratecal quando comparado com a
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administracdo endovenosa, porém, ndo havendo capacidade de reverter plenamente todos
os efeitos toxicos. Os autores relatam que isso pode ocorrer devido aos varios mecanismos
envolvidos na acéo neurotoxica da bupivacaina no tecido medular.

Em 2016, Yang et al.>® trouxeram uma revisdo sistematica na qual investigaram
efeitos antioxidantes e na recuperacdo neurolégica pelo uso da melatonina em modelos
experimentais de lesdo medular em ratos. A melatonina teria a capacidade de promover,
nesses modelos, maior recuperacao neuroldgica e efeitos antioxidantes, com dose ideal
em ratos de 12,5 mg/kg. Contudo, apontaram a baixa qualidade dos trabalhos encontrados
como um fator limitante para indicar a melatonina como parte da terapia rotineira.

Barros Filho et al.??, em 2016, avaliaram resultados da utilizacio do GM-1 em 30
pacientes recebidos apo0s trauma raquimedular, mas ndo submetidos ao uso da
metilprednisolona. Notaram que os indices de melhora sensitiva, quanto a sensibilidade
ao togue e dor, foram maiores nos pacientes submetidos ao uso do GM-1, mas sem
diferenca relevante na analise de fungbes motoras.

Em 2020, Hosseini et al.>’, em revisio sistematica e metanalise, avaliaram o efeito
das vitaminas C e E em modelos animais com base na recuperacao da funcdo motora apos
lesdo medular. Tiveram como conclusdo que a suplementacdo das vitaminas C e E
melhorou significativamente a recuperacdo da funcdo motora, sendo que a vitamina C
apresentou esse resultado apenas quando empregada de forma intraperitoneal. Ja a
combinagdo de ambas ndo demonstrou maior eficacia.

Torelli et al.*?, em 2022, realizaram estudo de comparacéo dos efeitos de GM-1 e
eritropoetina na recuperacdo medular ap6s lesdo induzida em laboratério em ratos, com
a utilizacdo de GM-1 isoladamente, de eritropoetina isoladamente e de ambas em
conjunto. Os resultados foram comparados aqueles de um grupo controle placebo de

solucéo fisiologica (SF) 0,9%. Os melhores resultados estiveram no grupo utilizando
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GM-1 isoladamente, seguido pelo grupo no qual havia combinacgédo dos agentes, quando

comparados aos demais grupos.
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4 METODOS

4.1 Etica

A pesquisa foi aprovada pela Comissio Cientifica do 10T e pela Comissio de Etica
para Analise de Projetos de Pesquisa do HC-FMUSP (Anexo A), e também pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (protocolo de pesquisa nimero no 394/2019)
(Anexo B), tendo sido aprovada por ambas. Os pesquisadores seguiram de forma estrita
a ética e os padrodes estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA)*® e pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal

(CONCEA)™.

4.2 Estrutura fisica

A pesquisa foi realizada no LETRAN-10T-HC/FMUSP.

4.3 Animais de experimentacao

Foram selecionados 40 ratos machos da raca Wistar oriundos do Centro de
Bioterismo da FMUSP. A idade média foi de 12 semanas, com peso entre 250 g e 450 g
— todos de um unico fornecedor. Os ratos foram mantidos em gaiolas metabdlicas com
controle de temperatura, filtragem de ar e controle de umidade. Os animais foram
mantidos em espacos individuais para evitar dominancia entre machos (o que pode causar

lesbes), com fornecimento de &gua e racao ad libitum.
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4.3.1 Critérios de inclusao:

Ratos da raca Wistar;

Machos adultos jovens;

Peso entre 250 g e 450 g, inclusive;

Estado clinico normal avaliado por um veterinario do Biotério de Manutencéo

da Area de Pesquisas Bioldgicas do Laboratorio de Biomecanica (LIM-41) do 10T-
HC/FMUSP; e

e Motricidade inicial normal, segundo critérios da escala BBB.

4.3.2 Critérios de exclusao:

e Obito ap6s lesdo medular;

e AlteracOes cutaneas na area de incisdo (observadas macroscopicamente);

e Autofagia ou mutilagéo entre os animais;

¢ Infeccdo profunda e refrataria a antibioticoterapia apés leséo;

e Infeccdo na urina, diagnosticada pela presenca de sangue na urina, refrataria ao
tratamento com antibi6ticos por dez dias;

e Movimentacdo normal na primeira avaliacdo (21 pontos na escala funcional
BBB) apds a lesdo medular, nos grupos submetidos a lesdo medular
experimental; e

e Perda maior que 10% do peso corporal apds a lesao.
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4.4 Grupos experimentais

Os animais foram divididos de forma sequencial em quatro grupos por meio de
sorteio. Cada grupo era formado por dez animais, os quais foram submetidos a lesdo
medular contusa controlada:

Grupo 1 —24 h ap6s a contusdo, fornecida uma dose intratecal de GM-1 (30 mg/kg);

Grupo 2 — 48 h ap6ds a contusdo, fornecida uma dose intratecal de GM-1 (30 mg/kg);

Grupo 3—72 h apos a contuséo, fornecida uma dose intratecal de GM-1 (30 mg/kg);

Grupo 4 — Grupo denominado sham, submetido a laminectomia e aplicacdo de 0,5
mL de SF 0,9% para controle e padronizacdo da técnica de aplicacdo, sem contusao.

Os grupos foram definidos segundo o protocolo internacional de diretrizes para
pesquisa e publicagdo em animais, o0 Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
(ARRIVE)®. O Grupo 4 (laminectomia sem lesdo medular) foi utilizado como controle
negativo do procedimento cirargico e como controle negativo da intervencéo ao se utilizar

SF 0,9%, evitando-se um grupo controle adicional.

4.5 Modelo experimental de lesdo medular

4.5.1 Protocolo de anestesia

Para a realizacdo da lesdo medular e aplicacdo de materiais poliméricos, 0s animais
foram submetidos a injecdo subcutanea de cloridrato de tramadol e pentabidtico na dose
de 5 mg/kg uma hora antes do inicio da cirurgia. Com o uso de uma caixa de acrilico, 0s
animais foram induzidos a anestesia com isoflurano (1,5V%-2,0V%) em 100% de

oxigénio!? (Figura 1). Apds sedagéo leve, uma mascara foi colocada para cobrir todo o
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focinho do animal, levando a um plano anestésico mais profundo para, entdo, realizar-se
a tricotomia e limpeza da regido dorsal (Figura 2). O plano anestésico profundo foi,

ainda, confirmado pela auséncia de reflexos da cornea e pela auséncia de reacdo a

compressdo da cauda e das patas traseiras.

Figura 1 — Estrutura de preparo e indugdo anestésica
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Figura 2 — Manutencdo da anestesia durante procedimento
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Daniel de Moraes Ferreira Jorge



23
Métodos

4.5.2 Profilaxia infecciosa e analgesia

Todos os animais foram submetidos a antibioticoprofilaxia durante a intervencéo
cirrgica com cefazolina sodica (antibidtico) intraperitonealmente, na dose de 5 mg/kg,
imediatamente antes da lesdo e uma vez ao dia durante os trés dias seguintes. Apos a
cirurgia, foram ministrados aos ratos 2 mg/kg de meloxicam (anti-inflamatdrio nédo
hormonal) uma vez ao dia, por sete dias, e 5 mg/100 g de cloridrato de tramadol
(analgésico) por via intramuscular, por cinco dias, para alivio da dor 2. Todos os grupos
foram submetidos ao protocolo de antibioticoprofilaxia e analgesia pelo mesmo periodo,

indiscriminadamente.

4.5.3 Modelo de lesdo medular

A exposicdo da medula para contusdo controlada foi realizada com o auxilio de um
microscopio cirargico. Apos tricotomia, foi realizada uma incisdo na linha média dorsal

para expor o0s arcos posteriores da coluna vertebral de T8 a T12 (Figura 3).
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Figura 3 — llustra a via de acesso em regiéo dorsal do animal
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Os masculos inseridos nos processos espinhosos e nas laminas de T9 a T11 foram

descolados das suas inser¢des Osseas.

A hemostasia, quando necessaria, foi realizada com um coagulador bipolar. Foram
removidos com um micro saca-bocados o processo espinhoso e a laminectomia foi
realizada, retirando-se a lamina de T8 até expor a medula e permitir o posicionamento da

ponta da haste do NYU Impactor* (Figura 4).
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Figura 4 — llustra o animal posicionado para a contusdo medular e o contato inicial do equipamento com
a medula
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Apdbs o posicionamento do animal, o equipamento foi devidamente calibrado na

altura de 12,5 mm, causando uma contusio moderada com peso de 10 g> (Figura 5).

Figura 5 — llustra a calibragdo do NYU impactor

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Apos confirmacdo da contusdo medular, o sitio foi inspecionado e lavado com SF
de cloreto de sodio a temperatura ambiente. Foi realizado sutura em bloco da musculatura

paravertebral e, posteriormente, sutura cutanea de ponto simples com fio mono-nylon 2.0

(Figuras6e7).

Figura 6 — Apresenta a sutura em bloco da musculatura dorsal

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Figura 7 — Apresenta a sutura cutanea

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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4.5.4 Padronizacdo da técnica de aplicacéo pela via intratecal

Para padronizacdo do modelo experimental, foram utilizados 10 animais.

No grupo controle (Grupo 4), ap6s procedimento de laminectomia, sem lesdo
medular associada, foi realizada a inje¢do intratecal de SF com volume de 0,5 mL.

Com a ideia de entregarmos 0 medicamento diretamente no sistema nervoso central,
optamos por utilizar técnica de aplicagdo similar a raquianestesia, ou medicacdo
intratecal, pela qual posicionamos uma agulha no espaco liquérico, atravessando a dura-
mater. Nesse caso, realizamos a aplicacdo por meio de laminectomia e exposicdo visual

direta da dura-mater, com aplicacdo assistida por microscépio no nivel da vértebra T8

(Figuras 8 e 9).

Figura 8 — Microscopio utilizado para guiar aplicacdo intratecal
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Figura 9 — Localizacdo anatdmica do ponto de aplicacéo
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Introduzimos a agulha 4 mm x 0,23 mm (32 G) até notarmos a presenca do liquido
cristalino e incolor correspondente ao liquor, mantendo o Jelco locado para, entéo,
injetarmos o volume de 30 mg/kg de GM-1 (0,5 mL) ou SF, nos grupos controle (Figura

10).
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Figura 10 — Aplicagdo intratecal sob visdo em mcicroscopio
Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.5.5 Protocolo pos-operatorio

Todos os ratos receberam antibioticoprofilaxia por sete dias (cefazolina 2 mg/100
0)® nos cuidados de poés-operatdrio. Também seguimos com medicacdo anti-
inflamatoria, meloxicam, e analgésica opioide, cloridrato de tramadol, por via
intramuscular conforme descrito anteriormente.

Foram realizadas manobras diarias de extracdo de urina dos animais e avalia¢do do
grau de desidratacdo, pelo turgor da pele, e da necessidade de antibioticoterapia
(levofloxacina, 2,5 mg/kg por dez dias), observando-se a presenca de sangue na urina.

Os ratos retornaram as mesmas gaiolas de origem (40 cm x 60 cm), sendo mantidos
em grupos de até cinco animais, nas mesmas condi¢cdes ambientais do periodo pré-
operatorio (manejo, alimentagdo ad libitum, troca periddica da maravalha e limpeza da

gaiola). Os animais foram observados para identificar critérios de exclusdo e
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complicagdes quanto a mutilagdes, infecgdes ou outras alteracoes.

4.6 Avaliacéo funcional

Definimos a escala BBB e o plano horizontal para avaliacdo funcional dos animais
apos a lesdo medular.

A avaliagdo da escala BBB ocorreu sempre no mesmo horario e local, sem
identificacdo entre os grupos (teste cego), em sete diferentes momentos — apds dois dias
da lesdo medular e semanalmente até a sexta semana de pos-operatorio.

O plano horizontal foi avaliado antes e apds seis semanas da les&o.

4.6.1 Avaliacéo da capacidade locomotora segundo a escala BBB

Os animais foram classificados por meio de uma pontuacdo que varia de 0 a 21,
sendo que 0 corresponde aos animais com paraplegia total do membro e 21, a animais

com atividade locomotora normal (Figura 11).

ESCALA BER DE AVALIACAO FUNCIHONAL
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Figura 11 — Escala de avaliacdo locomotora. Escala desenvolvida por Basso, Beattie e Bresnahan (1995)
e utilizada para a avaliagdo locomotora de ratos que sofreram lesdo raquimedular, sendo graduada de 0 a
21 pontos.

Fonte: Basso et al., 1995%
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A escala BBB de classificagdo de 21 pontos pode ser descrita da seguinte forma:

(0) — Nenhum movimento do membro posterior;

(1) — Movimento discreto de uma ou duas articulagdes, usualmente o quadril e/ou
joelho;

(2) — Movimento amplo de uma articulagdo, ou movimento amplo de uma
articulagdo e movimento discreto de outra articulacéo;

(3) — Movimento amplo de duas articulagdes;

(4) — Movimento discreto das trés articulagbes do membro posterior;

(5) — Movimento discreto de duas articulagfes e movimento amplo da terceira;

(6) — Movimento amplo de duas articulagdes e movimento discreto da terceira;

(7) — Movimento amplo das trés articulagdes do membro posterior;

(8) — Movimento em “varredura” do membro posterior para se realizar o passo ou
posicionamento plantar da pata, ambos sem sustentacdo de peso;

(9) — Posicionamento plantar da pata com sustentagdo do peso do corpo, na posi¢ao
estatica somente, ou passos dorsais com sustentacdo de peso ocasional, frequente ou
constante, e sem passos plantares;

(10) — Passos plantares ocasionais, com sustentacao de peso, mas sem coordenacao
entre 0 membro anterior e posterior;

(11) — Passos plantares com sustentacdo de peso de frequentes a constantes e sem
coordenacdo entre 0 membro anterior e o posterior;

(12) — Passos plantares com sustentacdo de peso de frequentes a constantes e
coordenacdo ocasional entre 0 membro anterior e o posterior;

(13) — Passos plantares com sustentacdo de peso de frequentes a constantes e
coordenacdo frequente entre 0 membro anterior e o posterior;

(14) — Passos plantares com sustentagdo de peso constante, com coordenacdo
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constante entre 0 membro anterior e o0 posterior; posicdo da pata predominantemente
rodada (externamente ou internamente) durante a locomocéo, quando é feito o contato
inicial com a superficie, bem como justamente antes que ela seja levantada ao final da
fase de apoio; ou passos plantares frequentes, coordenagdo constante entre 0 membro
anterior e 0 posterior e passos dorsais ocasionais;

(15) — Passos plantares e coordenagdo constante entre 0 membro anterior e 0
posterior; sem abertura dos dedos ou abertura ocasional dos dedos durante o avango do
membro para frente; a posicédo da pata é predominantemente paralela ao corpo no contato
inicial;

(16) — Passos plantares e coordenacdo constante entre 0 membro anterior e o
posterior durante o andar; a abertura dos dedos ocorre frequentemente durante o avango
do membro para frente; a posicao da pata é predominantemente paralela ao contato inicial
e rodada ao ser levantada;

(17) — Passos plantares e coordenacdo constante entre 0 membro anterior e 0
posterior durante o andar; a abertura dos dedos ocorre frequentemente durante o0 avango
do membro para frente; a posicao da pata é predominantemente paralela ao contato inicial
e ao ser levantada;

(18) — Passos plantares e coordenacdo constante entre 0 membro anterior e 0
posterior durante o andar; a abertura dos dedos ocorre constantemente durante o avango
do membro para frente; a posicao da pata € predominantemente paralela ao contato inicial
e rodada ao ser levantada;

(19) — Passos plantares e coordenacdo constante entre 0 membro anterior e 0
posterior durante o andar; a abertura dos dedos ocorre constantemente durante o avango
do membro para frente; a posi¢do da pata é predominantemente paralela ao contato inicial

e ao ser levantada; cauda abaixada durante parte do tempo ou durante todo o tempo;
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(20) — Passos plantares constantes e andar constantemente coordenado; constante
abertura dos dedos; a posi¢do da pata é predominantemente paralela ao contato inicial e
ao ser levantada; cauda constantemente erguida e tronco instavel; e

(21) — Passos plantares constantes e andar coordenado; constante abertura dos
dedos; a posicao da pata é predominantemente paralela em todas as posicoes; estabilidade

do tronco constante e cauda constantemente erguida.

4.6.2 Plano horizontal

Avaliagao comportamental sensorio-motora: escada horizontal (horizontal ladder).

Uma escada horizontal com 100 cm de comprimento e 35 cm de largura, suspensa
a 46 cm do chao e com espago fixo de 1,5 cm entre cada filete de ferro, foi utilizada para
avaliar a funcao proprioceptiva dos animais®?%, Os animais foram primeiramente
treinados a andar na escada por dois dias antes da cirurgia, sendo necessario atravessa-la
cinco vezes. Para estimular os animais a andarem na pista, foram colocadas duas caixas
escuras em ambas as extremidades. Nas avaliagdes, 0s animais precisavam andar
voluntariamente trés vezes ao longo da escada. Houve contagem do namero de passos
total, de acertos, de escorregdes e de erros. Os acertos consistiram em posicionamentos
corretos das patas nos filetes de ferro. Os escorregdes eram 0 posicionamento da pata no
filete de ferro, seguido de queda entre os filetes. JA os erros foram considerados
separadamente em dois tipos, sendo eles: o arrastar dos membros posteriores ao longo da
escada horizontal e o posicionamento da pata entre os filetes de ferro%%°. Os valores das
trés passagens pela escada horizontal foram obtidos para todos os tipos de respostas

(acertos e erros).
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4.7 Protocolo de eutanéasia

Apos seis semanas de avaliacdo comportamental, os animais foram submetidos a
eutanasia, seguindo legislacdo e preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal®®. O processo se iniciou pela anestesia, sequida por perfusio transcardiaca, com
morte indolor. Os animais receberam overdose de uretana e foram perfundidos em
solucdo de paraformaldeido 4% em tampao fosfato (PB) 0,1 M, pH 7,3, e SF 0,9 %.

Esse protocolo foi publicado na “Diretriz da Pratica de Eutanasia do CONCEA”,
em 2015, com elaboracdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

(CONCEA, 2018)*.

4.7.1 Descarte das carcacas

As carcacas foram colocadas em sacos plasticos e devidamente identificadas,

seguindo apostila de descarte de animais da FMUSP.

4.8 Forma de analise de resultados

Os parametros avaliados foram descritos segundo grupos e momentos de avaliacdo
com uso de medidas-resumo (média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo). Entéo,
eles foram comparados por meio do uso de equac@es de estimacdo generalizada (EEG)
com distribuicdo normal e funcdo de ligacdo identidade, assumindo matriz de correlacbes
AR(1) entre os momentos de avaliacdo para a escala BBB. Para o teste do plano
horizontal, foi utilizado o nimero de passos como limitante dos dados (offset) do plano

horizontal®. As variacdes de peso dos animais foram descritas segundo 0s grupos e
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comparadas com uso de analise de variancias (ANOVA). As andlises foram seguidas de
comparagGes multiplas de Bonferroni para identificar entre quais grupos e momentos
ocorreram as diferencas®’.

Para a realizacdo das analises estatisticas, foi utilizado o software IBM-SPSS para
Windows versdo 22.0 (IBM Corp., Armonk, New York, USA), e para a tabulacdo dos
dados, foi utilizado o software Microsoft Excel 2013 (Microsoft Corporation, Redmond,

Washington, USA). Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram demonstrados e organizados em tabelas e graficos com
intuito de facilitar e organizar as analises.

A Tabela 1 mostra que o comportamento médio da escala BBB nos grupos para 0s
momentos avaliados foi estatisticamente diferente ao longo dos momentos de avaliagéo

(Pinteragao < 0,001).
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Tabela 1 — Descricdo da escala BBB segundo grupos e momentos de avaliacdo e resultado das comparacdes

Variavel/Grupo

Momento de avaliacéo

p Grupo p Momento p Interagéo

2 Dias Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6
BBB <0,001 <0,001 <0,001
Gml24h
média + DP 0,4+£0,7 0,9+0,74 25+097 3,2+0,92 6,4 +£2,07 7+1,41 8,2+2,04
mediana (min.; max.) 0(0;2) 1(0;2) 2(1;4) 3,5(2;4) 6 (4; 11) 7(5;9) 8,5 (5; 12)
Gm148h
média + DP 05+085 0,7+048 35+085 58+155 79+1,79 9,2+14 12,3 £1,57
mediana (min.; max.) 0(0;2) 1(0;1) 3,5(2;5) 6 (4; 8) 8 (5; 11) 9(8;12) 12 (10; 15)
Gml72h
média + DP 05+085 0,7+048 35+085 58%+155 7,8+1,69 8,7+134 10,4%1,96
mediana (min.; max.) 0(0;2) 1(0;1) 3,5(2;5) 6 (4; 8) 8 (5; 11) 9 (6; 11) 10 (8; 14)
Sham
média + DP 21+0 21+0 210 210 21+0 21+0 21+0
mediana (min.; max.) 21 (21;21) 21(21;21) 21(21;21) 21(21;21) 21(21;21) 21(21;21) 21(21;21)

EEG com distribui¢do normal e funcéo de ligagdo identidade, assumindo matriz de correlages AR(1) entre os momentos; S6 foram usados os momentos 1, 3 e 6 semanas
para a analise e ndo foi utilizado o grupo Sham
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Daniel de Moraes Ferreira Jorge



39

Resultados

A Tabela 2 e Gréfico 1 mostra que, nos grupos em que GM-1 foi usado, houve aumento

médio estatisticamente significativo do score da escala BBB em todos os momentos de

avaliagdo (p < 0,05), sendo que, na primeira semana, todos os grupos foram

estatisticamente iguais na escala BBB (p > 0,05), enquanto na terceira e sexta semanas, 0

valor médio da escala BBB dos grupos 2 e 3 foi estatisticamente maior que no Grupo 1

(p < 0,05).

Tabela 2 — Resultado das compara¢des multiplas do BBB entre grupos e momentos
avaliados conforme as diferencas encontradas

Grupo/ « Diferenca  Erro IC (95%)
Comparacéao . ~
Momento média Padrao Inferior  Superior
Semanal- Semana 3 -2,30 0,61 0,006 -4,26 -0,34
Gml24h Semana 1- Semana 6 -7,30 0,62 <0,001  -9,27 -5,33
Semana 3 - Semana 6 -5,00 0,61 <0,001 -6,96 -3,04
Semanal- Semana 3 -5,10 0,61 <0,001 -7,06 -3,14
Gm148h Semana l- Semana6 -11,60 0,62 <0,001 -13,57 -9,63
Semana 3 - Semana 6 -6,50 0,61 <0,001 -8,46 -4,54
Semanal- Semana 3 -5,10 0,61 <0,001 -7,06 -3,14
Gml72h Semana 1 - Semana 6 -9,70 0,62 <0,001  -11,67 -7,73
Semana 3 - Semana 6 -4,60 0,61 <0,001 -6,56 -2,64
Gml 24h - Gml 48h 0,20 0,62 >0,999 -1,77 2,17
Semana 1 Gml 24h - Gml 72h 0,20 0,62 >0,999 -1,77 2,17
Gm1l48h - Gml 72h 0,00 0,62 >0,999 -1,97 1,97
Gml 24h - Gml 48h -2,60 0,62 0,001 -4,57 -0,63
Semana 3 Gml 24h - Gml 72h -2,60 0,62 0,001 -4,57 -0,63
Gm148h - Gml 72h 0,00 0,62 >0,999 -1,97 1,97
Gml 24h - Gml 48h -4,10 0,62 <0,001 -6,07 -2,13
Semana 6 Gml 24h - Gml 72h -2,20 0,62 0,013 -4,17 -0,23
Gm148h - Gml 72h 1,90 0,62 0,074 -0,07 3,87

Comparagdes maltiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Grafico 1 — Valores médios e respectivos erros padrées do BBB segundo grupos e
momentos de avaliacdo
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Fonte: Arquivo pessoal do autor

Pela Tabela 3, tem-se que a variacdo percentual média do peso dos animais foi

estatisticamente diferente entre os grupos (p = 0,011).
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Tabela 3 — Descricdo dos pesos dos animais segundo grupos no inicio e ao final do estudo
e das variacOes de peso e resultado das comparacOes das variagdes entre 0s grupos

- Momento Ganho de peso

Variavel — - o
Inicial Final (%0)

Peso (g) 0,011
Gml24h
média £ DP 292,5 + 26 311,2+211 6,7+6,9
mediana (min.; max.)  287,5(265; 332) 312 (288; 345) 4,7 (-6; 20,2)
Gml48h
média £ DP 298 +42,9 320+ 38 78147
mediana (min.; max.)  309,5 (234; 354) 325,5 (268; 366) 7,5(2,1; 14,5)
Gml72h
média + DP 293,2 24,4 322,3+22,6 10,1+ 4,7
mediana (min.; max.) 293 (256; 335) 323 (277; 356) 8,6 (4,7; 20,7)
Sham
média £ DP 303,3+11,5 346,2 + 15,9 14,1+ 3,1

mediana (min.; max.)

302,5 (288;322)  349,5 (322; 365)

13,4 (9,6; 20,1)

ANOVA

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Pela Tabela 3.1, tem-se que a alteracdo percentual de peso no grupo sham foi, em

média, estatisticamente maior que nos grupos 1 e 2 (p = 0,013 e p = 0,046,

respectivamente).

Tabela 3.1 — Resultado das comparag¢Ges multiplas da alteracdo percentual de peso entre

0S grupos
c « Diferenca  Erro IC (95%)
omparagcio phe "
media Padréo Inferior  Superior
Gml24h- Gml148h -1,07 2,24 >0,999 -7,32 5,18
Gml24h- Gml72h -3,36 2,24 0,855 -9,61 2,89
Gml24h- Sham -7,40 2,24 0,013 -13,65 -1,15
Gm148h- Gml72h -2,29 2,24 >0,999 -8,54 3,96
Gml 48 h- Sham -6,33 2,24 0,046 -12,58 -0,08
Gm172h- Sham -4,04 2,24 0,476 -10,29 2,21

Comparagdes multiplas de Bonferroni

Fonte: Arquivo pessoal do autor

As Tabelas 4 e 5 e Grafico 2 mostram que, com excec¢do do numero de acertos,

todos os parametros avaliados no plano horizontal apresentaram comportamento médio
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estatisticamente diferente entre os grupos ao longo dos momentos de avaliagdo (pPinteracio
< 0,05), sendo o numero de acertos, em média, estatisticamente diferente ao longo dos

momentos de avalia¢do, independente do grupo (Pmomento = 0,002).

Tabela 4 — Descrigdo dos passos e acertos dos animais segundo grupos e momentos de
avaliacdo e resultado das comparacdes

. Momento

Variavel P Grupo P Momento P Interagéo
Pré-op. 6 semanas

Passos <0,001 <0,001 <0,001

Gml24h

média £ DP 43,6 +2,3 8+1,33

mediana (min.; max.) 43,5 (40; 48) 8 (6; 10)

Gml48h

média £ DP 436 +1,2 12,3+ 1,57

mediana (min.; max.) 44 (41; 45) 12 (10; 15)

Gml72h

média + DP 43,4+26 8+1,33

mediana (min.; max.) 44 (38; 47) 8 (6; 10)

Sham

média + DP 41+1,6 44,8 + 4,47

mediana (min.; méx.) 41 (38; 44) 44,5 (38; 53)

Acertos* 0,987 0,002 0,690

Gml24h

média + DP 42,2+1,6 5,4+ 2,46

mediana (min.; max.) 42 (40; 45) 6(1;9)

Gml48h

média £ DP 41,9+17 10+£1,76

mediana (min.; max.) 42 (39; 45) 10,5 (7; 12)

Gml72h

média £ DP 41,9+28 5,4+ 2,46

mediana (min.; max.) 43 (36; 45) 6(1;9)

Sham

média £ DP 419+17 43,1 +4,28

mediana (min.; méx.) 42 (39; 45) 43 (36; 50)

EEG com distribuicdo normal e fungéo de ligacdo identidade, assumindo matriz de

correlages AR(1) entre os momentos; * Mesmo modelo com ndmero de passos como

limitador dos acertos

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Grafico 2 — Valores médios e respectivos erros padrdes dos acertos no plano horizontal
segundo grupos e momentos de avaliacdo
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Tabela 5 — Descri¢do dos escorregdes e erros dos animais segundo grupos e momentos
de avaliacdo e resultado das comparacdes

. Momento

Variavel P Interacao
Pré-op. 6 semanas

Escorregdes <0,001

Gml24h

média + DP 0,8+0,79 1,4+0,7

mediana (min.; max.) 1(0;2) 1,5(0; 2)

Gml48h

média = DP 0,9+0,88 1,4+07

mediana (min.; max.) 1(0;3) 1,5(0; 2)

Gml72h

média = DP 0,7+ 0,68 1,4+0,7

mediana (min.; max.) 1(0;2) 1,5(0; 2)

SF

média + DP 0,9+0,88 1,4+0,7

mediana (min.; max.) 1(0;3) 1,5(0; 2)

Sham

média = DP 0,9+0,88 09+0,74

mediana (min.; max.) 1(0;3) 1(0;2)

Erros <0,001

Gml24h

média = DP 0,6 +0,52 1,2+0,79

mediana (min.; max.) 1(0;1) 1(0; 3)

Gml48h

média = DP 0,8+0,63 1+0,82

mediana (min.; max.) 1(0;2) 1(0;2)

Gml72h

média = DP 0,6+0,7 1,2+0,79

mediana (min.; max.) 0,5 (0; 2) 1(0; 3)

SF

média + DP 0,8+0,63 1+0,82

mediana (min.; max.) 1(0;2) 1(0;2)

Sham

média + DP 0,8+0,63 0,6+0,7

mediana (min.; max.) 1(0;2) 0,5 (0; 2)

EEG com distribuicdo normal e fungdo de ligacdo identidade, assumindo matriz de
correlagfes AR(1) entre 0s momentos com nimero de passos como limitador dos
escorregdes e erros

Fonte: Arquivo pessoal do autor

A Tabela 6 e Grafico 3 mostram que, em todos os grupos avaliados, houve

diminuicdo média estatisticamente significativa no numero de passos do pré-operatério

para seis semanas do (p < 0,05), sendo que, na sexta semana, 0 Grupo 2 apresentou, em
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média, estatisticamente mais passos que os demais grupos (p < 0,05).

Tabela 6 — Resultado das comparag¢fes multiplas dos passos entre grupos € momentos

avaliados
Grupo/ « Diferenca  Erro IC (95%)
Comparacéo . ~
Momento media Padréo Inferior  Superior
Gml24h Pré-op - Semana 6 35,60 0,85 <0,001 33,09 38,11
Gml148h Pré-op - Semana 6 31,30 0,85 <0,001 28,79 33,81
Gml72h Pré-op - Semana 6 35,40 0,85 <0,001 32,89 37,91
Gml24h- Gml48h 0,00 0,81 >0,999 -2,38 2,38
Pré-op Gml24h- Gml72h 0,20 0,81 >0,999 -2,18 2,58
Gml148h- Gml72h 0,20 0,81 >0,999 -2,18 2,58
Gml24h- Gml148h -4,30 0,81 <0,001 -6,68 -1,92
Semana 6 Gml24h- Gml72h 0,00 0,81 >0,999 -2,38 2,38
Gm148h- Gml72h 4,30 0,81 <0,001 1,92 6,68

Comparagdes maltiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Grafico 3 — Valores médios e respectivos erros padres dos passos no plano horizontal
segundo grupos e momentos de avaliagédo
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Pela Tabela 7, tem-se que o numero médio de acertos foi estatisticamente menor
na sexta semana em comparagdo ao pré-operatorio, independente do grupo avaliado (p =

0,002).

Tabela 7 — Resultado das comparagdes multiplas dos acertos entre 0s momentos
avaliados

« Diferenca  Erro IC (95%)
Comparacéo . ~ p - -
média Padrao Inferior  Superior
Pré-op - Semana 6 0,97 0,31 0,002 0,37 1,56

Comparagdes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

As Tabelas 8 e 9 e Grafico 4 mostram que 0s escorregbes e erros refletiram
comportamentos semelhantes dos grupos ao longo dos momentos de avaliagdo, sendo
que, em todos os grupos, houve aumento médio estatisticamente significativo do pré-
operatorio para a sexta semana (p < 0,05). Na sexta semana, 0 Grupo 2 apresentou, em

média, estatisticamente menos escorregdes e erros que os demais grupos (p < 0,05).

Tabela 8 — Resultado das comparagdes multiplas dos escorregBes entre grupos e
momentos avaliados.

Grupo/ Comparagdo Diferenca ~ Erro 0 IC (95%)
Momento media Padréo Inferior  Superior
Gml24h Pré-op - Semana 6 -36,20 0,82 <0,001  -38,61 -33,79
Gml148h Pré-op - Semana 6 -31,80 0,82 <0,001 -34,21 -29,39
Gml72h Pré-op - Semana 6 -36,10 0,82 <0,001  -38,51 -33,69
Gml24h- Gml1l48h -0,10 0,83 >0,999 -2,55 2,35
Pré-op Gm124h- Gm172h -0,10 0,83 >0,999  -2,55 2,35
Gm148h- Gml72h 0,00 0,83 >0,999 -2,45 2,45
Gml24h- Gml48h 4,30 0,83 <0,001 1,85 6,75
Semana 6 Gml24h- Gml72h 0,00 0,83 >0,999 -2,45 2,45
Gm148h- Gml72h -4,30 0,83 <0,001 -6,75 -1,85

Comparagdes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Tabela 9 — Resultado das comparagfes multiplas dos erros entre grupos e momentos

avaliados.
Grupo/ « Diferenca  Erro IC (95%)
Comparacéao e ~
Momento média Padréo Inferior  Superior
Gml24h Pré-op - Semana 6 -36,20 0,98 <0,001  -39,06 -33,34
Gml148h Pré-op - Semana 6 -31,50 0,98 <0,001  -34,36 -28,64
Gml72h Pré-op - Semana 6 -36,00 0,98 <0,001  -38,86 -33,14
Gml24h- Gml48h -0,20 0,93 >0,999 -2,94 2,54
Pré-op Gml24h- Gml72h -0,20 0,93 >0,999 -2,94 2,54
Gm148h- Gml72h 0,00 0,93 >0,999 -2,74 2,74
Gml24h- Gml48h 4,50 0,93 <0,001 1,76 7,24
Semana 6 Gml24h- Gml72h 0,00 0,93 >0,999 -2,74 2,74
Gml148h- Gml72h -4,50 0,93 <0,001 -7,24 -1,76

Comparagdes maltiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Grafico 4 — Valores médios e respectivos erros padrdes dos erros no plano horizontal
segundo grupos e momentos de avaliacdo
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6 DISCUSSAO

Sabemos que a possibilidade de reconstrucéo total da medula parece estar distante
ainda, porém, podemos obter beneficios significativos atraves de minimas reparacdes e
regeneracdes. Mesmo ainda ndo sendo capazes de recuperar plenamente a marcha,
melhorias, como na recuperacdo da musculatura respiratéria, funcdo da méo ou no
controle esfincteriano e urinério, representam ganhos muito importantes e
extraordinarios para esses pacientes®®.

Sabendo o qudo catastroficas sdo as sequelas da lesdo medular na vida
socioecondmica da familia envolvida, seguimos na busca por encontrar melhores opg¢des
terapéuticas vidveis para tratar e aliviar esses pacientes e seus familiares, pois, mesmo
nos dias de hoje, ndo temos medicamentos estabelecidos e com eficacia comprovada ou
estratégias de descompressdo cirtrgica imediata apoiadas e indicadas pela maioria dos
médicos da area. Conforme descrito no dltimo levantamento realizado pela AO Spine, de
20222, esses pacientes encontram dificuldades institucionais por barreiras financeiras ou
burocréticas.

O uso de corticoesteroides?>*2® seque ainda carregado de grande controvérsia,
sendo sabidamente associado a efeitos adversos e complicagfes. Outras medidas de
suporte sdo sustentadas, como a manutencdo da pressdo arterial, oxigenoterapia®,
exercicios e fisioterapia continual?. Segue a busca por agentes que possam diminuir,
bloquear ou estimular a regeneragéo da area de lesdo secundaria, dita zona de penumbra
ou fase apoptotica pos-lesdo®, com substincias capazes de entregar acio que melhore o
ambiente inflamatorio e controle agentes neurotoxicos e a liberacdo de radicais livres.
Para isso, diversas pesquisas apresentando diferentes modelos animais foram realizadas

ao longo da histéria®”.
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Estabelecemos em nossa institui¢do a utilizagdo do NYU Impactor como padrdo de
equipamento para a realizacdo de pesquisas no LETRAN do IOT-HC/FMUSP*,
utilizando o equipamento computadorizado para impacto por queda de peso de acordo
com os parametros determinados pelo MASCIS. Com isso, conseguimos padronizar e
realizar analises reprodutiveis para estudar o comportamento e a evolugdo dessas lesoes.

Notamos ao longo da historia diversos trabalhos com avaliagdes de diferentes
agentes anti-inflamatdrios, antioxidantes e com potenciais regenerativos, inclusive o GM-
1, que tem representacao em diversos trabalhos por apresentar capacidade de estimular as
vias de neuroplasticidade e a regeneracédo do tecido neural.

O GM-1 tem se demonstrado eficaz na melhora de fungdes neuroldgicas, com
capacidade de inibir a evolucdo da fase apoptotica apds um trauma medular, controlando
os niveis da caspase-3, proteina relacionada com mecanismos de morte celular®. Sendo
0 GM-1 um gangliosideo lipofilico natural de nosso sistema nervoso central, as
possibilidades de efeitos adversos sdo mais remotas.

Sua ac¢do pode ter melhor efeito em um momento apos a lesdo aguda medular, pois
secundaria apoptdtica’®. O GM-1 inibe o acimulo extracelular de glutamato e o influxo
excessivo de ions de sddio e calcio ibnico mediados, inicialmente, pela estimulacdo de
receptores NMDA, com posterior evolucdo da area de morte celular induzida pela
ativacio lenta e gradativa de receptores de glutamato AMPA e kainato’, que levam a
manutencéo do influxo desses ions, aumentado a area da lesdo em horas a dias, com pico
estimado em trés dias, ou seja 72 h.

Em vista desses mecanismos e momentos de lesdo € que estabelecemos o0s
momentos das aplicacdes de GM-1 apos a lesdo medular induzida em 24 h, 48 he 72 h.

Pudemos perceber, na pratica clinica, ou seja, avaliando a recuperacdo motora dos
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animais conforme tabelas descritas nos resultados, que o melhor resultado
estatisticamente significativo atingido foi para as aplicagdes do GM-1 intratecal em 48 h
(Grupo 2), demonstrando os melhores resultados apds seis semanas, especialmente nas
andlises de plano horizontal. Tal resultado corrobora, de fato, com a idéia de que a sua
aplicacdo em 24h, ou seja, muito proximo ao momento da lesdo inicial, pode gerar mais
agravo inflamatorio induzido pelo farmaco e pela abordagem cirurgica para aplicacdo, do
que beneficios, ndo havendo tempo de inicio da fase apoptética, quando o GM-1 seria
mais efetivo.

J& no momento de 72 h apds a lesdo medular, estariamos em uma situacdo na qual
a propagacao da acdo apoptdtica e da zona de penumbra ja teriam iniciado, ampliando
area de dano ao tecido neural, havendo proximidade de resultados nas analises da escala
BBB, mas demonstrando diferencas nos resultados de analise do plano horizontal quando
comparados com os animais do grupo 2 (48 h), que demonstraram melhores indices nessa
analise.

Procuramos, neste estudo, ter foco nas analises clinicas de evolugdo final dos
animais, como as ja padronizadas avali¢des da escala BBB e do plano horizontal, sendo
que ja temos estudos, como o de Ji et al., em 2015%°, demonstrando os efeitos da
utilizacdo de GM-1 por via intratecal com analises imunohistoquimicas extensas e bem
ilustradas apds neurotoxicidade induzida pela bupivacaina. Nosso foco neste trabalho,
estudando a lesdo medular, foi avaliar a possibilidade de recuperacéo e melhora clinica
efetiva associadas aos padrdes de avaliacdes sensorio-motoras conhecidas®.

Acreditando que o GM-1 teria efeitos de mimetizar os agentes neurotroficos
enddgenos pela sua capacidade de dimerizar os receptores TRK, ativando cascatas de
neuroplasticidade’?, o mesmo teria papel fundamental no quadro subsequente a lesio

neuronal, uma vez que, nessas situacdes, a quantidade desses fatores neurotroficos é
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reduzida™.

Para exercer tais funcbes, o GM-1 depende de ultrapassar a barreira
hematoencefalica, sabidamente uma limitagdo para macromoléculas lipofilicas®",
mesmo sob condi¢do inflamatdria, quando sabemos haver possibilidade de maior
transposicdo dessa barreira®!. Buscamos, com este estudo, entregar o GM-1 diretamente
no sistema nervoso central por meio de injecdo intratecal estabelecida, em concentragfes
efetivas e conhecidas, e definir qual seria 0 melhor momento dessa aplicagcdo buscando o
méaximo resultado possivel desse agente em seu local efetivo de acéo.

O peso dos animais foi monitorado e descrito em tabela nos resultados, ndo havendo
nenhum animal que tenha tido, ap6s lesdo medular induzida, perda ponderal que o
colocasse dentro dos critérios de exclusdo da pesquisa.

Em nossa pesquisa, tivemos a dificuldade de ndo ter um método de imagem para
guiar nossos procedimentos em animais no laboratorio, o que nos impos a necessidade de
novas abordagens cirurgicas a cada aplicagdo, limitando nossa capacidade de expandir 0
estudo. Acreditamos que, tendo uma forma de manter o0 acesso percutanea e guiada por
imagem, haveria maior facilidade de ampliar a casuistica e os valores de resultados
encontrados.

Enfim, parece estarmos cada vez mais proximos de resultados interessantes e
efetivos na recuperacdo e no tratamento dessas lesdes neuroldgicas que geram tanto
sofrimento e limita¢Ges, muitas vezes definitivos. Todavia, ficamos ainda estimulados a
perseverar em mais estudos no sentido de ampliar resultados e facilitar o uso de farmacos

e agentes cada vez menos nocivos.
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7 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a aplicagdo do GM-1 por via intratecal apos lesdo
medular contusa em ratos Wistar é viavel. O GM-1 aplicado 48 h apds a lesdo apresentou

os melhores resultados funcionais.
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ANEXO A — Aprovacio do Comité de Etica e Pesquisa

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

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO Protocolo IOT n° 1402 CEUA: 1394/2019

Pesquisador Responsavel: Prof. Alexandre Fogaga Cristante

Pesquisador Executante: Dr. Daniel de Moraes Ferreira Jorge

Titulo: Avaliagdo do efeito do GMI por via peridural no ato, em 24 e 48 horas ap6s lesio
medular aguda em ratos

Grau de Pesquisa: Mestrado

PARA USO EXCLUSIVO DA COMISSAO CIENTIFICA

Parecer da Comissdo Cientifica do IOT:
\ Aprovado
7 Aprovado com restrigdes (corrigir e/ou completar)
Aprovado o mérito, porém apresenta aspectos éticos
complexos e/ou discutiveis (a CAPPesq)
I Nao aprovado

Séo Paulo, / Ba @atn L/r de 2019

%”\/k/\f\ ’

Prof. Raphael Martus Marcon
Presidente da Comissdo Cientifica

APROVACAO DO DEPARTAMENTO

Sio Paulo.ngde OJ_«LLv de 2019

Doy

Prof. Olavo Pires de Cama}go
Vice-Chefe do Departamento
Ortopedia e Traumatologia
MUSP

(IS}
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ANEXO B — Aprovagéo da Comissio de Etica no Uso de Animais

¥ il Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
EDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
— Pacaembu — Sao Paulo — SP
ISP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “AVALIACAO DO EFEITO DO
GM1 POR VIA PERIDURAL NO ATO, EM 24 E 48HORAS APOS LESAO
MEDULAR AGUDA EM RATOS”, registrada com o n°® 1394/2019, sob a
responsabilidade de Alexandre Fogaca Cristante e Daniel de Moraes
Ferreira Jorge, apresentada pelo Departamento de Ortopedia e Traumatologia -
que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizacdo 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°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade

de Medicina da USP em 05.02.2020

Finalidade ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao Inicio: 09-12-2019 Término: 08-08-2022
Espécie/linhagem/raca rato wistar
NO de animais 30
Peso/Idade 8 a12 semanas
Sexo machos
Origem Biotério ICB

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatério com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, o5 de fevereiro de 2020

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

Comisséo de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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