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Resumo

RESUMO

Santos GB. Estudo do uso de células-tronco de linhagem neuronal em modelo
experimental de lesdo medular aguda [dissertacé@o]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo; 2023

Introducdo: A lesdo da medula espinal € um grande problema de saude publica com
complicacdes clinicas e psicologicas devastadoras relacionadas a disfuncdo neuronal
sensorial, motora e autbnoma. Embora a laminectomia seja o procedimento cirdrgico
padrdo-ouro para descomprimir o canal medular, ele demonstra melhora clinica limitada
em pacientes com medula espinal contusa ou seccionada. Portanto, varias abordagens tém
sido estudadas para melhorar seu resultado clinico. Modelos experimentais de lesdo
medular tém sido utilizados ao entendimento da regeneracgéo e reorganiza¢ao promovida
por diferentes tipos de terapias adjuvantes, farmacoldgicas ou pela aplicacdo de suportes
quimicos ou bioldgicos (scaffolding), fatores de crescimento e células-tronco. O modelo
da contusdo da medula espinal em ratos pela queda de peso (NYU-Impactor) foi
anteriormente padronizado e validado por nosso grupo de pesquisa através da escala de
avaliacdo motora Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), consistindo hoje importante alicerce
para pesquisas. Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar, em periodo pos-operatdrio
de seis semanas, a fungdo motora de ratos que tiveram uma contusdo moderada da medula
espinal toracica (T8-T9), seguida imediatamente de enxerto de células-tronco neurais de
telencéfalo de rato neonato ndo diferenciadas ou 24 horas apés inicio de tratamento para
diferenciagio neuronal. E como objetivo secundario o teste do scaffolding Matrigel® em
associacao as células. Métodos: Foram utilizados 60 animais divididos aleatoriamente
em seis grupos, submetidos a laminectomia, sendo trés grupos controle e trés grupos
experimentais. Associaram-se 0s seguintes procedimentos por grupo: (1) lesdo medular,
(2) lesdo medular e meio de diferenciacio neuronal em Matrigel® (veiculo), (3) nenhum
outro procedimento (sham), (4) lesdo medular e células ndo diferenciadas em meio de
diferenciacdo neuronal, (5) lesdo medular e células nédo diferenciadas em veiculo, e (6)
lesdo medular e neuroesferas ndo diferenciadas incubadas em veiculo por 24 horas. Todos
os animais foram submetidos a avaliagdo comportamental motora pela escala BBB em
dois momentos: treinados previamente a intervencdo cirurgica e posteriormente
semanalmente durante seis semanas. Apos seis semanas, 0s animais foram submetidos ao
sacrificio indolor e tiveram suas medulas ressecadas do segmento vertebral (T3-L3). As
medulas foram submetidas a fixacao e, posteriormente, secdes longitudinais e coloracdo
com hematoxilina-eosina. Foram avaliados necrose, infiltrado celular, degeneracéo,
hiperemia e hemorragia. Resultados: Como esperado, a laminectomia por si ndo afetou
a funcdo motora (grupo 3, sham). A avaliacio no segundo dia pds-operatério, animais dos
demais grupos apresentaram grave comprometimento da fungdo motora conforme a
escala BBB. A partir do final da quarta semana do periodo p6s-operatorio, houve melhora
significativa na funcdo motora de ratos com contusdo moderada da medula espinal de
todos o0s grupos. Nos grupos que receberam Matrigel®, com ou sem células de
neuroesferas ndo diferenciadas, esta melhora foi significante de forma mais precoce, a
partir do final da segunda semana p0s-operatoria. Dentre 0s cinco grupos cujos animais
foram submetidos a laminectomia e lesdo medular, animais que receberam Matrigel® e
células-tronco neurais indiferenciadas (grupo 5) apresentaram escores mais elevados na
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escala BBB. A diferenca entre pontuacdes BBB do final do periodo pds-operatério e o
final da terceira semana foi superior para 0s animais do grupo 5 em relacéo a qualquer
outro grupo. Os parametros histoldgicos ndo diferiram significativamente entre grupos.
Concluséo: A melhora funcional motora em ratos com lesdo contusa em T8-T9 da
medula espinal foi mais significativa quando Matrigel® foi combinado a células ndo
diferenciadas de neuroesferas no enxerto imediatamente apos leséo.

Palavras-chave: Traumatismos da Medula Espinal; Células-tronco neurais; Transplante
de células.
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ABSTRACT

Santos GB. Use of neural stem cells in a spinal cord injury experimental model
[dissertation]. “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo™; 2023.

Introduction: Spinal cord injury is a major public health issue with devastating clinical
and psychological complications related to neurosensory, motor, and autonomic
dysfunction. Although laminectomy is the gold standard surgical procedure to
decompress the spinal cord, it shows limited clinical improvement in patients with
contused or severed spinal cord. Therefore, various approaches have been studied to
improve its clinical outcome. Experimental models have been used to understand the
regeneration and reorganization promoted by different types of adjuvant therapies,
pharmacological or by applying chemical or biological supports (scaffolding), growth
factors, and stem cells. The spinal cord contusion model in rats by weight drop (NYU-
Impactor) was previously standardized and validated by our research group through the
Basso, Beattie, and Bresnahan (BBB) motor assessment scale, consisting today's
important foundation for research. Objectives: The aim of this study was to evaluate, in
a six-week postoperative period, the motor function of rats that had a moderate contusion
of the thoracic spinal cord (T8-T9), followed immediately by grafting of neural stem cells
from undifferentiated neonate rat or 24 hours after initiation of treatment for neuronal
differentiation. And as a secondary objective, the testing of Matrigel® scaffolding in
association with the cells. Methods: Sixty animals were used, randomly divided into six
groups, submitted to laminectomy, three control, and three experimental groups. The
following procedures were associated per group: (1) spinal cord injury, (2) spinal cord
injury and medium of neuronal differentiation in Matrigel® (vehicle), (3) no other
procedure (sham), (4) spinal cord injury and undifferentiated cells in medium of neuronal
differentiation, (5) spinal cord injury and undifferentiated cells in vehicle, and (6) spinal
cord injury and undifferentiated neurospheres incubated in vehicle for 24 hours. All
animals underwent motor behavioral assessment by the BBB scale at two-time points:
trained before surgical intervention and then weekly after that for six weeks. After six
weeks, the animals were submitted to painless sacrifice and had their marrows resected
from the vertebral segment (T3-L3). The marrows were subjected to fixation and,
subsequently, longitudinal sections and stained with hematoxylin-eosin. Necrosis,
cellular infiltrate, degeneration, hyperemia, and hemorrhage were evaluated. Results: As
expected, laminectomy alone did not affect motor function (group 3, sham). At evaluation
on the second postoperative day, animals in the other groups showed severe impairment
of motor function according to the BBB scale. From the end of the fourth week of the
postoperative period, there was a significant improvement in motor function with
moderate spinal cord contusion from all groups. In the groups that received Matrigel®,
with or without non-differentiated neurosphere cells, this improvement was significant
earlier, starting at the end of the second postoperative week. Among the five groups
whose animals underwent laminectomy and spinal cord injury, animals that received
Matrigel® and undifferentiated neural stem cells (group 5) showed higher BBB scores.
The difference between BBB scores from the end of the postoperative period and the end
of the third week was higher for animals in group 5 than any other group. Histological
parameters did not differ significantly among the groups. Conclusion: Motor function
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improvement in rats with spinal cord contusion (T8-T9) was most significant when
Matrigel® was combined with undifferentiated neurosphere cells in the graft immediately
after injury.

Keywords: Spinal cord injuries; Neural stem cells; Cell transplantation.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

LesGes medulares acarretam diversos danos a vida do individuo. Além de serem
incapacitantes, alteram a qualidade de vida, desencadeando altera¢des gastrointestinais,
urogenitais, respiratérias e musculoesqueléticas.

O nivel e grau de contusdo determinam a gravidade e o prognostico do dano
neuroldgico. A causa mais comum ainda sdo os traumas, porém, alterag@es vasculares e
neoplasias também causam importante dano neurolégico.

A lesdo medular apresenta dois mecanismos importantes, chamados de primario e
secundario, que sdo danosos a medula espinal. O mecanismo primario é causado de forma
mecanica e o secundario é oriundo de processos bioquimicos e celulares desencadeados
pela lesdo priméria (Bunge et al., 1993).”

Com incidéncia estimada em até 25,5 lesbes por milhdo por ano em paises em
desenvolvimento, esse tipo de lesdo constitui um dano catastrofico para os pacientes
acometidos (Rahimi-Movaghar et al., 2013), sendo, ainda, um desafio para a medicina
humana e veterinaria (Singh et al., 2008).

A utilizacdo de fatores bioldgicos para o tratamento da lesdo medular foi
denominada terapia bioldgica. Na area de terapia celular, uma série de medidas foram
testadas e dados animadores foram publicados, evidenciando-se melhora do déficit
neuroldgico e crescimento axonal por meio de bloqueadores de fatores inibitérios de
crescimento antagonistas de lesdo neuroldgica secundéria, fatores neurotréficos,
substituicdo de mielina por células-tronco (CT), células de Schwann (CS) e da bainha
olfatoria, implantacéo de tecido fetal e implantes condutores (Shroff 2016).

Apos a lesdo medular, a regeneracdo axonal é comprometida por fatores inibitorios
in situ e pela perda de axénios maduros (Beattie et al., 2000). Devido a esses fatores, 0s
ax0nios sao incapazes de transpor a barreira de cicatriz glial pés-traumatica (Fitch et al.,
1999). Por outro lado, ha evidéncias de que axbnios sadios atravessam o foco lesional e
se estendem em sentido distal em areas sem cicatriz (Zhou et al. 2019). Observa-se,
assim, que a preservagdo de uma certa quantidade de tecido neural vidvel, mesmo que
limitada, aumenta a probabilidade de melhora funcional (Blight 1983; Davies et al.,
1997).
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Introducéo

Estudos para o entendimento e tratamento da lesdo medular datam de mais de 100

anos (Blight 1983). As pesquisas com objetivos terapéuticos para casos de lesdo medular
tém se concentrado em reduzir a lesdo secundaria e promover a regeneracdo axonal
(Martins et al., 2005). Ha varios modelos experimentais reprodutiveis de lesdo medular
na literatura, porém, em sua maioria, estes sdo de dificil reprodutibilidade, alto custo e,
principalmente, grande variabilidade pds-lesdo (Santos et al., 2011). Entre eles, Wise
Young padronizou condic¢es para o emprego de um aparelho que causa lesdo medular
traumatica (Young, 2009), abrindo um novo horizonte para pesquisas neste campo.
Ademais, foi desenvolvido um protocolo de avaliagdo motora para a avaliacdo
neurolOgica de ratos, a escala Basso, Beattie and Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995).

Em modelos animais, o aumento do numero de brotamento axonal e fibras
mielinizadas e a melhora funcional nos testes motores tiveram relacdo com o emprego de
CT mesenquimais obtidas de tecido adiposo, medula déssea e corddo umbilical, entre
outros tecidos (Park et al., 2012).

Estudos mais recentes tém avaliado a acdo de CT no tratamento da lesdo medular
aguda com o objetivo de regeneracdo neuronal (Shroff, 2016).

Além do trauma raquimedular (TRM), milhdes de pessoas sdo acometidas por
traumas cranioencefalicos (TCESs), e a maioria das terapias clinicas ndo apresentam bons
prognosticos (Nudi et al., 2015).

Algumas linhas de pesquisa demonstraram melhora motora significativa com a
utilizacdo de celulas-tronco neurais (CTN) em ratos submetidos a contuséo de cértex
frontal medial (Nudi et al., 2015).

O emprego de tecido neural como enxerto para o reparo de lesdes medulares
precedeu o uso de CT em modelos animais (Nornes, 1983). Nas ultimas duas décadas,
CTN tém tido uma ampla faixa de experimentacdo em modelos de lesdo do sistema
nervoso central (SNC) ou periférico (Salomone et al., 2013).

As CTN sdo celulas multipotentes, com capacidade de autorrenovagdo e
diferenciacdo em neurdnios, astrdcitos e oligodendrdcitos (Trujillo et al., 2009). As CTN
do adulto residem no encéfalo, na zona subventricular, no giro denteado do hipocampo
ou bulbo olfatorio (Trujillo et al., 2009) e na medula espinal. Em fase pds-natal, as CTN
geram neurbnios funcionais continuamente, um processo critico para o olfato e a
aprendizagem. Em condigdes patoldgicas, como acidente vascular cerebral ou lesdo

raquimedular, ha aumento dos indices de proliferacdo de CTN e neurogénese, € Nnovos
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neurdnios tém habilidade para migrar ao sitio de leséo e fazer novas sinapses. Estudos

com modelos experimentais de lesdo medular em ratos mostraram que CTN da medula
espinal apresentam comportamento semelhante (Mizushima et al., 2001).

Os individuos lesados medulares possuem grande limitacao de atividades diarias,
por isso, varios pesquisadores tém estudado estratégias terapéuticas visando a melhorar o
quadro da habilidade motora e até mesmo a fisiologia funcional de alguns 6rgaos
(Alexander et al., 2009).

Ainda ndo esta claro se as terapias celulares e farmacoldgicas auxiliam em uma
melhora motora significante, entdo, o presente estudo visa a preencher esta lacuna para o
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na regeneracdo neuronal e recuperagao

funcional p6s TRM.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar, em periodo pds-operatério de seis semanas, a
funcdo motora de ratos que tiveram uma contusdo moderada da medula espinal toracica
(T8-T9), seguida imediatamente de enxerto de CTN de telencéfalo de rato neonato nédo
diferenciadas ou 24 horas ap6s inicio de tratamento para diferenciagcdo neuronal. E como
objetivo secundario o teste do scaffolding Matrigel® (Corning, New York, NY, EUA) em

associacao as células.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Schmaus (1890) foi o primeiro a estudar lesbes medulares com modelo
experimental em coelhos, por meio de um uma contusao utilizando uma tabua presa nas
costas do animal. E possivel observar um modelo efetivo de lesdo medular.

Utilizando o mesmo modelo, Scagliosi (1898) estudam alteracbes medulares e
descrevem a degeneracdo da bainha de mielina e de células neuronais dos cornos
anteriores da medula espinal.

Allen (1911) desenvolve um modelo experimental reprodutivel e fiel de leséo
medular em cées, baseado na queda de peso direto na medula espinal, modelo este
conhecido como queda de peso. O autor diferencia niveis de contusao baseado na relacéo
peso X altura.

Allen (1914) relata que quanto maior o peso do impacto produzido, mais severa é
a contusdo; sendo assim, um peso de 240 g produz uma contusdo leve, enquanto um peso
de 400 g produz uma lesédo severa. Observa-se hemorragia e edema na substancia
cinzenta. O autor afirma, ainda, que a reducdo da presséo intramedular esta associada a
uma melhora clinica e que 0 aumento da pressao oriunda de hemorragia e edema agrava
a necrose pos-lesdo traumatica.

McVeigh (1923) estuda as mudancas ocorridas em cdes submetidos a lesdo da
medula espinal por compresséo digital no nivel T7-T8 e em medulas espinais obtidas de
cadaveres frescos também submetidas a compressdo entre 0s dedos. Observa-se edema
na coluna lateral e anterior 8 horas apos a lesdo, que progride até o segundo dia. Ha
presenca de hemorragia na substancia cinzenta, que se estende acima e abaixo do nivel
da lesdo e através da substancia branca anterior e lateral. O autor acredita que as lesGes
experimentais produzidas em cdes e em medulas espinais humanas obtidas de necropsia
sdo comparaveis as lesdes medulares que ocorrem nos homens em todos 0s aspectos,
especialmente no que diz respeito aos fatores mecanicos que causam a lesdo e as
mudancas observadas nas alteracdes histolégicas.

Holdsworth (1970)/revoluciona o tratamento por meio da classificacdo das fraturas
em estaveis e instaveis. O autor define as lesdes completas como aquelas em que ndo ha
funcéo neurologica nos niveis distais a leséo (podendo ser reversiveis ou irreversiveis),
ndo ocorrendo recuperacgdo neurologica e com persisténcia de deficit depois de finalizada

a fase de choque medular.
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Tarlov et al. (1953) realizam estudo experimental em cées, produzindo compresséo

medular gradual, e estudam a perda e a recuperagéo da fungéo sensitiva e motora nestes
animais. Os autores utilizam um baldo introduzido na regido toracica média por meio de
laminectomia de T12 que, quando inflado, produz a lesdo medular compressiva
extradural. Apresentam um método de avaliacdo da fungcdo locomotora em animais que
sofreram lesdo medular experimental e concluem que a recuperacdo funcional, apos
aumento gradual da compressdo extradural, depende da duracdo da compressao
empregada para produzir a paralisia.

Woodard e Freeman (1956) estudam experimentalmente a isquemia da medula
espinal em 27 cdes adultos através da seccdo dos vasos sanguineos junto aos pares de
raizes nervosas de T9 a T10. Os animais foram sacrificados entre uma e quatro semanas
apos a lesdo. Encontram alteragdes precoces na avaliacdo histologica. Na isquemia leve,
hé& a perda de neurénios no corno dorsal, seguida por reducdo da substancia cinzenta
posterior com separacgdo passiva dos elementos neurais intersticiais e pela formacao de
cavitacdo. Em graus mais graves de isquemia, ocorre necrose através dos tratos longos e
dos elementos neurais e reducdo no numero de neurénios, produzindo um quadro de
mielomalacea com cavitagao.

Ducker e Hamit (1969) avaliam tratamentos experimentais em caes submetidos a
lesdo experimental por queda de peso de 25 g de uma altura de 15 cm. Comparam quatro
grupos, a saber, grupo 1: controle, sem tratamento especifico; grupo 2: animais que
receberam tratamento com hipotermia local por meio da irrigacdo da ferida com solucéo
salina circulando por um tubo com agua gelada a 0 °C na taxa de 75 ml/min a 100 ml/min;
grupo 3: animais tratados com administracdo de dexametasona aplicada por via
intramuscular trés horas ap0ds a lesdo — a dose de dexametasona é de 0,5 mg/kg/24 h no
dia do trauma e 0,24 mg/kg/24 h no primeiro dia de pds-operatério, administrada em
doses divididas; doses de 1,3 mg/kg/24 h de metilprednisolona foram administradas nos
sete dias subsequentes; e grupo 4: animais que receberam uma Unica dose de
metilprednisolona de 8 mg/kg, intratecal, administrada sob viséo direta. A avaliagdo da
recuperacdo neurologica é baseada na escala de fungdo motora de Tarlov. Observam
melhora estatisticamente significante e melhor recuperacdo neurologica nos grupos que
recebem dexametasona intramuscular e hipotermia local.

Holdsworth (1970) publica artigo baseado na observacdo de mais de 1.000

pacientes paraplégicos ou tetraplégicos traumaticos. Descreve a anatomia e 0S

Gustavo Bispo dos Santos



9
Revisdo da Literatura

mecanismos de trauma, as caracteristicas radiograficas e o diagndstico da leséo

neuroldgica. Mostra casos com fraturas estaveis, luxagdes e fraturas-luxagdes, fraturas
rotacionais e fraturas por cisalhamento. O autor defende que a presenca de sensibilidade
sacral e funcdo motora distal a lesdo sao indicativos de uma lesdo medular incompleta.
Advoga, ainda, pela reducdo aberta e a fixagdo interna das fraturas, com placas inseridas
nos processos espinhosos, com o objetivo de restaurar o alinhamento da coluna e prover
melhores condic¢des de recuperacdo neurolégica. Recomenda, cautela quanto a realizagdo
de laminectomia em pacientes com lesdo medular devido a falha em demonstrarem
recuperacdo neuroldgica significativa e ao aumento do potencial desses pacientes de
desenvolverem deformidades espinais tardias e piora do déficit neurolégico.

Kelly Jr. et al. (1970) avaliam os efeitos da hipotermia local e os niveis de oxigénio
tecidual em cdes submetidos a lesdo por impacto de queda de peso, concluindo que a
hipotermia oferece uma protecdo a medula espinal traumatizada, pela diminuicdo da
demanda metabdlica.

Ducker et al. (1971) realizam estudo prospectivo randomizado com 32 macacos
Rhesus pesando entre 4 kg e 8 kg submetidos a trauma por queda de peso de 10 g, 15 g,
20 g e 25 g, em forma de cilindro, da altura de 20 cm, de forma que a resultante do impacto
sobre a medula € de 200 g.cm, 300 g.cm, 400 g.cm e 500 g.cm, respectivamente. Os
animais sdo divididos em quatro grupos de oito animais cada, sendo que cada grupo é
randomizado novamente dentro das categorias aguda e subaguda, sendo 0s primeiros
sacrificados seis horas ap6s a lesdo e 0s ultimos, cinco a seis dias apés a lesdo. Os achados
patoldgicos na microscopia sdo graduados sem conhecimento da quantidade prévia de
trauma. Nos animais categorizados como agudos, o edema hemorragia petequial, a
hemorragia em chama e o hematoma globular séo graduados em leve, moderado e grave.
Nos animais subagudos, o edema, a desmielinizagdo, a necrose, a hemorragia, e a
deformidade vascular também sdo similarmente graduados. Os animais subagudos
também séo submetidos a teste neuroldgico motor, sendo 0 exame sensitivo considerado
ndo objetivo. Os niveis funcionais sdo graduados de zero a quatro, onde 0 = capacidade
de correr com pequeno ou com nenhum déficit motor; 1 = capacidade de ficar em pé,
caminhar e correr, embora com espasticidade; 2 = bom movimento dos membros, 0s quais
permitem ao animal ficar em pé, mas nao andar; e 4 = paraplegia completa, sem nenhum
movimento voluntario. Observam que 0s varios graus de progressdo do trauma medular,

desde uma pequena area de necrose central até uma extensa necrose central, bem como
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necrose periférica, sdo dependentes e diretamente relacionados com a gravidade do

trauma. N&o concluem o motivo pelo qual a substancia cinzenta é mais vulneravel, mas
postulam que, provavelmente, a anatomia, o0 metabolismo celular, o suprimento arterial e
a drenagem venosa contribuem para o efeito cumulativo da fragilidade do centro da
medula. Concluem que o desenvolvimento das mudancgas patoldgicas ndo é paralelo as
condicdes clinicas, pois, enquanto pode haver melhora nos achados clinicos, as mudancas
patoldgicas podem ser progressivas em gravidade por aproximadamente uma semana,
mesmo na presenca de melhora clinica, que as mudancas sdo inicialmente mais
proeminentes no centro da medula, mesmo sendo o trauma dirigido a sua superficie, e
que a localizacdo e a progressao da area medular lesada sdo dependentes da quantidade
de trauma aplicado. Em traumas leves, em que o animal se recupera, as mudangas Sao
somente centrais. Em traumas moderados, com paresia significante, as mudancas também
envolvem a substancia branca adjacente. Em traumas graves, com resultante paraplegia,
as mudancas envolvem toda a substancia medular.

Fairholm e Turnbull (1971) estudam prospectivamente 34 coelhos, pesando entre
2 kg e 3 kg, e cinco cdes com modelo de contuséo por queda de peso. Os animais séo
sacrificados em tempos variaveis, desde 19 minutos até 14 dias ap6s a lesdo. Apos o
sacrificio, os animais sdo infundidos com solucgéo coloidal de bario e a microangiografia,
feita sete a 14 dias apds o traumatismo, define duas zonas de lesdo na medula espinal. Na
zona 1, localizada na porcdo pdéstero-central da medula espinal, os capilares perdem
progressivamente a capacidade de conducédo de sangue, e na zona 2, ao redor da zona 1,
0 padrdo microvascular é normal. Concluem que a recuperacdo dos neurdnios e axénios
danificados depende da preservacao da microcirculagao.

Wagner Jr et al. (1971) apresentam um estudo prospectivo com 27 macacos
Rhesus adultos utilizando 0 modelo de impacto por queda de peso de 20 g de uma altura
de 15 cm, gerando uma forca de contusdo de 300 g.cm ao nivel de T10. Esses animais
(n=18) sdo divididos em cinco grupos e os segmentos da medula sujeitos ao trauma sao
removidos em diferentes intervalos de tempo pds-contusdo: 5 minutos, 15 minutos, 30
minutos, 1 hora e 4 horas. Em nove animais, a laminectomia é realizada, mas a medula
espinal ndo é traumatizada, servindo estes como grupo controle. Um adicional de quatro
animais sdo traumatizados e mantidos vivos durante seis meses, durante 0s quais Sao
realizados frequentemente exames motores. Notam que, nesse grupo, denominado grupo

crénico, todos os animais apresentam paralisia sensitiva e motora completa dos membros
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inferiores. Dentro de 12 horas, movimentos isolados dos dedos estdo presentes; em torno

de 24 horas, frageis respostas de reacdo sdo obtidas aos estimulos dolorosos; entre sete e
10 dias, todos o0s animais sdo capazes de se mover facilmente em suas gaiolas; e, em seis
meses, 0s animais sao indistinguiveis dos ndo operados. Nas observagdes da microscopia
em relacdo aos vasos sanguineos, nota-se que, em cinco minutos, a aparéncia da medula
espinal ndo esta grandemente alterada, estando os vasos com menos fibras musculares ao
redor do canal central, distendidos, mas intactos, sendo observados fluidos serosos, mas
ndo formacdo de trombos. Em 15 minutos, rupturas isoladas de vasos mais finos, com
extravasamento de eritrocitos para 0s espacos perivasculares, sdo observadas dentro da
substancia cinzenta central. Em 30 minutos, os eritrdcitos e o fluido seroso sdo notados
em discretas cole¢des nos espagos perivasculares e estendem-se dentro e ao redor do
parénquima. Essas alteracGes concentram-se principalmente nas areas do canal central,
mas incluem também o corno dorsal. Entre uma e quatro horas, as hemorragias
perivasculares, inicialmente discretas, comegam a coalescer. Essas alteracGes ndo estdo
mais confinadas ao canal central e ao corno dorsal, mas sdo evidentes na substancia
branca. As alteragfes edematosas menos marcantes observadas nas camadas mais
internas da substancia branca, em contraste com as mudancgas hemorragicas na substancia
cinzenta, explicam, em parte, a natureza transiente da paraplegia.

Kelly Jr. et al. (1972) publicam um estudo prospectivo em 40 cées adultos, sem
raca definida, submetidos a lesdo por impacto da medula espinal e divididos em quatro
grupos: o grupo controle ndo recebe nenhuma terapia, excluidos os suportes necessarios;
o0 grupo 1, denominado tratamento imediato, é exposto, uma hora ap6s a lesdo medular, a
100% de oxigénio a 2 atm. por quatro horas; o grupo 2, denominado tratamento retardado,
é submetido, apds um periodo de quatro horas da lesdo, as mesmas condi¢es e a0 mesmo
tempo que o grupo 1; e o grupo 3, denominado tratamento seriado, recebe, uma hora apds
a lesdo, 100% de oxigénio a 2 atm. por quatro horas, e esse tratamento é repetido em 24
horas e em 48 horas. Encontram que, no grupo ndo tratado, nove animais sdo incapazes
de caminhar e, destes, quatro ficam completamente paraplégicos. No grupo 1, sete caes
apresentam boa recuperagéo e, destes, quatro sédo considerados normais. No grupo 2, nove
animais apresentam boa recuperacédo e um animal apresenta grande incapacidade e funcéo
urinaria anormal. No grupo 3, a taxa de recuperacéo € idéntica a do grupo 2. Notam que
a medula espinal traumatizada se torna muito hipdxica por um periodo de 30 minutos

apos lesdo. Inalacdo com oxigénio a 100% nao afeta esses niveis, mas, com oxigénio
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hiperbarico a 2 atm., é possivel aumentar a pressdo de oxigénio (PO>) tecidual na medula

espinal traumatizada.

Tator e Deecke (1973) estudam o valor das perfus6es hipotérmica e normotérmica
e da durotomia em lesdo experimental em macacos Rhesus. Observam que a perfuséo,
hipotérmica ou normotérmica, melhora a recuperacdo neuroldgica, mas, em compressoes
maiores, somente a perfusdo normotérmica produz melhora significativa. Esses
resultados indicam que ndo se pode afirmar que a perfusdo exerca efeito benéfico, mas
sugerem que a dialise de substancias nocivas da medula espinal lesada tem um importante
papel na recuperacéo neuroldgica.

De La Torre et al. (1975) estudam 32 cées submetidos a lesdo experimental por
queda de peso e avaliam o tratamento com drogas. Dividem o0s animais em quatro grupos
de oito cdes, que sdo submetidos a tratamento com solucdo salina, manitol, dexametasona
e dimetil-sulfoxido. Encontram que a utilizacao de solucéo salina isotbnica e de manitol
é incapaz de reverter a paralisia. Cées que recebem dimetil-sulfoxido (6 de 8) ou
dexametasona (2 de 8) tém recuperacdo parcial ou total da fungéo.

Hansebout et al. (1975) estudam os efeitos da hipotermia e dos corticosteroides no
tratamento de cées fémeas adultas submetidas a lesdo experimental da medula espinal
pelo método de compressdo com baldo, por um periodo de uma hora. Os animais
submetidos a experimentacdo sdo divididos em cinco grupos: somente laminectomia;
laminectomia + aparato de troca de calor a 37 °C; laminectomia + lesdo; laminectomia +
lesdo + corticosteroide; e laminectomia + lesdo + resfriamento a 6 °C por quatro horas.
Observam, em sete semanas, que 0S grupos que recebem tratamento com qualquer
corticosteroide ou com resfriamento conseguem taxas de recuperagdo motora
significativamente superiores as do grupo ndo tratado, sendo que o grupo néo tratado é
incapaz de caminhar, enquanto ambos os grupos tratados sdo. Os grupos que ndo sofrem
lesdo necessitam de duas semanas para total recuperacdo motora, ndo havendo diferenca
significativa entre o grupo em que é realizada a laminectomia e 0 grupo que recebe o
aparato de troca de calor a 37 °C (normotérmico).

Yeo et al. (1975), estudando autdpsias de pacientes que sofreram lesdo medular,
observam que, embora aparentemente intactos, os neurdnios contundidos tém cessada sua
funcdo, o que, por meio de métodos quimicos ou fisicos, pode ser parcialmente revertido.
Procuram diferenciar a concussdo, a contusdo e a laceracdo em medulas recentemente

lesadas em ovelhas e tentam reproduzir a lesdo contusiva experimental em animais e a
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sequéncia dos eventos patologicos, bem como usar a mielografia com isétopos para

definir o grau de lesdo da medula espinal. Observam uma tendéncia similar nos padroes
de recuperacdo sensitiva e motora, sugerindo que a isquemia e a hipdxia poderiam
contribuir significativamente na patogénese da paraplegia pés-traumatica.

Dohrmann et al. (1976a) descrevem um aparelho para produzir lesdo experimental
da medula espinal com monitoracdo do grau do traumatismo em relacéo a velocidade de
deformacédo da medula espinal, ao impulso e & energia, podendo ser usado em diferentes
tipos de animais com maior acuracia para se poder correlacionar a quantidade de leséo, o
grau de disfuncdo neuroldgica e a eficacia dos varios métodos de tratamento. Esse
aparelho consiste em um modelo de queda de peso com haste contida dentro de um tubo
de pléstico transparente. A orientacdo vertical do impacto era assegurada por meio de um
nivel colocado no topo do tubo. Dohrmann et al. (1976b) realizam estudo experimental
de lesdo da medula espinal em 15 gatos por queda de peso no nivel T5-T6. Aplica-se um
trauma de 400 g.cm, sendo os animais divididos em cinco grupos, 5g x 80 cm; 10 g x 40
cm; 20 g x 20 cm; 40 g x 10 cm; e 80 g x 5 cm. Comparam 0s parametros biomecanicos
e 0 volume de lesdo entre 0s cinco grupos, observando que o volume de lesdo é diferente
em todos os grupos, embora todos tenham recebido a mesma lesdo de 400 g.cm. A
quantidade de energia transferida para a medula é dependente de varios fatores, como
altura, velocidade e massa sobre a medula. Em comparagdo ao grupo 1, a energia
absorvida pela medula é 100 vezes maior no grupo 4.

Kuchner e Hansebout (1976) avaliam cdes com lesdo experimental por
compressdo com baldo extradural submetidos a tratamento isolado com dexametasona,
hipotermia sem irrigagdo ou associacdo de dexametasona e hipotermia sem irrigacdo. A
hipotermia é realizada por meio da colocacéo de uma bolsa de Silastic local com conteido
fluido resfriado entre 6 °C + 3 °C, ndo havendo a possibilidade de a irrigacdo contribuir
para a recuperacdo funcional. Os resultados mostram que 0S grupos que recebem
tratamentos isolados com dexametasona e hipotermia apresentam capacidade de
deambulacéo, enquanto o grupo ndo tratado ndo pode caminhar. O grupo que recebe
tratamento associado de hipotermia e dexametasona é o que apresenta melhor indice de
recuperacdo motora final.

Yeo et al. (1976) realiza estudo prospectivo do uso de terapia com oxigénio
hiperbarico para controlar o inicio de paraplegia depois de lesdo medular espinal recente

em ovelhas. Os relatos preliminares sugerem que a terapia com oxigénio hiperbarico
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instituida dentro de duas horas ap06s a lesdo resulta em melhora da recuperacédo motora.

Yeo et al. (1976) estudam o grau de recuperacdo motora em ovelhas submetidas a
uma contusdo controlada da medula espinal toracica em compara¢do com a recuperagao
em ovelhas tratadas com oxigénio hiperbarico. Confirmam os resultados preliminares
previamente publicados. O grau de necrose cistica central da medula espinal e a
degeneracéo ao redor da substancia branca sdo comparados nos animais do grupo controle
e de tratamento. A melhora na recuperacdo motora e o grau de degeneracdo medular
depois do tratamento com oxigénio hiperbarico sugerem que a isquemia tem um papel
significante nos animais experimentados com uma lesdo de contuséo da medula espinal.

Holbach et al. (1977) estudam prospectivamente 15 pacientes, sendo 13 homens e
duas mulheres entre 18 anos e 65 anos, com media de idade de 44 anos e com lesdes
compressivas da medula espinal. No pds-operatério, sdo incluidos aqueles pacientes em
que o déficit neuroldgico pré-operatdrio permanece ou se agrava. A terapia € administrada
diariamente por 10 a 15 sess6es de 40 minutos cada, a uma pressao de 1,5 atm. Os critérios
de avaliacdo baseiam-se em exames clinicos realizados imediatamente antes, durante e
apos as sessdes de oxigénio hiperbarico, na avaliacdo por eletroneuromiografia (ENMG)
e na avaliacdo da PO arterial e do liquido cerebrospinal. Encontram melhora do déficit
neurolégico em seis dos 13 pacientes e aumento consideravel da PO; arterial e do liquido
cerebrospinal. Nos pacientes em que é realizada a ENMG, encontram aumento
significante na amplitude dos sinais, resultante do aumento do recrutamento dos
neurdnios motores. Concluem que o tratamento com oxigénio hiperbarico pode ser util
no tratamento das lesbes compressivas da medula espinal, mas que estudos clinicos
adicionais tém de ser realizados para demonstrar a eficacia dessa modalidade de
tratamento.

Rivlin e Tator (1977) desenvolvem um novo método de avaliacdo clinica da funcéo
motora em ratos, que consiste em colocar o rato em plano inclinado. O método permite o
ajuste da inclinacdo em varios graus e a verificacdo do plano do angulo minimo que o
animal pode sustentar-se na posicao, sem cair. Esse método é utilizado para quantificar a
funcdo motora em ratos normais (controle) e ratos sujeitos & mielectomia, demonstrando
consistente diferenca entre os dois grupos.

Yeo et al. (1977) estudam os resultados das mudancas patoldgicas associadas com
a necrose central pos-traumatica da medula espinal em ovelhas submetidas a leséo

experimental pelo modelo de queda de peso. Os animais foram divididos em grupo
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controle, isto é, sem tratamento algum a nao ser os cuidados basicos, e grupo tratado com

metilprednisolona intratecal, alfa-metil-paratirosina e oxigénio hiperbarico. Encontram,
no grupo sem tratamento, intensa necrose da substancia cinzenta central e microcistos e
desmielinizacdo ao redor da e na substancia branca, com varios graus de fibrose, gliose e
extensa degeneracdo cistica central. Apesar do intenso grau de degeneracdo, havia
recuperacdo motora significante, com todos os animais desse grupo recuperando pelo
menos 0s movimentos antigravitacionais. Nenhum animal do grupo controle ou dos
grupos tratados obtém recuperacdo motora total. No grupo dos animais tratados com
metilprednisolona intratecal, o grau de degeneracdo cistica central e desmielinizacdo
parecia idéntico ao do grupo ndo tratado. No grupo tratado com alfa-metil-paratirosina,
h& recuperacdo motora significante, menor degeneracdo cistica central e menos
microcistos na substancia branca. Nos animais tratados com oxigenoterapia hiperbarica,
h& melhora significante da recuperacdo motora por um periodo de oito semanas depois da
lesdo, menor degeneracao cistica central e menor formacéo de microcistos nas colunas
anterior e lateral. Na analise estatistica, hd melhora em todas as semanas, com excecao da
quinta semana. A possivel aplicagdo clinica da alfa-metil-paratirosina é impedida, pela
sua toxicidade renal, em pacientes com lesdo medular.

Balentine (1978) estuda a lesdo necrética da medula espinal em ratos adultos
submetidos a lesdo experimental pelo modelo de queda de peso por meio da analise da
mudangca patologica sequencial das alteracdes dos vasos sanguineos e da necrose tecidual
da medula espinal em periodos de tempo que variam de 3 minutos a 5 minutos, 30
minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, a 1 semana apds a lesdo. Esse estudo confirma
a evolugdo sequencial do desenvolvimento de necrose, primeiro na substancia cinzenta e
depois na substancia branca. A observagdo dos vasos sanguineos demonstra que a hecrose
é devida a ruptura dos vasos sanguineos, tanto artérias quanto veias principais, lesados
durante o traumatismo.

Ducker et al. (1978) medem os niveis de oxigénio tecidual e o fluxo sanguineo na
medula de cées paraplégicos devido a traumatismo medular. Documentam que a lesdo
medular produz grande diminuicdo do fluxo sanguineo. Sugerem que os esforgos
terapéuticos devem ter como objetivo melhorar a oxigenacdo e aumentar o fluxo
sanguineo para a medula.

Rivlin e Tator (1978) estudam prospectivamente o fluxo sanguineo regional em 12

ratos Wistar pesando entre 350 g e 400 g, sendo o fluxo regional medido 5 minutos, 2
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horas e 24 horas apds a lesdo. Utilizam a técnica radiografica com C-antipirina para

avaliacdo do fluxo sanguineo. Concluem que lesbes por compressdo medular grave
produzem grave isquemia pos-traumatica na medula espinal por pelo menos 24 horas.
Descrevem um novo modelo de lesdo medular com a utilizacdo de clipes de aneurisma
modificados para compressdo colocados ao redor da medula, extraduralmente.

Tator e Rowed (1979) salientam a importancia da lesdo medular secundaria ap6s
o trauma inicial. Afirmam que raramente uma lesdo medular causa transecc¢do anatdmica
na medula, embora frequentemente cause paralisia completa ou incompleta da funcéo
medular. Descrevem que, inicialmente, pelo exame histolégico da medula, sdo
observados pontos hemorragicos na substancia cinzenta e edema na substancia branca.
Semanas apo6s a lesdo inicial, é observada a substituicdo do tecido medular necrético por
cavidades. Observam haver dois tipos de lesdo vascular apés o trauma medular. O
primeiro é a lesdo imediata de pequenos vasos medulares, especialmente vénulas da
substancia cinzenta, o que resulta em hemorragia poucos minutos apos o trauma. O
segundo tipo de lesdo vascular é mais destrutivo, com isquemia grave e infarto das
substancias branca e cinzenta. Acreditam na hipétese de que o tratamento deve ser
direcionado para a fase aguda, a fim de impedir o infarto secundario e melhorar a
recuperacdo. Citam os corticosteroides como drogas a serem utilizadas para impedir a
cascata secundaria de lesdes ap6s o trauma medular agudo.

Gamache et al. (1981) avaliam prospectivamente 25 pacientes com lesdo aguda da
medula espinal por um periodo de 18 meses, sendo estes submetidos a terapia com
oxigénio hiperbarico aproximadamente sete horas e trinta minutos ap6s a lesdo. Todos os
pacientes de ambos os grupos receberam metilprednisolona. Sdo comparados 0s escores
motores pré e pos-tratamento. Observam que, apesar de apresentarem 0S mesmaos escores
motores ao final da avaliagdo em quatro meses e um ano em relagdo aos que recebem
terapia tradicional (realinhamento ésseo com ou sem estabilizacdo cirdrgica), 0 grupo
submetido a oxigenoterapia hiperbarica obteve uma velocidade de recuperacdo mais
rapida. Concluem que existe, portanto, evidéncia de que o tratamento com oxigénio
hiperbéarico altera o tempo de recuperacdo sem alterar o resultado final.

Lohse et al. (1980) realizam estudo experimental em 24 gatos que sdo submetidos
a lesdo medular na coluna torécica ao nivel de T5 aplicando forcas de 100 g.cm ou 260
g.cm.

Observam, ap0s o trauma, aumento da pressdo sanguinea (137%) e arritmia
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cardiaca em todos os grupos. Demonstram que, no grupo com trauma de 100 g.cm, ndo

foi observado diferenca significativa quanto ao fluxo sanguineo, enquanto no grupo com
trauma de 260 g.cm houve aumento do fluxo sanguineo nas seis horas posteriores ao
trauma. Concluem ndo existir isquemia da substancia branca nas lesdes medulares e que,
assim, a paraplegia resultante deve ser transitoria. Esses dados corroboram o conceito de
que a isquemia da substancia branca, na fase aguda de um trauma medular grave, deve
estar relacionada a lesdo secundaria e, subsequentemente, a paraplegia permanente.

Means et al. (1981) comprovam, em estudo experimental de lesdo medular aguda
em gatos, que a metilprednisolona apresenta efeitos benéficos quanto a recuperagéo
motora. Avaliam parametros morfométricos da medula lesada, a porcentagem de area
cavitaria e a porcentagem ocupada pela cavidade na medula, comparando estes
parametros com a avaliacdo da recuperacdo neuroldgica dos animais. Observam uma
correlacdo negativa entre o tamanho da cavidade e o indice de recupera¢ao motora.

De La Torre (1981), em artigo de revisao sobre as estratégias de pesquisa basica e
aplicada sobre lesdo medular, analisa os modelos experimentais, as técnicas de avaliagdo
do trauma medular experimental, os estudos neurofisiolégicos e morfoldgicos, o
mecanismo vascular, o fluxo sanguineo medular, as mudancas bioguimicas e metabdlicas
e o tratamento da lesdo medular aguda e cronica. Na lesdo cronica, destaca trés possiveis
caminhos de regeneragdo axonal no SNC: 1 — brotamento colateral, 2 — plasticidade e 3
— regeneracdo axonal. Refere que a regeneracdo pode ser conseguida por transplante de
tecido neural (células fetais) e pelo uso de fatores de crescimento. Cita a existéncia de
evidéncias de sobrevivéncia e crescimento dessas células.

Young et al. (1981) estudam, prospectivamente, os efeitos da naloxona em 25 gatos
adultos submetidos a lesdo traumatica da medula espinal em modelos de impacto por
queda de peso. Estudam o fluxo sanguineo da medula espinal por depuracdo de
hidrogénio, observando melhora do fluxo sanguineo no grupo tratado com naloxona em
comparagao com o grupo controle, sem tratamento, e com 0 grupo que recebe solugéo
salina. Observam também a preservacdo da funcdo sensitiva e o potencial evocado
somato-sensitivo registrados por eletrodos bipolares no espaco epidural 24 horas pos-
lesdo no grupo tratado com naloxona.

Anderson et al. (1982) realizam um estudo prospectivo em gatos adultos fémeas
com lesdo medular produzida divididos em trés grupos. O primeiro grupo ndo recebe

tratamento; o segundo, € tratado com altas doses de metilprednisolona (15 mg/kg/24 h);
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e o terceiro, é tratado com megadose de metilprednisolona (60 mg/kg/24 h). Avaliam a

microvascularizag&o no sitio da lesdo por método indireto, com o uso de carbono coloidal.
Observam que o grupo tratado com altas doses de metilprednisolona apresenta
preservacao substancial da perfusdo microvascular quando comparado com o0 grupo nao
tratado.

Young e Flamm (1982) relatam estudo prospectivo com 15 gatos adultos
submetidos a lesdo traumatica pelo modelo de contusdo de impacto por queda de peso de
400 g.cm. Os animais foram divididos em trés grupos: 1° grupo, sem tratamento; 2° grupo,
que recebe a dose de 15 mg/kg de succinato sodico de metilprednisolona 45 minutos apés
a lesdo; e 3° grupo, que recebe a dose de 30 mg/kg de succinato sodico de
metilprednisolona. Observam que, no grupo tratado com altas doses de metilprednisolona
(30 mg/kg), ocorre melhora do fluxo sanguineo na primeira hora apés a lesdo, medido
pela depuracdo de hidrogénio. Ha melhora da concentracdo de calcio extracelular e do
potencial evocado somato-sensitivo ativado pela estimulacdo do nervo ciatico e registrado
bipolarmente por eletrodos colocados no espaco epidural sobre o cortex somato-sensitivo.
Esses dados sugerem que o tratamento com altas doses de corticosteroide causa dilatagcdo
dos vasos sanguineos da medula espinal. O consequente aumento do fluxo sanguineo
pode explicar os efeitos benéficos das altas doses de corticosteroide na recuperacdo
funcional.

Braughler e Hall (1983) publicam estudo de lesdo medular em 87 gatos
submetidos a laminectomia de L2 a L5. Aplicam uma carga compressiva de 400 g.cm
para produzir lesdo medular. Alguns animais recebem uma dose Unica de succinato de
metilprednisolona, que varia de 7,5 mg/kg a 60 mg/kg, em bolo, 30 minutos apdés a lesao.
Relatam que a les@o produz uma rapida elevacdo do lactato, duas vezes maior apds cinco
minutos e trés vezes maior ap6s duas horas, sendo que seu valor declina ap6s quatro e
oito horas da lesdo. O piruvato diminui na primeira hora apds a lesdo, mas sua
concentracdo aumenta entre duas e oito horas depois. Sugerem que o uso do corticoide
pode melhorar o fluxo sanguineo nas lesdes medulares.

Ford (1983) modifica 0 método de lesdo medular descrito por Allen (1911) e
realiza lesdo medular em 33 gatos. Avalia a recuperacdo funcional dos membros
inferiores e observa os achados histologicos da medula lesada apos seis semanas do
traumatismo medular. Comprova que as modificacGes realizadas no método de Allen

(1911) sdo efetivas para causar lesdo medular e que este método reduz as variaveis.
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Revela que a metodologia utilizada para avaliar a recuperacdo motora ndo satisfaz as

necessidades de uma avaliacdo completa e detalhada.

Hall et al. (1984) estudam o fluxo sanguineo medular em 25 gatos adultos
submetidos a contusdo medular padronizada ao nivel de L3. Apos a lesdo, realizam estudo
do fluxo sanguineo em todos os gatos 10 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e
4 horas ap6s a lesdo. Esses animais sdo divididos em quatro grupos, o primeiro sendo o
grupo controle; o segundo, recebendo 15 mg/kg de metilprednisolona; o terceiro,
recebendo 30 mg/kg de metilprednisolona; e o quarto, recebendo 60 mg/kg de
metilprednisolona. Demonstram que 0s gatos que recebem 30 mg/kg mantém o fluxo
sanguineo dentro da normalidade; os que recebem 15 mg/kg apresentam beneficios
menores; e aqueles que recebem 60 mg/kg ndo tém nenhum beneficio. Concluem que o
corticoide diminui a isquemia medular pos-traumatica quando administrado na dose de
30 mg/kg dentro das primeiras horas ap0s o trauma, mas ndo reverte a isquemia quando
esta ja ocorreu.

Anderson et al. (1985) descrevem uma série de eventos fisiopatolégicos que
ocorrem no tecido medular lesado, subsequentes a0 TRM agudo, que acarretam
destruicdo tecidual e paraplegia. Citam, como evento secundario ao trauma medular
agudo, necrose hemorragica, isquemia, edema, inflamacdo, perda de calcio no espaco
extracelular e perda de potéassio no espaco intracelular. Lembram a importancia da
peroxidacéo lipidica, que pode lesar, direta e indiretamente, as células. Afirmam que a
metilprednisolona, em estudos experimentais de lesdo medular em animais, tem sido
efetiva na prevencao da ocorréncia dessa cascata de eventos secundarios que leva a lesao
medular, atenuando a agdo de radicais livres de oxigénio na peroxidacéo lipidica.

Bracken et al. (1985) publicam um estudo multicéntrico da eficicia do uso de altas
doses de metilprednisolona (1.000 mg em bolo e diariamente por 10 dias) comparado com
0 uso da dose padronizada (100 mg em bolo e diariamente por 10 dias). Relatam nao
haver diferenca significativa entre os grupos em relacdo a recuperacdo motora em um
prazo de seis semanas a seis meses apds a lesdo. Observam que houve maior indice de
infeccdo no trato cirdrgico e maior mortalidade no grupo que recebeu altas doses, mas
ressaltam que estes dados ndo foram estatisticamente significativos.

Gale et al. (1985) realizam um estudo de analise comportamental em ratos
submetidos a lesdo por contusdo da medula espinal. Com base nessas analises,

desenvolvem um protocolo para avaliagdo do déficit funcional. Esse protocolo é

Gustavo Bispo dos Santos



20
Revisdo da Literatura

administrado por pessoas treinadas e consiste em uma contagem comportamental

combinada de varios testes em que o componente principal da avaliagdo comportamental
é a escala motora, que envolve uma avaliacdo passiva das patas traseiras (membros
posteriores) dos animais e € uma versdo modificada da escala descrita por Tarlov. Os
animais sdo observados em campo aberto, sendo cada membro traseiro observado
individualmente e graduado em: 0 — nenhum movimento das patas traseiras e nem suporte
de peso; 1 — movimento fracamente perceptivel dos membros traseiros, mas sem suporte
de peso; 2 — movimentos frequentes e/ou vigorosos nos membros traseiros, mas sem
suporte de peso; 3 — suporte de peso nos membros traseiros, podendo trocar um ou dois
passos; 4 — caminhar com déficit leve; e 5 — caminhar normal.

Noble e Wrathall (1985) estudam as altera¢cGes morfométricas da medula espinal
em 51 ratos Sprague-Dawley submetidos a lesdo medular experimental pela técnica de
queda de peso de 10 g das alturas de 2,5 cm, 5,0 cm, 7,5 cm, 10 cm e 17,5 cm. Quatro
semanas apos a lesdo, o volume, a extensdo e as dimensdes do tecido no epicentro da
lesdo (area da lesdo, area da substancia branca e area da sustancia cinzenta) sao medidos
e correlacionados com a altura da queda do peso e os resultados do déficit
comportamental, motor e sensitivo. Concluem que a técnica de queda de peso pode ser
usada em ratos para produzir lesdes leves, moderadas e graves, sendo, portanto, uma
técnica apropriada para prover estudos em modelos de ratos com foco na lesdo contusa
da medula espinal.

Albin e White (1987) demonstram que o traumatismo da medula espinal, além da
destruicdo mecanica, desencadeia hemorragia, diminuicdo da perfusdo, hipoxia tecidual,
edema e, finalmente, necrose dos elementos neurais.

Bresnahan et al. (1987) desenvolvem um aparelho de impaccdo com funcéo
eletromecéanica. Afirmam que a lesdo medular experimental reprodutivel depende de uma
resposta imediata das propriedades mecéanicas do impacto. Documentam que o aparelho
apresentado € sensivel as caracteristicas do tecido lesado e permite manipulacéo continua
da forga de impacto ou do deslocamento tecidual. Descrevem os resultados anatdmicos e
comportamentais de um determinado indice de impacto e examinam a capacidade do
aparelho em produzir uma lesdo traumatica consistente.

Janssen e Hansebout (1989), em revisdo da literatura, analisam a patogénese da
lesdo da medula espinal e 0os novos tratamentos quimicos e fisicos que podem diminuir o

dano secundario, encontrando que a terapia com oxigénio hiperbarico tem demonstrado
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resultados positivos. A razéo pela qual € explicada essa abordagem € que a diminuicdo da
perfusdo tecidual pode ser compensada pelo aumento dos niveis de oxigénio no sangue.
Concluem que, nos casos em que ocorre cessacdo completa da circulacéo na drea medular
lesada, esse tratamento pode néo ser efetivo.

Noble e Wrathall (1987) descrevem um modelo de aparelho para provocar lesdo
experimental por contusédo da medula espinal em ratos utilizando a queda de peso.
Utilizam pincas para fixar os processos espinhosos adjacentes e, com essas modificacdes,
diminuem as variaveis que podem produzir lesdes assimétricas, sendo a energia de
impacto direcionada mais para a medula espinal, com diminuicdo do efeito amortecedor
da caixa toracica, da coluna vertebral e dos movimentos respiratérios. Esse € um dos
modelos mais utilizados atualmente.

Barros Filho et al. (1990), em estudo retrospectivo, analisam 428 casos de TRM
no periodo de 1982 a 1987, encontrando como etiologias mais frequentes os ferimentos
por arma de fogo (36,7%), acidentes em agua rasa (7,7%), queda de objeto sobre o
paciente (4,2%) e outras causas (2,3%). Chama atencéo o fato de que, nesse estudo, 28%
dos pacientes sdo atendidos nas primeiras seis horas ap6s o acidente, 33,3% sdo atendidos
no hospital um dia apds o acidente e 3,3% sdo atendidos no hospital 15 dias ou mais
depois do acidente.

Goldberger et al. (1990) propdem critérios para avaliacdo da recuperacdo da
funcdo da lesdo da medula espinal por métodos comportamentais. Discutem a necessidade
de reconhecimento das capacidades comportamentais especificas ndo conhecidas durante
a recuperacdo neuroldgica e que, na maioria dos casos, ndo ha distincdo entre a
recuperacgdo das fungdes inicialmente perdidas e o uso de mecanismos de compensacao.
Sugerem e acreditam em métodos pelos quais se possa analisar a natureza particular do
déficit comportamental e definir qual capacidade comportamental retorna e qual falha em
se recuperar. A melhora da analise comportamental leva a hipdteses sobre 0s mecanismos
de recuperacéo da funcao.

Geisler et al. (1991) realizam estudo prospectivo, randomizado e duplo-cego com
monosialogangliosideo sodico (GM1) em 37 pacientes com lesdo medular. Desses, 34
completam o experimento. Os pacientes iniciam o tratamento nas primeiras 72 horas apds
a lesdo e passam a receber, diariamente, 100 mg de GM1 por um periodo de 18 dias a 32
dias. Sdo avaliados pelas escalas de Frankel e da American Spine Injury Association

(ASIA). Observam, nesse estudo, evidéncias de que o0 GM1 aumenta a recuperacao da
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funcéo neuroldgica apds um ano. Sugerem que um grande estudo deve ser conduzido

antes de se considerar eficaz e seguro o tratamento da lesdo medular com GM1.

Tator e Fehlings (1991) procuram comprovar, por meio de estudos
microangiograficos, a lesdo isquémica secundaria com o uso de angiograma de carbono
coloidal com varios modelos de lesdo medular experimental, na tentativa de simular o
trauma medular agudo tipo compressdao: modelo de queda de peso, tracdo e grampo de
compressdo extradural. Concluem que existem fortes evidéncias de que a isquemia pés-
traumatica € um importante mecanismo de lesdo secundaria e que esses efeitos vasculares
podem ser tratados.

Behrmann et al. (1992) apresentam um aparelho para produzir contusdo medular
em ratos que sdo comparados com um outro grupo, que foi submetido a sec¢do anatémica
da medula. Realizam andlise histoldgica e comportamental da recuperacdo locomotora
pela modificacdo da escala de Tarlov. Observam a marcha dos animais em campo aberto,
em plano inclinado e em grade. Demonstram haver recuperacdo funcional nos animais
que sofreram contusdo medular quando comparados com o grupo que foi submetido a
Seccao.

Bracken et al. (1992), em estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego e
multicéntrico em pacientes com lesdo medular aguda, observam que os pacientes que
recebem metilprednisolona dentro de oito horas ap6s a lesdo, na dose de 30 mg/kg em
bolo na primeira hora e 5,4 mg/kg/h por 23 horas, apresentam melhora da funcéo
neuroldgica nas primeiras seis semanas e no sexto més. O grupo tratado com naloxona
(5,4 mg/kg em bolo na primeira hora e 4,0 mg/kg/h por 23 horas) nao apresenta
recuperacdo significativamente maior. Os pacientes tratados ap6s oito horas, recebendo
metilprednisolona ou naloxona, apresentam menor recuperacao da fungdo motora quando
comparados ao grupo placebo. Concluem que o tratamento com a dose utilizada de
metilprednisolona é indicado para o trauma agudo da medula espinal, mas somente se
iniciado dentro de oito horas da leséo.

Hall (1992) relata que um regime intensivo de metilprednisolona em altas doses
dentro de oito horas ap6s o traumatismo medular tem melhorado a recuperagéo funcional
de pacientes e de animais de laboratério. Ressalta que a acdo neuroprotetora da
metilprednisolona envolve a capacidade de inibir os radicais livres de oxigénio induzidos
pela peroxidacéo lipidica e discute a possibilidade de novas drogas ou uma associagéo de

drogas diminuir os efeitos colaterais do uso de altas doses de metilprednisolona.
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Nockels e Young (1992), em artigo sobre estratégias farmacologicas no tratamento

experimental da lesdo medular espinal aguda e cronica, relatam que, na fase cronica, a
mielina possui fatores de inibicdo da regeneragdo axonal. O bloqueio desses fatores
aumenta a regeneracdo da medula espinal, constituindo-se em nova possibilidade
terapéutica.

Basso et al. (1993), em nota publicada na Sociedade de Neurociéncia, afirmam que
existe recuperagé@o incompleta da funcdo motora em ratos. Sugerem que grandes lesdes
do SNC resultam em recuperacdo incompleta da coordenacdo com concomitante perda
dos neurdnios vestibuloespinhais e proprioceptivos.

Bracken e Holford (1993) publicam artigo em que apresentam os resultados
observados pela National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS). Relatam que o
NASCIS 1 (1977) conduziu estudo randomizado e controlado das terapias que podem
melhorar a lesdo medular e 0 NASCIS 2 comparou o0 uso de altas doses de
metilprednisolona ou naloxona ao placebo, reportando que pacientes que iniciaram
tratamento dentro das primeiras oito horas tiveram melhora significante da fungdo motora
em seis semanas, seis meses e um ano apoés a leséo.

Afirmam que a metilprednisolona, aplicada precocemente apds lesdo medular,
melhorou a fun¢do motora de pacientes diagnosticados inicialmente com lesdo completa
ou incompleta. Destacam que o tratamento tardio com metilprednisolona esta associado
a diminuicdo da recuperacdo neuroldgica. Concluem que essa analise ampara o uso de
metilprednisolona em altas doses para o tratamento das lesées medulares no TRM.

Walker e Harris (1993) publicam estudo randomizado e duplo cego em humanos
que apresentavam lesdo medular cronica. Observam que aqueles que foram tratados com
o gangliosideo GM1 mostraram melhora funcional em relacdo aqueles que receberam
placebo. Afirmam que o GM1 é uma opcdo terapéutica no tratamento desses pacientes.

Constantini e Young (1994) estudam os efeitos do tratamento com
metilprednisolona e gangliosideo GM1 e da associacdo de metilprednisolona e
gangliosideo GM1 em modelos experimentais de lesdo medular por queda de peso em
ratos. O peso utilizado é de 10 g e as alturas, de 12,5 mm, 25 mm e 50 mm, ao nivel de
T10. A metilprednisolona administrada em dose Unica de 30 mg/kg cinco minutos apos a
lesdo teve efeito significativo em reduzir o volume da lesdo e impedir a hiponatremia
induzida pela lesdo. O GM1 administrado isoladamente na dose de 10 mg/kg a 30 mg/kg

teve pouco ou nenhum efeito em quaisquer das variaveis medidas. A associa¢do de
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metilprednisolona e GM1 bloqueia os efeitos da metilprednisolona. Concluem, portanto,

que o0 GM1 antagoniza com os efeitos, central e periférico, da metilprednisolona em ratos
com lesdo medular e recomendam que ambos ndo sejam usados concomitantemente para
tratar lesdo medular aguda em humanos até que essa interacdo seja mais bem conhecida.

Basso et al. (1995) verificam o comportamento depois da lesdo medular contusa
em ratos fazendo uma modificacdo da escala locomotora desenvolvida por Tarlov et al.
(1953). Os dados obtidos indicam que a escala ¢é valida e é uma medida preditiva da
recuperacdo motora, sendo capaz de distinguir resultados comportamentais causados
pelas diferentes lesdes e de predizer alteracfes anatbmicas no centro da lesdo. Os testes
inter-ratos indicam que examinadores com experiéncia no seu uso conseguem aplica-la
consistentemente e obter resultados similares. A escala BBB oferece aos avaliadores uma
medida mais discriminatéria dos resultados comportamentais para avaliar o tratamento
depois da lesdo da medula espinal.

Basso et al. (1996) padronizam um aparelho desenvolvido pela New York
University (NYU) para realizar lesdo medular contusa em ratos. Citam o teste BBB como
sendo mais sensivel que os demais até entdo descritos para avaliar a recuperacdo da
funcdo locomotora em ratos que sofreram lesdo medular contusa. Demonstram que o
sistema da 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 é mais evidente nos grupos graduados com 12,5
mm e 25 mm de altura da queda do peso de 10 g sobre a medula. Confirmam que uma
maior quantidade de tecido poupado estd diretamente relacionada com uma melhor
funcéo locomotora final quando aplicada a escala BBB.

Documentam aumento dos movimentos dos membros inferiores em duas semanas
apos lesdo compressiva ou por transecgdo medular e concluem que a escala BBB é
aplicavel, apds a utilizacdo do sistema da NYU, na analise da recuperacdo da funcao
locomotora em ratos com lesdo medular contusa.

Chen et al. (1996) investigam se a regeneragdo axonal em enxertos de CS €
aumentada quando a metilprednisolona é administrada no momento da transecgédo
medular e da implantacdo de CS. Os resultados desse estudo evidenciam que a
metilprednisolona melhora a regeneracdo axonal na medula com enxerto de CS.

Schwab e Bartholdi (1996) realizam estudo de revisdo dos conhecimentos dos

mecanismos envolvidos na degeneracdo e regeneracdo axonal apds lesdo da medula
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espinal, particularmente, em mamiferos e humanos. Concluem que as pesquisas voltadas

ao tratamento das lesdes primaria e secundaria podem, no futuro, levar a uma alta
porcentagem de lesdes incompletas, possibilitando melhores condigOes de reabilitacdo.
Portanto, a reducdo do dano secundario associada com a otimizagdo do uso das conexdes
remanescentes, 0 aumento da plasticidade e a regeneracédo a longa distancia dos axénios
lesados é o ideal a ser obtido no futuro.

Bracken et al. (1997), em ensaio clinico randomizado, duplo-cego e multicéntrico
em 499 pacientes com lesdo medular aguda diagnosticada dentro das primeiras oito horas
da lesdo, comparam a eficacia da metilprednisolona, administrada por 24 horas e 48 horas,
e do mesilato de tirilazade, administrado por 48 horas. Concluem que pacientes com
lesdo medular aguda que recebem metilprednisolona nas primeiras trés horas devem
manter o tratamento por 24 horas, enquanto, naqueles que iniciam o tratamento entre trés
e oito horas ap0s o trauma, a metilprednisolona deve ser mantida por 48 horas. Os
pacientes que sdo tratados com mesilato de tirilazade tém taxas de recuperacdo motora
equivalentes as taxas daqueles que recebem metilprednisolona por 24 horas.

Bregman et al. (1997) realizam estudo experimental em ratos adultos submetidos
a hemisseccdo medular nos niveis cervical e toracico, transplantados com tecido medular
espinal fetal e que tiveram fatores neurotroficos injetados no sitio da lesdo. Observam,
nesse estudo, um claro aumento das interac@es entre as células hospedeiras do SNC e 0
tecido medular fetal transplantado. Os fatores neurotréficos podem influenciar o tropismo
dos neurbnios maduros do SNC, aumentando a extensdo do crescimento axonal das
células transplantadas e a densidade destas (nimero e ramificacdes das fibras), levando,
em alguns aspectos, a melhora da fungdo locomotora.

Gebrinetal. (1997a) revisam as pesquisas existentes sobre drogas para tratamento
da lesdo medular aguda e descrevem as principais substancias endégenas que participam
do dano medular secundario e as drogas, em estudo, para combater este efeito. Indicam a
metilprednisolona como droga com efeitos positivos comprovados e citam as pesquisas
promissoras com aminoesteroides. Encerram o artigo ressaltando a grande importancia e
contribuicdo dos estudos multicéntricos NASCIS 1, 2 e 3, desenvolvidos na América do
Norte.

Gebrin et al. (1997b) publicam artigo de revisdo da literatura discutindo as
perspectivas de recuperacao do paciente lesado medular. Chamam atencédo para o fato de

que o SNC adulto ndo apresenta a mesma capacidade de regeneracdo que 0S nervos
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periféricos. Descrevem os resultados do NASCIS, apontando a metilprednisolona como

droga que melhora a fungédo neuroldgica, e citam 0 GM1 como uma substancia eficiente
na recuperagdo de pacientes com lesfes cronicas do SNC. Concluem afirmando que
trabalhos experimentais demonstram que axdnios integros, mesmo que poucos, podem
propiciar integridade de arco reflexos viscerais, como vesical, sexual e intestinal, e que
10% de axdnios remanescentes podem oferecer condigdes de marcha para o paciente.

Bracken et al. (1998) realizam ensaio clinico randomizado duplo-cego com o
intuito de comparar a recuperagdo funcional e neuroldgica e as taxas de morbidade e
mortalidade um ano ap6s a lesdo medular aguda em pacientes que recebem
metilprednisolona por 24 horas ou por 48 horas ou mesilato de tirilazade por 48 horas.
Observam recuperagdo neurolégica similar nos trés grupos de pacientes que recebem o
tratamento dentro das primeiras trés horas da lesdo. Nos pacientes que recebem
tratamento apos trés horas da lesdo, o grupo que recebe metilprednisolona por 24 horas
apresenta menor recuperacgdo da funcdo motora, e os que recebem metilprednisolona por
48 horas apresentam maior recuperacao da funcdo motora em um ano. O grupo que recebe
mesilato de tirilazade teve recuperacdo semelhante a daqueles que recebem
metilprednisolona por 24 horas. As taxas de mortalidade e morbidade sdo iguais nos trés
grupos. Concluem que, nos pacientes que iniciam o tratamento dentro das primeiras trés
horas, a manutencdo do tratamento por 24 horas é apropriada. Nos pacientes que iniciam
a terapia trés a oito horas apds a lesdo, o regime de tratamento deve ser mantido por 48
horas, a menos que haja contraindicacdes clinicas.

Ramdn-Cueto et al. (1998) estudam o transplante de células olfatorias gliais em
ratos adultos submetidos a seccdo medular. Observaram que as células olfatdrias,
transplantadas por meio de pontes de CS, atravessam a fibrose glial e migram
longitudinalmente e lateralmente na distancia maxima de 1,5 cm através das substancias
branca e cinzenta. Crescimento a longa distancia, de pelo menos 2,5 cm, ocorre na por¢édo
rostral da medula espinal. Concluem que essa forma de estudo criara novas possibilidades
para o tratamento das lesdes do SNC que requeiram regeneracao axonal.

Amar e Levy (1999) revisam a patogénese e estratégias farmacoldgicas para
atenuar o dano secundario na lesdo medular aguda. Por meio de observacGes em modelos
experimentais e clinicos, acreditam que os conceitos de lesdo primaria e secundaria estdo
bem estabelecidos e tém amplas implicagdes no tratamento da lesdo medular aguda.

Avaliam os efeitos de varios agentes farmacoldgicos, entre eles, dos glicocorticoides,
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gangliosideos, antagonistas dos opioides, bloqueadores dos canais de célcio, antagonistas

dos receptores do glutamato, agentes antioxidantes, radicais livres e outros agentes
farmacologicos, em experimentos em modelos animais e humanos. Concluem que, dentro
de um espaco de tempo limitado, esses agentes podem ser Uteis, e enfatizam que,
futuramente, é provavel que a terapia envolva a combinacédo de varios desses agentes.

Delamarter e Coyle (1999) relatam que o NASCIS 3 concluiu que a
metilprednisolona melhora a recuperacdo neuroldgica apdés lesdo medular aguda e
recomendam que os pacientes que recebem metilprednisolona dentro de trés horas da
lesdo inicial devem ser mantidos em regime de tratamento por 24 horas. Quando a terapia
é iniciada entre trés e oito horas ap0s a leséo, o tratamento deve ser mantido por 48 horas.
Adotam, como conduta, o uso da metilprednisolona e a imediata reducéo e estabilizagao
da lesdo que causa compresséo medular.

Jeffery e Blakemore (1999) afirmam que, até 0 momento, apenas a cirurgia
descompressiva e 0 uso de metilprednisolona tém se mostrado eficazes no tratamento do
traumatismo medular agudo.

Rodrigues (1999) padroniza um modelo de lesdo de medula espinal em ratos
Wistar e utiliza equipamento computadorizado para impacto por queda de peso, de acordo
com parametros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study
(MASCIS). Verifica a existéncia de correlagdo estatisticamente significante entre o
volume de leséo e os parametros mecanicos. Conclui que o modelo é capaz de gerar lesdes
medulares padronizadas em ratos.

Vialle etal. (1999), em estudo experimental de lesdo medular em ratos Long- Evans
utilizando o modelo de queda de peso com 0 NYU Impactor, avaliam a histologia da lesdo
da medula espinal dos ratos sacrificados a cada seis horas até 48 horas apos a lesdo.
Utilizam a coloracdo com hematoxilina-eosina (HE). Observam, nos ratos sacrificados,
em seis horas, uma reducdo volumétrica dos neurbnios; em 24 horas p6s-lesao, reducéo
no namero de neurdnios e indicios de vacuolizacao; e, em 48 horas, intensa degeneracao
neuronal e vacuolizagao.

Yoon et al. (1999) comprovam que, em lesdo medular produzida pelo sistema NYU
Impactor, uma dose Unica de 30 mg/kg de metilprednisolona, aplicada 10 minutos apds o
traumatismo medular, reduz significantemente o volume de lesdo em 24 horas quando
comparado com o grupo controle. Afirmam que, no modelo de lesdo medular produzido

pelo sistema da NYU, existe uma janela terapéutica muito curta.
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Bracken (2000) apresenta uma revisao randomizada dos agentes farmacoldgicos

para o tratamento da lesdo medular aguda. Conclui, nessa revisao, que altas doses de
metilprednisolona € a Unica terapia farmacoldgica que mostra ter eficacia no tratamento
da lesdo medular aguda.

Debrovner (2000) publica artigo em meio eletrénico sobre o uso de CT, células
primitivas capazes de formar muitos tipos diferentes de células do corpo, como chave
para a cura de doencas fatais ou cronicas. Define os diferentes tipos de células, sitios e 0
momento da evolugdo nos quais sdo encontradas, bem como suas caracteristicas, seus
processos de especializacdo e de crescimento tecidual e possiveis aplicacdes: CT,
totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Aborda aspectos éticos, morais e religiosos,
riscos e controversias. Refere-se a algumas recomendag6es da American Association for
the Advancement of Science e do Institute for Civil Liberty quanto ao uso dessa tecnologia.
Chama atencao quanto a possiveis riscos de criacdo de expectativas miraculosas e dilemas
morais.

Short et al. (2000) realizam revisédo sistematica da literatura utilizando critérios de
inclusdo, exclusdo e validade pre-definidos. Fica evidente, nessa revisdo sistematica, ndo
haver suporte para o uso de altas doses de metilprednisolona na lesdo medular aguda a
fim de melhorar a recuperacédo neurologica.

Blight e Zimber (2001) chamam atencdo para o fato de ndo haver drogas
especificas que ajam diretamente na lesdo medular. Discutem a importancia de drogas
gue possam evitar a cascata de efeitos secundarios ap6s o traumatismo medular e
ressaltam a importancia da metilprednisolona como droga de escolha.

Bracken (2001) utiliza o método de medicina baseada em evidéncias para verificar
a eficicia do uso de metilprednisolona no traumatismo medular agudo. Com base em
evidéncias, conclui que a metilprednisolona, quando utilizada até oito horas apds lesao
medular aguda, é uma terapia segura e efetiva, podendo resultar em importante
recuperacdo funcional clinica em alguns pacientes. Sugere que novos estudos com outras
drogas ou drogas de uso concomitante com a metilprednisolona devem ser estimulados.

Geisler et al. (2001) publicam estudo clinico multicéntrico, randomizado, duplo
cego e sequencial de duas doses do GM1, comparado com placebo, para determinar a
eficacia desta droga na lesdo medular aguda. Ressaltam que, embora ndo provem a
eficacia primaria do GM1 nessa analise, parece haver beneficios em seu uso em pacientes

com lesdo medular grave.
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Hall (2001) demonstra que a maioria das lesdes medulares ndo sao lesdes completas

e que parte da substdncia branca permanece integra. Salienta que a recuperagdo
neuroldgica depende da preservacdo das estruturas que permaneceram integras apos o
traumatismo, principalmente axénios descendentes e ascendentes da substancia branca e
de sua mielinizacdo normal. Discute que as estratégias farmacologicas enfocam o controle
do processo de lesdo secundaria, primariamente, a peroxidacéo lipidica e a manutencéo
do maximo de substancia branca remanescente possivel. Afirma que a metilprednisolona
é a Unica droga que, em altas doses, melhora a fungédo neuroldgica em animais.

Hurlbert (2001) revisa a literatura com métodos de medicina baseada em evidéncia
para avaliar o uso de metilprednisolona na lesdo medular aguda. Seus resultados mostram
que a metilprednisolona ndo deve ser recomendada como um uso rotineiro na lesdo
medular aguda ndo penetrante. Conclui que o uso prolongado pode ser de risco para o
paciente e considera a metilprednisolona uma droga sob investigacao.

Legos et al. (2001) estudam os efeitos da metilprednisolona e da solugédo salina nos
resultados funcionais e de fluxo sanguineo ap6s lesdo da medula. Mostram que a solugédo
salina pode aumentar a liberacdo de metilprednisolona e prevenir imunossupresséo,
levando a melhora da funcdo neuroldgica e elevando os indices de sobrevida ap6s a leséo
medular.

Taoka et al. (2001) salientam a importancia dos eventos secundarios ao
traumatismo medular, como eventos vasculares progressivos e dano celular endotelial.
Enfatizam que poucos agentes farmacoldgicos possuem agdo no SNC lesado e destacam
a acao da metilprednisolona e do GM-1, dizendo serem estas as Unicas duas drogas que
estdo disponiveis para o uso clinico.

Cristante et al. (2002), em estudo prospectivo experimental com 20 ratos adultos
submetidos a lesdo raquimedular, transplantam células do sistema nervoso fetal para o
sitio da lesdo em 15 destes ratos. Cinco animais permanecem como grupo controle, sem
transplante. Os ratos sdo sacrificados apds 48 horas e submetidos a exame histolégico.
Encontram que, em 60% dos casos, as células fetais transplantadas permanecem viaveis
e observam que a reagdo inflamatdria € maior do que no grupo controle.

Merola et al. (2002) publicam estudo da resposta histoldgica da medula de ratos
que foram submetidos a lesdo medular contusa. Demonstram que, histologicamente, a
metilprednisolona reduz o desenvolvimento de edema grave e preserva a arquitetura da

medula adjacente ao local da leséo, mas, em contraste, a metilprednisolona néo altera o
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desenvolvimento de necrose medular ou a resposta astrocitica na zona de leséo.

Galvao (2003) avaliou a eficacia da aplicacdo da oxigenoterapia hiperbarica em
ratos Wistar com lesdo medular contusa produzida por equipamento computadorizado
para impacto por queda de peso, o NYU Impactor. Os ratos foram divididos
aleatoriamente em grupo controle e grupo oxigénio hiperbarico. Observou melhora na
recuperacdo locomotora dos ratos tratados com oxigénio hiperbérico nas fases iniciais de
avaliacdo, mas, no final da avaliagdo, ndo havia diferenca estatisticamente significante
entre ambos os grupos. O exame anatomopatologico comprovou as alteracdes estruturais
da medula espinal nos dois grupos.

Marcon (2006), em estudo experimental de lesdo medular em ratos Wistar
utilizando o modelo de queda de peso com o NYU Impactor e a escala de avaliagcdo
funcional BBB, estuda os possiveis efeitos benéficos da utilizagdo da metilprednisolona
previamente ao TRM como forma de prevenir provaveis lesdes associadas a algumas
intervencdes cirargicas. Nao so nao observa nenhum efeito benéfico da utilizacdo prévia
ao TRM como descreve possiveis complicacfes associadas.

Cristante et al. (2009a), em estudo experimental de lesdo medular em ratos Wistar
utilizando o modelo de queda de peso com NYU Impactor, a escala de avalia¢do funcional
BBB e avaliagdo anatomopatoldgica, mostram possiveis efeitos benéficos da utilizacao
da combinacdo das vitaminas C e E nas analises anatomopatoldgicas, por provavel efeito
antioxidante e menor resposta inflamatdria, apesar desta diferenga ndo se refletir em uma
melhora funcional.

Hita (2008) estudou os efeitos do fator neurotrofico, proteina que auxilia na
maturacdo e no desenvolvimento do sistema nervoso, no traumatismo medular. Conduziu
testes que propiciaram a andlise dos efeitos de recuperacdo funcional locomotora e
regeneracdo axonal em ratos submetidos a testes experimentais com a utilizagédo da
substancia neurotropina-4. Concluiu que a neurotropina-4 promove a recuperacdo
locomotora funcional e diminui os efeitos secundarios da lesdo medular
comparativamente ao grupo controle.

Cristante et al. (2009b) avaliam o efeito da infusdo de CT indiferenciadas
autodgenas no sitio de lesdo, por meio de arteriografia, em pacientes com lesdo medular
crénica (mais de dois anos). Em avaliacdo com potencial evocado somato-sensitivo,
observou-se que 66,7% dos pacientes apresentaram melhora em dois anos e meio de

seguimento.
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Yao et al. (2016) conduz estudo relacionado ao transplante de CT e seu enorme

potencial para o tratamento de distirbios neurodegenerativos, como a doenga de
Parkinson. Hastes mesenquimais (MSCs) tém atraido muita atencdo porque podem
secretar uma ampla variedade de fatores celulares que promovem o crescimento celular.
Nesse estudo, é preparado um meio condicionado (CM) usando meio de cultura MSC
liofilizado que continha o secretoma de MSCs, aplicando-se este CM para a cultura de
CTN (CM-CTN) para o transplante de ratos modelo PD. Exame de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) quantitativo em tempo real, Western blot e imunocitoquimica foram
usados para identificar a diferenciacdo celular e expressdo de genes especificos de
neurbnios dopaminergicos in vitro. Testes comportamentais, incluindo comportamento
rotacional e testes de treinamento por mobilizacdo com movimento (MWM), também
foram realizados para avaliar a recuperacdo. Nossos resultados indicaram que o
tratamento combinado de CM e transplante de CTN pode reduzir significativamente a
assimetria rotacional e melhorar a capacidade de aprendizagem espacial. Os CM-CTN
foram capazes de se diferenciar em neurdnios dopaminérgicos na area tegmental ventral
e no feixe prosencefalico medial, migrando ao redor do local da lesdo. Eles mostraram
uma atividade maior do que as CTN ndo tratadas na sobrevivéncia celular e migracao,
bem como melhora do comportamento no modelo de rato com déficit de dopamina. Esses
achados sugerem que as CTN tratadas com CM possuem um grande potencial como
candidatas a enxerto para o tratamento da doenca de Parkinson.

Nudi et al. (2015) mostraram que sistemas neurais embrionarios e progesterona
melhoram os resultados funcionais apos TCE e, além disso, varios investigadores
sugeriram que uma abordagem politerapéutica pode ter maior eficacia do que uma Unica
terapia. O propdsito do estudo foi determinar se combinagdes variadas pds-lesédo, terapia
com progesterona ou transplante de CTN apresentariam melhora motora. Um impacto
cortical controlado foi realizado em ratos para criar uma lesao no cortex frontal medial.
Foi administrado 10 mg/kg de progesterona ou injecdes contendo somente o veiculo 4 h
apos a lesdo e a cada 12 h, por 72 h ap6s o inicio da injecdo. Sete dias apds a cirurgia, 0s
ratos foram transplantados com CT embrionarias ou veiculo. Os ratos foram entdo
testados no teste de campo aberto, labirinto de Barnes, labirinto aquatico de Morris e com
tarefas Rotor-Rod. Melhores resultados funcionais foram mostrados na maioria das
tarefas comportamentais em animais que receberam uma combinacéo de terapias. Esse

efeito foi especialmente proeminente com terapias combinadas. A imuno-histoquimica
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mostrou que as CTN transplantadas sobreviveram, migraram e exibiram fendtipos

neurais. Esses dados sugerem que uma abordagem politerapéutica apds TCE melhora a
recuperacdo funcional para uma maior magnitude. Além disso, quando politerapias séo
combinadas, os efeitos sobre a recuperacdo sao aprimorados, levando a uma maior
recuperacdo da funcéo.

Skardelly et al. (2011) abordam o transplante experimental de células progenitoras
neurais fetais humanas (hfNPC), que provou ser uma abordagem terapéutica promissora
apos lesdo cerebral traumatica por TCE. No entanto, a eficacia e a seguranca a longo
prazo de ambas as terapias altamente importantes para a traducéo clinica desta abordagem
até agora ndo foram investigadas. Esse estudo investigou o efeito de células locais (L,
1 x 10(5)) e administragdo sistémica (S, 5 x 10(5) células) de PKH-26 marcado hfNPCs
preé-diferenciados durante um periodo de 12 semanas, comegando 24 h apos grave TCE
de impacto cortical controlado em ratos Sprague-Dawley. Acelerando a haste rotativa,
testes revelaram uma tendéncia de melhora funcional comeg¢ando uma semana apos 0
transplante e persistindo até o final do experimento. O grau de contuséao foi quantificado
por ressonancia magnética e mostrou ser menor em ambos o0s grupos de tratamento em
comparagdo com animais de controle (C) (C=54,50mm(3), L=32mm(3),
S =37,50 mm(3)). Correspondentemente, a colora¢do neuronal (NeuN) mostrou aumento
de sobrevivéncia neuronal na borda da lesdo em ambos os grupos transplantados
(§=92,4%; L=287,2%; 72,5%). Andlise histologica dos compartimentos cerebrais
revelou aumento transitério da angiogénese e reducdo da reacdo astroglial durante as
primeiras quatro semanas pos-transplante. As células positivas para PKH-26 foram
detectadas exclusivamente ap0s transplante local, sem qualquer evidéncia de formacao
de tumor. No entanto, a diferenciacdo do enxerto foi observada apenas em casos muito
raros. Em concluséo, o transplante de hfNPCs melhorou o resultado funcional a longo
prazo apds TCE, com diminuicao do tamanho da lesdo traumatica e aumento da sobrevida
neuronal na zona limitrofe da les@o. Esse efeito terapéutico provavelmente ndo foi devido
a substituicdo celular, mas foi associado com um aumento transitorio da angiogénese e

uma astrogliose reduzida.
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4 METODOS

Esse projeto foi aprovado na comissdo cientifica do Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo (IOT/HC-FMUSP) e no comité de ética de utilizacdo de animais de
experimentacdo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo Protocolo
numero 042/14 (Anexo 1).

4.1 Cultivo celular

Fémeas de rato prenhas no 14° dia embrionario (E14) ou ratos neonatos do primeiro
ao segundo dia pds-natal (P1-P2) foram sacrificados por saturacdo de didxido de carbono
para isolamento de tecido para cultivo celular.

Ao todo, cinco fémeas prenhas no E14 forneceram embrides para cultura celular.
Os pares de vesiculas telencefélicas foram separados dos cérebros dos ratos em E14 e
submetidos a dissociacdo, conforme explicado abaixo.

Para a obtencdo de neonatos, foram obtidas fémeas prenhas em E14 e mantidas no
no Centro de Bioterismo do IOT-HC/FMUSP, em gaiolas e estantes com filtragem do ar
e sala climatizada, sob ciclo claro-escuro de 12 horas e com livre acesso a agua e a
alimento. Apds o nascimento, ratos nos dias pds-natais (P) 1 (P1) ou 2 (P2), foram
sacrificados por saturacdo de dioxido de carbono, o crénio e as meninges dissecados e a
regido rostral do cérebro foi isolada. Os bulbos olfatérios foram removidos e os dois
hemisférios cerebrais foram separados. Apo6s isolar o hipocampo, a regido mais profunda

do cortex cerebral, abrangendo a zona subventricular, foi separada para cultivo celular.

4.2 Cultivo primario de neuroesferas

O cultivo primario de neuroesferas foi realizado de acordo com o protocolo de
Marin (2012). Os tecidos da vesicula telencefalica em E14 ou do cértex cerebral em P1-
P2 foram coletados e lavados em solucédo salina fosfatada tamponada (PBS). O tampéao
foi descartado e o tecido foi incubado em 1 a 3 mL de tripsina-EDTA (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EUA) a 0,25% por 10 min, a 37°C. A reacdo de digestéo foi

interrompida pela adigdo de igual volume de soro fetal bovino (SFB, Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, MA, USA). Uma vez depositado o tecido no fundo do microtubo

por gravidade, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de meio completo de
cultivo de neuroesferas, composto por DMEM/F12 (7:3), piruvato de sodio a 1 mM, B27
a 1%, fator de crescimento basico de fibroblasto (bFGF) a 20 ng/mL, fator de crescimento
epidérmico (EGF) a 20 ng/mL, heparina a 5 pg/mL, L-glutamina a 2 mM e penicilina e
estreptomicina a 50 U/mL. O tecido foi mecanicamente dissociado usando pipetas com
calibres decrescentes até a obtencdo de uma solugdo homogénea, a qual foi filtrada para
remover debris celulares (filtro de 100 um, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA).
As células foram distribuidas a placas de cultivo de aderéncia ultrabaixa (Corning, New
York, NY, EUA)-1 x 105 células em 2 mL de meio completo por poco de placa de 6
pocos ou 1 x 106 em 20 mL de meio completo em frasco T75—e mantidas a 37°C e em

CO2 a 5%, sem troca do meio, por sete dias.

4.3 Passagem e congelamento de neuroesferas

Para passagem das células do cultivo primario, neuroesferas flutuantes foram
coletadas em meio de cultivo que foi submetido a centrifugacdo a 200 x g por 5 min, a
4°C. Células foram ressuspensas em 1 mL de accutase (BD Bioscience, Franklin Lakes,
NJ, EUA), incubadas por 20 min a 37°C e centrifugadas a 500 x g por 5 min, a 4°C. O
sobrenadante foi removido e as células foram ressuspensas em 500 uL de meio completo
e, entdo, dissociadas diversas vezes com pipetas de Pasteur. Aproximadamente 3 x 104
células dissociadas foram plaqueadas de acordo com as condicBes de cultura descritas
anteriormente, sendo mantidas a 37°C e CO2 a 5%. Para congelar neuroesferas inteiras
com didametro de até 100 pum no sétimo dia in vitro (DIV), estas foram centrifugadas em
meio de cultura a 200 x g por 5 min e ressuspensas em DMEM/F12 (7:3), SFB a 20% e
DMSO a 10%, em microtubos criogénicos que foram sequencialmente transferidos para

temperaturas decrescentes até a preservacao em N2 liquido.
4.4 Tratamento de diferenciagdo neuronal in vitro
Para a diferenciacdo neuronal 2D, as neuroesferas foram plaqueadas sob condicGes

de aderéncia em laminulas previamente revestidas com poli-D-lisina (PDL; 50 pg/mL em

PBS), com ou sem laminina (100 pg/mL em PBS), por 16 horas. Para a diferenciacdo
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neuronal 3D, assim como para 0s grupos experimentais 5 e 6, 35 pL de Matrigel® foram

gotejados sobre um filme plastico estéril Parafilm® esticado em uma tampa de placa de
Petri e, a ele, foram adicionados 15 pL de neuroesferas (aproximadamente 1 x 104
células) em meio de diferenciacdo. A placa foi mantida em incubadora a 37°C por ao
menos 30 min, até solidificacdo. Para o procedimento cirdrgico dos animais do grupo 5,
o gel foi imediatamente transferido para o sitio da lesdo medular. Para aqueles do grupo
6, o gel foi incubado em meio de diferenciacdo neuronal, por 24 horas, como a seguir.
Para cultivo in vitro e de neuroesferas em gel para o grupo 6, o gel foi transferido
para um pogo de uma placa de 96 pocos contendo meio de diferenciacdo neuronal
(DMEM/F12 (7:3), piruvato de sédio a 1 mM, B27 a 1%, heparina a 2,5 pg/mL, L-
glutamina a 2 mM e penicilina e estreptomicina a 50 U/mL). Entéo, ele foi mantido a
37°C e em CO2 a 5% por 24 horas (sistema 3D para o procedimento cirlrgico) ou por até

7 DIV, para ensaios de microscopia.

4.5 Animais para procedimento cirdrgico

Para o procedimento cirdrgico, utilizamos 40 ratos Wistar machos, com peso
variando de 300 a 340 g, com idade média de 20 a 21 semanas de vida, oriundos do Centro
de Bioterismo da FMUSP.

No momento da recepcéo, todos os animais foram avaliados quanto as condicoes
gerais (pelagem e estado clinico normais) e a motricidade (motricidade normal),
condigdes para inclusdo no estudo.

Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo do 10T-HC/FMUSP, em
gaiolas mantidas em estantes metabdlicas, climatizadas com filtragem do ar. Cada gaiola
(40 x 60 cm) mantinha 2 animais, racdo e agua filtrada ad libtum.

Previamente ao estudo foi realizado o treinamento continuo dos animais para
acostuma-los ao manejo dos experimentadores e estimula-los a movimentarem-se
(condicionamento), facilitando a avaliacdo da capacidade motora ap6s a lesdo. Foram
excluidos os casos de: (i) 6bito apos lesdo medular experimental; (ii) anomalias na area
lesada da medula observadas macroscopicamente; (iii) autofagia ou mutilacdo entre os
animais; (iv) movimentacdo normal na primeira avaliacdo apos leséo (21 pontos na escala
BBB de avaliagdo funcional).

Todas as complicacGes foram registradas para anélise estatistica.
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Os procedimentos cirurgicos foram realizados no Laboratorio de Estudos do
Traumatismo Raquimedular e de Nervos (LETRAN) do IOT/HC-FMUSP.

4.6 Grupos de estudo

Foram estabelecidos trés grupos controle e trés grupos experimentais, cada um com

dez animais. Animais de todos os grupos sofreram laminectomia (Figura 1).

4.6.1 Grupos controle

Os trés grupos controle se diferenciaram de acordo com os procedimentos citados
a sequir:

Grupo 1: lesdo medular.

Grupo 2: lesdo medular sobre a qual foi depositado veiculo (Matrigel® 70% em
meio de diferenciagdo neuronal - 15 pL de meio de diferenciacdo neuronal e 35 pL de
Matrigel® - definindo um volume total de 50 pL).

Grupo 3: nenhum outro procedimento associado a este grupo, que constituiu o

controle negativo da lesdo medular — SHAM.

4.6.2 Grupos experimentais

Os grupos 4 a 6 foram experimentais. Todos 0s animais dos grupos 4 a 6 foram
submetidos a lesdo medular e tiveram 1 X 10* células de neuroesferas prosencéfalo em
P1-P2 ,de terceira passagem, incorporadas ao tratamento cirirgico, como discriminado a
sequir:

Grupo 4: lesdo medular sobre a qual foram depositadas neuroesferas contendo
células ndo diferenciadas, ressuspensas imediatamente antes do enxerto em 50 pLL de meio
de diferenciacdo neuronal.

Grupo 5: lesdo medular sobre a qual foi depositado gel de Matrigel® a 70% (50 pL)
contendo neuroesferas com células ndo diferenciadas, cuja mistura foi realizada 30
minutos antes do enxerto e mantida a 37°C.

Grupo 6: lesdo medular sobre a qual foi depositado gel de Matrigel® a 70% (50 pL)

contendo neuroesferas, cujas células ndo diferenciadas tiveram diferenciagdo neuronal
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induzida por incubacdo em meio de diferenciacdo neuronal, a 37°C e CO; a 5%, por 24

horas até o procedimento cirurgico.

[ Grupo 1 ][ Grupo 2 ][ Grupo 3 ][ Grupo 4 ][ Grupo § ][ Grupo 6

]
[ Laminectomia ]
(v | rm | [ v | | )
Nt e | it ) S|
[ Matrigel ][ Matrigel ]

[ | ]

[ I )

LM

Meio de cultive

N. células

N. células N. células

Imediato ] Imediato

1 DIV

—

Figura 1: Procedimentos cirdrgicos associados a cada grupo, controle (1 a 3) ou experimental (4 a 6).
LM: lesdio medular; N. Células: enxerto de neuroesferas; Veiculo: Matrigel®; Meio de cultivo: meio de
diferenciacdo neuronal; Imediato: mistura realizada ap6s anestesia do animal; 1DIV: mistura realizada 24
horas antes da anestesia do animal.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.7 Procedimento cirargico

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

Com o uso de uma caixa de acrilico, os animais foram induzidos a anestesia com
isoflurano (1,5 vols.% a 2,0 vols.%) em 100% de oxigénio (Figura 2).

Apos sedacdo leve, uma méascara foi colocada para cobrir todo o focinho do animal,
levando a um plano anestésico mais profundo para, entdo, realizar-se a tricotomia e

limpeza da regido dorsal (Figura 3).
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Figura 2 — Equipamento de anestesia inalatéria
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Figura 3 — Méscara para anestesia inalatoria
Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.7.1 Modelo de lesdo medular

Ap0s tricotomia, foi realizada uma incis@o na linha média dorsal para expor 0s arcos
posteriores da coluna vertebral, de T8 a T 12 (Figura 4).
A exposi¢do da medula para contusdo controlada foi realizada com o auxilio de um

microscopio cirdrgico.
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Figura 4 — Animal posicionado em decubito esternal e incisdo em regido dorsal.
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Os musculos inseridos nos processos espinhosos e nas laminas de T9 a T11, foram
descolados das suas inser¢des 0sseas.

A hemostasia, quando necessaria, foi realizada com um coagulador bipolar. Foram
removidos com um micro saca-bocados, o processo espinhoso, a ldmina da vértebra T8
e processo espinhoso da até expor a medula e permitir o posicionamento da ponta da haste
do NYU-Impactor (New York University, 1993; Young, 2009) (Figura 5).
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Figura 5 — Animal posicionado para ser submetido a contusdo medular e 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 contusdo moderada (Basso et al. 1995) (Figura 6).

Figura 6 — Calibragdo do MASCIS Impactor
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Apos confirmacdo da contusdo medular, foi realizada sutura em bloco da

musculatura paravertebral e posteriormente sutura cutanea (Figuras 7 e 8).

Figura 7 — Sutura em bloco da musculatura dorsal
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Figura 8 — Sutura cutanea
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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4.7.2 Protocolo pos-operatorio

Foi ministrado cloridrato de tramadol na dose de 5 mg/kg a cada oito horas, durante
cinco dias; pentabiotico, na dose de 24.000 Ul/kg a cada 12 horas, durante sete dias; e
meloxicam, na dose 5 mg/kg uma vez ao dia, durante trés dias (Flecknell 2015).

Apo6s a lesdo medular, os animais apresentaram bexiga neurogénica, sendo
necessario a realizacdo de massagem para esvaziamento vesical duas vezes ao dia, durante
cinco dias (Cristante et al., 2013; Paschon et al., 2019; Santos et al., 2011).

Os ratos retornaram as mesmas gaiolas de origem (40 cm x 60 cm), mantidos
somente em dois animais, nas mesmas condi¢cdes ambientais (manejo, alimentacdo ad
libitum, troca periddica da maravalha e limpeza da gaiola) até o final do experimento. Os
ratos foram observados quanto a mutilagc6es, infec¢fes ou outras alteracdes (critérios de

exclusdo e complicacgdes).

4.8 Medidas funcionais de desfecho

Durante o periodo pds-operatorio de 42 dias, a recuperacdo da capacidade
locomotora ap0ds lesdo medular foi medida de acordo com a escala BBB de avaliacdo

funcional (Basso et al., 1995).

4.9 Medidas morfoldgicas de desfecho

Apés a realizacdo da avaliagdo motora final, os animais foram submetidos ao
protocolo de anestesia e submetidos a perfusdo transcardiaca, quando foram utilizadas as
solucdes salina tamponada e de paraformaldeido a 4% tamponado (fixador), em pH
fisioldgico.

A medula espinal foi cuidadosamente extraida de todos os animais imediatamente
apos perfusdo e morte indolor induzida. Essas estruturas permaneceram no mesmo
fixador por 24 horas. Com um micro saca-bocados, retiraram-se, cuidadosamente, todas
as estruturas Osseas e partes moles adjacentes a medula até expd-la completamente.

Realizou-se uma avaliacdo visual macroscopica da medula no local da contusao

para se verificar qualquer anomalia (critério de exclusdo).
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Realizou-se incisdo ventral, com toracotomia e laparotomia associadas. Os pulmdes

foram inspecionados para a identificacdo de possiveis alteracfes, como a presenca de
empiema ou condensagdo. No abddmen, focalizou-se a inspecdo da bexiga, para a
identificacdo de bexiga neurogénica flacida (com aumento importante de volume) ou de
alteracdes sugestivas de infeccdo (hiperemia e hematuria). Os dados assim coletados
foram listados para posterior andlise estatistica de complicagdes associadas.

A seguir, a medula retirada foi encaminhada individualmente, em frasco
devidamente identificado, com solucdo de formaldeido (10%), para o Servico de
Anatomia Patoldgica do IOT-HC/FMUSP.

O estudo anatomopatoldgico consistiu em uma analise microscopica (Optica) de
laminas coradas pela HE.

Realizaram-se cortes histolégicos no plano axial, no segmento medular, com
intervalos de 2 mm, representando toda a area lesada, em uma extensdo de 1 cm a partir
do centro da lesdo. Esse material foi processado e desidratado em bateria de alcoois,
depois sofreu processo de diafanizacdo em xilol e, posteriormente, foi incluido em
parafina. Uma vez contido no bloco de parafina, foram feitos cortes histoldgicos de 5 um
em micrétomo. Esses cortes foram realizados longitudinalmente em todo o segmento
medular.

O material foi, entdo, fixado em laminas de vidro e corados pela técnica de HE.

O Servico de Patologia avaliou e graduou (ausente — O, discreta — 1, moderada — 2
e acentuada — 3) todos os fragmentos quanto & presenca de necrose; hemorragia;
hiperemia; degeneracdo da substancia nervosa (degeneracao cistica); e infiltrado celular.
Os patologistas nao foram informados quanto ao grupo de origem a que pertenciam as

medulas dos ratos (avaliagdo cega).

4.10 Analise estatistica

Os parametros avaliados foram descritos segundo grupos e momentos de avaliacdo
com o0 uso de medidas resumo (média, desvio padrdo, mediana, minimo e ma&ximo) e
comparados com uso de equagOes de estimacdo generalizadas (EEG) com distribui¢do
normal e funcdo de ligacdo identidade, assumindo matriz de correlacdes AR(1) entre 0s

momentos de avaliacdo para a escala BBB, as variacGes de peso dos animais foram
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descritas segundo grupos e comparadas com uso de analise de variancias (ANOVA)

(Neter et. al., 1996). Ja os parametros histoldgicos foram descritos segundo grupos com
uso de frequéncias absolutas e relativas e comparados entre grupos com o uso de modelos
lineares generalizados (MLG) com distribuicdo Poisson e funcdo de ligacdo identidade.
Todas as analises foram seguidas de compara¢c6es multiplas de Bonferroni para identificar
entre quais grupos ou momentos ocorreram as diferencas (Neter et. al., 1996).

Para a realizacdo das analises, foi utilizado o software IBM-SPSS para Windows,
versdo 22.0, e para tabulacdo dos dados, foi utilizado o software Microsoft Excel 2013.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%
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5 Resultados

5.1 Cultivo primério de neuroesferas

O protocolo de cultura primaria de células de vesiculas telencefalicas de ratos em
E14 forneceu neuroesferas flutuantes que, quando submetidas a tratamento para
diferenciacdo neuronal, apresentaram prolongamentos como processos neuronais,
observados ap6s 16 ou 60 horas sob condic¢des de cultivo bi- ou tridimensional (Figura
9).

Diferenciacédo 2D Diferenciagido 3D
16 horas 60 horas 16 horas 60 horas

Bl

Figura 9 — Neuroesferas obtidas em suspensdo de vesicula telencefalica de ratos em E14 e semeadas apds
7DIV, em meio de diferenciagdo neuronal, sobre placa revestida com poli-D-lisina (diferenciagdo 2D) ou
ressuspensas em Matrigel® que foi posteriormente gelificado a 37°C (diferenciagéo 3D). Cultivo por 16
horas ou 60 horas, como indicado. Imagens obtidas em campo claro ao microscopio Axiovert 40C (Zeiss,
Alemanha) conjugado a cdmera AxioCam MRC5 camera (Zeiss). Barra de escala: 25 pm.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

O fornecimento de ratas prenhes foi suspenso pelo biotério e passamos a acasalar
0s animais, obtendo uma taxa elevada de pseudoprenhez. Diante disso, optamos por
realizar o cultivo primario a partir da dissociacdo de tecido de prosencéfalo de ratos
neonatos, em P1-P2. Uma vez estabelecido o cultivo de neuroesferas desse material,
foram realizadas duas passagens e teste de congelamento das células, e demonstrada a
formacdo de neuroesferas apds descongelamento e recultivo de células em suspenséo da
terceira passagem (Figura 10, painel superior). O aumento no tamanho das esferas foi

registrado in vitro por 14 dias (DIV; Figura 10), com um resultado indicativo de auto-
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renovacdo e proliferacdo celular, duas propriedades de CT (da Silva Siqueira et al.,

2021). Em microscopia de campo claro, as neuroesferas da terceira passagem tratadas
para diferenciacdo neuronal 2D por até 7DIV, em laminulas revestidas com PDL, com ou
sem laminina, revelaram processos de alongamento, bem como corpos celulares

posicionados distantes das esferas (Figura 10), um indicativo do fenotipo neuronal.

10 DIV 14 DIV

Suspensiao

1 DIV 3 DIV 7 DIV

PDL + laminina

neuronal 2D

Tratamento para diferenciagao
PDL

Figura 10: Cultura de prosencéfalo dissociado de ratos em P1-P2 produz neuroesferas flutuantes que se
diferenciam em células com fendtipo neuronal. As neuroesferas formadas ap6s a terceira passagem (painel
superior, “Suspensdo”) mostram tamanho crescente ao longo de duas semanas in vitro. O tratamento de
diferenciacdo neuronal 2D das neuroesferas na terceira passagem (painéis do meio e inferior) indica a
processos celulares com comprimentos crescentes de 1 DIV a 7 DIV. Todas as imagens foram obtidas por
microscopia de campo claro usando o microscopio Axiovert 40C (Zeiss, Alemanha) e a cAmera conjugada
AxioCam MRCS5 (Zeiss). Barras de escala: 50 um.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

5.2 Procedimento cirargico e avaliacdo do estado geral dos animais

Para testar o potencial terapéutico de células de neuroesferas de terceira passagem,
obtidas de prosencéfalo de ratos neonatos, em modelo experimental de lesdo contusiva de
medula espinal (T8-T9) de ratos, estabeleceram-se seis grupos, com dez ratos machos,
cada (Figura 1). Animais de todos os grupos foram submetidos a laminectomia. Aqueles
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nos grupos 1, 2, 4, 5 e 6 foram submetidos a lesdo contusiva da medula e o grupo 3
representou o controle negativo dessa lesdo (sham). Animais do grupo 2 receberam
veiculo (Matrigel® em meio de diferenciacio neuronal). Os trés grupos que receberam
células de neuroesferas ndo diferenciadas de prosencéfalo de ratos neonatos (P1-P2)
diferiram por elas serem ressuspensas diretamente em meio de diferenciacdo neuronal
(grupo 4) ou nesse meio com Matrigel® a 70% (grupos 5 e 6). No grupo 5, uma vez
gelificado, o Matrigel® contendo células foi depositado imediatamente sobre a lesio. Para
0 grupo 6, as células em gel foram incubadas em meio de diferenciacdo neuronal por 24
horas antes do depdsito sobre a lesao.

No grupo 1 ocorreu um ébito, imediatamente apds a contusdo medular e esse animal
foi substituido. No grupo 3 ocorreu 1 6bito, imediatamente ap6s a contusdo medular e
esse animal foi substituido.

O peso corporal dos animais foi similar entre 0s grupos tanto antes quanto ao fim
(sexta semana) do experimento (Kruskal-Wallis, p > 0,05; Tabela 1). Ao longo das seis
semanas do periodo pds-operatdrio, houve um aumento significativo no peso corporal
médio dos animais dos grupos 2, 3 e 5 (teste t de Student, p < 0,05), mas ndo daqueles
pertencentes aos grupos 1, 4 e 6 (teste t de Student, p > 0,05). Quando 0s pesos corporais
antes da cirurgia e na sexta semana foram comparados, a diferenca (ganho em peso
corporeo) para os animais do grupo 3 (Sham) foi maior do que para qualquer outro grupo
(Kruskal-Wallis, p = 0,007 entre os grupos, e teste post hoc de Dunn, p < 0,05 para

qualquer grupo comparado ao grupo 3).
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Tabela 1 — Peso corporeo dos animais dos seis grupos, antes do procedimento cirdrgico
e na sexta semana (S6) e a diferenga (A) entre eles

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Animal Antes S6 A Animal Antes S6 A Animal  Antes  S6 A
1 234 268 34 11 276 312 36 21 297 345 48
2 244 2716 32 12 256 277 21 22 301 355 54
3 265 288 23 13 298 312 14 23 288 324 36
4 321 344 23 14 288 310 22 24 295 332 37
5 332 339 7 15 266 321 55 25 312 342 30
6 344 354 10 16 298 332 34 26 322 365 43
7 321 365 44 17 335 356 21 27 288 322 34
8 354 366 12 18 324 353 29 28 304 365 61
9 298 312 14 19 287 325 38 29 312 354 42
10 267 288 21 20 304 325 21 30 314 358 44
Média 298 320 22 Média 293,2 322 291 Meédia 3033 346 429
Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Animal Antes S6 A Animal Antes S6 A Animal Antes S6 A
31 254 267 13 41 310 322 12 51 234 268 34
32 233 245 12 42 267 289 22 52 244 276 32
33 245 287 42 43 310 345 35 53 265 288 23
34 305 334 29 44 309 325 16 54 321 344 23
35 287 312 25 45 276 315 39 55 332 339 7
36 355 365 10 46 300 322 22 56 344 354 10
37 322 344 22 47 317 355 38 57 321 365 44
38 323 332 9 48 332 343 11 58 354 366 12
39 315 355 40 49 298 312 14 59 298 312 14
40 308 344 36 50 309 345 36 60 267 288 21
Média 2947 319 238 Média 302,8 327 245 Média 298 320 22

Fonte: Arquivo pessoal do autor

5.3 Avaliagéo funcional motora pela escala BBB

Os dados referentes a funcdo motora foram obtidos no segundo dia de pos-
operatorio (D2) e ao final das semanas (S) 1 (S1), 2 (S2), 3 (S3), 4 (S4), 5 (S5) e 6 (S6).
Os efeitos da contusdo medular sobre a fungdo motora (D2) e os efeitos da recuperacao

motora p6s-operatoria (D2-S6) foram avaliados usando a escala desenvolvida por Basso,

Beattie e Bresnahan (escala BBB) com base em dez categorias de comportamento,

abrangendo desde o movimento dos membros até a posicdo da cauda no espaco,

resultando em um escore final de zero a 21 pontos (Basso et al., 1995). Todos os valores
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obtidos na escala BBB para cada animal, nos dias D2, S1, S2, S3, S4, S5 e S6, estdo

apresentados na Tabela 2. Em D2, pelo menos sete animais (70%) de cada um dos grupos
1, 2, 4,5 e 6 apresentaram um escore de zero pontos na escala BBB, enquanto 0s outros
obtiveram 1 ou 2 pontos. Nesse dia, 0s animais do grupo 3 (sham) atingiram 21 pontos
na escala BBB. Esses dados mostraram a eficiéncia da contusdo medular, a
homogeneidade entre os animais de cada grupo e a auséncia de efeito da laminectomia,
isoladamente, sobre as fungdes motoras avaliadas.

Tabela 2 — Pontuacdo na escala BBB de animais dos seis grupos, em sete dias
experimentais (D2, S1, S2, S3, S4, S5 e S6)

(continua)

Animal Grupo D2 S1 S2 S3 S4 S5 S6
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(continuacéo)

Animal Grupo D2 S1 S2 S3 S4 S5 S6

20 2 .0 & 2 4 6 6 9
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

o o1 o1 o1 o1 o1 o1 o D DB B DD B BB OO LW LW WWLW W W W

Gustavo Bispo dos Santos



53
Resultados

(concluséo)
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A cor em cada célula representa a graduacao da pontuacéo zero (vermelho escuro) até 21 (verde escuro).
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Como esperado, animais do grupo 3 (sham) apresentaram valores elevados na
escala BBB e ndo foram considerados na analise comparativa. Logo, as comparacdes
consideraram 0s grupos 1, 2, 4, 5 e 6. A Tabela 3 mostra que para um dado momento
pos-operatorio, a média dos valores do BBB foi semelhante (pinteracio = 0,08). Por outro
lado, houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos independente do
momento de avaliacdo (perupo < 0,001) e entre 0os momentos independente do grupo
(Pmomento < 0,001).
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Tabela 3 — Escore na escala BBB de animais de cada um dos grupos em momentos diferentes da avaliagdo

G Momento de avaliagdo pds-operatdria PGrupo P Momento P Interagio
ripo 2 dias Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6

BBB <0,001 <0,001 0,081

Grupo 1

média + DP 0,3+0,48 0,8+0,79 2,7+1,42 3,2+0,92 6,2 +1,62 6,8 +1,69 7,8+1,69

mediana (min.; max.) 0(0;1) 1(0;2) 2(1;6) 3,5(2;4) 6 (4;9) 7(4;9) 8 (5;11)

Grupo 2

média + DP 0,1+0,32 0,8+0,42 29+0,88 53+1,64 6,6 +1,51 8+1,16 9,1+0,88

mediana (min.; max.) 0(0;1) 1(0; 1) 3(2;4) 4,5 (4, 8) 6,5(4;9) 8(6;9) 9 (8; 10)

Grupo 3

média + DP 21+0 21+0 21+0 21£0 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)

Grupo 4

média + DP 0,3+0,48 1,4+£0,7 3,7+1,49 54+212 76+19 94+£171 109+1,1

mediana (min.; max.) 0(0;1) 1,5(0; 2) 4 (2;6) 5(2;8) 8 (5; 11) 9,5 (7;12) 11 (9; 12)

Grupo 5

média + DP 0,3+0,68 1,4+0,7 3,8+1,03 81+12 10+1,83 121+137 13,7+1,25

mediana (min.; max.) 0(0;2) 1,5(0; 2) 4 (2;6) 8 (6; 10) 10 (7; 12) 12 (10; 14) 14 (12; 15)

Grupo 6

média + DP 0,5+0,85 0,7+0,48 35+0,85 58+1,55 7,8+1,69 8,7+1,34 99+11

mediana (min.; max.) 0(0;2) 1(0;1) 3,5 (2; 5) 6 (4; 8) 8 (5;11) 9 (6; 11) 10 (8; 12)

EEG com distribuicio normal e funcgdo de ligagdo identidade, assumindo matriz de correlagfes AR(1) entre os momentos. Foram usados 0s momentos 3 e
6 semanas para a analise e ndo foi utilizado o grupo sham. Média: média dos escores BBB dos animais do grupo; Mediana: mediana dos escores BBB dos
animais do grupo; DP: desvio padrdo; min.: menor valor; max.: maior valor.
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Comparacdes ndo pareadas de valores da escala BBB ao longo do periodo pos-

operatorio, do D2 até a S6, revelaram uma melhora na fun¢do motora internamente em
cada grupo (Kruskal-Wallis, p < 0,05; Figura 11A). As analises pareadas post hoc do
grupo 1 mostraram incrementos significativos nos escores BBB (teste de Dunn, p < 0,05)
na S4 (em comparagdo com 0 D2 ou a S1) e na S6 (em comparacdo com a S2; Figura 4).
A recuperagdo motora funcional foi igualmente observada nos referidos intervalos de
tempo para os grupos 2, 4, 5 e 6 (Figura 11B). Além disso, 0s animais desses quatro
grupos apresentaram melhora na funcdo motora ja na S3, em compara¢do com o D2
(Figura 11B). Nos grupos 2 e 5, a recuperacdo motora funcional ocorreu ainda antes,
com diferencas significativas para as seguintes comparagfes: S2 vs. D2, S3 vs. S1 e S4
vs. S2 (p <0,05; Figura 11B). Portanto, a melhora da fun¢do motora ao longo da duragéo

do experimento foi similar e precoce em ambos os grupos 2 e 5 (Figura 11).
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Figura 11 — (A) Gréficos do escore na escala BBB para 0s grupos controle, 1-3, e para 0s grupos de teste
(célula), 4-6, conforme indicado. O escore BBB é representado por média e desvio padrdo (IC 95%) de
acordo com a avaliacéo realizada no D2 e na S1, S2, S3, S4, S5 e S6 de pds-operatorio. (B) Analise post
hoc de Dunn do escore BBB para cinco grupos, conforme indicado. Os quadrados brancos e cinzas indicam,
respectivamente, comparac6es ndo significativas (p > 0,05) e significativas (p < 0,05) de escores entre o(a)
dia/semana indicado(a) a esquerda e cada periodo da respectiva coluna para cada grupo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

A partir da S3, houve uma diferenca significativa nos escores BBB entre 0s grupos
em cada marco temporal (S3, S4, S5 ou S6; Kruskal-Wallis, p < 0,05). Para verificar o

melhor resultado no periodo S3 a S6, dois marcos temporais (S3 e S6) foram

considerados para comparacgdes pareadas entre grupos. Uma diferenca de escore BBB

foi obtida para cada animal entre a S6 e a S3. A média da diferenca BBB para o grupo
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foi subtraida da média da diferenca BBB na S6-S3 obtida para o grupo de referéncia. O

valor obtido representou a diferenca média dos escores BBB entre os grupos no intervalo
que abrange as trés semanas finais do experimento. A média dos valores BBB néo
apresentou diferenca em quaisquer comparacdes pareadas para os grupos 2, 4 e 6 (p >
0,05; Figura 12). Os grupos 2, 4, 5 e 6 se diferenciaram do grupo 1 (p < 0,05), que
apresentou 0 mais baixo escore entre todos os grupos (Figura 12). O grupo 5 apresentou
a mais alta média no escore BBB entre todos os grupos de animais submetidos a

contusdo medular (Figura 12).
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Figura 12 — Gréfico de barras da diferenga entre as médias de valores BBB (IC 95%) paraa S6 e a S3. A
diferenga média para cada grupo representado no eixo X foi subtraida da diferenca média do grupo de
referéncia indicado no topo de cada grafico. Asteriscos (*) indicam diferencas estatisticamente
significativas (Bonferroni; p < 0,05) com relacéo ao grupo de referéncia.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

5.4 Anélise morfologica da medula espinal

Os parametros histolégicos de necrose e presenca de eritrécitos foram
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classificados em quatro graus de acordo com a frequéncia de sua observacao em tecido

medular corado por HE (Tabela 4). Os graus (Gr0, Grl, Gr2 e Gr3) correspondiam,
respectivamente, a presenca ausente, discreta, moderada ou acentuada. O terceiro
parametro analisado (presenca de leucdcitos) foi classificado do GrO ao Gr2. Néo
observamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05; Figura
13). Todavia, a presenga de necrose e leucdcitos foi, de modo geral, de mais discreta a
ausente no grupo 5 em comparagao aos outros grupos de animais submetidos a contusdo
medular (Figura 13, A e C).
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A 10 — — — —
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Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6

Figura 13 — Gréficos das analises histoldgicas de acordo com a presenca de necrose (A), eritrdcitos (B)
e leucocitos (D). A legenda indica os graus de avaliacdo (Gr) como Gr0O (ausente), Grl (discreta), Gr2
(moderada) ou Gr3 (acentuada). A distribuicdo se d& de acordo com o niimero de animais em cada grupo
(de dez) classificados no respectivo grau.

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Tabela 4 — Descricdo dos parametros histologicos segundo grupos e resultado das
comparacoes
Grupo
Variavel
Grupol Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupob6
Necrose 0,189
Ausente 0(0) 0(0)  10(100) 2 (20) 2 (20) 0(0)
Discreto 1 (10) 3(30) 0(0) 3(30) 7 (70) 5 (50)
Moderado 7 (70) 6 (60) 0 (0) 5 (50) 1(10)  5(50)
Intenso 2 (20) 1 (10) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0)
Hemorragia 0,343
Ausente 0 (0) 0 (0) 6 (60) 2 (20) 2(20)  3(30)
Discreto 4 (40) 7 (70) 4 (40) 7 (70) 8 (80) 6 (60)
Moderado 6 (60) 2 (20) 0 (0) 1 (10) 0(0) 1(10)
Intenso 0 (0) 1(10) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Hiperemia 0,120
Ausente 1 (10) 4 (40) 6 (60) 5 (50) 4 (40) 2 (20)
Discreto 3 (30) 4 (40) 4 (40) 5 (50) 4 (40)  5(50)
Moderado 4 (40) 2(20) 0(0) 0(0) 2(20) 3(30)
Intenso 2 (20) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0)
Degeneracéo 0,589
Ausente 0(0) 0(0) 10 (100) 1 (10) 2 (20) 2 (20)
Discreto 7 (70) 7 (70) 0 (0) 4 (40) 8 (80) 7 (70)
Moderado 3(30) 3(30) 0(0) 5 (50) 0(0) 1(10)
Infiltrado
Celular 0,356
Ausente 4 (40) 4 (40) 10 (100) 6 (60) 7 (70) 3 (30)
Discreto 4 (40) 5 (50) 0 (0) 4 (40) 3(30) 6 (60)
Moderado 2 (20) 1(10) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(10)

MLG com distribuicdo de Poisson e funcdo de ligacéo identidade; o grupo Sham (grupo 3) ndo entrou

nas analises

Fonte: Arquivo pessoal do autor

5.5 Avaliacéo de ganho de peso dos animais pds-operatdrio

Pela Tabela 5, tem-se que a variacao percentual média do peso dos animais diferiu

estatisticamente entre os grupos (p = 0,001).
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Tabela 5 — Descricdo do peso dos animais, segundo grupos, no inicio e ao final do estudo
e variagOes de peso e resultado das comparagdes das variagOes entre 0S grupos

_ Momento Ganho de peso
Variavel p
Inicial Final (%)
Peso (g) 0,001
Lesdo medular
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)
Lesdo medular + Veiculo
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+ 15,9 141+3,1

mediana (min.; max.) 302,5 (288; 322)  349,5 (322; 365)

Lesdo Medular + Meio de Cultivo + Célula Nao Diferenciada

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

média £ DP 298 £42,9 320 + 38 7,8+47

mediana (min.; méx.) 309,5 (234; 354)  325,5(268;366) 7,5 (2,1; 14,5)

Lesdo Medular + Veiculo + Células N&o Diferenciadas

média £ DP 293,2+244 322,3+22,6 10,1 £4,7

mediana (min.; méax.) 293 (256; 335) 323 (277, 356) 8,6 (4,7; 20,7)

Lesdo Medular + Veiculo + Células Diferenciadas 24 horas

média £ DP 30336 + 11,5 346,2 + 15,9 141+31

mediana (min.; max.) 302,5(288;322) 349,5(322;365) 13,4 (9,6; 20,1)
ANOVA

Fonte: Arquivo pessoal do autor

A Tabela 6 mostra que os grupos de animais 3 e 6 apresentaram estatisticamente

maior ganho de peso médio que os animais dos grupos 1 e 4 (p < 0,05).
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Tabela 6 — Resultado das compara¢des multiplas do peso entre grupos e momentos
avaliados

Diferenca  Erro IC (95%)
Comparacéo . p
média Padréo Inferior ~ Superior
Grupo 1 - Grupo 2 -2,29 1,88 >0,999 -8,70 3,49
Grupo 1- Grupo 3 -6,33 1,88 0,021 -12,11 -0,55
Grupo 1 - Grupo 4 0,00 1,88 >0,999 -0,58 5,78
Grupo 1 - Grupo 5 -2,29 1,88 >0,999 -8,07 3,49
Grupo 1 - Grupo 6 -6,33 1,88 0,021 -12,11 -0,55
Grupo 2 - Grupo 3 -4,04 1,88 0,543 -9,82 1,74
Grupo 2 - Grupo 4 2,29 1,88 >0,999 -3,49 8,07
Grupo 2 - Grupo 5 0,00 1,88 >0,999 -5,78 5,78
Grupo 2 - Grupo 6 -4,04 1,88 0,543 -9,82 1,74
Grupo 3- Grupo 4 6,33 1,88 0,021 0,55 12,11
Grupo 3- Grupo 5 4,04 1,88 0,543 -1,74 9,82
Grupo 3- Grupo 6 0,00 1,88 >0,999 -5,78 5,78
Grupo 4 - Grupo 5 -2,29 1,88 >0,999 -8,07 3,49
Grupo 4 - Grupo 6 -6,33 1,88 0,021 -12,11 -0,55
Grupo 5- Grupo 6 -4,04 1,88 0,543 -9,82 1,74

ComparacBes maltiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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6 DISCUSSAO

Até ha pouco tempo, o sistema nervoso central (SNC) dos mamiferos era tido como
incapaz de se reparar ou se regenerar apos algum grau de lesdo (Mizushima et al., 2001).
Contudo, demonstra-se que para recuperacdo da qualidade de vida do paciente com lesao
medular, a medula ndo necessariamente precisaria ser totalmente reconstruida. Beneficios
desproporcionais podem ser obtidos de minimas reparagdes anatdmicas (Blight ,1983).

A incidéncia anual de lesdes espinais traumaticas varia de 15,8 a 58,6 por milhdo
de habitantes, com prevaléncia de 583 por milhdo. As causas mais comuns sao acidentes
automobilisticos, variando entre 40% e 50% dos casos, quedas e acidentes de trabalho
com 20% dos casos, praticas esportivas e violéncia, com 10% a 25% (Sekhon e Fehlings,
2001).

Sa0 necessarias novas pesquisas rigorosas para elucidacdo do complexo sistema de
reacdes que ocorrem ap6s 0 TRM (Amador e Guest 2005; Rossignol et al., 2007).

O modelo experimental através de queda de peso, em ratos Wistar, para a producao
de lesdo medular moderada, foi selecionado porque permite a padronizacdo e a
uniformizacdo da amostra. Estudos clinicos, tanto na medicina veterinaria quanto na
humana, levam um tempo muito maior e 0 acompanhamento dos pacientes é muito mais
dificil.

A utilizacéo de ratos Wistar em modelos de lesdo medular moderada, se justifica
porque alguns fatores estdo muito bem determinados na literatura, tais como o protocolo
de anestesia e os protocolos de avaliacdo motora que foram padronizados e adotadas pelo
LETRAN-IOT/FMUSP (Rodrigues, 1999).

O ndmero de animais (n) para a formagdo dos grupos baseou-se no padronizado
pela MASCIS e em pesquisas anteriores, que adotaram modelo experimental semelhante
(Cristante et al., 2009a; Marcon, 2006; Santos et al., 2011). Para determinar um critério
de inclusdo rigido, foi necessario eliminarmos os fatores de interferéncia, tais como:
Animais apresentando fratura ou claudicacdo em membro pélvico, alteacdes na
deambulacdo pré lesdo medular experimental, raca, sexo, idade diferentes. A
homogeneizacdo da amostra é essencial para se obter confiabilidade e reprodutibilidade.

Desde as classicas publicagbes de Allen (1911) e Allen (1914), varios modelos
experimentais tém sido desenvolvidos para simular a lesdo medular produzida por peso

em queda livre sobre a medula de animais (Behrmann et al., 1992; Bresnahan et al.,
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1987; Ford, 1983; Noble e Wrathall, 1985 e 1987). A obtencdo de uma lesdo medular

moderada sistematizada e homogeneizada, desejada, foi feita através de um equipamento

de impacto controlado por microcomputador liberando uma haste com um peso de 10
gramas a uma altura de 12,5 mm Mascis Impactor desenvolvido por Gruner (1992) e
avaliado e utilizado inicialmente por Constantini e Young (1994) e Basso et al. (1996).

Durante a revisdo da literatura e apos a realizacdo dos experimentos, notamos que
o individuo com lesdo medular realmente sofre danos catastroficos em seu dia a dia.

Inimeras  drogas tém  sido  pesquisadas, como  dexametasona,
monossialogangliosideo GM-1, Metilprednisolona, eritropoetina porém a terapia celular
necessita de mais estudos. (Souza et al., 2011).

Além disso, é de suma importancia entender como a terapia celular interage na leséo
medular aguda, por isso a necessidade de novos estudos terapéuticos celulares.

Na lesdo da medula espinal, os axdnios sofrem degeneracdo Walleriana distal que
compreende quebra e degradacdo de axonios e bainhas de mielina, bem como apoptose
de células gliais, notadamente de oligodendrécitos. Embora no sistema nervoso periférico
a regeneracdo axonal bem sucedida possa seguir a degeneracdo Walleriana, no SNC
mamifero a brotacdo axonal é transitoria e ndo associada com a regeneracao funcional
consistente (Buss et al., 2004). Em combinagdo com a degeneracdo Walleriana, a lesdo
medular provoca uma cascata de eventos vasculares, bioquimicos e inflamatorios
relacionados a ativacao de fibroblastos, pericitos, glia, como astrdcitos e microglia. A
combinacdo de lesdo neuronal e glia ativada leva a processos patologicos e reparadores
enddgenos no ambiente da lesdo. No entanto, esses processos se associam a cicatrizes
fibrogliais, formacéo de cavidades, diminuicdo adicional de neurénios e interrupgéo da
condutancia neural (Liu et al., 2022; Wu et al., 2022).

A regeneracdo axonal limitada no SNC tem sido atribuida a um desequilibrio entre
fatores promotores de crescimento e inibidores de axénios e entre interleucinas protetoras
pro-inflamatorias e neuronais, no microambiente da leséo (Fu et al., 2022; Orr e Gensel,
2018). Portanto, multiplas linhas de pesquisa visam esclarecer a resposta inflamatéria e
0s papéis do microbioma e do controle mitocondrial do estresse oxidativo na patogénese
da lesdo medular, tentando isolar fatores especificos que podem ser empregados
translacionalmente em futuras terapias (Orr e Gensel, 2018). Além disso, os beneficios

dos enxertos de CT e bioldgicos (scaffolding), juntamente com a caracterizagdo do
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secretoma dessas células, foram explorados como alvos terapéuticos adjuvantes de leséo
medular (Wu et al., 2022).

6.1 Células-tronco

As Ct tém a capacidade de se auto-renovar, proliferar e se diferenciar em tipos
especificos de células e podem ser amplamente classificadas com base em seu potencial
de diferenciacdo como CT totipotentes, pluripotentes e multipotentes. As CT totipotentes,
que séo 0 zigoto e os blastdmeros iniciais, tém a capacidade de gerar todos os tipos de
células do organismo, incluindo células extra-embrionarias. As CT embrionarias, células
da massa interna do blastocisto, sdo CT pluripotentes capazes de originar células das trés
camadas germinativas. Um tipo de CT pluripotente adicional é a CT pluripotente induzido
derivado in vitro de células somaticas pela expressdo heterdloga de fatores de
reprogramacao definidos. Finalmente, as CT multipotentes podem se diferenciar em um
namero limitado de células da mesma linhagem de tecido (da Silva Siqueiraet al., 2021).

As CT multipotentes do individuo adulto ou jovem pds-natal podem ser isoladas e
cultivadas, sem a modificacdo genética necessaria a obtencdo de células IPSC. Embora
as CT multipotentes tenham a limitacdo de ndo se manterem em cultura por muitas
passagens (cerca de seis a sete), elas sdo mais facilmente obtidas do que as CT
embrionarias (pluripotentes) e ndo apresentam impedimento ético significativo.

Anteriormente ao presente trabalho, neuroesferas haviam sido cultivadas apés
disseccdo do prosencéfalo de ratos em E14 (vesiculas telencefalicas, Marin 2012), um
protocolo com mais elevado rendimento do que a partir de ratos em P1-P2 (cOrtex
cerebral). No sétimo DIV, as neuroesferas das vesiculas telencefalicas em E14 mostram-
se positivas para nestina, um filamento intermediario e marcador para células
progenitoras neurais (Lendahl et al., 1990). Apds tratamento para diferenciacao neuronal
por 7 DIV, as células periféricas da neuroesfera apresentam alteracdes morfoldgicas,
revelando corpos celulares em formato triangular e processos longos e finos. Essas células
expressam marcadores neuronais, como o caracteristico filamento intermediario neuronal
de cadeia leve, NFL (Marin 2012). Em geral, a analise de imunofluorescéncia dos
marcadores celulares confirmou que as células flutuantes obtidas in vitro a partir das
vesiculas telencefalicas de ratos em E14 apresentaram feno6tipo indiferenciado, bem como

potencial de diferenciagdo em células com propriedades de expressdo morfoldgica e
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genética caracteristicas de células neurais. Para o protocolo de tratamento de

diferenciacdo neuronal, as laminulas foram revestidas com PDL. Laminulas revestidas
com laminina também foram usadas no mesmo protocolo de neuroesfera para
diferenciacdo neuronal 2D, produzindo células com longos processos que se alongavam
para longe do corpo celular, conforme observado em microscopia éptica de campo claro.
Além disso, a laminina foi usada na cultura 3D em forma de Matrigel®, um produto
enriquecido com laminina obtido a partir da purificagdo da membrana basal de tumores
de ratos. Processos celulares alongados foram observados em alta densidade ap6s 1 DIV
a 5 DIV de cultura 3D de neuroesferas obtidas a partir de vesiculas telencefalicas de ratos
em E14 embebidas em Matrigel®.

Optamos por iniciar experimentacdo em terapia celular no nosso modelo cirargico
experimental com neuroesferas de telencéfalo de rato neonato (P1), por se tratar da
mesma espeécie, ser pds-natal e em periodo precoce, ainda gerar in vitro um namero de
neuroesferas apropriado a experimentacdo. As neuroesferas cultivadas a partir de zona
subventricular de ratos em P1/2 tiveram progressao temporal da diferenciagcdo semelhante
as esferas cultivadas a partir de embrido de rato. Em estudos anteriores, notamos as
seguintes diferencas durante o cultivo em suspensdo. Uma vez que o numero de
progenitores é consideravelmente menor em P1/2 do que ao final do segundo terco de
gestacdo (E14), foi necessario o dobro de tempo para obtencdo das neuroesferas para
diferenciacdo. Mesmo assim, obtivemos um nimero menor do que a partir do embrido,
mas suficiente para os grupos experimentais. Em P3 ha muitas células diferenciadas em
relacdo a E14. Assim, ap0s uma semana, dissociamos as células de neuroesferas e as
recultivamos em meio de manutengéo. Foram testados os dois revestimentos:poli-D-lisina
(PDL, sintético) com ou sem laminina para diferenciacdo neuronal. Laminina esta contida

em Matrigel®, uma vez que este é purificado de Iamina basal.

6.2 Enxertos de neuroesferas em leséo experimental da medula espinal toracica de

ratos

Na lesdo medular em humano, a deposi¢do de uma cicatriz densa e a perda de uma
estrutura astroglial orientada apontam para um ambiente ndo favoravel para o crescimento
de fibras nervosas (Buss et al., 2004). Portanto, diversas CT e materiais scaffolding foram

testados para melhorar a capacidade regenerativa da medula espinal se recuperando de
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lesdes. Geralmente, é desafiador integrar dados de estudos que visam o transplante de

CTN em modelos experimentais de lesdo medular em ratos, devido a lesdes medulares
contusivas em diferentes niveis e profundidades, células de diversas origens e vias de
administracdo distintas, alternativas de scaffolding e desfechos pds-operatérios. Estudos
sobre o transplante de CTN geneticamente ndo modificadas para rato com lesdo medular
contusiva com o objetivo de avaliar o resultado da fungdo motora foram relatados
(Trujillo et al., 2009).

6.3 Modelos de lesdo contusiva da medula espinal toracica

O transplante de neurosferas da medula espinal de ratos E14 nove dias apds a lesdo
medular contusiva no nivel cervical (C4-C5) melhorou as pontuacdes dos testes
comportamentais dos animais com base na frequéncia de ingestdo de pellets. Este foi um
dos primeiros experimentos demonstrando que o enxerto de uma populacdo enriquecida
com CTN, através da formacdo de neuroesferas, em rato adulto com lesdo medular resulta
na geracdo in vivo de novos neurbnios a partir de células transplantadas (Ogawa et al.,
2002).

As neuroesferas pds-natais da zona subventricular de rato do prosencéfalo
correspondente ao cortex cerebral profundo periventricular foram usadas como enxertos
sem scaffolding uma semana apds a lesdo contusiva de rato no nivel T9 ter sido produzido
por um peso de 25 mm do NYU-Impactor. Esse delineamento experimental foi
majoritariamente semelhante ao nosso, embora ndo tenha sido empregado o scaffolding,
o transplante celular estava em fase subaguda pds-lesdo e a lesdo contusiva era duas vezes
mais intensa do que a definida em nosso estudo. Doze semanas ap6s o transplante, 0s
animais que receberam neuroesferas da zona subventricular do prosencéfalo divulgaram
pontuac6es mais altas de BBB do que o controle ou animais que tinham CT mesenquimais
de medula éssea ou origens de tecido adiposo (Zhang et al., 2009). O maior escore BBB
observada na semana 12 (média de 13,8 para o grupo da neuroesfera do prosencéfalo;
Zhang et al., 2009) foi préxima ao nosso escore BBB do grupo 5 na S6 (média de 13,7).
Em nosso estudo, dois fatores importantes relacionados ao enxerto de CTN deveriam ter
antecipado a recuperacdo da funcdo motora: a presenca de Matrigel® e o transplante

celular na fase aguda da cicatrizagdo da lesé&o.
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Outro estudo utilizou transplante de neuroesfera de prosencéfalo de rato E16.5 uma

semana apds a lesdo contusiva moderada em T9-T10. N&o houve diferencas
estatisticamente significativas no escore BBB entre os grupos ou ao longo das seis
semanas de acompanhamento (McMahon et al., 2010). Este estudo corrobora o de
Zhang et al. (2009) ao ndo mostrar melhora significativa da funcdo motora seis semanas
apos o transplante de CTN que ocorreram em fase subaguda apés a lesdo contusiva. Em
um modelo de lesdo contusiva no nivel da Gltima vértebra tordcica do rato apo6s
laminectomia e durotomia, as CTN derivadas como neuroesferas da medula espinal fetal
humana foram transplantadas subagudamente (nove dias ap0s a cirurgia) e a funcéo
motora avaliada pelo escore BBB foi significativamente maior ap6s 18 semanas quando
comparada ao controle.

Em nosso estudo, os animais que ndo receberam células, mas Matrigel® (grupo 2),
células indiferenciadas sem Matrigel® (grupo 4) ou células que estiveram em cultura 3D
por 24 horas antes da cirurgia (grupo 6) aumentaram significativamente os escores BBB
entre a terceira e sexta semanas apés a cirurgia, quando comparados individualmente
aqueles com lesdo contusiva, mas sem tratamento (grupo 1). Notavelmente, aqueles que
receberam células indiferenciadas misturadas com Matrigel® imediatamente antes da
cirurgia (grupo 5) foram significativamente melhores do que qualquer outro grupo no
mesmo periodo (S3-S6). Os animais dos grupos 2 e 5 melhoraram mais cedo a fungédo
motora ao longo do periodo p6s-operatorio, o que pode ter melhorado sua capacidade e
vontade de se alimentar, levando ao ganho de peso corporal semelhante ao grupo 3
(sham). Nossa impressdo geral de menos necrose e gldbulos brancos no tecido nos grupos
2 e 5, embora sem significancia estatistica, tambem pode estar relacionada a um resultado
funcional anterior. Essas evidéncias e a presenca de Matrigel® recém-gelificado no sitio
de enxerto de animais dos grupos 2 e 5 apoiam a agao terapeuticamente adjuvante deste
scaffolding.

Em um estudo recente, as neuroesferas de passagem 3 do hipocampo de ratos
recém-nascidos transplantados em uma mistura fresca com Matrigel® uma semana ap6s
a inducdo da lesdo contusiva moderada (T10) melhoraram a funcdo motora avaliada pela
escala BBB entre a segunda e a nona semanas de acompanhamento. Embora o Matrigel®
sozinho tenha melhorado os escores BBB em comparagdo com o controle, os valores nao
foram estatisticamente diferentes. O estudo indica que o Matrigel® contribui para a

diferenciacéo celular, sobrevivéncia e adeséao in vitro e in vivo (Wang et al., 2020).
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Acredita-se que as terapias baseadas em células para a lesdo medular relatando

ganho funcional na recuperacéo pds-operatoria medeiam um efeito paracrino secretando
fatores troficos que sinalizam para o microambiente da lesdo. De fato, mudangas na
expressao génica nos niveis de MRNA e proteina foram observadas no local da lesédo
alguns dias a semanas ap6s o transplante de CTN (Hawryluk et al., 2012). Essas
observagdes sugerem que um conjunto de fatores secretados, incluindo moléculas
pequenas sollveis e longas cadeias de componentes da matriz extracelular, desempenha
papeéis na mediacdo da cura e reparo bem-sucedidos do sitio da lesdo medular (Wu et al.,
2022). Nossos resultados que demonstram a superioridade da combinag&o entre Matrigel®
e CTN indiferenciadas na recuperacdo motora apds lesdao contusiva apoiam a ideia de um
efeito paracrino.

A escala de avaliagdo da recuperacdo funcional de BBB (Basso et al., 1995) € a
principal escala utilizada para quantificar a recuperacdo motora em ratos com lesédo
medular, que segue estudos realizados pelo MASCIS. A avaliacdo pela escala funcional
BBB é tida como valida, reprodutivel e permite a comparacao de resultados e troca de
experiéncias (Santos et al., 2011).

As avaliacdes foram realizadas de forma cega, 0s pesquisadores que aplicaram a
escala funcional BBB, a pesquisadora que realizou a analise histoldgica e o estatistico
que analisou os dados obtidos eram cegos quanto a que grupo pertencia cada animal.

A avaliacdo dos ratos imediatamente apds a contusdo medular, confirma se foi
efetiva, causando paresia de membros pélvicos. A manutencao da avaliacdo nas semanas
seguintes durante 6 semanas, permite a avaliacdo em longo prazo até o que se atinja um
platd, avaliando todos os aspectos da sequéncia de eventos ocorridos apds o trauma
raquimedular. podendo realizar avaliagdo de forma homogénea em todos animais. Dessa
maneira, pdde-se observar e comparar a progressao dos resultados até a sua estabilizacdo
(patamar definitivo).

Quanto aos nossos resultados, na avaliagdo BBB 0s grupos 2, 4 e 6 nao diferiram
em média estatisticamente entre si (p > 0,05), mas os demais grupos diferiram em média
estatisticamente (p < 0,05), sendo o grupo 5 com maior valor de BBB e o grupo 1 com o
menor valor independente de ser na terceira ou sexta semana de avaliacdo, ja da terceira
para a sexta semana houve aumento médio de 4,72 pontos estatisticamente significativo
do BBB independente do grupo (p < 0,001).
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Os parametros histoldgicos de necrose e presenca de eritrocitos foram classificados

em quatro graus de acordo com a frequéncia de sua observacdo em tecido medular corado
por hematoxilina-eosina. Os graus (GrO, Grl, Gr2 e Gr3) correspondiam,
respectivamente, a auséncia, presenca discreta, moderada ou acentuada. O terceiro
parametro analisado (presenca de leucocitos) foi classificado de GrO a Gr2. Nao
observamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (p > 0,05). Todavia,
a presenca de necrose e leucocitos foi, de modo geral, mais discreta a ausente no grupo
5, em comparacdo aos outros grupos de animais submetidos a contusdo medular. Este
estudo se fez necessario para certificacdo de que o traumatismo fora efetivo na producéo
da contusdo medular.

Comparando nossos resultados com outros trabalhos semelhantes, vimos que Albin
e White (1987) demonstram que o traumatismo da medula espinal, além da destruigdo
mecanica, desencadeia hemorragia, diminuicdo da perfusdo, hipoxia tecidual, edema e,
finalmente, necrose dos elementos neurais. Nossos achados foram semelhantes na
avaliacdo histoldgica, todos os grupos submetidos a contusdo medular apresentaram
algum grau de alteracdo morfoldgica.

Ainda comparando com nosso estudo, na mesma linha de pesquisa, Skardelly et
al. (2011) estudaram o transplante experimental de células progenitoras neurais fetais
humanas (hfNPC), que provou ser uma abordagem terapéutica promissora apos leséo
cerebral traumatica por TCE. No entanto, a eficicia e a seguranca a longo prazo de ambas
as terapias altamente importantes para a traducdo clinica desta abordagem até agora néo
foram investigadas Esse estudo investigou o efeito de células locais (L, 1 x 10(5)) e
administragdo sistémica (S, 5x10(5) células) de PKH-26 marcado hfNPCs pré-
diferenciados durante um periodo de 12 semanas, comeg¢ando 24 h apds grave TCE de
impacto cortical controlado em ratos Sprague-Dawley. Acelerando a haste rotativa, testes
revelaram uma tendéncia de melhora funcional comecando uma semana apdés o
transplante e persistindo ate o final do experimento O grau de contuséo foi quantificado
por ressonancia magnética e mostrou ser menor em ambos 0s grupos de tratamento em
comparagdo com animais de controle (C) (C=54,50mm(3), L=32mm(3),
S =37,50 mm(3)). Correspondentemente, a coloracao neuronal (NeuN) mostrou aumento
de sobrevivéncia neuronal na borda da lesdo em ambos os grupos transplantados
(8=92,4%; L=87,2%; 72,5%). Analise histologica dos compartimentos cerebrais

revelou aumento transitério da angiogénese e reducdo da reacdo astroglial durante as
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primeiras quatro semanas pos-transplante. As celulas positivas para PKH-26 foram

detectadas exclusivamente apos transplante local, sem qualquer evidéncia de formacao
de tumor. No entanto, a diferenciagcdo do enxerto foi observada apenas em casos muito
raros. Em conclusdo, o transplante de hfNPCs melhorou o resultado funcional a longo
prazo apés TCE, com diminui¢ao do tamanho da leséo traumatica e aumento da sobrevida
neuronal na zona limitrofe da leséo. Esse efeito terapéutico provavelmente ndo foi devido
a substituicdo celular, mas foi associado com um aumento transitério da angiogénese e
uma astrogliose reduzida. A ciéncia esta desvendando 0s mecanismos de neuroprotecao
e neuroregeneracdo, mas clinicamente ainda esta somente oferecendo tratamento de
suporte para os pacientes com lesdo medular. Ainda é desafiador encontrar tratamento
que melhore a recuperacdo funcional de pacientes lesados medulares.
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7 CONCLUSAO

Os animais que tiveram aplicadas as neuroesferas indiferenciadas com Matrigel®

na lesdo medular moderada, apresentaram melhora na funcdo motora apds seis semanas.
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