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RESUMO

Silva RT. Efeito do riluzole e da minociclina individualmente e associados na lesao
medular aguda experimental em ratos [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2025.

A lesdo medular representa uma das principais causas de deficiéncia fisica com
importante repercussao na qualidade de vida dos pacientes, além do impacto
financeiro implicado com gastos em saude e perda da capacidade laboral. Do ponto
de vista fisiopatologico, a lesdo medular caracteriza-se por um processo bifasico,
envolvendo inicialmente a lesdo primaria — resultante do insulto traumatico direto —,
seguida pela lesdo secundaria, um fendmeno celular multifatorial que contribui para a
progressdo do dano neurolégico. A descompressao cirurgica precoce permanece
como a principal abordagem terapéutica disponivel. O aprofundamento do
conhecimento sobre os mecanismos da fase secundaria tem propiciado o
desenvolvimento de intervengdes neuroprotetoras experimentais, particularmente em
modelos animais. O riluzole e a minociclina tém sido investigados como agentes
neuroprotetores. Por atuarem em vias fisiopatologicas distintas da lesdo secundaria,
postula-se que sua associagao apresente efeito sinérgico neuroprotetor. O objetivo
deste estudo é avaliar a preservagao histologica a nivel medular e a recuperagéo
funcional motora de ratos Wistar com paraplegia cirurgicamente provocada, seguida
de injec&o de riluzole e minociclina isoladamente e associados. Foram submetidos a
lesdo medular ao nivel de T8-T10, 50 ratos da linhagem Wistar, divididos em 5 grupos
com 10 animais em cada a receberem o0s seguintes protocolos: grupo 1: sham
(somente laminectomia), grupo 2: salina, grupo 3: riluzole, grupo 4: minociclina e grupo
5: riluzole + minociclina. Os ratos foram avaliados pela Escala de Basso, Beatie e
Bresnahan (BBB), pelo Teste da Escada no Plano Horizontal (EPH) e pela presenca
de bexiga neurogénica por 6 semanas. Também foi realizada a analise histologica da
medula espinhal com coloragao por hematoxilina-eosina (HE) e luxol fast blue (LFB).
A minociclina, isoladamente e em associacdo com o riluzole, demonstrou recuperagao
neurolégica mais veloz por meio da escala de BBB, em comparagdo aos demais
grupos (p < 0,001); no entanto, ndo houve diferenga estatistica entre os grupos apos
6 semanas (p > 0,999). Na avaliagao motora pela EPH, todos os grupos submetidos
a intervencao farmacoldgica mostraram desempenho neurolégico e funcional superior
ao grupo salina (p < 0,05); o grupo riluzole + minociclina obteve resultados
comparaveis aos do grupo sham (p > 0,999). Observou-se que a minociclina, tanto
isoladamente quanto em associagdo com o riluzole, promoveu reducgao significativa
do tempo de bexiga neurogénica em relagdo aos demais grupos (p < 0,001). A analise
histolégica ndo revelou diferengas estatisticas com padréo de superioridade para
qualquer intervencdo. Este estudo reforgca a hipotese de melhora funcional apds
trauma raquimedular com o uso do riluzole e da minociclina e sugere que haja um
ganho adicional com a associagado de ambos.

Palavras-chave: Traumatismos da medula espinhal. Medula espinhal. Riluzol.
Minociclina. Ratos Wistar.



ABSTRACT

Silva RT. Evaluation of the isolated and combined effects of riluzole and minocycline
in an experimental model of acute spinal cord injury in rats [thesis]. S&do Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2025.

Spinal cord injury represents one of the leading causes of physical disability,
significantly affecting patients’ quality of life, in addition to the financial burden related
to healthcare costs and loss of work capacity. From a pathophysiological perspective,
spinal cord injury is characterized by a biphasic process involving an initial primary
injury—resulting from the direct traumatic insult—followed by a secondary injury, a
multifactorial cellular phenomenon that contributes to the progression of neurological
damage. Early surgical decompression remains the primary therapeutic approach
currently available. Advances in understanding the mechanisms of the secondary
phase have enabled the development of experimental neuroprotective interventions,
particularly in animal models. Riluzole and minocycline have been investigated as
potential neuroprotective agents. As they act on distinct pathophysiological pathways
involved in secondary injury, it is hypothesized that their combined use may have a
synergistic neuroprotective effect. The aim of this study was to evaluate histological
preservation at the spinal level and motor functional recovery in Wistar rats with
surgically induced paraplegia, followed by administration of riluzole and minocycline,
both separately and in combination. Fifty Wistar rats underwent spinal cord injury at
the T8-T10 level and were randomly assigned into five groups (n = 10 per group)
according to the following protocols: Group 1: sham (laminectomy only), Group 2:
saline, Group 3: riluzole, Group 4: minocycline, and Group 5: riluzole + minocycline.
The animals were evaluated using the Basso, Beattie, and Bresnahan scale (BBB),
the ladder beam walking test and for the presence of neurogenic bladder for a period
of six weeks. Histological analysis of the spinal cord was also performed using
hematoxylin-eosin and Luxol fast blue staining. Minocycline, both alone and in
combination with riluzole, demonstrated faster neurological recovery based on the BBB
scale compared to the other groups (p < 0.001); however, no statistically significant
differences were found between groups at six weeks (p > 0.999). In motor assessment
using the ladder beam walking test, all pharmacologically treated groups showed
superior neurological and functional performance compared to the saline group (p <
0.05); the riluzole + minocycline group presented results comparable to the sham
group (p > 0.999). Minocycline, whether used alone or in combination with riluzole,
significantly reduced the duration of neurogenic bladder when compared to the other
groups (p < 0.001). Histological analysis did not reveal statistically significant
differences suggesting superiority of any specific intervention. This study supports the
hypothesis of functional improvement following spinal cord trauma with the use of
riluzole and minocycline and suggests a potential additive benefit when both are
combined.

Keywords: Spinal cord injuries. Spinal cord. Riluzole. Minocycline. Rats, Wistar.
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Atualmente, a lesdo medular € uma das principais causas de deficiéncia
fisica em todo o mundo afetando milhdes de pessoas. Sua ocorréncia reduz
significativamente a qualidade e também a expectativa de vida dos pacientes, além
do impacto financeiro implicado com gastos em saude, fundos previdenciarios e
perda da capacidade laboral’.

Apesar da real incidéncia da lesdao medular traumatica no Brasil ser
desconhecida, estima-se que seja em torno de 71 novos casos por milhdo
habitantes/ano. Dentre as principais causas do trauma raquimedular (TRM) no
Brasil, destacam-se os acidentes automobilisticos, queda de altura, mergulho em
agua rasa e ferimentos por armas de fogo e branca?. Tal epidemiologia sofre
alteracdes a depender da regido, sexo, faixa etaria, nivel de escolaridade e entre
grandes centros e cidades de pequeno porte3. No Brasil, o principal grupo vitima
de TRM séao pacientes jovens do sexo masculino e com baixo nivel de escolaridade,
embora haja um aumento gradativo do TRM em idosos devido as quedas nesta
populagdo3->.

Além das causas classicas de TRM, & importante mencionar os eventos
iatrogénicos como fator etioldgico em expansao pelo envelhecimento da populacao
e pelo aumento de procedimentos invasivos realizados. As principais condigdes
deste grupo sdo resultantes de cirurgias e procedimentos invasivos da coluna
vertebral, tratamentos de aneurismas de aorta, embolizagbes, procedimentos
anestésicos, hematomas espontaneos por uso de anticoagulantes e uso de outros
medicamentos, como a quimioterapia intratecal. Estima-se que 2% dos novos

casos de TRM acontegam por complicagdes cirtrgicas®.
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1.1 FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia da lesdo medular é bifasica e consiste na lesdo primaria, de
natureza fisica ocasionada diretamente pelo trauma, seguida pela lesdo secundaria
(Figura 1). A lesdo secundaria ocorre em decorréncia de um processo celular
complexo e multifatorial com ativagao de uma série de mecanismos fisiopatolégicos
em um periodo de tempo de horas a dias apés o trauma inicial culminando, em ultima
analise, com a morte celular programada (apoptose) e expansao da zona de les&o

neurologica para além do local do trauma’.

Figura 1 - Fisiopatologia da cascata do trauma raquimedular

l [ Trauma raquimedular ]

@) rasede leséo primaria

Lesdo da barreira hemato- C] Fase de lesdo secunddria
= d encefdlica
o

sistema imune ¢ l

Aumento de citocinas pré
inflamatorias (I1L-1B, TNFa)
\ Excitotoxicidade /
Prollfera‘;a.o de astrocitos ] [ + Micréglia ] [ Non-NMDA-r ] [
/ fibrose
/ X
Influxo de Ca** / Na* [ Degradacdo fosfolipidica ]
[ t Receptor FAS ] ; mediada por Ca**

Deseqmllbrlo osmotico

[ Radicais livres ]
Peroxidacdo lipidica

[ 4 Cascatadas caspases }

' membrana

Necrose e apoptose neuronal

’

Dano axonal e desmielinizacdo

[ Lesdo da membrana celular } [ Redugdo da permeabilidade da }

NMDA-R = receptor N-metil-D-aspartato.
Fonte: adaptado de Ishikawa et al.2.

Durante a cascata de lesdo secundaria, o edema contribui com a isquemia,
ocorre a migragao de células inflamatérias como macrofagos e neutrdéfilos para o sitio
do trauma e liberacdo de diferentes citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) com
pico de concentracao local apds 6-12 horas do trauma e periodo de agao por até 4
dias ap6s a lesao. Desequilibrio hidroeletrolitico como hipercalcemia e hipernatremia
intracelular, além de hipercalemia extracelular, sdo outros fatores implicados na lesao.
A hipercalcemia intracelular ativa proteases e leva a disfungdo mitocondrial e morte

celular®.
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Também sao observadas liberacdo de radicais livres, espécies reativas de
oxigénio, peroxidagcdo lipidica e citotoxicidade mediada por aumento
glutamato/aspartato’®'!. Durante este periodo, os produtos da necrose celular (ATP,
DNA e k+) criam um ambiente citotoxico com ativacdo da microglia e mais
recrutamento de macrofagos'?.

Além da limitada plasticidade do sistema nervoso central, com a perda
parenquimatosa, criam-se cavidades que impedem mecanicamente a reestruturacéo
fisica da anatomia neural e da migracao celular reparadora. A hiperproliferagao celular
anbmala, o tecido fibroso circundante (cicatriz glial — hiperproliferagdo de astrécitos) e
a agao de proteoglicanas especificas e glicoproteinas de mielina via proteina quinase
associada a RHO (Rho-ROCK) inibem o crescimento neuronal. Estes mecanismos
associados limitam de forma severa a regeneragéo neural e a remielinizagéo'"'2.

E importante mencionar que tais mecanismos descritos ndo acontecem
isoladamente, mas sim de forma interconectada. Portanto, cada um destes ciclos,
quando iniciado, pode reativar a si e aos outros mecanismos da lesao secundaria,

perpetuando-a e expandindo-a's.
1.2 TRATAMENTO

O tratamento adequado do paciente vitima de TRM se inicia no ambiente extra-
hospitalar com as medidas adequadas do Suporte de Vida Avancado no Trauma®, ja
que cerca de 25% destes pacientes apresentam politraumatismo’™. Os pacientes com
TRM suspeito ou confirmado se beneficiam de imobilizagdo com prancha rigida e/ou
colar cervical seguida de transferéncia para hospitais terciarios com equipe
multidisciplinar (cirurgides de coluna, intensivistas, enfermeiras e fisioterapeutas
especializados) treinada em suporte a pacientes com TRM'®.

A principal modalidade de tratamento na fase aguda do TRM ainda € a cirurgia
descompressiva em até 24 horas'®'”. Os pacientes submetidos a cirurgia
descompressiva precoce (< 24 horas) apresentam dois niveis superiores de avaliagéo
na Escala de Deficiéncia da Associagcdo Americana de Lesdo Medular (ASIA) quando
comparados aqueles com descompressao tardia’®.'é,

O tratamento com corticosteroides ainda €& controverso pois o seu beneficio
principal reside com a infusdo precoce, em menos de 8 horas do trauma, com aumento

de efeitos colaterais devido ao seu uso em altas doses, como pneumonia e sepse’®. As
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diretrizes do Grupo de trabalho para questdes de osteossintese — Coluna (AO-SPINE)
orientam o uso de metilprednisolona por 24 horas, tendo seu inicio em até 8 horas apos
o trauma, em paciente sem contraindicagdes clinicas ao seu uso?°.

A fase secundaria do trauma gera edema e isquemia neural, sendo a
hipotensao e a hipdxia, portanto, fatores importantes no desfecho clinico. Dois estudos
demonstraram que a pressao arterial média acima de 85 mmHg-90 mmHg esta
relacionada com melhores resultados clinicos?'22.

Embora o tratamento do TRM nao tenha mudado substancialmente nas ultimas
décadas, o estudo continuo da fase secundaria e o melhor entendimento de seus
multiplos mecanismos de lesdo possibilitaram o desenvolvimento de diferentes
estratégias de tratamento neuroprotetoras, principalmente em modelos animais’".

Diversos estudos em periodo pré-clinico com acdo em diferentes componentes
da fase secundaria ja estdo em andamento sendo as terapias mais promissoras o
riluzole, a minociclina, o magnésio, o fator de crescimento derivado de fibroblasto, o
fator estimulador de colénias de granuldcitos, o fator de crescimento de hepatdcito e

a glibenclamida?324,

1.3 TERAPIAS FARMACOLOGICAS ASSOCIADAS

O avanco no entendimento dos mecanismos envolvidos na fase secundaria do
TRM revelou a existéncia de multiplas vias patolégicas inter-relacionadas, capazes de
amplificar reciprocamente o dano tecidual por meio de ciclos de retroalimentagéo
inflamatoria, excitotoxica e apoptdtica?®. Neste contexto, é postulado que o bloqueio
concomitante de mais de uma destas vias tenha efeito sinérgico em diminuir a
resposta secundaria ao TRM".

Com base nos conhecimentos atuais sobre os eventos bioquimicos e celulares
que compdem essa fase secundaria, e considerando os mecanismos de acao
complementares de agentes com eficacia ja demonstrada de forma isolada, este estudo
selecionou o riluzole e a minociclina como candidatos terapéuticos combinados. O
riluzole atua predominantemente na modulagcéo da excitotoxicidade por glutamato e na
estabilizagcado de canais de sodio, enquanto a minociclina apresenta propriedades anti-
inflamatdrias e antiapoptéticas, com potencial neuroprotetor. A hipétese central € que a
associagao desses farmacos possa potencializar os efeitos benéficos observados em

monoterapia, ampliando a neuroprote¢ao no contexto do TRM (Figura 2).
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Figura 2 - Fisiopatologia do trauma raquimedular e atuagao da minociclina e do riluzole
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NMDA-R = receptor N-metil-D-aspartato.
Fonte: adaptado de Ishikawa et al.8.

1.3.1 Riluzole

O riluzole é um benzotiazol, bloqueador do canal de sédio, com resultados
neuroprotetores promissores em estudos animais e humanos. Atualmente, é utilizado
em humanos no tratamento da esclerose lateral amiotréfica e em disturbios
psiquiatricos. Seus efeitos neuroprotetores se devem primariamente a melhor
regulagédo do equilibrio ibnico do calcio e do sédio além de bloquear os mecanismos
de lesdo celular mediados pelo glutamato26. A les&o celular torna a membrana celular
altamente permeavel ao influxo de sddio, por meio de canais de sédio voltagem-
sensiveis induzidos pelo trauma, com consequente aumento intracelular de calcio,
acidose e edema celular?®2’. O aumento de sodio e potassio intracelular também
levam ao aumento da secregcado de glutamato. O excesso de glutamato na fenda
sinaptica hiperexcita os neurénios, eventualmente, levando-os ao edema e morte?°.

Ha pesquisas acerca da capacidade do riluzole em diminuir o dano neuroldgico
e melhorar os desfechos sensitivo-motores e eletrofisiologicos em animais?®2°.

Baseado em tais resultados, ja estdo em andamento estudos clinicos Fase I/1130-32,
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Até o presente momento foram encontrados 37 estudos de intervencéo
envolvendo lesdo medular e uso terapéutico de riluzole. Destes, ha trés estudos
clinicos randomizados em andamento, 26 estudos animais e oito estudos
farmacoldgicos. Em termos gerais, foram analisados a performance em testes
motores, decréscimo nociceptivo e diminuicdo da espasticidade com resultados
animadores. Também foram notados possiveis ganhos eletrofisiologicos e
preservacgdo de células neurais circundantes a area de les&o primaria3s.

Portanto, os principais efeitos do riluzole teoricamente seriam por meio da
reducao do sddio intracelular e reestabelecimento dos trocadores Na*/Ca*, do sistema
antiporter Na*/H*. O riluzole também é conhecido por inibir a liberagao pré-sinaptica
de glutamato dependente de influxo Ca?*26:34.35,

1.3.2 Minociclina

Outro farmaco com potencial de modular a resposta secundaria no traumatismo
raquimedular € a minociclina, um antibiético de segunda geragdo da classe das
tetraciclinas®@. Estudos pré-clinicos ja demonstraram seu beneficio em patologias
como esclerose multipla, isquemia cerebral e Doenga de Huntington''-37.

A minociclina evita a apoptose dos oligodendrécitos e apresenta efeitos anti-
inflamatorios importantes por inibir a ativagao microglial e liberagdo da IL-13, TNF-q,
ciclogenase-2 e metaloproteinases3®3°. Além disso, sugere-se que a minociclina iniba
a disfungdo mitocondrial, promova a inativagado de radicais livres, iniba a agdo de
metaloproteases, ciclo-oxigenases (COX) e lipo-oxigenases (LOX) e interrompa a
deflagracdo da apoptose*®4!. A minoclina também inibe por vias alternativas ao
riluzole, a excitotoxicidade por glutamato*'.

Similarmente ao riluzole, embora em menor numero, estudos animais com a
minociclina demonstraram redugao da area de lesdo em analises histopatologicas e
melhores desfechos clinicos com seu uso. Um estudo clinico fase [1*2 demonstrou que
pacientes com lesdo medular cervical incompleta que receberam minociclina tiveram
uma melhor recuperacdo motora que o placebo. Atualmente, um estudo clinico fase
3, “Minocycline in Acute Spinal Cord Injury (MASC)”, esta em curso?®.

Percebe-se, portanto, que a minociclina € um medicamento também
potencialmente capaz de diminuir os efeitos secundarios do TRM por multiplas vias*'.
Também é notorio que os mecanismos de agao da minociclina em tais vias s&o

diferentes dos postulados ao riluzole.



2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a preservagao neuroldgica histoldgica e a recuperagao funcional motora
de ratos Wistar com paraplegia cirurgicamente provocada seguida de inje¢cado de

riluzole isoladamente, minociclina isoladamente, riluzole e minociclina associados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a recuperacao funcional dos animais submetidos a lesdo medular por
compressao seguida da injecdo de riluzole isoladamente, minociclina isoladamente,
riluzole e minociclina associados pela escala de Basso, Beatie e Bresnahan por 6
semanas.

Avaliar a recuperagao motora integrada e proprioceptiva dos animais
submetidos a lesdo medular por compressao seguida da injegao riluzole
isoladamente, minociclina isoladamente, riluzole e minociclina associados pela
Escada no Plano Horizontal (EPH) ao final das 6 semanas de estudo.

Avaliar a recuperagao da bexiga neurogénica nos animais submetidos a lesédo
medular por compressdo, seguida da administracdo de riluzole isoladamente,
minociclina isoladamente e da associagdo de riluzole com minociclina apds 6
semanas.

Avaliar a magnitude da lesdo e a preservacao histolégica neural apos 6
semanas do trauma raquimedular seguido da injecdo dos medicamentos conforme

protocolo por meio da coloragao por hematoxilina-eosina e luxol fast-blue.



3 METODOS
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3.1 ETICA

O protocolo de pesquisa foi submetido e recebeu aprovagdo da Comissao
Cientifica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP), bem como da
Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesp) do Hospital das
Clinicas da FMUSP, por meio da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob
o protocolo no 1249/2019 (Anexo A).

Os animais utilizados neste estudo foram obtidos no Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, onde s&o mantidos sob
rigoroso controle sanitario, reduzindo o risco de ocorréncia de doengas. A
manipulacédo dos animais foi conduzida por um profissional experiente e devidamente
treinado, vinculado ao Laboratdrio de Lesdo Medular do Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Toda a pesquisa foi conduzida de maneira ética, seguindo os critérios
estabelecidos pelo Conselho Canadense de Cuidados com Animais (CCAC) e pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
3.2 MANIPULACOES DOS ANIMAIS E AMOSTRAGEM

Para a realizagdo deste projeto, foram utilizados 50 ratos da linhagem Wistar
com aproximadamente 60 dias de vida pds-natal (P60). Os animais foram obtidos do
Biotério de Criagao do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo
e mantidos no Centro de Pesquisa do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital
das Clinicas da FMUSP, com temperatura controlada (20 °C -22 °C), ciclo claro/escuro
de 12 horas, e foram alimentados com rag&o balanceada e agua ad libitum.

No momento da recepc¢ao, todos 0os animais passaram por uma avaliagao para
verificar suas condigbes gerais, incluindo a aparéncia da pelagem e estado clinico,
assegurando a normalidade de ambos. Além disso, foram analisados quanto a
motricidade, garantindo que apresentassem movimentos normais. Somente o0s
animais que atenderam a esses critérios foram incluidos no estudo.

Antes do inicio do estudo, os animais passaram por um periodo de treinamento
continuo para se familiarizarem com o manuseio pelos pesquisadores e serem
estimulados a se movimentar por meio de um processo de condicionamento. Esse

procedimento teve como objetivo facilitar a avaliagdo da fungdo motora apos a leséo.
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Os critérios de exclusao foram: (1) morte apds a indugao da lesao medular; (II)
presengca de anomalias visiveis na regido lesionada da medula espinhal; (lIl)
ocorréncia de autofagia ou mutilagdo entre os animais; e (IV) capacidade de
locomogado normal na primeira avaliagdo apds a lesédo, alcancando 21 pontos na
escala de BBB de avaliagao funcional.

O tamanho da amostra foi calculado de acordo com a féormula N = [472(zcrit
+zpwr)2]/D2 (Eng, 2003), onde N é o numero de amostras, ? € o desvio padrao
assumido de cada grupo (que assumiu-se ser 20%, igual para cada grupo acima
discriminado), zcrit € o valor correspondente ao critério de significancia (neste estudo
igual a 0,05), zpwr € o valor correspondente ao poder estatistico (neste estudo igual a
0,90) e D é a diferenga minima esperada entre duas meédias (que assumiu-se como
45%). Com estes parametros, definou-se que o numero da amostra deveria ser 8,3, 0
qual foi arredondado para o préximo numero inteiro, totalizando 9 ratos por grupo.
Ademais, devido a dificuldade da cirurgia, adicionou-se uma margem no numero de
animais de 10%, totalizando 10 animais por grupo.

O presente projeto, bem como os cuidados e manejo dos animais no pré e pos-
operatério, foram avaliados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais da FMUSP e
foram realizados de acordo com o Principio Humanitario da Experimentacdo Animal,

ou principio dos 3Rs (Replacement, Reduction and Refinement).
3.3 LESAO MEDULAR E CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Os animais operados sofreram lesdo medular e aplicagdo de materiais
poliméricos. Para isto, receberam injecao intramuscular de pentabidtico e cloridrato
de tramadol na dose de 25 mg/kg uma hora antes da cirurgia®3.

Com o uso de uma caixa de acrilico, os animais foram induzidos a anestesia
com isoflurano (1,5-2,0 vols.%) em 100% de oxigénio. Apds sedacdo leve, uma
mascara foi colocada para cobrir todo o focinho do animal levando a um plano
anestésico mais profundo para entédo realizar-se a tricotomia e limpeza da regido
dorsal que foi submetida a incisdo por material cirurgico.

As lesbes foram produzidas obedecendo o protocolo internacional Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS)** pelo sistema NYU (Universidade de Nova
lorque) Impactor*® (Figura 3).
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Figura 3 - Calibracao do MASCIS Impactor

Fonte: acervo pessoal do autor.

As lesbes foram feitas utilizando-se o NYU Impactor, a uma altura de 12,5 mm
(lesdo moderada) em todos os ratos (Figura 4). Para isso, realizou-se uma
laminectomia que expos a medula espinhal da seguinte forma: na linha média dorsal,
realizou-se uma incisdo na pele para se expor T8-T12. Os musculos nos processos
espinhosos de T9-T11 foram afastados. Em casos de hemorragia, foi utilizado um
coagulador bipolar. Com um alicate, removeu-se o arco posterior de T9 e T10
comecgando pela borda caudal de T10 e retiraram-se pequenos fragmentos ao longo
da lamina de T10 com o alicate orientado cranialmente até T9. O processo espinhoso
de T8 e a medula foram mantidos intactos. Certificou-se que a via de acesso
acomodaria a cabega do Impactor com uma margem maior que 2 mm?“.

Apds a leséo, o sitio da lesdo da contuséo foi inspecionado e lavado com
solugao fisioldégica de cloreto de sodio a temperatura ambiente. Foi realizada a
aproximacao dos planos teciduais musculares, fasciais e da pele com sutura de ponto

simples com fio nylon monofilamentado 2.0.
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Figura 4 - Sequéncia de tempos cirargicos. A) Anestesia e sedagao; B) Dissecgdo e
laminectomia; C) Posicionamento para lesdo medular; D: Fechamento por
planos

Fonte: acervo pessoal do autor.

Foi aplicada nos animais uma dose de cloridrato de tramadol 25 mg/kg por 3
dias de 8 em 8 horas ap6s o procedimento. Os animais que apresentaram bexiga
neurogénica foram submetidos a massagem para esvaziamento vesical 2 vezes por
dia.

Os ratos foram realocados para as mesmas gaiolas de origem sob as mesmas
condigdes ambientais. Essas condi¢des incluiram manejo adequado, alimentagao ad
libitum, substituicdo periddica da maravalha e higienizagdo da gaiola, que foram
mantidas até a conclusédo do experimento.

Durante esse periodo, os animais foram monitorados para identificar possiveis
mutilacoes, infeccdes ou quaisquer outras alteragdes que pudessem representar

critérios de exclusdo ou complicagdes.
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3.4 GRUPOS DE ESTUDO

Os animais foram alocados de forma randémica em 5 grupos: O grupo 1 foi
submetido a laminectomia isolada (sham). O grupo 2, salina, foi submetido a
laminectomia seguida de lesdo medular e soro fisiologico (SF). O grupo 3 foi
submetido a laminectomia/lesdo medular e tratamento com riluzole. O grupo 4 foi
submetido a laminectomia/lesdo medular e tratamento com minociclina. O grupo 5 foi

submetido a laminectomia/lesdo medular e tratamento com minociclina + riluzole.
3.5 PROTOCOLO RILUZOLE

O protocolo terapéutico consiste em 5 mg/kg de riluzole (RILUZOLE, R116-
solid, Drogavet, Sao Paulo, SP, Brasil) dissolvido em 0,1 mol/L de acido cloridrico
diluido com salina tamponada em fosfato a 10 mg/mL aplicados intraperitonialmente
em 15 minutos e 60 minutos apds o trauma, e entdo, duas vezes ao dia nos 3 dias
subsequentes. A dose escolhida foi baseada nos estudos de Wu et al.*’” que
reportaram taxas de sobrevivéncia de 92,3% caso fossem aplicadas 2 doses diarias
de até 6 mg/kg e de forma analoga a maioria dos estudos atuais que utilizam a dose
de 5 mg/kg de riluzole em doses Unicas ou seriadas*.

3.6  PROTOCOLO MINOCICLINA

Para a infusao intraperitoneal de minociclina (MINOCICLINA, Drogavet, Sédo
Paulo, SP, Brasil), foi definida a dose de 45 mg/kg aplicada com 15 minutos e 60
minutos apos o trauma medular, e entdo, duas vezes ao dia nos 3 dias subsequentes
de forma similar a realizada com o riluzole. A dose escolhida foi baseada nos estudos
de Festoff et al.*® e Aras et al.5% que mostraram que o efeito da minociclina é dose-

dependente com melhores resultados na dose de 90 mg/kg nas primeiras 24 horas.
3.7 PROTOCOLO MINOCICLINA/RILUZOLE

Os ratos do grupo 5 receberam ambas as drogas de forma analoga ao

previamente detalhado.

3.8 TESTES COMPORTAMENTAIS PARA AVALIAGAO DA FUNGAO MOTORA
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3.8.1 Avaliagao pela escala de Basso, Beattie e Bresnahan

A avaliagao da fungao motora dos animais apds a lesdo medular, bem como a
quantificacdo da recuperacao funcional, no decorrer do tempo foi realizada pela escala
de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)®!, sempre no mesmo horario e local, sem
identificacdo entre os grupos (teste cego) por 6 semanas. Para a analise
comportamental, foram avaliados 10 animais em cada um dos cinco grupos
totalizando 50 animais. Cada animal foi entdo classificado por meio de uma pontuacao
que varia de 0 a 21, sendo 0, os animais com paraplegia total do membro, e 21, os

animais com atividade locomotora normal (Quadro 1).
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Quadro 1 - Escala de avaliagao locomotora de Basso, Beattie e Bresnahan

Escala de classificagao, de 21 pontos, de Basso, Beattie e Bresnahan
(00) Nenhum movimento do membro posterior;

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

(02) Movimento amplo de uma articulagéo, ou movimento amplo de uma articulagao e movimento
discreto de outra articulagao;

03) Movimento amplo de duas articulagdes;

04) Movimento discreto das trés articulagbes do membro posterior;

05) Movimento discreto de duas articulagdes e movimento amplo da terceira;
06) Movimento amplo de duas articulagbes e movimento discreto da terceira;

) Movimento amplo das trés articulagbes do membro posterior;

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

(09) Posicionamento plantar da pata com sustentagdo do peso do corpo, na posigao estatica
somente, ou passos dorsais com sustentacao de peso ocasional, frequente, ou constante e
sem passos plantares;

(10) Passos plantares ocasionais, com sustentacdo de peso, mas sem coordenagao entre o
membro anterior e posterior;

(11) Passos plantares com sustentacao de peso, de frequentes a constantes e sem coordenagao
entre o membro anterior e o posterior;

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

(13) Passos plantares com sustentagdo de peso, de frequentes a constantes e coordenagao
frequente entre o membro anterior e o posterior;

(14) Passos plantares com sustentagao de peso constante, com coordenagao constante entre o
membro anterior e o posterior; posi¢do da pata predominantemente rodada (externamente
ou internamente) durante a locomogao, quando é feito o contato inicial com a superficie,
bem como, justamente antes que ela seja levantada ao final da fase de apoio, ou passos
plantares frequentes, coordenagao constante entre o0 membro anterior e o posterior, e
passos dorsais ocasionais;

(15) Passos plantares e coordenagado constante entre 0 membro anterior € o posterior; sem
abertura dos dedos, ou abertura ocasional dos dedos, durante o avango do membro para
frente; a posi¢ao da pata € predominantemente paralela ao corpo no contato inicial;

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

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

(18) Passos plantares e coordenagéo constante entre o0 membro anterior e o posterior, durante
0 andar; a abertura dos dedos ocorre constantemente durante o avango do membro para
frente; a posicdo da pata é predominantemente paralela ao contato inicial e rodada ao ser
levantada;

(19) Passos plantares e coordenagéo constante entre o0 membro anterior e o posterior, durante
0 andar; a abertura dos dedos ocorre constantemente durante o avango do membro para
frente; a posicdo da pata é predominantemente paralela ao contato inicial e ao ser
levantada; cauda esta abaixada durante parte ou durante todo o tempo;

(20) Passos plantares constantes e andar constantemente coordenada; constante abertura dos
dedos; a posicdo da pata é predominantemente paralela ao contato inicial e ao ser
levantado; cauda constantemente erguida e tronco instavel;

(21) Passos plantares constantes e andar coordenado; constante abertura dos dedos; a posi¢éao

da pata é predominantemente paralela em todas as posi¢des; estabilidade do tronco

constante e cauda constantemente erguida.
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3.8.2 Avaliacao pela Escada em Plano Horizontal

A avaliagdo da fungcdo motora integrada e proprioceptiva dos animais foi
realizada pela EPH®%2-%5, O método de avaliagédo funcional por meio da EPH consiste
na observagédo da movimentag&o do animal em um plano horizontal formado por filetes
de ferro de 0,4 cm de didmetro dispostos a uma distancia de 1,5 cm. A plataforma
apresenta 100 cm de comprimento, 35 cm de largura e é suspensa a 46 cm.

Os animais foram previamente treinados a caminhar pela plataforma sendo que
necessariamente devem apoiar-se nos filetes de ferro para n&o cairem. Eles foram
estimulados a cruzar a plataforma para alcangar 4gua com agucar do lado oposto.

O teste tem por intuito analisar a fungao proprioceptiva dos animais, a
integragdo do movimento das patas anteriores com as patas posteriores. Além disso,
o teste da escada horizontal limita movimentos adaptativos dos ratos com lesao
medular por necessidade de movimentos especificos e integrados.

Os parametros analisados foram o numero de passos, o numero de acertos
(passada com boa preensdo da pata traseira do camundongo ao filete de ferro),
numero de erros (erros com padrdo aleatorio, presente mesmo em animais nao
submetidos a lesdo medular experimental) e numero de escorregdes (erros
decorrentes de falha neuroldgica - proprioceptiva e motora). Os ratos percorreram a
Escada Horizontal trés vezes e usou-se a média para a analise estatistica final. Foram
realizadas duas avaliagdes, a primeira antes da lesdo medular e a segunda apés 6
semanas de seguimento.

Sao considerados como escorregdes, padrao de falhas neuroldgicas dos ratos
durante suas passagens pela escada horizontal, passos sem contato com o degrau,
contato com a regido dorsal da pata posterior do animal ou passos seguidos de perda

do equilibrio ou da preensao apds contato inicial®?-°455,

3.8.3 Avaliacao de bexiga neurogénica

Os animais do estudo foram avaliados quanto a presenca ou auséncia de
bexiga neurogénica apos lesdo medular. A avaliagéo foi realizada 2 dias ap6s o TRM
e repetida semanalmente até a 6 semana, concomitantemente a avaliagdo pela
escala de BBB.
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3.9 COLORACAO POR HEMATOXILINA-EOSINA E LUXOL FAST BLUE

Apés 6 semanas de avaliagao comportamental, os animais foram submetidos
a eutanasia por perfusdo transcardiaca sob anestesia. Os animais receberam
overdose de uretana e foram perfundidos em solugdo de paraformaldeido 4% em
tampao fosfato (PB), em pH fisioldgico. Um segmento de 1 cm da medula espinhal foi
dissecado e colocado em sacarose a 4 °C overnight para crioprotegéo. Os segmentos
da medula espinhal foram emblocados em crioprotetor OCT para a preparagao de
cortes sagitais em laminas gelatinizadas com a ajuda de um criostato (Leica). As
laminas contendo os cortes foram submetidas a uma bateria de coloracéo e lavagens
incluindo 30 segundos em agua MiliQ®, 1 minuto em solugdo de hematoxilina-eosina
(HE), 10 segundos em agua MiliQ®, 3 segundos em agua amoniacal, 5 segundos em
agua MiliQ®, 5 segundos em solugdo de eosina, 1 segundo em agua MiliQ®, 5
segundos em alcool 96%, 5 segundos em alcool 99,9% e 5 segundos em xilol. Outras
laminas analogas foram submetidas a coloragéo por LFB, um marcador de mielina,
por 4 horas.

O servigo de patologia analisou e classificou todos os fragmentos de acordo
com a presenga de necrose, hemorragia, hiperemia, degeneracdo da substancia
nervosa (cistica) e infiltrado celular, utilizando uma escala de graduagao: 0 para
auséncia, 1 para discreta, 2 para moderada e 3 para acentuada. Os patologistas
realizaram a avaliagdo de forma cega, ou seja, sem conhecimento prévio sobre a qual

grupo pertenciam as amostras das medulas dos ratos.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

As medidas de peso inicial, final e ganho de peso foram descritas segundo
grupos com uso de medidas resumo (média e desvio padrdo) e o tempo de bexiga
neurogénica foi descrito com uso de medidas resumo (média, desvio padréo, mediana
e quartis)®® e comparados entre os grupos com uso de analises de variancias
(ANOVA) e teste Kruskal-Wallis, seguidos de comparagdes multiplas de Bonferroni ou
Dunn, respectivamente®’.

A escala de BBB foi descrita segundo grupos e momentos de avaliagdo com
uso de medidas resumo e comparadas entre os grupos € momentos com uso de
equacgdes de estimacgao generalizadas (EEG) com distribuicdo Poisson e funcéo de
ligacdo identidade assumindo matriz de correlagdes autorregressiva de primeira
ordem [AR(1)] entre os momentos®8.

Os parametros de avaliacbes da EPH foram descritos segundo grupos e
momentos e comparados entre os grupos e momentos com uso de EEG com
distribuicdo normal e fungéo de ligagao identidade assumindo matriz de correlagdes
AR(1) entre os momentos®.

Os resultados das avaliagdes pelas escala BBB e EPH foram seguidos de
comparagoes multiplas de Bonferroni para identificar entre quais grupos € momentos
ocorreram as diferencgas quando significativas®’.

Os parametros da histologia foram descritos segundo grupos com uso de
frequéncias absolutas e relativas e comparados com uso de testes Kruskal-Wallis,
seguidos de comparag¢des multiplas de Dunn.

As analises foram realizadas com uso do software IBM-SPSS for Windows
versdo 22.0 e tabulados com uso do software Microsoft-Excel 2013 e os testes foram
realizados com nivel de significancia de 5%.
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3.11 ANALISE DE RISCO, MEDIDAS DE PROTEGAO E SUSPENSAO DA
PESQUISA

Os animais deste estudo foram provenientes do Centro de Bioterismo da
FMUSP, onde ha rigido controle sanitario, minimizando a chance de prevaléncia de
doencas. A manipulacdo dos animais foi realizada por técnico experiente,
devidamente treinado, pertencente ao Laboratério de Lesdo Medular do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da FMUSP.

Toda a pesquisa foi realizada de forma ética segundo os padrdes estabelecidos
pelo CCAC e pelo COBEA.

Esta pesquisa seria encerrada, caso houvesse processo infeccioso, reacao
imunologica ou qualquer outra alteragdo que ocasionasse sofrimento aos animais do

estudo.



4 RESULTADOS
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4.1 GRUPOS AVALIADOS

Foram concluidos os experimentos nos cinco grupos: grupo 1 (sham), grupo 2
(salina/SF), grupo 3 (riluzole), grupo 4 (minociclina) e grupo 5 (minociclina/riluzole).
Em cada grupo, foram estudados 10 ratos. Nao houve perda de nenhum rato ao longo
do seguimento de 6 semanas nos cinco grupos estudados. Nao foram observados
efeitos adversos ou ndo conformidades com os protocolos de administragao, analise

comportamental e analise histologica.

4.2 ANALISE MORFOMETRICA

Foram realizadas avaliagbes do peso inicial e do percentual de ganho de peso
dos cinco grupos ao longo do experimento (Tabela 1). Na avaliagdo do peso inicial, a
comparagao dos pesos medios do grupo sham (303,3 £ 11,5 g), do grupo salina (298
1+ 42,9 g), do grupo riluzole (293,2 + 24,4 g), do grupo minociclina (274 £ 23,6 g) e do
grupo minocicliana + riluzole (288,8 +14,4 g) ndao apresentou diferenca estatistica (p
=0,133), o que demonstra homogeneidade das amostras em relagao a este parametro

morfomeétrico.

Tabela 1 - Descrigdao dos pesos dos animais e ganho de peso ao longo do experimento
segundo grupos e resultado dos testes comparativos

Variavel - Grupo — — - p
SF Riluzale Sham Minociclina Minociclina + Riluzole
Peso Inicial 298+429 29321244 303,3+115 2741236 2888+ 14,4 0,133
Peso Final 312,1+£422 3223 +226 349,8+187 291,926 307,2+15,5
Ganho de peso (%) 49+23 10,1 £4,7 15,3+ 3,4 6,5+23 6,4+23 <0,001
Anova

Em relagédo ao percentual de ganho de peso, observou-se que houve diferenca
entre os grupos (p < 0,001). Pela Tabela 2, constatou-se que o ganho médio de peso
do grupo sham (15,3 = 3,4) foi estatisticamente maior que nos demais grupos (p <
0,05) e o grupo riluzole (10,1 £ 4,7) teve maior ganho de peso que o grupo SF (4,9 +
2,3) (p = 0,005). Nao houve diferenga de ganho de peso na analise comparativa dos

demais grupos.
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Tabela 2 - Resultado das comparagées do ganho de peso entre os grupos

Comparagéo Diferenga Erro IC (95%)
média padrao Inferior  Superior

SF - Riluzole -5,24 1,40 0,005 -9,37 -1,12
SF - Sham -10,44 1,40 <0,001 -14,57 -6,32
SF - Minociclina -1,67 1,40 >0,999 -5,80 2,45
SF - Minociclina + Riluzole -1,53 1,40 >0,999 -5,66 2,59
Riluzole - Sham -5,20 1,40 0,006 -9,32 -1,07
Riluzole - Minociclina 3,57 1,40 0,140 -0,55 7,70
Riluzole - Minociclina + Riluzole 3,71 1,40 0,108 -0,41 7,84
Sham - Minociclina 8,77 1,40 <0,001 4,65 12,90
Sham - Minociclina + Riluzole 8,91 1,40 <0,001 4,79 13,04
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,14 1,40 >0,999 -3,99 4,26

Comparagdes muitiplas de Bonferroni

4.3 ANALISE DE FUNCIONALIDADE (ESCALA DE BBB)

Antes do procedimento cirurgico, nenhum animal apresentou déficit
neurologico. Todos foram classificados com 21 pontos (pontuagdo maxima) na escala
de BBB. O grupo sham permaneceu com 21 pontos durante todo o seguimento, o que
confirma que o préprio procedimento de laminectomia isoladamente n&o resultou em
nenhum dano funcional ou viés de analise.

Em todos os momentos de avaliagdo, o grupo sham apresentou pontuagao
média na escala de BBB estatisticamente maior que os demais grupos (p < 0,001)
(Grafico 1). Observou-se que os grupos SF e riluzole apresentaram uma melhora
neuroldgica progressiva, porém menos acentuada quando comparados aos grupos
minociclina e minociclina + riluzole. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos ao longo do periodo analisado.
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Grafico 1 -Perfis médios da escala de BBB segundo grupos e respectivos erros

padroes
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Além disso, nao foi identificada a estabilizagdo da melhora neurolégica em

nenhum dos grupos, fendmeno esperado apds determinado periodo posterior ao

TRM. Esse achado sugere que, dentro da janela temporal analisada, a recuperagéo

funcional ainda se encontrava em progresso, sem atingir um platé de estabilizagéo.

A andlise dos escores na escala de funcionalidade de BBB ao longo do periodo

de observacgédo revelou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos

experimentais, bem como uma interagc&o temporal relevante (Tabela 3). A comparagéo

entre os diferentes momentos de avaliacdo evidenciou uma evolugao distinta nos

padrdes de recuperagao funcional entre os grupos tratados.

Tabela 3 - Descri¢ao da escala de funcionalidade de BBB segundo grupos e momentos
de avaliagao e resultado dos testes comparativos

Grupo

Momento SF Riluzole Sham& Minociclina __ Minociclina + Rilizole P Grpe P Momento P interagio
2 dias <0,001 <0,001 0,003
média + DP 0,3+0,48 0,3+0,48 210 0,4+0,7 0,4+0,7
mediana (p25; p75) 0(0; 1) 0(0; 1) 21 (21; 21) 0(0; 1) 0(0; 1)

1 semana

média + DP 0,9+0,74 0,7 £ 0,68 210 0,4 £ 0,52 0,4 £0,52
mediana (p25; p75) 1(0; 1,25) 1(0; 1) 21 (21; 21) 0(0; 1) 0(0; 1)

2 semanas

média + DP 2+0,67 1,9+ 0,57 210 3,3+0,95 3,3+0,95
mediana (p25; p75) 2 (1,75; 2,25) 2 (1,75; 2) 21 (21; 21) 3(2,75; 4) 3(2,75; 4)

3 semanas

média + DP 3+0,94 310,94 210 5,8 +1,55 5,8 +1,55
mediana (p25; p75) 3(2;4) 3(2;4) 21 (21; 21) 6 (4; 7,25) 6 (4; 7,25)

4 semanas

média + DP 5,2+ 1,81 5,2+1,81 21+0 7,6 £1,43 7,6 +1,43
mediana (p25; p75) 4,5 (4; 6,25) 4,5 (4; 6,25) 21 (21; 21) 8 (6,75; 8,25) 8 (6,75; 8,25)

5 semanas

média + DP 6,6 £ 1,84 6,6 + 1,84 210 8,56+1,43 8,7+1,16
mediana (p25; p75) 7 (4,75; 8,25) 7 (4,75; 8,25) 21 (21; 21) 8,5 (7,75; 9,25) 8,5 (8; 9,25)

6 semanas

média + DP 7,8+2,1 7,8+2,1 21+0 10 £ 1,49 11,7 £ 1,42
mediana (p25; p75) 7,5 (6; 9,25) 7,5 (6; 9,25) 21(21;21) 9,5(9; 12) 11,5 (10,75; 12,5)

EEG com distribuigdo Poisson e fungéo de ligagao identidade, assumindo correlagédo AR(1) entre os momentos; & O grupo Sham n&o participou da andlise
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Especificamente, os grupos SF e riluzole apresentaram uma melhora
estatisticamente significativa a partir da terceira semana poés-lesao (Tabela 4),
enquanto os grupos minociclina e minociclina + riluzole demonstraram um inicio mais
precoce da recuperagdo, com diferengas significativas ja observadas a partir da
segunda semana (Tabela 5). Esse achado é refor¢ado pelo efeito de interagao tempo
X grupo (p_interacdo = 0,003), sugerindo que a resposta terapéutica variou

significativamente conforme o tratamento administrado.

Tabela 4 - Resultado das comparacgées miuiltiplas da escala de BBB entre os momentos
nos grupos SF e riluzole

Grupo Comparagéo Diferenca  Erro IC (95%)
média padrao Inferior  Superior

2 dias - 1 semana -0,60 0,30 >0,999 -1,76 0,56
2 dias - 2 semanas -1,70 0,47 0,104 -3,49 0,09
2 dias - 3 semanas -2,70 0,57 0,001 -4,88 -0,52
2 dias - 4 semanas -4,90 0,74 <0,001 -7,73 -2,07
2 dias - 5 semanas -6,30 0,83 <0,001 -9,47 -3,13
2 dias - 6 semanas -7,50 0,90 <0,001 -10,94 -4,06
1 semana - 2 semanas -1,10 0,47 >0,999 -2,88 0,68
1 semana - 3 semanas -2,10 0,61 0,194 -4,41 0,21
1 semana - 4 semanas -4,30 0,78 <0,001 -7,26 -1,34
1 semana - 5 semanas -5,70 0,86 <0,001 -9,00 -2,40
SF 1 semana - 6 semanas -6,90 0,93 <0,001 -10,46 -3,34
2 semanas - 3 semanas -1,00 0,61 >0,999 -3,31 1,31
2 semanas - 4 semanas -3,20 0,82 0,036 -6,33 -0,07
2 semanas - 5 semanas -4,60 0,92 <0,001 -8,11 -1,09
2 semanas - 6 semanas -5,80 0,99 <0,001 -9,58 -2,02
3 semanas - 4 semanas -2,20 0,78 >0,999 -5,17 0,77
3 semanas - 5 semanas -3,60 0,95 0,053 -7,21 0,01
3 semanas - 6 semanas -4,80 1,03 0,001 -8,74 -0,86
4 semanas - 5 semanas -1,40 0,93 >0,999 -4,95 2,15
4 semanas - 6 semanas -2,60 1,10 >0,999 -6,80 1,60
5 semanas - 6 semanas -1,20 1,02 >(0,999 -5,11 2,71
2 dias - 1 semana -0,40 0,27 >0,999 -1,45 0,65
2 dias - 2 semanas -1,60 0,46 0,175 -3,35 0,15
2 dias - 3 semanas -2,70 0,57 0,001 -4,88 -0,52
2 dias - 4 semanas -4,90 0,74 <0,001 -7,73 -2,07
2 dias - 5 semanas -6,30 0,83 <0,001 -9,47 -3,13
2 dias - 6 semanas -7,50 0,90 <0,001 -10,94 -4,06
1 semana - 2 semanas -1,20 0,44 >0,999 -2,90 0,50
1 semana - 3 semanas -2,30 0,59 0,037 -4,56 -0,04
1 semana - 4 semanas -4,50 0,76 <0,001 -7,42 -1,58
1 semana - 5 semanas -5,90 0,85 <0,001 -9,16 -2,64
Riluzole 1 semana - 6 semanas -7,10 0,92 <0,001 -10,62 -3,58
2 semanas - 3 semanas -1,10 0,60 >0,999 -3,39 1,19
2 semanas - 4 semanas -3,30 0,81 0,019 -6,41 -0,19
2 semanas - 5 semanas -4,70 0,91 <0,001 -8,19 -1,21
2 semanas - 6 semanas -5,90 0,98 <0,001 -9,66 -2,14
3 semanas - 4 semanas -2,20 0,78 >0,999 -5,17 0,77
3 semanas - 5 semanas -3,60 0,95 0,053 -7,21 0,01
3 semanas - 6 semanas -4,80 1,03 0,001 -8,74 -0,86
4 semanas - 5 semanas -1,40 0,93 >0,999 -4,95 2,15
4 semanas - 6 semanas -2,60 1,10 >0,999 -6,80 1,60
5 semanas - 6 semanas -1,20 1,02 >(0,999 -5,11 2,71

Comparagdes mdltiplas de Bonferroni
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Tabela 5 - Resultado das comparac¢o6es muiltiplas da escala de BBB entre os momentos
nos grupos minociclina e minociclina + riluzole

Grupo Comparagao Diferenca  Erro IC (95%)
média padrao Inferior  Superior

2 dias - 1 semana 0,00 0,24 >0,999 -0,92 0,92
2 dias - 2 semanas -2,90 0,59 <0,001 -5,17 -0,63
2 dias - 3 semanas -5,40 0,78 <0,001 -8,39 -2,41
2 dias - 4 semanas -7,20 0,89 <0,001 -10,61 -3,79
2 dias - 5 semanas -8,10 0,94 <0,001 -11,70 -4,50
2 dias - 6 semanas -9,60 1,02 <0,001 -13,50 -5,70
1 semana - 2 semanas -2,90 0,55 <0,001 -5,02 -0,78
1 semana - 3 semanas -5,40 0,77 <0,001 -8,35 -2,45
1 semana - 4 semanas -7,20 0,89 <0,001 -10,60 -3,80
1 semana - 5 semanas -8,10 0,94 <0,001 -11,70 -4,50
Minociclina 1 semana - 6 semanas -9,60 1,02 <0,001 -13,50 -5,70
2 semanas - 3 semanas -2,50 0,82 0,863 -5,63 0,63
2 semanas - 4 semanas -4,30 1,01 0,007 -8,15 -0,45
2 semanas - 5 semanas -5,20 1,08 0,001 -9,31 -1,09
2 semanas - 6 semanas -6,70 1,15 <0,001 -11,10 -2,30
3 semanas - 4 semanas -1,80 0,99 >0,999 -5,58 1,98
3 semanas - 5 semanas -2,70 1,15 >0,999 -7,10 1,70
3 semanas - 6 semanas -4,20 1,25 0,28 -8,96 0,56
4 semanas - 5 semanas -0,90 1,08 >0,999 -5,04 3,24
4 semanas - 6 semanas -2,40 1,28 >0,999 -7,28 2,48
5 semanas - 6 semanas -1,50 1,16 >(,999 -5,94 2,94
2 dias - 1 semana 0,00 0,24 >0,999 -0,92 0,92
2 dias - 2 semanas -2,90 0,59 <0,001 -5,17 -0,63
2 dias - 3 semanas -5,40 0,78 <0,001 -8,39 -2,41
2 dias - 4 semanas -7,20 0,89 <0,001 -10,61 -3,79
2 dias - 5 semanas -8,30 0,95 <0,001 -11,95 -4,65
2 dias - 6 semanas -11,30 1,10 <0,001 -15,50 -7,10
1 semana - 2 semanas -2,90 0,55 <0,001 -5,02 -0,78
1 semana - 3 semanas -5,40 0,77 <0,001 -8,35 -2,45
1 semana - 4 semanas -7,20 0,89 <0,001 -10,60 -3,80
Minocicli 1 semana - 5 semanas -8,30 0,95 <0,001 -11,94 -4,66
N I:zﬁﬁlz(;:za 1 semana - 6 semanas 11,30 1,10  <0,001 -1550  -7,10
2 semanas - 3 semanas -2,50 0,82 0,863 -5,63 0,63
2 semanas - 4 semanas -4,30 1,01 0,007 -8,15 -0,45
2 semanas - 5 semanas -5,40 1,09 <0,001 -9,55 -1,25
2 semanas - 6 semanas -8,40 1,22 <0,001 -13,07 -3,73
3 semanas - 4 semanas -1,80 0,99 >0,999 -5,58 1,98
3 semanas - 5 semanas -2,90 1,16 >0,999 -7,33 1,53
3 semanas - 6 semanas -5,90 1,31 0,003 -10,91 -0,89
4 semanas - 5 semanas -1,10 1,09 >0,999 -5,26 3,06
4 semanas - 6 semanas -4,10 1,34 0,824 -9,21 1,01
5 semanas - 6 semanas -3,00 1,22 >0,999 -7,67 1,67

Comparagdes multiplas de Bonferroni

Os resultados apresentados na Tabela 6 indicam que, apesar da tendéncia

observada de melhora precoce na escala de Locomogao de BBB nos grupos tratados

com minociclina e minociclina + riluzole em relagéo aos grupos SF e riluzole, nao foi

identificada significancia estatistica entre os grupos em nenhum dos momentos

avaliados (p > 0,05). Essa auséncia de significancia estatistica sugere que as

diferencas observadas podem ser atribuidas ao acaso, reforcando a necessidade de

maior rigor na interpretagao clinica dos dados e desenho de estudos futuros.
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Tabela 6 - Resultado das comparag6es muiltiplas da escala de BBB entre os grupos em
cada momento avaliado

Momento Comparagio Diferenca  Erro IC (95%)
média padrao Inferior  Superior
SF - Riluzole 0,00 0,25 >0,999 -0,94 0,94
SF - Minociclina -0,10 0,27 >0,999 -1,1 0,91
2 dias SF - Minociclina + Riluzole -0,10 0,27 >0,999 -1,11 0,91
Riluzole - Minociclina -0,10 0,27 >0,999 -1,11 0,91
Riluzole - Minociclina + Riluzole -0,10 0,27 >0,999 -1,11 0,91
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,00 0,28 >0,999 -1,08 1,08
SF - Riluzole 0,20 0,40 >0,999 -1,33 1,73
SF - Minociclina 0,50 0,36 >0,999 -0,88 1,88
1 semana SF - Minociclina + Riluzole 0,50 0,36 >0,999 -0,88 1,88
Riluzole - Minociclina 0,30 0,33 >0,999 -0,97 1,57
Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,30 0,33 >0,999 -0,97 1,57
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,00 0,28 >(0,999 -1,08 1,08
SF - Riluzole 0,10 0,62 >0,999 -2,29 2,49
SF - Minociclina -1,30 0,73 >0,999 -4,08 1,48
2 semanas SF - Minociclina + Riluzole -1,30 0,73 >0,999 -4,08 1,48
Riluzole - Minociclina -1,40 0,72 >0,999 -4,16 1,36
Riluzole - Minociclina + Riluzole -1,40 0,72 >0,999 -4,16 1,36
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,00 0,81 >(,999 -3,11 3,11
SF - Riluzole 0,00 0,78 >0,999 -2,96 2,96
SF - Minociclina -2,80 0,94 >0,999 -6,39 0,79
3 semanas SF - Minociclina + Riluzole -2,80 0,94 >0,999 -6,39 0,79
Riluzole - Minociclina -2,80 0,94 >0,999 -6,39 0,79
Riluzole - Minociclina + Riluzole -2,80 0,94 >0,999 -6,39 0,79
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,00 1,08 >0,999 -4.12 4,12
SF - Riluzole 0,00 1,02 >0,999 -3,90 3,90
SF - Minociclina -2,40 1,13 >0,999 -6,72 1,92
4 semanas SF - Minociclina + Riluzole -2,40 1,13 >0,999 -6,72 1,92
Riluzole - Minociclina -2,40 1,13 >0,999 -6,72 1,92
Riluzole - Minociclina + Riluzole -2,40 1,13 >0,999 -6,72 1,92
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,00 1,23 >(0,999 -4,71 4,71
SF - Riluzole 0,00 1,15 >0,999 -4,39 4,39
SF - Minociclina -1,90 1,23 >0,999 -6,60 2,80
5 semanas SF - Minociclina + Riluzole -2,10 1,24 >0,999 -6,83 2,63
Riluzole - Minociclina -1,90 1,23 >0,999 -6,60 2,80
Riluzole - Minociclina + Riluzole -2,10 1,24 >0,999 -6,83 2,63
Minociclina - Minociclina + Riluzole -0,20 1,31 >(0,999 -5,21 4,81
SF - Riluzole 0,00 1,25 >0,999 -4,77 4,77
SF - Minociclina -2,20 1,33 >0,999 -7,30 2,90
6 semanas SF - Minociclina + Riluzole -3,90 1,40 >0,999 -9,24 1,44
Riluzole - Minociclina -2,20 1,33 >0,999 -7,30 2,90
Riluzole - Minociclina + Riluzole -3,90 1,40 >0,999 -9,24 1,44
Minociclina - Minociclina + Riluzole -1,70 1,47 >0,999 -7,33 3,93

Comparagdes multiplas de Bonferroni
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4.4 AVALIACAO DA ESCADA NO PLANO HORIZONTAL

A analise dos dados obtidos nas avaliagcbes pré-intervengao revelou que os
animais dos diferentes grupos experimentais apresentaram desempenhos
semelhantes nos testes da EPH (Tabela 7). Esse achado sugere a homogeneidade
inicial entre os grupos, garantindo condi¢gdes comparaveis para a investigacao dos
efeitos das intervencdes. Conforme apresentado na Tabela 7, verificou-se que, para
todos os parametros avaliados na EPH, houve diferengas estatisticamente
significativas na evolugdo do comportamento médio dos grupos traumatizados ao

longo dos momentos de avaliagéo (p_interacao < 0,05).

Tabela 7 - Descricdo dos parametros da avaliacao da EPH segundo grupos e
momentos de avaliagao e resultado dos testes comparativos

Momento Grupo PG p p 5
SF Riluzole Sham Minociclina  Minociclina + Riluzole rupo Momento I Interagdo

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

Pré

média + DP 43,6 +2,3 43,6 1,2 45,7 + 4,6 455+ 3,7 452 + 3,7

mediana (p25; p75) 43,5(41,8; 45) 44 (43; 44,3) 46 (41,8; 48,5) 44,5 (43; 46,5) 46 (42,3; 48)
Pos

média + DP 8+1,3 12,3+1,6 44,8 +4,5 94+24 12,3+2,1

mediana (p25; p75) 8 (6,8; 9) 12 (11,5; 13,3) 44,5(42,3;46,5) 8,5(7,8; 12) 12 (10,8; 14,3)

Acertos (%) <0,001 <0,001 <0,001
Pré

média + DP 96,9 + 2,1 96,1+2,6 95,6 £0,9 95,6 + 2 96 + 2

mediana (p25; p75) 96,6 (95,4; 98,3) 95,5 (95,3; 98,3) 95,4 (95,1; 95,8) 95,5(93,4;97,7) 95,8 (95; 97,8)
Pos

média + DP 64,4 + 23,5 81,2+ 10,1 96,2 + 2,3 80,8 + 10,4 87,3+6,2

mediana (p25; p75) 70,8 (51,2; 80,2) 81,7 (71,1; 86,4) 95,6 (94,6; 98,3) 82,6 (70,2; 91,7) 86,2 (81,7; 91,7)

Escorregoes (%) <0,001 <0,001 <0,001
Pré

média + DP 1,8+1,7 2,1+2 1,9+1,1 28+1,5 22+1,2

mediana (p25; p75) 2,2 (0; 2,8) 2,3 (0; 2,4) 2,2 (1,6; 2,4) 2,3(2,2;4,4) 2,2 (2,1;2,3)

Pos

média + DP 19+ 11,1 11,5+5,9 1,9+15 106 6,5+ 3,6

mediana (p25; p75) 17,4 (11,1, 29,8) 11,7 (7,7; 16,7) 2,2 (0; 2,8) 11,8 (6,3; 14,9) 7,7 (4,7;9,1)

Erros (%) 0,002 <0,001  <0,001
Pré

média + DP 1,412 1,814 2,5+0,9 1,8+1,5 1,815

mediana (p25; p75) 2,2 (0; 2,3) 2,3 (0; 2,4) 2,2 (2,1;2,4) 2,1(0; 2,3) 2,2 (0; 2,5)

Pos

média + DP 16,6 + 14,3 8,1t6,4 1,4+1,7 9,2+6,8 6,2+4,6

mediana (p25; p75) 11,8 (10,8; 19) 8,8 (0; 14,6) 0,9 (0; 2,3) 11,8 (0; 14,9) 7,7 (0; 9,3)

EEG com distribui¢cdo normal e fungéo de ligagéo identidade, assumindo correlagdo AR(1) entre os momentos

Conforme apresentado na Tabela 8, observou-se que todos os grupos
experimentais, com exceg¢ao do grupo sham (p > 0,999), exibiram uma redugéo
estatisticamente significativa no numero médio de passos ao longo do periodo de
avaliacdo (p < 0,001). Esse achado confirma o impacto substancial da intervengéo na
locomogao dos animais, denotando o declinio da capacidade motora apds o TRM.
Nao houve diferenca estatistica do numero de passos ao final do experimento entre

os diferentes grupos que sofreram TRM.
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Tabela 8 - Comparag¢oes miuiltiplas entre grupos e momentos do nimero de passos

= Diferenga  Erro IC (95%)
Grupo/Momento Comparagdo média padrao Inferior  Superior
SF Pré - Pés 35,60 1,01 <0,001 32,31 38,89
Riluzole Pré - Pés 31,30 1,01 <0,001 28,01 34,59
Sham Pré - Pés 0,90 1,01 >0,999 -2,39 4,19
Minociclina Pré - Pés 36,10 1,01 <0,001 32,81 39,39
Minociclina + Riluzole Pré - Pés 32,90 1,01 <0,001 29,61 36,19
SF - Riluzole 0,00 1,34 >0,999 -4,38 4,38
SF - Sham -2,10 1,34 >0,999 -6,48 2,28
SF - Minociclina -1,90 1,34 >0,999 -6,28 2,48
SF - Minociclina + Riluzole -1,60 1,34 >0,999 -5,98 2,78
Pré Riluzole - Sham -2,10 1,34 >0,999 -6,48 2,28
Riluzole - Minociclina -1,90 1,34 >0,999 -6,28 2,48
Riluzole - Minociclina + Riluzole -1,60 1,34 >0,999 -5,98 2,78
Sham - Minociclina 0,20 1,34 >0,999 -4.18 4,58
Sham - Minociclina + Riluzole 0,50 1,34 >0,999 -3,88 4,88
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,30 1,34 >0,999 -4,08 4,68
SF - Riluzole -4,30 1,34 0,062 -8,68 0,08
SF - Sham -36,80 1,34 <0,001 -41,18 -32,42
SF - Minociclina -1,40 1,34 >0,999 -5,78 2,98
SF - Minociclina + Riluzole  -4,30 1,34 0,062 -8,68 0,08
Pés Riluzole - Sham -32,50 1,34 <0,001 -36,88 -28,12
Riluzole - Minociclina 2,90 1,34 >0,999 -1,48 7,28
Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,00 1,34 >0,999 -4,38 4,38
Sham - Minociclina 35,40 1,34 <0,001 31,02 39,78
Sham - Minociclina + Riluzole 32,50 1,34 <0,001 28,12 36,88
Minociclina - Minociclina + Riluzole -2,90 1,34 >0,999 -7,28 1,48

Comparagdes multiplas de Bonferroni

A Tabela 9 apresenta as comparagdes multiplas entre grupos e momentos em
relacdo ao percentual de acertos, evidenciando alteragdes significativas na
performance ao longo do tempo. Observou-se uma reducao significativa no percentual
médio de acertos entre 0 momento pré e 6 semanas nos grupos SF, riluzole e
minociclina (p < 0,05), sugerindo um declinio no desempenho desses grupos ao longo
do periodo avaliado. Ao analisar as comparagdes entre grupos no momento poés-
intervencao, verificou-se que todos o0s grupos que receberam tratamento
farmacolégico (minociclina, riluzole e minociclina + riluzole) apresentaram
desempenho superior ao grupo SF (p < 0,05), indicando um efeito benéfico do uso
dessas medicacdes na preservagao do percentual de acertos. No entanto, em relagao
aos grupos medicados, o grupo sham demonstrou desempenho superior aos grupos
riluzole e minociclina de forma isolada (p = 0,010 e p = 0,006, respectivamente). Por
outro lado, o grupo minociclina + riluzole mostrou desempenho estatisticamente
equivalente ao grupo sham (p > 0,999), sugerindo que a associagdo dessas
substancias pode mitigar a queda no percentual de acertos observada nos grupos

tratados isoladamente.
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Tabela 9 - Comparagoes muiltiplas entre grupos e momentos do percentual de acertos

= Diferenga  Erro IC (95%)
Grupo/Momento Comparagdo média padrao Inferior  Superior
SF Pré - Pés 32,43 4,28 <0,001 18,48 46,38
Riluzole Pré - Pés 14,86 4,28 0,023 0,92 28,81
Sham Pré - Pés -0,62 4,28 >0,999 -14,57 13,33
Minociclina Pré - Pés 14,86 4,28 0,023 0,91 28,81
Minociclina + Riluzole Pré - Pés 8,65 4,28 >(0,999 -5,30 22,60
SF - Riluzole 0,77 4,07 >0,999 -12,49 14,03
SF - Sham 1,27 4,07 >0,999 -12,00 14,53
SF - Minociclina 1,25 4,07 >0,999 -12,01 14,52
SF - Minociclina + Riluzole 0,92 4,07 >0,999 -12,35 14,18
Pré Riluzole - Sham 0,49 4,07 >0,999 -12,77 13,76
Riluzole - Minociclina 0,48 4,07 >0,999 -12,78 13,75
Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,14 4,07 >0,999 -13,12 13,41
Sham - Minociclina -0,01 4,07 >0,999 -13,28 13,25
Sham - Minociclina + Riluzole -0,35 4,07 >0,999 -13,61 12,91
Minociclina - Minociclina + Riluzole -0,34 4,07 >0,999 -13,60 12,93
SF - Riluzole -16,80 4,07 0,002 -30,06 -3,53
SF - Sham -31,79 4,07 <0,001 -45,05 -18,52
SF - Minociclina -16,32 4,07 0,003 -29,58 -3,05
SF - Minociclina + Riluzole  -22,87 4,07 <0,001 -36,13 -9,60
Pés Riluzole - Sham -14,99 4,07 0,010 -28,25 -1,73
Riluzole - Minociclina 0,48 4,07 >0,999 -12,78 13,74
Riluzole - Minociclina + Riluzole -6,07 4,07 >0,999 -19,33 7,19
Sham - Minociclina 15,47 4,07 0,006 2,21 28,73
Sham - Minociclina + Riluzole 8,92 4,07 >0,999 -4,34 22,18
Minociclina - Minociclina + Riluzole -6,55 4,07 >0,999 -19,81 6,71

Comparagdes muiltiplas de Bonferroni

A Tabela 10 apresenta as comparag¢des multiplas entre grupos e momentos em
relacdo ao percentual de escorregbes, um indicativo de déficits neuroldgicos
subsequentes ao TRM. Antes da les&o (avaliagdo pré), ndo foram observadas
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos, sugerindo condi¢des basais
semelhantes. No entanto, apds a indugao do trauma (avaliagéo pés), os grupos SF e
riluzole foram os unicos que apresentaram um aumento estatisticamente significativo
no percentual médio de escorregdes em relagdo ao momento pré-lesdo (p < 0,001 e
p = 0,002, respectivamente), evidenciando maior comprometimento motor nesses
grupos. Na avaliagao entre grupos no momento poés-leséo, verificou-se que o grupo
SF apresentou um percentual médio de escorregdes significativamente maior em
comparagao a todos os demais grupos (p < 0,05), reforcando a piora funcional na
auséncia de tratamento farmacologico. Além disso, o grupo sham demonstrou menor
percentual de escorregdes quando comparado aos grupos tratados com riluzole e
minociclina de forma isolada (p < 0,001 e p = 0,006, respectivamente), indicando que
esses farmacos, quando administrados isoladamente, ndo foram suficientemente
eficazes para preservar a fungdo motora em nivel semelhante ao controle. Entretanto,

a associacao de minociclina e riluzole apresentou um desempenho estatisticamente
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equivalente ao grupo sham (p > 0,999), sugerindo que a combinagdo dessas

substancias foi capaz de mitigar os déficits motores decorrentes da lesao.

Tabela 10 - Comparagées multiplas entre grupos e momentos do percentual de

escorregoes
= Diferenga  Erro IC (95%
Grupo/Momento Comparagdo média padrao Inferior( Su)perior

SF Pré - Pés -17,20 2,28 <0,001 -24,65 -9,75
Riluzole Pré - Pés -9,40 2,28 0,002 -16,85 -1,95
Sham Pré - Pés 0,00 2,28 >0,999 -7,45 7,45
Minociclina Pré - Pés -7,20 2,28 0,072 -14,65 0,24
Minociclina + Riluzole Pré - Pés -4,27 2,28 >(,999 -11,72 3,18
SF - Riluzole -0,30 2,11 >0,999 -7,17 6,58

SF - Sham -0,17 2,11 >0,999 -7,04 6,71

SF - Minociclina -1,07 2,11 >0,999 -7,94 5,81

SF - Minociclina + Riluzole  -0,45 2,11 >0,999 -7,33 6,43

Pré Riluzole - Sham 0,13 2,11 >0,999 -6,75 7,00
Riluzole - Minociclina -0,77 2,11 >0,999 -7,64 6,11

Riluzole - Minociclina + Riluzole -0,15 2,11 >0,999 -7,03 6,72

Sham - Minociclina -0,90 2,11 >0,999 -7,77 5,98

Sham - Minociclina + Riluzole -0,28 2,11 >0,999 -7,16 6,60

Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,62 2,11 >0,999 -6,26 7,49
SF - Riluzole 7,50 2,11 0,017 0,63 14,38
SF - Sham 17,03 2,11 <0,001 10,15 23,90
SF - Minociclina 8,93 2,11 0,001 2,05 15,80
SF - Minociclina + Riluzole 12,48 2,11 <0,001 5,60 19,35
Pés Riluzole - Sham 9,53 2,11 <0,001 2,65 16,40
Riluzole - Minociclina 1,43 2,11 >0,999 -5,45 8,30
Riluzole - Minociclina + Riluzole 4,98 2,11 0,822 -1,90 11,85

Sham - Minociclina -8,10 2,11 0,006 -14,98 -1,22

Sham - Minociclina + Riluzole -4,55 2,11 >0,999 -11,43 2,32
Minociclina - Minociclina + Riluzole 3,55 2,11 >0,999 -3,33 10,42

Comparagdes multiplas de Bonferroni

A Tabela 11 apresenta as comparag¢des multiplas entre grupos e momentos em
relagdo ao percentual de erros, um indicador do comprometimento funcional
subsequente ao TRM. Observou-se que apenas o grupo SF apresentou um aumento
estatisticamente significativo na taxa de erros entre os momentos pré e pos-leséo (p
< 0,001), indicando maior deterioragdo funcional na auséncia de intervencéo
farmacolégica. Os demais grupos, incluindo aqueles tratados com riluzole, minociclina
ou a combinagdo de ambos, ndo demonstraram variagdes significativas na taxa de
erros ao longo do periodo avaliado. Na analise entre grupos no momento pos-leséo,
verificou-se que o grupo SF apresentou a pior performance, apresentando um
percentual médio de erros significativamente maior quando comparado a todos os
demais grupos (p < 0,05), com exceg¢ao do grupo tratado com minociclina isolada,

para o qual a diferenga n&o atingiu significancia estatistica (p = 0,169).
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Tabela 11 - Comparagoes miiltiplas entre grupos e momentos do percentual de erros

= Diferenca  Erro IC (95%)
Grupo/Momento Comparagdo média padrao Inferior  Superior
SF Pré - Pés -15,23 2,58 <0,001 -23,65 -6,82
Riluzole Pré - Pés -6,23 2,58 0,706 -14,65 2,18
Sham Pré - Pés 1,07 2,58 >0,999 -7,34 9,49
Minociclina Pré - Pés -7,44 2,58 0,178 -15,85 0,98
Minociclina + Riluzole Pré - Pés -4,38 2,58 >0,999 -12,79 4,04
SF - Riluzole -0,47 2,55 >0,999 -8,79 7,84
SF - Sham -1,10 2,55 >0,999 -9,41 7,22
SF - Minociclina -0,41 2,55 >0,999 -8,72 7,90
SF - Minociclina + Riluzole -0,47 2,55 >0,999 -8,78 7,85
Pré Riluzole - Sham -0,62 2,55 >0,999 -8,94 7,69
Riluzole - Minociclina 0,06 2,55 >0,999 -8,25 8,38
Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,01 2,55 >0,999 -8,31 8,32
Sham - Minociclina 0,69 2,55 >0,999 -7,63 9,00
Sham - Minociclina + Riluzole 0,63 2,55 >0,999 -7,68 8,94
Minociclina - Minociclina + Riluzole -0,06 2,55 >0,999 -8,37 8,26
SF - Riluzole 8,53 2,55 0,037 0,21 16,84
SF - Sham 15,21 2,55 <0,001 6,90 23,53
SF - Minociclina 7,39 2,55 0,169 -0,92 15,70
SF - Minociclina + Riluzole 10,39 2,55 0,002 2,07 18,70
Pos Riluzole - Sham 6,69 2,55 0,393 -1,63 15,00
Riluzole - Minociclina -1,14 2,55 >0,999 -9,45 7,18
Riluzole - Minociclina + Riluzole 1,86 2,55 >0,999 -6,45 10,18
Sham - Minociclina -7,82 2,55 0,097 -16,14 0,49
Sham - Minociclina + Riluzole -4,82 2,55 >0,999 -13,14 3,49
Minociclina - Minociclina + Riluzole 3,00 2,55 >(,999 -5,31 11,31

Comparagdes multiplas de Bonferroni

4.5 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A Tabela 12 apresenta os dados da analise histoldgica realizada por coloragao
de HE e LFB, com a finalidade de avaliar alteragbes morfolégicas teciduais nos
diferentes grupos experimentais. Os parédmetros analisados incluiram necrose,
hemorragia, hipermia, degeneracgéo e infiltrado celular, tanto em cortes corados com
HE quanto com LFB. Cada variavel foi classificada de forma semiquantitativa nos
seguintes graus: ausente, discreto, moderado e intenso. A comparagdo entre os
grupos revelou diferengas estatisticamente significativas para diversas variaveis,
como necrose HE, hemorragia HE, degeneracédo HE, infiltrado celular HE, necrose
LFB, hemorragia LFB, hipermia LFB e degeneracédo LFB, com valores de p variando
de < 0,001 a 0,045, conforme determinado pelo teste de Kruskal-Wallis. Por outro
lado, a variavel hipermia HE apresentou tendéncia a significancia (p = 0,075),
enquanto o infiltrado celular LFB ndo demonstrou diferenga estatistica entre os grupos
(p =0,437).
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Tabela 12 - Descricdo da andlise histolégica segundo grupos e resultado das

comparagoes
Variavel Grupo ¢]
SF Riluzole Sham Minociclina Minociclina + Riluzole

Necrose HE <0,001
Ausente 0 (0) 0 (0) 10 (100) 0 (0) 4 (40)

Discreto 10 (100) 10 (100) 0 (0) 1(10) 2 (20)

Moderado 0 (0) 0 (0) 0 (0) 8 (80) 4 (40)

Intenso 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(10) 0 (0)

Hemorragia HE <0,001
Ausente 0 (0) 1(10) 7 (70) 7 (70) 4 (40)

Discreto 7 (70) 8 (80) 3 (30) 3 (30) 6 (60)

Moderado 3 (30) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Intenso 0 (0) 1(10) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Hiperemia HE 0,075
Ausente 3 (30) 8 (80) 6 (60) 4 (40) 5 (50)

Discreto 1 (10) 0 (0) 4 (40) 4 (40) 5 (50)

Moderado 4 (40) 2 (20) 0 (0) 2 (20) 0 (0)

Intenso 2 (20) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Degeneragao HE <0,001
Ausente 0 (0) 0 (0) 10 (100) 6 (60) 8 (80)

Discreto 7 (70) 7 (70) 0 (0) 4 (40) 2 (20)

Moderado 3 (30) 3 (30) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Infiltrado Celular HE 0,041
Ausente 7 (70) 9 (90) 10 (100) 4 (40) 8 (80)

Discreto 1 (10) 0 (0) 0 (0) 6 (60) 2 (20)

Moderado 2 (20) 1(10) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Necrose LFB <0,001
Ausente 0 (0) 0 (0) 10 (100) 0 (0) 0 (0)

Discreto 2 (20) 10 (100) 0 (0) 10 (100) 6 (60)

Moderado 7 (70) 0 (0) 0 (0) 0(0) 4 (40)

Intenso 1 (10) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)

Hemorragia LFB <0,001
Ausente 0 (0) 0 (0) 7 (70) 0 (0) 0 (0)

Discreto 6 (60) 7 (70) 3 (30) 7 (70) 9 (90)

Moderado 2 (20) 3 (30) 0 (0) 3 (30) 0 (0)

Intenso 2 (20) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1(10)

Hiperemia LFB 0,045
Ausente 7 (70) 3 (30) 6 (60) 3 (30) 3 (30)

Discreto 1 (10) 1(10) 4 (40) 1(10) 4 (40)

Moderado 2 (20) 4 (40) 0 (0) 4 (40) 3 (30)

Intenso 0 (0) 2 (20) 0 (0) 2 (20) 0 (0)

Degeneracgao LFB <0,001
Ausente 0 (0) 0 (0) 10 (100) 0 (0) 0 (0)

Discreto 7 (70) 7 (70) 0 (0) 7 (70) 7 (70)

Moderado 3 (30) 3 (30) 0 (0) 3 (30) 3 (30)

Infiltrado Celular LFB 0,437
Ausente 8 (80) 7 (70) 10 (100) 7 (70) 8 (80)

Discreto 0 (0) 1(10) 0 (0) 1(10) 2 (20)

Moderado 2 (20) 2 (20) 0 (0) 2 (20) 0 (0)

Teste Kruskal-Wallis
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A analise das comparacdes multiplas realizadas por meio do teste de Dunn
evidenciou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais
em relacdo aos parédmetros histopatoldgicos avaliados com coloragdo por HE
conforme a Tabela 13. No que tange ao grau de necrose, observou-se que 0 grupo
tratado com minociclina isolada apresentou um escore significativamente superior aos
demais grupos (p < 0,05). Por outro lado, o grupo sham demonstrou um grau de
necrose significativamente inferior quando comparado a todos os outros grupos (p <
0,05). Em relacdo a hemorragia, os grupos SF e riluzole exibiram escores
significativamente maiores em comparagao aos demais grupos (p < 0,05), exceto na
comparagao entre o grupo riluzole e o grupo minociclina + riluzole na qual ndo se
observou diferenca estatistica significativa (p = 0,082). Para o parametro de
degeneragao celular, os grupos SF e riluzole apresentaram os maiores graus de
degeneracgao (p < 0,05). No que diz respeito ao infiltrado celular inflamatério, o grupo
tratado com minociclina isolada demonstrou escore significativamente mais elevado

em relagdo aos grupos riluzole (p = 0,024) e sham (p = 0,004).
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Tabela 13 - Comparagoes multiplas dos parametros histoléogicos com Hematoxilina-
eosina entre os grupos

Variavel Comparagao Valor Z p
SF - Riluzole 0,00 >0,999
SF - Sham 3,74 <0,001
SF - Minociclina -3,31 <0,001
SF - Minociclina + Riluzole 0,08 0,936
Necrose HE Riluzole - Sham 3,74 <0,001
Riluzole - Minociclina -3,31 <0,001
Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,08 0,936
Sham - Minociclina -7,05 <0,001
Sham - Minociclina + Riluzole -3,66 <0,001
Minociclina - Minociclina + Riluzole 3,39 <0,001
SF - Riluzole 1,03 0,303
SF - Sham 4,16 <0,001
SF - Minociclina 4,16 <0,001
SF - Minociclina + Riluzole 2,77 0,006
Hemorragia HE Riluzole - Sham 3,13 0,002
Riluzole - Minociclina 3,13 0,002
Riluzole - Minociclina + Riluzole 1,74 0,082
Sham - Minociclina 0,00 >0,999
Sham - Minociclina + Riluzole -1,39 0,163
Minociclina - Minociclina + Riluzole -1,39 0,163
SF - Riluzole 0,00 >0,999
SF - Sham 5,23 <0,001
SF - Minociclina 3,45 <0,001
SF - Minociclina + Riluzole 4,34 <0,001
. Riluzole - Sham 5,23 <0,001
Degeneragdo HE Riluzole - Minociclina 3,45 <0,001
Riluzole - Minociclina + Riluzole 4,34 <0,001
Sham - Minociclina -1,78 0,075
Sham - Minociclina + Riluzole -0,89 0,374
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,89 0,374
SF - Riluzole 1,07 0,284
SF - Sham 1,67 0,096
SF - Minociclina -1,18 0,237
SF - Minociclina + Riluzole 0,72 0,473
. Riluzole - Sham 0,60 0,551
Infiltrado Celular HE Riluzole - Minociclina 225 0,024
Riluzole - Minociclina + Riluzole -0,35 0,724
Sham - Minociclina -2,85 0,004
Sham - Minociclina + Riluzole -0,95 0,342
Minociclina - Minociclina + Riluzole 1,90 0,058

Comparagdes muiltiplas de Dunn

Conforme demonstrado na Tabela 14, a analise estatistica dos parametros
histolégicos corados com LFB revelou diferengas significativas entre os grupos

avaliados, com base no teste de comparagdes multiplas de Dunn (p < 0,05).
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o grau de necrose foi significativamente menor no grupo sham quando
comparado aos demais grupos experimentais (p < 0,05). O grupo SF apresentou os
maiores niveis de necrose, com diferencas estatisticamente significativas em relagcéo a
todos os outros grupos, exceto ao grupo tratado com minociclina + riluzole, cuja
diferenca n&o atingiu significancia estatistica (p = 0,090). No que se refere a hemorragia,
observou-se que o grupo sham apresentou niveis significativamente inferiores aos dos
demais grupos (p < 0,05), evidenciando menor comprometimento tecidual. Resultados
semelhantes foram verificados para o parametro de degeneragéo, com o grupo sham
apresentando menores graus de degeneragdo LFB em comparagcdo com os demais
grupos (p < 0,05). Quanto a hiperemia, os grupos tratados com riluzole e com
minociclina apresentaram niveis significativamente mais elevados quando comparados

aos grupos SF (p = 0,008 para ambos) e Sham (p = 0,005 para ambos).

Tabela 14 - Comparagoes multiplas dos parametros histolégicos com Luxol Fast Blue
entre os grupos

Variavel Comparagao Valor Z p

SF - Riluzole 3,27 0,001

SF - Sham 7,11 <0,001

SF - Minociclina 3,27 0,001

SF - Minociclina + Riluzole 1,70 0,090

Necrose LFB Riluzole - Sham 3,84 <0,001
Riluzole - Minociclina 0,00 >0,999

Riluzole - Minociclina + Riluzole -1,58 0,115

Sham - Minociclina -3,84 <0,001

Sham - Minociclina + Riluzole -5,41 <0,001

Minociclina - Minociclina + Riluzole -1,58 0,115

SF - Riluzole 0,63 0,531

SF - Sham 4,60 <0,001

SF - Minociclina 0,63 0,531

SF - Minociclina + Riluzole 1,32 0,186

Hemorragia LFB R?quole - SI'.lam. . 3,97 <0,001
Riluzole - Minociclina 0,00 >0,999

Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,70 0,486

Sham - Minociclina -3,97 <0,001

Sham - Minociclina + Riluzole -3,27 0,001

Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,70 0,486

SF - Riluzole -2,65 0,008

SF - Sham 0,15 0,880

SF - Minociclina -2,65 0,008

SF - Minociclina + Riluzole -1,58 0,115

Hiperemia LFB Riluzole - Sham 2,80 0,005
Riluzole - Minociclina 0,00 >0,999

Riluzole - Minociclina + Riluzole 1,07 0,284

Sham - Minociclina -2,80 0,005

Sham - Minociclina + Riluzole -1,73 0,084

Minociclina - Minociclina + Riluzole 1,07 0,284
SF - Riluzole 0,00 >0,999

SF - Sham 5,05 <0,001
SF - Minociclina 0,00 >0,999
SF - Minociclina + Riluzole 0,00 >0,999

Degeneragdo LFB R?quole - Shaml . 5,05 <0,001
Riluzole - Minociclina 0,00 >0,999
Riluzole - Minociclina + Riluzole 0,00 >0,999

Sham - Minociclina -5,05 <0,001

Sham - Minociclina + Riluzole -5,05 <0,001
Minociclina - Minociclina + Riluzole 0,00 >0,999

Comparagdes multiplas de Dunn
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4.6 COMPARACOES MULTIPLAS ENTRE OS GRUPOS QUANTO AO TEMPO DE
BEXIGA NEUROGENICA

A Tabela 15 apresenta a descrigdo do tempo de bexiga neurogénica (em
semanas) nos diferentes grupos experimentais. Observou-se diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos analisados (p < 0,001). Os grupos
tratados com minociclina isoladamente (4,8 + 0,4 semanas) e com a combinacao de
minociclina e riluzole (3,8 + 1,3 semanas) apresentaram redu¢ao do tempo de bexiga
neurogénica em relagcado aos grupos controle (SF: 5,9 + 0,3 semanas; riluzole: 5,8 +
0,4 semanas). O grupo sham nao foi incluido na analise estatistica, conforme indicado
na tabela. A mediana do tempo de bexiga neurogénica seguiu tendéncia semelhante
aos valores médios, com menor tempo observado nos grupos tratados com

Minociclina, isolada ou combinada.

Tabela 15 - Descricao do tempo de bexiga neurogénica segundo grupos e resultado
dos testes comparativos

Grupo

Variavel SF Riluzole Sham Minociclina Minociclina + Riluzole P
Tempo bexiga neurogénica (semanas)& <0,001£
média + DP 5903 5804 00 4804 3,8+13

mediana (p25; p75) 6 (6; 6) 6 (5,8; 6) 0 (0; 0) 5(4,8; 5) 4(2,8; 5)

ANOVA; & O grupo Sham nao participou da analise

A Tabela 16 apresenta os resultados das comparagdes multiplas de Dunn
realizadas para o tempo de bexiga neurogénica entre os grupos experimentais. Verificou-
se que os grupos tratados com minociclina, isoladamente ou em associagdao com riluzole,
apresentaram tempos significativamente menores de bexiga neurogénica em

comparagao aos grupos controle (SF e riluzole) (p < 0,001 para todas as comparagdes).

Tabela 16 - Resultado das comparagées do tempo de bexiga neurogénica entre os
grupos avaliados

Comparagao Valor Z o]
SF - Riluzole 0,42 0,676
SF - Minociclina 4,22 <0,001
SF - Minociclina + Riluzole 5,34 <0,001
Riluzole - Minociclina 3,80 <0,001
Riluzole - Minociclina + Riluzole 4,92 <0,001
Minociclina - Minociclina + Riluzole 1,13 0,260

Comparagdes multiplas de Dunn



6 DISCUSSAO



DiscussAo - 51

O TRM, seja de origem acidental ou iatrogénica, continua sendo um desafio
clinico significativo nas areas da ortopedia e neurocirurgia''. Historicamente, o TRM tem
sido associado a altos indices de morbidade, com severas repercussdes funcionais e
progndsticos geralmente desfavoraveis®. Apesar dos avangos nos cuidados intensivos
e na imagem diagndstica, observa-se que 0 manejo clinico e cirurgico desses pacientes
permanece relativamente estatico nas ultimas duas décadas, especialmente no que diz
respeito a regeneragio neural e recuperagao funcional®.

O tratamento padrdo continua a ser a abordagem cirurgica de urgéncia, cujo
objetivo principal é a descompressao medular precoce e a estabilizacdo da coluna
vertebral, na tentativa de minimizar a lesdo secundaria?®. No entanto, essa estratégia,
embora eficaz em certos casos, ndo tem garantido a reverséo dos déficits neuroldgicos,
limitando-se, muitas vezes, ao controle dos danos estruturais®'!. A auséncia de terapias
neuroprotetoras ou regenerativas eficazes ressalta a estagnagéo terapéutica nessa
area, refletindo a complexidade fisiopatoldgica envolvida na lesdo medular traumatica®?.

As consequéncias do TRM transcendem o ambito clinico, atingindo esferas
pessoais, sociais e econdmicas. Individuos acometidos frequentemente enfrentam
incapacidades permanentes, o que compromete sua inser¢ao no mercado de trabalho
e gera dependéncia de cuidadores, impactando diretamente a qualidade de vida e a
dinamica familiar®3. Do ponto de vista econémico, os custos com hospitalizagbes
prolongadas, reabilitacdo e adaptagdes ambientais impdem um dnus consideravel aos
sistemas de salde, especialmente em paises com recursos limitados®. Assim, é
urgente que se invista em politicas publicas, pesquisas translacionais e estratégias
terapéuticas inovadoras que visem ndo apenas o tratamento, mas também a
prevengao e reintegragéo social desses pacientes.

O avanco no entendimento das fases primaria e secundaria do TRM tem
contribuido significativamente para a formulagao de novas estratégias terapéuticas. A
fase primaria, caracterizada pelo impacto mecanico direto, desencadeia uma série de
eventos celulares e moleculares que culminam na lesao secundaria, responsavel por
grande parte da perda neurolégica observada. Esta ultima envolve processos como
isquemia, excitotoxicidade, inflamacgdo, apoptose e disfungcdo mitocondrial, que
podem perdurar por dias a semanas apos o trauma inicial®®. O mapeamento dessas
vias fisiopatologicas tem permitido a identificacdo de alvos moleculares para
intervengdes farmacologicas destinadas a protecéo tecidual e mitigagado da resposta

inflamatdria exacerbada.
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Estudos experimentais e pré-clinicos tém explorado agentes neuroprotetores
capazes de modular essas vias secundarias, visando preservar o tecido neural viavel
e limitar a extens&o da les&o. Drogas anti-inflamatdrias, antioxidantes e inibidores da
apoptose tém mostrado resultados promissores em modelos animais, embora a
aplicagdo desses achados para a pratica clinica ainda enfrente obstaculos
significativos®6-67,

O aprofundamento no conhecimento da fisiopatologia do TRM ¢, portanto,
fundamental ndo apenas para o desenvolvimento de novas abordagens
farmacolégicas, mas também para a definicdo de janelas terapéuticas e protocolos
clinicos personalizados. A preservagao da fungédo neurolégica e da integridade do
tecido medular depende diretamente da rapidez e da preciséo das intervengdes, o que
demanda uma atuagdo baseada em evidéncias moleculares e em biomarcadores
especificos da progressao da lesdo. Assim, a conexao entre pesquisa basica e clinica
torna-se essencial para transformar avangos experimentais em terapias efetivas, que
possam ser aplicadas de forma segura e eficiente no manejo agudo do paciente com
TRM.

A utilizacdo de modelos animais padronizados para o estudo do TRM tem se
mostrado essencial na investigagcdo pré-clinica de terapias neuroprotetoras. A
reprodutibilidade dos modelos de lesdo medular em roedores, aliada ao controle
rigoroso das variaveis experimentais, permite ndo apenas a analise detalhada da
progressdo do dano neural, como também a avaliagdo de possiveis estratégias
farmacoldgicas com maior precis&o®. Tais modelos superam, em muitos aspectos, as
simulacdes computacionais, uma vez que possibilitam a observacdo direta das
respostas biolégicas complexas que ocorrem nos niveis molecular, celular, tecidual e
sistémico apds a lesdo®®. Assim, justificam-se os estudos experimentais in vivo como
etapa indispensavel no desenvolvimento de novos tratamentos para o TRM.

Os modelos de TRM em ratos apresentam elevada similaridade com os
processos fisiopatoldgicos observados em humanos, especialmente no que se refere
a cascata inflamatéria, ao comprometimento da barreira hematoencefalica e a
degeneragido axonal’®. Essa homologia funcional e estrutural torna os estudos com
roedores relevantes e transladaveis, oferecendo um ambiente controlado para testes
de intervengdes farmacologicas com potencial neuroprotetor ou regenerativo. A
administracdo de medicamentos nesses modelos permite a comparagao entre grupos

tratados e nédo tratados, interagéo entre drogas, fornecendo evidéncias consistentes
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sobre a eficacia e a seguranga de compostos antes que estes sejam submetidos a
fase de ensaios clinicos em humanos’-"".

Dada a complexidade do TRM, a avaliagdo de farmacos candidatos em
modelos animais oferece a possibilidade de testar intervengbes em um contexto
bioldgico real, considerando a interagao entre diferentes sistemas do organismo. Além
disso, a padronizacdo dos métodos de indugdo da lesdo — seja por compressao,
contusao ou transeccgao parcial — permite uma analise comparativa entre diferentes
substancias, contribuindo para a identificacdo de abordagens terapéuticas
promissoras®® 72, Portanto, a presente investigagdo, ao utilizar ratos com leséo
medular controlada em ambiente experimental, reforca a relevancia da pesquisa
translacional como ponte fundamental entre o conhecimento cientifico basico e a
aplicagao clinica.

O Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&ao Paulo, possui ampla experiéncia na condugao
de estudos experimentais com ratos da linhagem Wistar submetidos ao modelo de
TRM pelo MASCIS. Tal expertise foi consolidada ao longo dos anos por meio da
validagcdo metodologica e publicagdo de dados cientificos, que atestam a
reprodutibilidade e confiabilidade do modelo adotado*®.

As analises morfométricas e funcionais pré-testes dos animais neste estudo
demonstraram que 0s grupos experimentais eram homogéneos em relagdo a
performance fisica e ao peso inicial, sem diferengas estatisticamente significativas (p =
0,133), 0 que assegura a comparabilidade das amostras no inicio do experimento
(Tabela 1). Esta homogeneidade € essencial para garantir a validade interna dos
resultados obtidos e diminuigdo de vieses. Além disso, ao longo do experimento, n&o
foram observadas perdas de animais, comportamentos andémalos, autofagia ou
canibalismo, corroborando a manutengao de condigdes adequadas de cuidado e manejo
dos modelos animais, de acordo com as boas praticas em pesquisa pré-clinica’.

A avaliagdo da performance motora pré e pds-experimento no grupo sham
confirmou que o protocolo de laminectomia em ratos praticado nesta instituicdo é
viavel, sem repercussdes neuroldgicas e sem interferéncias por si nos testes motores,
conforme demonstrado em estudo prévio?.

Em relagdo ao percentual de ganho de peso, observou-se uma diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos (p<0,001). O grupo sham apresentou

ganho de peso superior (15,3 £ 3,4%) em comparagado aos demais grupos (p < 0,05),
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enquanto o grupo tratado com riluzole (10,1 + 4,7%) obteve maior ganho de peso em
relacéo ao grupo salina (4,9 £ 2,3%) (p = 0,005), conforme demonstrado na Tabela 2.
A auséncia de diferenga significativa de ganho de peso entre os grupos tratados com
minociclina, isoladamente ou associada ao riluzole, sugere que esses tratamentos nao
impactaram negativamente o crescimento dos animais, com melhor performance ao
uso de riluzole. Este achado € relevante, uma vez que o ganho ponderal € um
importante indicador indireto de bem-estar animal e tolerabilidade terapéutica.

Importante destacar que ndo foram detectados efeitos colaterais associados ao
uso de riluzole e minociclina, o que reforga a seguranga biolégica dessas drogas ja
amplamente documentada na literatura®%74,

Em relagdo a analise funcional pela escala de BBB, todos os animais
apresentaram escore maximo em tal escala, indicando funcionalidade locomotora
preservada (21 pontos). O grupo sham manteve esse escore ao longo de todo o
seguimento, confirmando que o procedimento cirurgico de laminectomia isoladamente
nao gerou impacto funcional nem introduziu viés de avaliagdo. Em todos os momentos
analisados, esse grupo apresentou desempenho significativamente superior aos
demais (p < 0,001), servindo como referéncia de normalidade locomotora (Grafico 1).

Observou-se evolugao significativa dos escores da escala de BBB ao longo das
6 semanas nos grupos com lesédo, com diferengas estatisticamente significativas entre
os grupos (p < 0,001), entre os tempos (p < 0,001) e com interagdo tempo x grupo (p
= 0,003), conforme mostra a Tabela 3. A analise temporal indicou que os grupos SF e
riluzole apresentaram melhora funcional progressiva, com significancia estatistica a
partir da 3% semana pods-lesdo (Tabela 4). Em contraste, os grupos tratados com
minociclina e minociclina + riluzole demonstraram recuperacido mais precoce, com
diferengas estatisticamente significativas ja na 22 semana (Tabela 5).

Apesar dessas tendéncias, ndo houve diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos tratados em nenhum dos momentos avaliados (Tabela 6), embora o
grupo minociclina + riluzole tenha consistentemente apresentado escores meédios
mais elevados, sugerindo um possivel efeito sinérgico. Este achado, embora néo
significativo estatisticamente nesta amostra, levanta hipoteses relevantes para
estudos futuros com tamanhos amostrais maiores ou janelas temporais prolongadas.

Do ponto de vista funcional, a resposta terapéutica mais precoce nos grupos
minociclina e minociclina + riluzole pode representar, em um contexto translacional, a

possibilidade de recuperagao motora mais rapida em pacientes humanos com TRM.
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Esse fendbmeno poderia se traduzir em menor tempo de hospitalizagao, reducao de
complicagdes secundarias e reabilitacdo precoce. Além disso, a aceleragao da
recuperacao funcional é clinicamente relevante, uma vez que pacientes que
demonstram progress&o neurologica precoce tém maior probabilidade de atingir
melhores desfechos motores finais’®.

Cabe, no entanto, cautela na extrapolacdo desses dados, dado o intervalo de
tempo ainda limitado do presente experimento. A auséncia de um platd de
estabilizacdo da recuperagdo neuroldégica nos grupos lesionados € um ponto critico.
O fato de nenhum grupo ter atingido uma curva de recuperacgao estavel ao final de 6
semanas indica que a melhora funcional continuava em curso, dificultando inferéncias
sobre a performance maxima final de cada intervencao terapéutica. Na maioria dos
modelos animais, incluindo estudos internacionais com roedores, esse periodo de
observagdo é comumente adotado (6 a 8 semanas), mas nado necessariamente
suficiente para estimar o ganho funcional definitivo. Nao ha na literatura estudo
especifico para delimitagdo do tempo de estabilizagdo de recuperagao neuroldgica em
ratos apos TRM provocado experimentalmente.

No contexto clinico, sabe-se que a estabilizagdo neurolégica em humanos
ocorre, em média, apos 12 meses pos-TRM’6. Assim, propde-se como perspectiva
futura o prolongamento do tempo de seguimento em modelos experimentais, a fim de
definir de forma mais acurada o tempo de platé funcional em roedores, servindo como
parametro padronizado para comparacgao entre estudos e inferéncia com humanos.

Por fim, a tendéncia observada de melhor desempenho funcional com a
associagao farmacoldgica minociclina + riluzole, ainda que nao estatisticamente
significativa em todas as analises, reforga a hipotese de sinergismo terapéutico ja discutida
em outras publicagdes' '3, Esses dados justificam a continuidade da investigagdo com
numeros maiores, periodo de seguimento estendidos e modelos diferenciados, visando
esclarecer o potencial combinatdrio desses agentes neuroprotetores.

Por meio da analise funcional na EPH, demonstrou-se que a associagao
farmacolégica entre minociclina e riluzole exerce efeito neuroprotetor significativo em
modelo animal de TRM. Os dados obtidos mostraram que os grupos experimentais
apresentavam desempenhos comparaveis na fase basal (pré-leséo), o que garante a
homogeneidade inicial entre os grupos e valida a confiabilidade das analises

longitudinais realizadas.
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Dentre os parametros avaliados, o percentual de escorregdes demonstrou ser
o0 marcador mais sensivel e especifico para detecgao de déficits motores decorrentes
de lesdo medular, conforme ja descrito na literatura®3-%. Antes da lesdo, ndo se
observaram diferengas estatisticas entre os grupos (p > 0,05), indicando equivaléncia
funcional basal. Apds a intervencgéao, o grupo SF apresentou aumento significativo no
percentual de escorregdes (p < 0,001), assim como o grupo riluzole isolado (p =
0,002), ao passo que os grupos minociclina isolada e minociclina + riluzole n&o
apresentaram variagdes significativas. Na comparagao intergrupos, o grupo SF teve
pior desempenho que todos os demais (p < 0,05), enquanto o grupo minociclina +
riluzole apresentou desempenho estatisticamente equivalente ao grupo sham (p >
0,999), sugerindo preservacgao funcional quase completa com a terapia combinada.

Embora menos especificos para a detecgao direta de déficits neurologicos, os
parametros secundarios — numero de passos, percentual de acertos e percentual de
erros — também refletiram os efeitos das intervengbes. Todos os grupos
traumatizados apresentaram reducgdo significativa no numero médio de passos ao
longo do tempo (p < 0,001), com excegao do grupo sham (p > 0,999), demonstrando
o impacto motor do TRM. Apesar de nao haver diferenga estatistica entre os grupos
traumatizados ao final do experimento nesse parametro (p > 0,05), a queda foi
atenuada nos grupos tratados com farmacos.

Quanto ao percentual de acertos, observou-se declinio significativo nos grupos
SF, riluzole e minociclina entre o momento pré e 6 semanas (p < 0,05). Contudo, todos
os grupos tratados com farmacos apresentaram desempenho superior ao grupo SF (p
< 0,05), indicando que as intervengdes reduziram o impacto funcional negativo do
trauma. A associagdo minociclina + riluzole foi o unico grupo tratado que demonstrou
performance equivalente ao grupo sham (p > 0,999), reforgando o potencial sinérgico
da associagao.

A andlise dos erros mostrou aumento estatisticamente significativo apenas no
grupo SF entre os momentos pré e pos-lesdo (p < 0,001), com os demais grupos
mantendo estabilidade (p > 0,05). Na comparagéo entre grupos apos a lesédo, o grupo
SF teve desempenho significativamente inferior aos demais (p < 0,05), exceto em
relagdo ao grupo minociclina isolada (p = 0,169), cujo resultado nao atingiu
significancia estatistica. Esses achados indicam que, mesmo em parametros menos
especificos, os tratamentos farmacologicos atenuaram a deterioragdo funcional

esperada apos o TRM.
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Verificou-se que o grupo tratado com minociclina e riluzole em associagao
apresentou resultados estatisticamente semelhantes ao grupo sham em diversos
parametros, o que indica recuperagao funcional mais eficaz do que a observada nos
grupos tratados com as substéncias de forma isolada. Esse achado sugere um
possivel efeito sinérgico entre os dois farmacos, hipétese corroborada por estudos
prévios que demonstram mecanismos de acdo complementares: enquanto a
minociclina apresenta propriedades anti-inflamatorias e inibidoras da microgliose
reativa3®3%41, o riluzole atua na modulagdo do influxo de ions sodio e glutamato,
reduzindo a excitotoxicidade neuronal??’.

Os grupos que receberam tratamento farmacolégico isolado também
apresentaram desempenho superior ao grupo salina, evidenciando o efeito benéfico
individual dessas terapias na recuperagao neurologica pds-trauma, consoante com
literatura atual. Por outro lado, a combinagdo terapéutica mostrou-se capaz de
promover neuroprotecao e preservacao funcional mais proximas a normalidade. A
auséncia de efeitos colaterais clinicos relevantes nos animais tratados também reforca
o perfil de seguranga previamente reportado na literatura.

Esses resultados contribuem para o avango no desenvolvimento de estratégias
farmacolégicas combinadas para o manejo de lesdes raquimedulares, e sugerem que
futuros ensaios clinicos em humanos possam explorar a associacao terapéutica aqui
demonstrada, considerando a complementaridade dos mecanismos e os efeitos
positivos observados. Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar aspectos
farmacocinéticos da combinacado, potencial interferéncia na biodisponibilidade e
melhor protocolo de administragao apds o trauma.

Referente a evolugdo da bexiga neurogénica, a analise estatistica dos grupos
experimentais indicou que a administragcdo de minociclina isoladamente ou em
associagao com riluzole promoveu uma redugao significativa no tempo de persisténcia
da bexiga neurogénica, em comparagao aos demais grupos (solugao salina e riluzole
isolado). Estes achados reforgam o potencial terapéutico da minociclina.

No presente estudo, o grupo que recebeu a combinag¢ao de minociclina e riluzole
apresentou o menor tempo médio de bexiga neurogénica (3,8 + 1,3 semanas), seguido
pelo grupo tratado com minociclina isoladamente (4,8 + 0,4 semanas). Embora a
diferenca entre esses dois grupos nao tenha atingido significancia estatistica (p =
0,260), observa-se uma tendéncia de superioridade na intervengdo combinada, que

poderia se tornar estatisticamente significativa com o aumento do tamanho amostral ou
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com a extensao do tempo de seguimento. Tal fato pode representar um possivel efeito
sinérgico entre os mecanismos de a¢ao das duas drogas.

Do ponto de vista translacional, tais achados tém implicagdes clinicas
relevantes. A redugéo do tempo de bexiga neurogénica esta diretamente associada a
uma menor necessidade de cateterismo vesical prolongado, o que implica diminuigao
da incidéncia de infecgdes urinarias de repeticao, melhora da qualidade de vida, maior
independéncia funcional e menor sobrecarga dos cuidadores e do sistema de saude.
A recuperagao precoce do controle vesical € um dos fatores determinantes para o
retorno a autonomia em pacientes com TRM, conforme relatado por Pavese et al.84,
sendo, portanto, um desfecho clinico de grande valor.

A analise histopatoldgica dos diferentes grupos experimentais, por meio das
coloragbes HE e LFB, revelou alteragbes teciduais significativas relacionadas aos
efeitos do TRM e as intervencgbes terapéuticas propostas. De forma geral, o grupo
tratado com SF apresentou piores desfechos histolégicos em comparagéo aos grupos
que receberam intervengdes farmacoldgicas, como minociclina, riluzole ou a
combinagado de ambos, embora alguns resultados tenham se mostrado conflitantes
entre os métodos de coloracao.

Destaca-se que apesar de apresentarem diferengas significativas, nao se
observou um padrao linear ou convergente que permita afirmar, com plausabilidade,
uma superioridade de um dos tratamentos em termos de integridade morfoldgica da
medula espinhal ou de modulagdo da resposta secundaria ao trauma. Fatores
metodoldgicos, como variagdes técnicas na preparagdo dos cortes histoldgicos,
limitagdo da microscopia de luz convencional em detectar alteracées subcelulares, ou
mesmo a auséncia de correlagdo direta entre achados funcionais e estruturais em
alguns modelos de lesdo, podem ter influenciado os resultados.

Portanto, embora os achados histopatolégicos corroborem parcialmente os
efeitos neuroprotetores ja descritos para minociclina e riluzole de forma isolada, a
analise restrita a histologia n&o foi suficiente para comprovar de forma consistente um
beneficio inequivoco da associagao entre ambos. Ressalta-se a importancia da
utilizacdo de métodos complementares, como a imunohistoquimica e a microscopia
confocal, para avaliagdo mais sensivel de viabilidade neuronal e modulagao glial, bem
como a integragdo com achados funcionais para uma interpretagao translacional mais

acurada.



7 CONCLUSAO
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Os resultados obtidos neste estudo indicam que a administragao de riluzole,
minociclina e da associagcdo de ambos promoveu melhora clinica em diversos
parametros funcionais avaliados.

A minociclina, isoladamente e em associacdo com o riluzole, demonstrou
recuperagcao neuroldgica mais veloz por meio da escala de Basso, Beattie e
Bresnahan, em comparagao aos demais grupos. No entanto, embora o grupo que
recebeu a combinagdo de riluzole e minociclina tenha apresentado tendéncia de
superioridade na escala de Basso, Beattie e Bresnahan, esta diferenga ndo atingiu
significancia estatistica.

Na avaliagdo motora pela Escada em Plano Horizontal, todos os grupos
submetidos a intervengdo farmacologica mostraram desempenho neurolégico e
funcional superior ao grupo controle (salina). Notadamente, os animais tratados com
a associacao de riluzole e minociclina obtiveram resultados funcionais comparaveis
aos do grupo sham.

No tocante ao tempo de persisténcia da bexiga neurogénica, observou-se que
a minociclina, tanto isoladamente quanto em associagdao com o riluzole, promoveu
redugao significativa desse tempo em relagdo aos demais grupos.

A analise histolégica ndo revelou diferengas estatisticas que indicassem
superioridade evidente de alguma das intervengdes testadas sobre as demais ou

sobre o grupo controle.
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Anexo A - Carta de Aprovagio da Comissao de Etica no Uso de Animais

MEDIC

LSTY

& Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
INA Avenida Dr. Amaldo, 455
Pacaembu — S0 Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do riluzole e da
minociclina individualmente e associados na lesio medular aguda
experimental em ratos”, regisirada com o n? 1249/2019, sob a
responsabilidade de Alexandre Fogaca Cristante e Ricardo Teixeira e Silva,
apresentada pelo Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que envolve a
producio, manutencio e/ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.89g, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade
de Medicina da USP em =28.05.19

Fmalidade { )Ensino (x)Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagio Inicio: 04-03-2019 Término: 06-04-2020
Espécie/linhagem,raca Rato wistar
I¥? total 50
Peso/Tdade f semanas
Sexo machos
Origem Biotério ICB

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

CEUA-FMUSP, 28 de Maio de 2019

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

Comiss3o de Etica no Uso de Animais da FMUSP

e-mail: ceuaiiifm.usp.br
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