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RESUMO

Ritter R. Avaliacdo do efeito do GM1 associado a cola de fibrina na lesdo medular aguda em

ratos [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo, 2025.

Introducéo: O GM1 ¢é um glicoesfingolipideo encontrado no tecido nervoso de mamiferos,
reconhecido por suas propriedades de modulacdo de fatores neurotréficos e regeneragéo neural.
Dentre suas fungdes, destaca-se a reducao do edema neuronal, a homeostase celular e 0 aumento
de fatores neurotroficos enddgenos, fundamentais para a recuperacao das conexdes neuronais.
Estudos indicam que solucgdes injetaveis de GM1 tém potencial terapéutico no tratamento de
lesbes medulares (LM), embora sua eficacia seja limitada pela dificuldade de atravessar a
barreira hematoencefélica devido a sua natureza anfifilica. Alternativas, como a associacao do
GM1 com a cola de fibrina (CF), ttm sido exploradas. A CF, composta por trombina e
fibrinogénio, tem demonstrado potencial como sistema de liberacdo de farmacos e fatores de
crescimento, além de facilitar a adesdo tecidual e modular a inflamacéo, o que pode favorecer
a regeneracdo neural. Este estudo investiga os efeitos do GM1 associado a CF em LM aguda
experimental induzida em ratos Wistar. Métodos: 50 ratos Wistar foram distribuidos em cinco
grupos (10 ratos por grupo) e submetidos a uma LM contusa leve induzida por NYU Impactor
apos laminectomia. Os grupos foram: 1) CF, 2) CF + GM1 30 mg/kg, 3) CF + GM1 40 mg/kg,
4) CF + GM1 50 mg/kg e 5) apenas laminectomia (sham). A fun¢do motora e proprioceptiva
foi avaliada por meio das escalas BBB e plano horizontal por seis semanas. Apos esse periodo,
0s animais foram submetidos a protocolo de eutanasia e analisados histologicamente de forma
qualitativa e quantitativa com marcadores imuno-histoquimicos (GFAP e Olig2) e quanto a
presenca de bexiga neurogénica. Resultados: Todos os grupos tratados com GM1 apresentaram
melhorias significativas nos escores BBB ao longo das seis semanas (p < 0,001), com 0s grupos
CF + GM1 40 mg/kg e CF + GM1 50 mg/kg mostrando 0s maiores escores em comparagao ao
grupo CF (p <0,001). Em relacdo a mobilidade, houve uma recuperacao gradual, com aumento
de passos entre as cinco e seis semanas (p < 0,05). A analise histolégica mostrou uma reducédo
significativa na necrose e hiperemia nos grupos tratados com GM1, sugerindo uma modulacao
positiva da lesdo secundaria. Conclusdo: A associacdo de GM1 com CF apresenta resultados
promissores, especialmente nas doses de 40 mg/kg e 50 mg/kg, demonstrando beneficios na
recuperacdo motora e preservacao tecidual apds lesdo medular aguda.

Palavras-chave: Traumatismos da medula espinal. Adesivo tecidual de fibrina. Gangliosideo

G(M1). Farmacos neuroprotetores. Modelos animais.



ABSTRACT

Ritter R. Evaluation of the effect of GM1 associated with fibrin glue in acute spinal cord injury

in rats [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”, 2025

Introduction: The ganglioside (GM1) is a glycosphingolipid found in mammalian nervous
tissue, recognized for its ability to modulate neurotrophic factors and promote neural
regeneration. Its key functions include reducing neuronal edema, maintaining cellular
homeostasis, and increasing endogenous neurotrophic factors, all of which are critical for the
recovery of neural connections. Studies indicate that injectable GM1 solutions have therapeutic
potential for treating spinal cord injuries (SCI), although their effectiveness is limited by their
difficulty in crossing the blood-brain barrier due to their amphiphilic nature. Alternatives, such
as the combination of GM1 with fibrin glue (FG), have been explored. The FG, composed of
thrombin and fibrinogen, has shown potential as a drug and growth factor delivery system, as
well as promoting tissue adhesion and modulating inflammation, which may support neural
regeneration. This study investigates the effects of GM1 combined with FG in an experimental
model of acute SCI induced in Wistar rats. Methods: Fifty Wistar rats were randomly divided
into five groups (10 rats per group) and subjected to a mild contusive SCI induced by the NYU
Impactor following laminectomy. The groups were: 1) FG, 2) FG + GM1 30 mg/kg, 3) FG +
GM1 40 mg/kg, 4) FG + GM1 50 mg/kg, and 5) laminectomy-only (sham). Motor and
proprioceptive functions were evaluated using the Basso, Beattie, and Bresnahan (BBB)
locomotor scale and the horizontal plane test over a six-week period. After this period, the
animals were euthanized, and their spinal cords were subjected to histological analysis,
including both qualitative and quantitative assessment with immunohistochemical markers
(glial fibrillary acidic protein and oligodendrocyte transcription factor (GFAP and Olig2)).
Additionally, the presence and duration of neurogenic bladder were recorded. Results: All
GM1-treated groups showed significant improvements in BBB scores over the six-week period
(p < 0.001), with groups 3 and 4 achieving the highest scores compared to group 1 (p < 0.001).
Regarding mobility, there was a gradual recovery, with an increase in steps between weeks 5
and 6 (p < 0.05). Histological analysis revealed a significant reduction in necrosis and
hyperemia in the GM1-treated groups, suggesting a positive modulation of secondary injury.
Conclusion: The combination of GM1 with FG presents promising results, particularly at doses
of 40 mg/kg and 50 mg/kg, demonstrating benefits in motor recovery and tissue preservation
after acute spinal cord injury.

Keywords: Spinal cord injuries. Fibrin tissue adhesive. G(M1) ganglioside. Neuroprotective

agents. Animal models.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

O primeiro relato conhecido de lesdo traumatica da medula espinhal data de
aproximadamente 1.700 a.C., entre a 16 e 172 dinastias do Segundo Periodo Intermediario
egipcio. Esse registro esta presente no papiro de Edwin Smith, considerado o mais antigo
tratado de cirurgia traumatica da atualidade?.

A lesdo raquimedular, definida como lesdo aguda da medula espinhal, pode ser
acompanhada de alta variedade de lesGes neuroldgicas sensitivas e/ou motoras, tais como
retencdo urindria, constipacdo intestinal e prejuizo no retorno venoso dos membros inferiores.

Essas manifestacdes ja haviam sido descritas por Hipdcrates (460-377 a.C.)2.

No Brasil, a incidéncia anual de trauma raquimedular (TRM) € estimada em cerca de
70 casos por milhdo de habitantes®. Considerando-se a populacdo brasileira, de
aproximadamente 214 milhGes de pessoas, conforme o Censo de 2021, isso equivale a cerca de
15.000 novos casos por ano.

A lesdo medular (LM) pode ter origem traumatica ou ndo traumatica. As causas ndo
traumaticas incluem infeccdes, neoplasias e malformacbes congénitas. Ja as traumaticas
decorrem, principalmente, de acidentes automobilisticos, esportivos, quedas de altura e
ferimentos por arma de fogo*. No Brasil, devido a alta taxa de violéncia, os ferimentos por arma

de fogo representam cerca de 16% dos casos de TRM®.

Do ponto de vista fisiopatoldgico, a LM traumatica envolve duas fases distintas. A
primeira é a lesdo primaria, de natureza necrdtica, causada por estresse mecanico direto e
imediato ao tecido nervoso®. Em seguida, ocorre a lesdo secundaria, caracterizada por uma
cascata de eventos bioquimicos e celulares que se estende aos tecidos adjacentes, com natureza

predominantemente apoptotica®.

A cascata da lesdo secundaria inicia-se com o0 colapso vascular decorrente da
hipoperfusdo causada pelo impacto direto, espasmos e trombose capilar, além da hipotenséo
sistémica provocada pela perda da regulacdo autondmica. Esses fatores culminam na isquemia
do tecido medular. A degeneracdo das membranas celulares leva a liberacdo de radicais livres,
como os peroxidos, que danificam o DNA e proteinas mitocondriais, comprometendo a

producéo de energia e levando a morte celular®.
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A instabilidade da membrana celular também promove a liberacdo excessiva de
glutamato, levando a sobrecarga de célcio intracelular e ao aumento da atividade de fosfolipases

e oxigenases, intensificando o processo apoptético’.

Além dessas alteracBes quimicas, hd uma intensa resposta inflamatdria celular.
Neutrofilos liberam prostaglandinas e citocinas, exacerbando a inflamagao e a isquemia local.
Esse processo persiste por semanas, culminando na formacgao de um cisto intramedular e de

uma cicatriz glial, incapaz de exercer fungdo neuronal®.

Sabe-se que a lesdo primaria é irreversivel, razdo pela qual os esfor¢os terapéuticos se

concentram na atenuacgdo da lesdo secundéaria e na promocao da regeneragdo axonal.

Diversas linhas de pesquisa em modelos animais vém investigando agentes com
potencial neuroprotetor e neurotréfico para uso nas fases agudas do TRM, como o

estrogénio®?, a eritropoetina (EPO) e 0 monosialotetraesosigangliosideo (GM1),

O GML1 é um dos principais glicoesfingolipideos presentes no tecido nervoso de
mamiferos, reconhecido por seu potencial de modulacdo de fatores neurotréficos e de
regeneracdo neural*?. Dentre suas propriedades, destacam-se a reducio do edema neuronal por
meio da ativagdo de bombas idnicas (Na*, K* e Mg?*), a homeostase das células nervosas pelo
restabelecimento do equilibrio da membrana e, principalmente, o aumento de fatores
neurotréficos enddgenos, estimulando a recuperacdo de conexdes funcionais'®. Apesar dos

beneficios observados, seu mecanismo de a¢io ainda nio estd completamente elucidado™®.

Estudos tém revelado a utilidade terapéutica de solucdes injetaveis contendo GM1 no
tratamento de LMs“%>1®. Contudo, a magnitude de seu efeito parece ser desafiada pela baixa
capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefélica devido a sua natureza anfifilica®®. Nesse
caso, em alternativa a alteragbes na estrutura molecular visando alterar seu perfil
farmacocinético, novas vias de administragio tém sido consideradas, como
intracerebroventricular, para o tratamento da doenca de Alzheimer®®, e intratecal,

recentemente avaliada em modelos experimentais de TRM®Y,

A cola de fibrina (CF) é composta pelos produtos da interacdo entre trombina e
fibrinogénio, formando uma rede de fibrina que promove adeséo tecidual. Além de sua fungéo
hemostatica, seus componentes podem interferir no processo de cicatrizacdo, atuando sobre
citocinas, como o fator de crescimento transformador-f. Seu uso abrange hemostasia, sutura e
adesdo tecidual®??®, Em modelos animais, a CF tem mostrado potencial em promover reparo

e regeneracdo em LMs agudas @2,
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Além disso, a CF tem sido explorada como sistema de liberacdo de farmacos e fatores
de crescimento, bem como suporte para linhagens celulares em estudos de reparacdo de 0ssos,
6rgéos e tecidos®®®2"), o que reforca o interesse em sua associa¢do com agentes neurotroficos,

como o GM1.

Com base nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do GM1
associado a CF na LM aguda experimental induzida em ratos Wistar.
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2 OBJETIVOS
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2 OBJETIVO

Avaliar os efeitos do GML1, agente neuroprotetor e neurotrofico, associado a CF quando

aplicado diretamente no local da LM contusa induzida experimentalmente em ratos Wistar.
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3 REVISAO DA LITERATURA
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Evolucéo do estudo das lesdes medulares e potenciais tratamentos farmacologicos

Em 1911, Allen®® descreve o primeiro modelo de LM aguda em c&es, conhecido como
modelo de queda de peso. A quantificacdo da leséo é feita pelo produto do peso (em gramas) e

da altura (em centimetros) da queda.

Em 1923, McVeigh® estuda caes submetidos & LM por meio de compressdes digitais
na regido toracica (T7-T8). O autor considera que as lesdes experimentais em cées reproduzem
com fidelidade os aspectos clinicos das LMs humanas.

Em 1953, Tarlov et al.®® demonstram, em modelo experimental com cdes submetidos
a compressao medular progressiva por meio de balao inflado na regido torécica, que a perda e
a recuperacdo neuroldgicas estao diretamente relacionadas ao tempo de compressdo. O estudo

conclui que a duracdo da compressao € um fator determinante para a recuperacao funcional.

Em 1956, Woodard e Freeman®? desenvolvem um modelo experimental de LM em
cdes por meio de isquemia ndo traumatica. O procedimento consiste na ligadura dos vasos
medulares entre os niveis T6 e T11. A analise histoldgica revela cavitacdo, perda neuronal e
desorganizacdo dos elementos intersticiais, evidenciando os efeitos da isquemia sobre o tecido

Nervoso.

Em 1969, Ducker e Hamit®? realizam um estudo experimental em cies submetidos a

LM torécica por queda de peso. Os animais sdo divididos em quatro grupos:
e Grupo 1 (controle): sem intervencéo terapéutica;

e Grupo 2: tratado com hipotermia local, por irrigacao da ferida com solucéo salina

circulando por um tubo com &gua a 0 °C;

e Grupo 3: tratado com dexametasona intramuscular, administrada trés horas apés a

lesdo; e

e Grupo 4: tratado com metilprednisolona (MPS) intratecal (8 mg/kg), aplicada sob

visao direta, em dose Unica.
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A avaliacio funcional baseia-se na escala de Tarlov et al.®?, Os autores observam
melhora estatisticamente significativa nos grupos tratados com hipotermia (grupo 2) e
dexametasona (grupo 3), indicando o potencial terapéutico neuroprotetor dessas abordagens

nas fases iniciais da LM.

Em 1970, Holdsworth®® publica um artigo baseado na observacéo clinica de pacientes
paraplégicos e tetraplégicos com lesdo traumatica da medula espinhal. Descreve aspectos
anatdmicos, mecanismos de trauma, achados radiograficos e critérios diagnosticos. O autor
introduz a diferenciacdo entre LMs completas e incompletas com base na presenca de

sensibilidade sacral e fungdo motora distal a lesao.

Ainda em 1970, Kelly Jr. et al.®% investigam os efeitos da hipotermia local e dos niveis
de oxigenacgdo tecidual em cées submetidos a LM contusa. Concluem que a hipotermia

proporciona protecdo a medula espinhal, reduzindo a demanda metabdlica dos tecidos lesados.

Em 1971, Fairholm e Turnbull® estudam 34 coelhos e cinco cies submetidos a
contusdo medular por queda de peso. Os animais sao sacrificados entre o primeiro e 0 14° dia
apos o trauma. Por meio de infusdo coloidal de bario e microangiografia, identificam duas zonas

distintas:

e Zona 1: regido pdstero-central da medula, com perda progressiva da capacidade de

conducéo dos capilares; e

e Zona 2: area ao redor da zona 1, com padrdo microvascular preservado.

Os autores concluem que a preservacdo da microcirculacdo é fundamental para a

recuperacdo neuronal e axonal.

Em 1972, Kelly Jr. et al.®® publicam estudo prospectivo com 40 cdes adultos

submetidos a LM por impacto e divididos em quatro grupos:
e Grupo controle: sem terapia especifica;

e Grupo 1 (tratamento imediato): exposto a oxigénio a 100% sob 2 atm por quatro

horas, uma hora apds a leséo;

e Grupo 2 (tratamento tardio): recebeu 0 mesmo protocolo apds quatro horas da leséo;
e
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e Grupo 3 (tratamento seriado): recebeu oxigenoterapia nas mesmas condigdes do
grupo 1, repetida em 24 horas e 48 horas.

No grupo controle, nove animais sdo incapazes de caminhar e quatro permanecem
completamente paraplégicos. Nos grupos tratados, a recuperacdo € mais evidente, com maior
preservacdo funcional e recuperagdo motora acelerada, especialmente nos grupos 1 e 2.

Em 1973, Tator e Deecke®”) estudam os efeitos da perfusdo hipotérmica e normotérmica
e da durotomia em macacos Rhesus com lesdo experimental. Observam que ambas as perfusdes
favorecem a recuperacdo neurolégica. No entanto, em compressfes mais graves, apenas a
perfusdo normotérmica promove melhora significativa. Os autores sugerem que a remocao de

substancias toxicas da medula lesada tem papel relevante na recuperacdo funcional.

Em 1975, De La Torre et al.®® estudam 32 ces submetidos & LM experimental por
queda de peso e avaliados quanto ao tratamento farmacoldgico. Os animais sdo divididos em
quatro grupos e tratados com: solucdo salina, manitol, dexametasona e dimetilsulféxido.
Verifica-se que a solucdo salina e o manitol ndo sdo eficazes para reverter a paralisia. J& 0s
grupos tratados com dimetilsulféxido (seis, de oito animais) ou dexametasona (dois, de oito
animais) apresentam recuperacdo funcional parcial ou total, sugerindo um possivel efeito

neuroprotetor.

Ainda em 1975, Hansebout et al.®® avaliam os efeitos da hipotermia e dos
corticosteroides em cédes submetidos a LM por compressdo com baldo durante uma hora. Os

animais sdo distribuidos em cinco grupos experimentais:
1. Laminectomia isolada;
2. Laminectomia com troca de calor a 37 °C;
3. Laminectomia + LM;
4. Laminectomia + LM + corticosteroide; e

5. Laminectomia + LM + resfriamento local a 6 °C por quatro horas.

Apds sete semanas, observa-se que 0s grupos tratados com corticosteroides ou
hipotermia apresentam melhor recuperagcdo motora em compara¢do com o grupo ndo tratado,

que permanece incapaz de caminhar.
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Também em 1975, Yeo et al.9 analisam achados de autopsia em pacientes com LM,
observando que, mesmo com aparéncia morfoldgica preservada, neurénios contundidos perdem
sua funcé@o — o que poderia ser parcialmente revertido por métodos fisicos ou quimicos. O grupo
busca diferenciar concussdo, contusdo e laceracdo da medula espinhal em ovelhas, além de
empregar mielografia isotdpica para classificar o grau da lesdo. Concluem que a isquemia e
hipoxia desempenham papel importante na fisiopatologia da paraplegia pos-traumatica.

Em 1976, Dohrmann et al.“Y descrevem um aparelho para producdo padronizada de
LM experimental capaz de medir varidveis biomecanicas como impulso, velocidade de
deformacéo e energia aplicada. O dispositivo, baseado em queda de peso guiada em tubo
vertical, possibilita maior reprodutibilidade e correlagéo entre intensidade da leséo e disfuncdo

neuroldgica.

No mesmo ano, Dohrmann et al.“? realizam estudo com 15 gatos submetidos a LM
toracica (T5-T6) com energia constante de 400 g.cm, mas distribuida entre diferentes
combinagOes de massa e altura de queda (exemplo: 5 g x 80 cm, 80 g x 5 cm). Concluem que,
mesmo com a mesma energia, o volume da lesdo varia conforme a combinacdo de massa e
altura, reforcando que fatores biomecanicos influenciam significativamente o padrdo de dano

medular.

Também em 1976, Kuchner e Hansebout®® avaliam o tratamento de cies com LM por
compressdo com baldo extradural, utilizando dexametasona, hipotermia local e a associacao de
ambos. Os melhores resultados funcionais sdo observados no grupo que recebe a combinacéo

das terapias, sugerindo efeito sinérgico entre corticosteroides e hipotermia.

Aindaem 1976, Yeo et al.®¥ investigam o uso da oxigenoterapia hiperbarica em ovelhas
apos LM aguda. O tratamento iniciado até duas horas apds o trauma resulta em melhora
significativa da recuperacdo motora, indicando que a intervencdo precoce € determinante para

a eficacia da terapia.

Em 1977, Holbach et al.“® avaliam 15 pacientes com lesdes compressivas da medula
espinhal submetidos a sessdes diarias de oxigénio hiperbarico (1,5 atm, 40 minutos). Em seis
dos 13 pacientes tratados, ha melhora clinica e neurofisioldgica, com aumento da pressdo de
oxigénio no liquor e nos sinais da eletroneuromiografia. O estudo conclui que essa abordagem

pode ser Gtil, embora ensaios clinicos adicionais sejam necessarios.

Ainda em 1977, Rivlin e Tator® propdem um novo método para a avaliacdo funcional

da locomog&o em ratos, utilizando um plano inclinado ajustavel. O teste quantifica a capacidade
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do animal de sustentar-se em diferentes angulos, permitindo a avaliacdo objetiva da funcéo

motora apds mielectomia.

Também em 1977, Yeo et al.“” investigam a degeneracéo central pds-traumatica da
medula espinhal em ovelhas. O grupo controle apresenta necrose intensa da substancia cinzenta,
microcistos e desmielinizacdo da substancia branca. J& os grupos tratados com alfa-metil-
paratirosina e oxigenoterapia hiperbarica demonstram menos degeneracédo cistica e melhor

recuperacdo motora, sugerindo que essas intervencdes reduzem a extensdo da lesdo secundaria.

Em 1978, Balentine®® investiga a progressdo da necrose tecidual em ratos adultos
submetidos a LM experimental por queda de peso. S&o analisadas amostras da medula espinhal
em intervalos de tempo que variam de trés minutos a uma semana apos o trauma. O estudo
demonstra que a necrose tem inicio na substdncia cinzenta e, posteriormente, acomete a
substancia branca. A observacao dos vasos sanguineos revela que a necrose resulta da ruptura

de artérias e veias principais lesionadas durante o impacto.

No mesmo ano, Ducker et al.*® medem o fluxo sanguineo medular e os niveis de
oxigénio tecidual em cées com paraplegia induzida por lesdo traumatica. Os autores constatam
uma reducdo significativa da perfusdo medular ap6s a lesdo e sugerem que intervencgdes
terapéuticas deveriam buscar restabelecer a oxigenacao e o fluxo sanguineo para a medula

espinhal como forma de protecdo neural.

Também em 1978, Rivlin e Tator®® avaliam o fluxo sanguineo regional em 12 ratos
Wistar em diferentes momentos (5 minutos, 2 horas e 24 horas) ap6s a LM. Utilizando a técnica
radiografica com C-antipirina, observam que as lesdes compressivas graves causam isquemia
persistente por, pelo menos, 24 horas. Além disso, desenvolvem um novo modelo de LM com
uso de clipes de aneurisma modificados colocados extraduralmente ao redor da medula

espinhal.

Em 1979, Tator e Rowed® reforcam a importancia da lesdo secundaria como principal
responsavel pela disfuncdo neuroldgica apos o trauma medular. Descrevem que, inicialmente,
ocorre hemorragia na substancia cinzenta e edema na substancia branca, seguida pela formacéo

de cavidades necrdticas. Identificam dois tipos principais de lesdo vascular:
1. Hemorragia imediata devido a ruptura de pequenos vasos (vénulas); e

2. Infarto isquémico mais tardio, afetando as substancias branca e cinzenta.
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Os autores propdem que intervencdes terapéuticas devem ser dirigidas a fase aguda, a
fim de evitar o infarto medular secundério. Destacam ainda o potencial uso dos corticosteroides

como forma de inibir essa cascata de eventos danosos.

Em 1980, Lohse et al.®? realizam estudo experimental em 24 gatos submetidos a LM
torécica com diferentes intensidades (100 g.cm e 260 g.cm). Observam aumento imediato da
pressdo arterial e ocorréncia de arritmias cardiacas. Nos animais que sofrem o trauma mais leve
(100 g.cm), o fluxo sanguineo ndo se altera significativamente. No entanto, ap6s trauma mais
severo (260 g.cm), ha aumento do fluxo sanguineo nas primeiras seis horas. Os autores
concluem que, nesses casos, a paraplegia pode estar mais relacionada a lesdo secundaria do que

a isquemia primaria da substancia branca.

Em 1981, Gamache et al.®® avaliam 25 pacientes com LM aguda tratados com
oxigenoterapia hiperbarica iniciada, em média, 7 horas e 30 minutos apds o trauma. Todos 0s
participantes também recebem MPS. Embora os escores motores ao final do acompanhamento
(quatro meses e um ano) fossem semelhantes aos do grupo que recebe apenas tratamento
tradicional, o grupo com oxigenoterapia apresenta recupera¢do mais rapida, sugerindo

beneficio na velocidade de recuperacdo funcional.

Ainda em 1981, Means et al.®* realizam estudo experimental em gatos submetidos &
LM aguda e tratados com MPS. Avaliam a porcentagem de &rea cavitaria e a recuperagao
neuroldgica. Observam correlacdo negativa entre o tamanho da cavidade medular e a
recuperacdo motora, indicando que a MPS contribui para a reducdo da degeneracao tecidual e

melhora funcional.

No mesmo ano, De La Torre® publica uma revisdo abrangente sobre estratégias
bésicas e aplicadas de pesquisa em LM. O autor destaca os principais modelos experimentais,
técnicas de avaliagdo morfologica e neurofisiologica, mecanismos vasculares, alteraces
bioquimicas e opcles terapéuticas para LM aguda e cronica. Identifica trés mecanismos

principais de regeneracdo axonal no sistema nervoso central:
1. Brotamento colateral;
2. Plasticidade neural; e

3. Regeneracdo axonal verdadeira.
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O autor também ressalta o papel dos fatores de crescimento e dos transplantes de tecido

neural, incluindo células fetais, como potenciais estratégias terapéuticas.

Ainda em 1981, Young et al.®® avaliam os efeitos da naloxona em 25 gatos adultos
submetidos a lesdo traumatica por impacto. O grupo tratado com naloxona apresenta melhora
do fluxo sanguineo medular, maior preservacao da funcdo sensitiva e melhora dos potenciais

evocados somatossensitivos, indicando o efeito neuroprotetor dessa substancia.

Em 1982, Anderson et al.®” estudam a perfusdo microvascular apds LM em gatos
divididos em trés grupos: sem tratamento, com dose alta (15 mg/kg/24 h) e com megadose de
MPS (60 mg/kg/24 h). Utilizando carbono coloidal como marcador, observam que o grupo
tratado com 15 mg/kg apresenta preservagdo substancial da microvasculatura, reforcando a

eficacia da MPS em reduzir danos isquémicos.

Aindaem 1982, Young e Flamm®® avaliam os efeitos de duas doses de succinato sodico
de MPS (15 mg/kg e 30 mg/kg) em gatos submetidos a LM por impacto. Os animais tratados
com 30 mg/kg apresentam melhora precoce do fluxo sanguineo, reducdo da concentracdo de
calcio extracelular e preservacdo dos potenciais somatossensitivos. Os autores atribuem esses

efeitos a vasodilatacdo induzida pelo corticosteroide, o que explicaria sua agdo neuroprotetora.

Em 1983, Braughler e Hall®® estudam os efeitos da MPS em 87 gatos com LM
compressiva de 400 g.cm. Observam que a leséo provocava aumento acentuado do lactato e
queda do piruvato, indicativos de metabolismo anaerébico. A administracdo de MPS atenua

essas alteracdes, sugerindo efeito benéfico no metabolismo celular pds-leséo.

No mesmo ano, Ford® modifica o método de queda de peso descrito por Allen® para
LM em gatos, comprovando sua eficacia na indugdo de LM com menor variabilidade. No
entanto, critica as limitacbes dos métodos entdo disponiveis para avaliagdo funcional,

destacando a necessidade de escalas mais sensiveis e consistentes.

Em 1984, Hall et al.®V investigam o fluxo sanguineo medular em 25 gatos submetidos

a leséo contusa padronizada ao nivel de L3. Os animais sdo divididos em quatro grupos:
1. Controle (sem tratamento);
2. Tratados com 15 mg/kg de MPS;
3. Tratados com 30 mg/kg de MPS; e

4. Tratados com 60 mg/kg de MPS.



31

Os resultados demonstram que a dose de 30 mg/kg é mais eficaz na manutencdo do
fluxo sanguineo pds-lesdo, enquanto a dose de 60 mg/kg ndo apresenta beneficios adicionais.
O estudo conclui que a administracdo precoce de MPS pode reduzir a isquemia medular

secundaria, desde que empregada em dose adequada.

Ainda em 1984, Toffano®? avalia os efeitos do GM1 na recuperagio de neurdnios
dopaminérgicos nigroestriatais em ratos submetidos a hemitranseccdo unilateral. O tratamento
com GM1 favorece o brotamento colateral de axdnios e previne a perda de corpos celulares
positivos para tirosina hidroxilase na substancia negra. Além disso, hd aumento da
imunorreatividade para tirosina hidroxilase, indicando o potencial do GM1 na regeneracao

neural.

Em 1985, Anderson et al.®® descrevem a cascata de eventos fisiopatol6gicos que ocorre
apos a LM traumatica aguda, incluindo necrose hemorragica, isquemia, edema, inflamacao,
perda de ions extracelulares e peroxidacdo lipidica. Ressaltam que a MPS, em modelos
experimentais, mostra-se eficaz na inibigdo da agdo dos radicais livres, atuando como agente

neuroprotetor ao mitigar a peroxidacdo de membranas celulares.

No mesmo ano, Bracken et al.®* publicam estudo multicéntrico comparando altas doses
(1.000 mg em bolus + manutencédo por 10 dias) com doses padrédo (100 mg/dia) de MPS no
tratamento de LM. N&o sdo observadas diferencas estatisticamente significativas na
recuperacdo motora entre os grupos, embora o grupo de altas doses apresente maior incidéncia

de infeccdo e mortalidade, sem significancia estatistica.

Ainda em 1985, Gale et al.® desenvolvem um protocolo de avaliacdo funcional em
ratos com LM por contusdo. A escala proposta baseia-se na observacdo comportamental dos
membros posteriores em campo aberto, adaptada da escala de Tarlov®?. Essa metodologia serve
de base para futuros sistemas de pontuacdo funcional mais refinados, como a escala de Basso,
Beattie e Bresnahan (BBB).

Por fim, Noble e Wrathall®® estudam parametros morfométricos em 51 ratos Sprague-
Dawley com LM induzida por queda de peso de 10 g a diferentes alturas (2,5 cm a 17,5 cm).
Quatro semanas ap0s a lesdo, mensuram volume e extensdo da area lesada, correlacionando-os
com deficits motores e sensitivos. O estudo demonstra que o modelo de queda de peso em ratos
permite a producdo reprodutivel de lesdes leves, moderadas e graves, sendo apropriado para

estudos pré-clinicos.
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Em 1986, Bose et al.®” estudam o efeito do tratamento crénico com GM1 no
restabelecimento da continuidade axonal e na recuperagdo funcional em ratos transeccionados
na medula espinhal. Segundo os autores, estudos anteriores haviam demonstrado que o
tratamento cronico com GM1 é eficaz na regeneracdo de neurbnios dopaminérgicos
mesoestriatais lesionados no sistema nervoso central. Além disso, o0 GM1 promove a
regeneracdo de nervos periféricos apds lesdo por esmagamento nervoso. A continuidade axonal
é determinada pela capacidade da medula espinhal de transportar peroxidase de raiz forte atraves
da regido de transeccao. Comparacdes entre controles tratados com GM1 e tratados com solugéo
salina mostram que o tratamento com GM1 resulta no restabelecimento da continuidade axonal
entre a medula espinhal distal ao nivel da transeccéo e o tronco encefalico. Controles tratados
com solucdo salina apresentam pouca evidéncia de continuidade axonal entre essas duas regides.
Assim, os autores concluem que gangliosideos induzem o restabelecimento da continuidade
axonal e, portanto, podem promover a recuperacdo funcional em ratos ap6s a transeccdo da

medula espinhal.

Em 1987, Albin e White®® demonstram que o traumatismo da medula espinal, além da
destruicdo mecanica, desencadeia hemorragia, diminuicdo da perfusao, hipdxia tecidual, edema

e, finalmente, necrose dos elementos neurais.

Em 1988, Bresnahan et al.®® desenvolvem um aparelho de impaccdo com funcéo
eletromecanica. Afirmam que a LM experimental reprodutivel depende de uma resposta
imediata das propriedades mecanicas do impacto. Documentam que o aparelho apresentado é
sensivel as caracteristicas do tecido lesado e permite manipulacdo continua da forca de impacto
ou do deslocamento tecidual. Descrevem os resultados anatbmicos e comportamentais de um
determinado indice de impacto e examinam a capacidade do aparelho em produzir uma leséo

traumatica consistente.

Em 1989, Janssen e Hansebout"®, em revisdo da literatura, analisam a patogénese da
leséo da medula espinhal e os novos tratamentos quimicos e fisicos que podem diminuir o dano
secundario, concluindo que a terapia com oxigénio hiperbarico demonstra resultados positivos.
A razdo explicada nessa abordagem é que a diminuicdo da perfusdo tecidual pode ser
compensada pelo aumento dos niveis de oxigénio no sangue. Concluem que, nos casos em que
ocorre cessacdo completa da circulagdo na area medular lesada, esse tratamento pode nao ser

efetivo.

Em 1990, Barros Filho et al.(""), em estudo retrospectivo, analisam 428 casos de TRM no

periodo de 1982 a 1987, encontrando como etiologias mais frequentes os ferimentos por arma
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de fogo (36,7%), acidentes em agua rasa (7,7%), queda de objeto sobre o paciente (4,2%) e
outras causas (2,3%). Chama a atencdo o fato de que, nesse estudo, 28% dos pacientes séo
atendidos nas primeiras seis horas ap0s o acidente, 33,3% sao atendidos no hospital um dia ap6s

0 acidente e 3,3% sdo atendidos no hospital 15 dias ou mais depois do acidente.

Em 1991, Geisler et al.? realizam um ensaio clinico prospectivo, randomizado,
controlado por placebo e duplo-cego com GM1 em pacientes com LM. Dos 37 pacientes
incluidos no estudo, 34 (23 com lesBes cervicais e 11 com lesbes toracicas) completam o
protocolo (100 mg de GM1 ou placebo intravenoso ao dia, por 18 a 32 doses, com a primeira
dose administrada até 72 horas ap0s a lesdo) e um periodo de acompanhamento de um ano. A
recuperacdo neuroldgica é avaliada pela escala de Frankel e pelo escore motor da American
Spinal Injury Association (ASIA). Ha uma diferenca significativa entre os grupos na distribuicéo
da melhora dos graus de Frankel da linha de base para o acompanhamento de um ano. Os
pacientes tratados com GM1 também tém uma melhora média significativamente maior na
pontuacdo motora ASIA da linha de base para 0 acompanhamento de um ano do que os pacientes
tratados com placebo. Uma analise das recuperagdes musculares individuais revela que o
aumento da recuperacdo no grupo GM1 é atribuido aos mdsculos inicialmente paralisados que

recuperam forca motora Util, e ndo ao fortalecimento dos musculos paréticos.

Em 1992, Bracken e Holford™ publicam artigo em que apresentam os resultados
observados pelo National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS). Relatam que o NASCIS
1 (1977) conduz estudo randomizado e controlado das terapias que podem melhorar a LM e 0
NASCIS 2 compara o0 uso de altas doses de MPS ou naloxona ao placebo, reportando que
pacientes que iniciam tratamento dentro das primeiras oito horas tém melhora significante da
funcdo motora em seis semanas, seis meses e um ano apos a lesdo. Afirmam que a MPS,
aplicada precocemente ap6s LM, melhora a funcdo motora de pacientes diagnosticados
inicialmente com lesdo completa ou incompleta. Destacam que o tratamento tardio com MPS
estd associado a diminuicao da recuperacdo neuroldgica. Concluem que essa analise ampara o

uso de MPS em altas doses para o tratamento das LMs no TRM.

Em 1993, Walker®® realiza um estudo randomizado, duplo-cego e cruzado em humanos
com LM crdnica. Os pacientes recebem GML1 ou placebo por dois meses. O GM1, administrado
por via intravenosa na dose de 100 mg, seis dias por semana, resulta em uma melhora
estatisticamente significativa nos escores motores (p < 0,05), independentemente de ter sido
administrado antes ou apds dois meses de placebo. Os individuos que recebem GML1 antes do
placebo mantém sua melhora durante a fase placebo. Os individuos que recebem GM1
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deambulam com marcha reciproca, usando érteses, por distancias maiores e em um ritmo mais
répido, independentemente de o medicamento ter sido administrado antes ou depois do placebo.
Esses resultados constituem a primeira descoberta de que alguma substancia quimica melhora

a locomog¢é@o em humanos com LM crénica.

Em 1994, Constatini e Young"® relatam que ensaios clinicos demonstram que a MPS e
0 GM1 promovem uma melhora da recuperacdo neurologica na LM em humanos. Dessa forma,
decidem avaliar essas substancias de forma isolada e associada em um modelo de contuséo
medular em ratos. A MPS também previne a hiponatremia induzida por lesdes e aumenta a
perda de peso corporal em ratos com lesGes na coluna. Quando usado sozinho, 0 GM1 tem
pouco ou nenhum efeito em qualquer variavel medida em comparacdo com os controles do
veiculo; quando administrado em conjunto com MPS, o GM1 bloqueia os efeitos
neuroprotetores da MPS, sendo desaconselhado o uso em conjunto pelos autores. Possiveis
efeitos benéficos do GM1 relatados em lesbes do sistema nervoso central podem estar
relacionados aos efeitos na recuperacao neural e ndo aos processos de lesdes agudas.

Em 1995, Basso et al.™® verificam o comportamento depois da LM contusa em ratos
fazendo uma modificacdo da escala locomotora desenvolvida por Tarlov et al.®%). Dados obtidos
indicam que a escala é valida e é uma medida preditiva da recuperacdo motora, sendo capaz de
distinguir resultados comportamentais causados pelas diferentes leses e de predizer alteracGes
anatomicas no centro da les&o. Os testes inter-ratos indicam que examinadores com experiéncia
no uso da escala conseguem aplica-la consistentemente e obter resultados similares. A escala
BBB oferece aos avaliadores uma medida mais discriminatoria dos resultados comportamentais

para avaliar o tratamento depois da lesdo da medula espinhal.

Em 1996, Basso et al."® padronizam um aparelho desenvolvido pela New York
University (NYU Impactor) para realizar LM contusa em ratos. Citam o teste BBB como sendo
mais sensivel que os demais até entdo descritos para avaliar a recuperagdo da funcdo locomotora
em ratos que sofreram LM contusa. Demonstram que o sistema da NYU permite produzir uma
contusdo medular graduada, consistente e reprodutivel em todos os ratos. Afirmam que um
exame dos efeitos terapéuticos para indices lentos e rapidos de recuperagdo é mais evidente nos
grupos graduados com 12,5 mm e 25 mm de altura da queda do peso de 10 g sobre a medula.
Confirmam que uma maior quantidade de tecido poupado estd diretamente relacionada a uma
melhor funcdo locomotora final quando aplicada a escala BBB. Documentam aumento dos

movimentos dos membros inferiores duas semanas apds lesdo compressiva ou por transeccao
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medular e concluem que a escala BBB ¢ aplicavel, apés a utilizagdo do sistema da NYU, na
andlise da recuperacao da funcdo locomotora em ratos com LM contusa.

Em 1997, Segatore e Way("" demonstram que avancos nas ciéncias basicas e clinicas
estdo aprimorando a capacidade de alterar o curso da lesdo que ocorre apds traumatismo agudo
da medula espinhal. Metilprednisolona, naloxona, GM1, mesilato de tirilazade e outros agentes
foram ou estdo sendo submetidos a testes rigorosos para determinar sua capacidade de proteger
elementos celulares comprometidos, porém viaveis, e melhorar o resultado funcional dos
sobreviventes. Os autores resumem 0s mecanismos de lesdo secundaria (medula espinhal),
discutem a farmacoterapia derivada, revisam 0s resultados de ensaios clinicos e levantam
questdes relacionadas a pesquisas futuras. Da-se especial aten¢do aos estudos de Maryland sobre
GML1 e aos ensaios nacionais sobre lesdao aguda da medula espinhal. Trabalhos preliminares
sobre os papéis de aminoacidos excitatorios, peptideos opioides enddgenos, bloqueadores dos

canais de calcio e fatores de crescimento nervoso em lesdes secundarias tamhém sdo descritos.

Em 1998, Taoka e Okajima’® afirmam em seu estudo que existem apenas medidas
terapéuticas limitadas disponiveis para o tratamento de lesdes na medula espinhal. Essa revisdo
descreve 0s mecanismos patoldgicos da LM induzida por trauma em ratos, o que contribui para
uma nova compreensdo do processo patolégico que leva a LM e para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas. A LM induzida por trauma é consequéncia de uma agressao fisica
inicial e de um subsequente processo de lesdo progressiva que envolve varios eventos
patoguimicos gque levam a destruicéo tecidual; este ultimo processo deve, portanto, ser alvo de
tratamento farmacoldgico. Neutrofilos ativados demonstram estar implicados nesse Gltimo
processo de LM em ratos. Eles danificam as celulas endoteliais pela liberacdo de mediadores
inflamatdrios, como a elastase dos neutrdfilos e os radicais livres de oxigénio. A adesdo de
neutrofilos ativados a célula endotelial também pode desempenhar um papel na leséo das células
endoteliais. Essa lesdo das células endoteliais pode, por sua vez, induzir distarbios
microcirculatérios, levando a isquemia da medula espinhal. Os autores descobrem que alguns
agentes terapéuticos que inibem a ativagdo de neutrofilos aliviam os distdrbios motores
observados no modelo de LM em ratos. A MPS e o0 GM1, que sdo os dois Unicos agentes
farmacologicos disponiveis clinicamente para o tratamento de LM aguda, ndo inibem a ativagdo
de neutrofilos neste modelo em ratos. Em conjunto, essas observagoes levantam a possibilidade
de que outros agentes farmacologicos que inibem a ativacdo de neutréfilos, usados em conjunto
com MPS ou GM1, possam ter um efeito sinérgico no tratamento de LM traumética em

humanos.
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Em 1999, Seidl"® afirma em seu estudo que a busca por um tratamento farmacoldgico
para LM aguda remonta a década de 1960. Somente em 1990 o agente farmacolégico MPS
demonstra melhores resultados em humanos. A MPS demonstra superioridade em relacdo ao
placebo em humanos em dois grandes ensaios multicéntricos e € o padrdo de tratamento até
aquele momento. Outros agentes potencialmente Uteis incluem tirilazade, GM1 e naloxona.
Estudos adicionais com esses agentes seriam necessarios para determinar a dose ideal e o

momento da administracao.

Em 1999, Rodrigues®® padroniza um modelo de lesdo de medula espinal em ratos Wistar
e utiliza equipamento computadorizado para impacto por queda de peso, de acordo com
pardmetros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study (MASCIS).
Verifica a existéncia de correlacdo estatisticamente significante entre o volume de lesdo e os

parametros mecanicos e conclui que o modelo é capaz de gerar LMs padronizadas em ratos.

Em 2000, Bracken®® apresenta uma reviséo sistematica dos agentes farmacol6gicos para
o tratamento da LM aguda. Conclui, nessa revisao, que altas doses de MPS constituem a Unica

terapia farmacoldgica que mostra ter eficacia no tratamento da LM aguda.

Em 2001, Blight e Zimber® afirmam, em seu estudo, que nio ha medicamentos
especificamente aprovados para LM que tratem diretamente o dano subjacente ao tecido neural.
O tratamento imediato com MPS demonstra melhorar o resultado da lesdo em uma série de
estudos pré-clinicos e clinicos, e é amplamente utilizado, embora os beneficios parecam
modestos. Diversas outras abordagens para proteger a medula espinhal lesionada de processos
patoldgicos secundarios sdo examinadas experimentalmente, incluindo antioxidantes,
estabilizadores de membrana, antagonistas do glutamato, anti-inflamatdrios, inibidores de
caspases, inibidores da calpaina e outros compostos de mecanismo incerto. Todas essas
abordagens séo apoiadas por estudos positivos em animais, mas sua eficacia em relacdo a MPS,

nao é estabelecida.

Em 2001, Geisler et al.®® realizam um ensaio clinico randomizado, duplo-cego,
sequencial e multicéntrico de duas doses de Sygen (GM1) versus placebo para determinar a
eficacia e a seguranca do Sygen em LM aguda. S&o randomizados 760 pacientes, avaliados em
cada um dos trés grupos de tratamento: placebo, Sygen em baixa dose (100 mg) e Sygen em alta
dose (200 mg). Os pacientes séo estratificados em seis grupos, de acordo com trés graus de
gravidade da lesdo (graus A, B e C do AIS) e dois niveis de lesdo anatdmica (cervical e toracica).
A anélise planejada prospectivamente no tempo de desfecho pré-especificado para todos os
pacientes é negativa. Ha4 um efeito significativo em todos os pacientes na variavel de desfecho



37

primario (a porcentagem de recuperacdo acentuada (RA)) na oitava semana, final do periodo de
dosagem. H& um efeito significativo em todos os pacientes no momento em que a RA é
alcancada pela primeira vez. Restrita a gravidade do grupo B, que tem um pequeno tamanho de
amostra, a analise de eficacia primaria mostra uma tendéncia, mas nédo atinge significancia. Ha
um efeito amplo, consistente e, em alguns momentos, significativo na varidvel de desfecho
primario nos pacientes ndo operados até a semana 26. Os escores de motor, toque leve e picada
de agulha da ASIA mostram uma tendéncia consistente a favor do Sygen, assim como a fungéo
intestinal, a funcdo da bexiga, a sensibilidade sacral e a contracdo anal. Os pacientes com lesfes
menos graves parecem apresentar efeito benéfico maior do medicamento. As evidéncias contra
o efeito do Sygen sdo minimas e dispersas. Embora ndo comprovado na anaélise de eficacia

primaria desse estudo, 0 Sygen demonstra ser benéfico em pacientes com LM grave.

Em 2004, Coleman e Geisler® realizam uma analise retrospectiva de dados coletados
prospectivamente para o estudo multicéntrico de GM1. Um total de 760 pacientes sdo recrutados
em 28 centros na América do Norte. As lesBes sdo rostrais a T10 e deixam pelo menos uma
perna com uma pontuacao motora ASIA inferior a 15 de 25. Os pacientes sdo avaliados no inicio
do estudo usando a Escala de Comprometimento da ASIA (AIS): Grau A, Grau B e Graus C e
D (combinados). Eles sdo divididos por regido da leséo, cervical ou toracica. O desfecho é a RA
definida como melhora de pelo menos dois graus da AIS do inicio do estudo para a Escala de
Benzel Modificada na semana 26. Outros desfechos sdo alteragcdes na ASIA motor, no toque
leve e nas pontuacdes de picada de agulha. O recrutamento € desigual. Em 760 pacientes, 579
lesGes sdo cervicais e 482 sdo completas. Ha poucas lesbes toracicas incompletas. O grupo
cervical apresenta mais RA do que o grupo toracico (37,2% vs. 15,9%, p < 0,0001). Os grupos
AIS C e D apresentam mais RA (84,0%) do que o grupo B (46,6%) (p < 0,0001), que se recupera
mais do que o grupo A (12,8%). O grupo cervical apresenta vantagem na RA, pois apresenta
mais pacientes com AlS B e ainda mais pacientes AIS C e D. Dentro do grupo AIS A, o subgrupo
cervical apresenta maior RM (15,5%) do que o toracico (7,0%) (p < 0,02), mas a RA ¢ quase
igual no grupo B e no grupo C e D. Isso sugere uma nova variavel de estratificagao,
"regido/gravidade da lesdo", para distinguir lesdes cervicais (n = 332, RA = 15,5%) e toracicas
(n =150, RA =7,0%) dentro do AIS A, mas ndo no AIS B (n =131, RA =46,6%) ou no AIS C
e D (n = 147, RA = 84,1%). Essa variavel € um preditor significativo de RA (p < 0,0001). Os
autores concluem que a gravidade do AIS é o preditor mais forte. A regido anatbmica tambem é
forte, mas confundida com o efeito da gravidade, porque as cervicais tém menos lesdes

completas e porque o grupo cervical completo tem melhor desempenho do que o toréacico
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completo. A variavel regido/gravidade da lesdo mantém o forte valor progndstico do uso de

regido e gravidade, mas é mais simples e estatisticamente mais econdmica.

Em 2004, Hall e Springer® afirmam que ha muito se reconhece que grande parte da
degeneracgdo pds-traumatica da medula espinhal é causada por um processo de lesdo secundaria
multifatorial que ocorre durante os primeiros minutos, horas e dias apés a LM. Um evento
bioguimico fundamental nesse processo é a peroxidacéo lipidica reativa induzida por oxigénio.
De acordo com os autores, em 1990 sdo publicados os resultados do NASCIS 2, que mostram
que a administracdo de um regime de alta dose do esteroide glicocorticoide MPS, que ja havia
demonstrado inibir a peroxidacao lipidica pos-trauméatica em modelos animais de LM espinhal,
poderia melhorar a recuperagdo neuroldgica em humanos com esse tipo de lesdo. Isso resulta no
registro de MPS em altas doses para LM espinhal aguda em varios paises, embora ndo nos
Estados Unidos da América (EUA). No entanto, esse tratamento rapidamente se torna o padrao
de tratamento para LM espinhal aguda, visto que o medicamento j& estd no mercado americano
para muitas outras indicacdes. Posteriormente, é demonstrado que o 21-aminoesteroide nao
glicocorticoide tirilazade poderia duplicar a eficacia neuroprotetora antioxidante do MPS em
modelos de LM espinhal, e evidéncias de eficAcia em humanos sdo obtidas em um terceiro estudo
NASCIS (NASCIS 3). Nos ultimos anos, o uso de MPS em altas doses na LM espinhal aguda
havia tornado-se controverso, em grande parte, devido ao risco de efeitos adversos graves versus
0 que é percebido como, em média, um beneficio neurolégico modesto. O antagonista do
receptor opiaceo naloxona também € testado no NASCIS 2 com base na demonstracdo de seus
efeitos benéficos em modelos de LM espinhal. Embora nédo tenha apresentado um efeito geral
significativo, algumas evidéncias de eficacia sdo observadas em pacientes incompletos (ou seja,
paréticos). O GM1 também é examinado em um ensaio clinico no qual os pacientes recebem,
inicialmente, tratamento com MPS em altas doses. No entanto, 0 GM1 ndo demonstra nenhuma
evidéncia de melhora significativa na extensdo da recuperacéo neurolégica em relacéo ao nivel
proporcionado pela terapia com MPS isoladamente, embora a tenha acelerado. O artigo analisa
o0 desenvolvimento anterior de MPS, naloxona, tirilazade e GM1 para LM aguda e a controvérsia
de entdo entre MPS e LM, identificando, ainda, as complica¢bes regulatérias envolvidas no
desenvolvimento futuro de medicamentos para LM. O autor sugere algumas abordagens
neuroprotetoras promissoras que poderiam substituir ou ser usadas em combinagdo com MPS

em altas doses.

Em 2005, Chinnock e Roberts® realizam uma revisio sistemética por meio de avaliacio

de ensaios clinicos randomizados de gangliosideos versus controles em pacientes com LM
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espinhal. As medidas de desfecho especificadas sdo: mortalidade, recuperacédo da funcdo motora,
melhora nas medidas sensoriais, medidas de atividade funcional, infec¢bes e quaisquer outros
eventos adversos. Os dados sao extraidos de estudos publicados e 0s autores sdo contatados para
mais informacfes. Todos os dados encontrados sdo dicotdmicos, e razdes de chance (com
IC95%) sdo calculadas. Dois estudos preenchem os critérios de inclusdo. Nao ha 6bitos em um
deles (n = 37). No outro (n = 760), hd um namero ligeiramente maior de 6bitos no grupo de
tratamento do que no grupo controle; razdo de chances de 1,07 (IC95% 0,57-2,00) — um
resultado que pode ser explicado pelo acaso. Fraquezas metodoldgicas relacionadas a coleta e
apresentacdo dos dados dos dois estudos impossibilitam a obtencdo de quaisquer conclusdes
sobre o efeito dos gangliosideos nos outros desfechos especificados, dessa forma, as evidéncias
disponiveis ndo apoiam o uso do tratamento com gangliosideos para reduzir a taxa de
mortalidade em pacientes com LM espinhal. Segundo os autores, ainda ndo ha evidéncias de que

o tratamento com gangliosideos melhore a recuperacdo ou a qualidade de vida dos sobreviventes.

Ainda em 2005, Fehlings e Baptiste®” realizam outra revisdo sistematica para avaliar o
estado atual dos ensaios clinicos para lesdo aguda da medula espinhal. Alvos para intervencao
terapéutica em LM sdo identificados utilizando modelos animais. Desde entdo, pesquisadores
tém como alvo edema, producdo de radicais livres, concentracdes elevadas de glutamato e célcio
extracelular e inflamacdo, enquanto tentam prevenir processos apoptéticos nas substancias
cinzenta e branca. Espera-se que a compreensdo mais aprofundada dos mecanismos bioquimicos
subjacentes que contribuem para o déficit neurolégico em LMs agudas leve a identificacdo de
novas estratégias para melhorar a funcéo neuroldgica apos esse tipo de lesdo. Considerando que,
nos ultimos 27 anos, ha apenas uma terapia com uso de MPS (bolus de 30 mg/kg seguido de 5,4
mg/kg/h ao longo de 24 horas, iniciada em até oito horas apds a leséo), que demonstra capacidade
modesta de melhorar o resultado neuroldgico apds lesdo cerebral traumatica, 0 progresso na
transposicdo de novas abordagens terapéuticas do laboratorio para o ser humano estava sendo
lento. Até esse momento, varios novos avangos em pesquisas no campo da neuroprotecédo e do
reparo celular demonstram ser promissores em laboratério e provavelmente impactarao futuros
ensaios clinicos em LMs agudas. Esses avancos incluem o copolimero fusogénio
polietilenoglicol, o derivado semissintético de tetraciclina de segunda geracéo, a minociclina, e
estratégias de neurotransplante com células-tronco. Além disso, a complexidade e a natureza
multifatorial da LM aguda sugerem a necessidade de combinar estratégias terapéuticas para uma
recuperacdo aprimorada; ndo apenas na deambulagcdo, mas também na melhor dor associada ao

trauma medular e de déficits sensoriais e funcionais autondémicos.
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Em 2006, Baptiste e Fehlings® relatam em seu estudo que nenhuma terapia padrdo-ouro
para LM aguda esta estabelecida, embora ensaios clinicos com MPS (NASCIS 2 e 3) e GM1
(Maryland e Sygen) tenham demonstrado beneficios terapéuticos potencialmente importantes.
Em vista do impacto avassalador da LM aguda no individuo, outras intervencgdes terapéuticas
sdo urgentemente necessarias. Diversas terapias farmacol6gicas promissoras estdo sob
investigacdo para capacidades neuroprotetoras em modelos animais de LM aguda. Estas incluem
0 bloqueador dos canais de sddio riluzol, o derivado da tetraciclina minociclina, o copolimero
fusogénio polietilenoglicol e o hormonio protetor tecidual EPO. Além disso, ensaios clinicos
que investigam as supostas propriedades neuroprotetoras e neuroregenerativas atribuidas ao
antagonista da via Rho, Cethrin (BioAxone Therapeutic, Inc., Boston, MA, EUA), e a
implantacdo de macrdéfagos autélogos ativados (ProCord; Proneuron Biotechnologies, Nova
lorque, EUA) em pacientes com LM aguda toracica e cervical estdo em andamento. Concluem
que aqueles estudos inaugurariam uma era de renovado interesse em ensaios clinicos
translacionais. Em ultima andlise, devido a fisiopatologia multifatorial da LM aguda

traumatica, terapias eficazes exigiriam abordagens combinadas.

Em 2008, Carvalho et al.® realizam um estudo experimental em que 24 ratos Wistar s3o
submetidos a lesdo contusa da medula espinhal produzida pelo sistema NYU Impactor. Esses
animais sdo divididos em quatro grupos: o grupo | recebe injecdo de MPS; o grupo Il recebe
injecdo de GM1; o grupo Il recebe injecdo de MPS juntamente com GM1; e o grupo controle
recebe soro fisiologico. Os animais sdo avaliados quanto a recuperacdo da funcdo locomotora
por meio do teste BBB no 2°, 7° e 14° dias apds a lesdo contusa da medula espinhal. Eles sdo
sacrificados no 14° dia. Esse estudo demonstra que os grupos MPS e GM1 apresentam resultados
funcionais superiores aos do grupo controle, embora a recuperacdo mais acentuada do grupo Il
(GM1) em relagdo ao grupo controle ndo seja estatisticamente significativa (p > 0,05). A
recuperacdo mais notavel da funcdo locomotora é observada no grupo que recebeu MPS
isoladamente (p < 0,05). O grupo que recebe MPS juntamente com GM1 apresenta resultados
superiores aos do grupo controle (p < 0,05). A administracdo de MPS isoladamente ou com GM1
demonstra ser eficaz na recuperacdo da funcdo locomotora. A administracdo combinada desses

medicamentos resulta em melhores resultados do que a administracdo de MPS isoladamente.

Em 2010, Rodrigues et al.®® estabelecem um padréo para as LMs contusas por queda de
peso em ratos Wistar. Consoante com o estudo MASCIS, os autores utilizam um dispositivo
para produzir uma queda de peso que gera lesdes padronizadas. Ha correlagdo com significancia

estatistica entre os parametros mecanicos e o volume da leséo.
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Em 2011, Souza® realiza ensaio experimental para a avaliacio da eficacia do GM1 por
via intraperitoneal apds LM experimental em ratos. Séo utilizados 20 ratos machos da raca
Wistar, divididos em dois grupos de 10 animais. No grupo EPO, é administrado soro fisioldgico.
No grupo EPO/IL-6, administra-se 30 mg/kg de GM1. As lesdes sdo produzidas seguindo o
protocolo internacional MASCIS, com o sistema NYU Impactor. Os animais sdo avaliados
funcionalmente pela escala BBB. O potencial evocado motor é realizado em todos os animais,
no 42° dia apds o trauma. As avaliagdes funcionais e por meio do potencial evocado nédo
demonstram diferencas com significancia estatistica entre os dois grupos. O autor conclui que o

emprego de GML1 intraperitoneal ndo demonstra resultados satisfatorios apds LM experimental.

Em 2012, Cristante et al.®? publicam estudo de revisdo sobre possiveis abordagens
terapéuticas para a LM. Observam que a maioria dos estudos dividem a abordagem do paciente
com lesdo aguda da medula espinhal em quatro: cirurgia corretiva e 0s métodos de tratamento
fisico, bioldgico ou farmacolédgico. Os autores referem que, mesmo que a ciéncia tenha
progredido bastante em desvendar os mecanismos de protecdo celular e regeneracdo neuronal,
clinicamente, o tratamento desses pacientes ainda consiste em cuidados de apoio. A combinacéo
de varias estratégias terapéuticas deveria permitir recuperacfes funcionais parciais para esses

pacientes, o que poderia melhorar a sua qualidade de vida.

Em 2013, Lammertse®® realiza uma reviséo historica dos principais estudos em LM dos
30 anos anteriores, em que ilustra o progresso alcancado no estabelecimento de um alto padréo
na conducdo da pesquisa clinica, ao mesmo tempo em que fornece licdes importantes para
aprimorar o desenho, a conducdo e a elaboracéo de relatérios de ensaios clinicos. Por meio da
aplicacdo dessas licdes, o desempenho dos ensaios de LM pode ser aprimorado, encurtando
assim o caminho para a traducdo bem-sucedida e o desenvolvimento de terapias eficazes. Com
a publicacdo dos resultados do ensaio multicéntrico Sygen falhando em mostrar eficécia, o
entusiasmo anterior por esta nova opg¢do havia despencado. O medicamento nunca obteve
aprovacao regulatoria para qualquer uso nos EUA e, embora ja tenha estado disponivel para o
tratamento de condic¢des neurologicas em varios paises da Europa, a Agéncia Europeia de
Medicamentos néo listava mais o0 Sygen como um tratamento aprovado. Recomendacdes de
Neurocirurgia de 2002 afirmam que “o tratamento de pacientes com lesdes agudas da medula
espinhal com gangliosideo GM1 ¢é recomendado como uma op¢do sem beneficio clinico
demonstrado”. Apesar de seus fracassos, 0 ensaio Sygen € um marco importante, ndo apenas por
estabelecer um novo padrdo no desenho e conducdo de ensaios clinicos em LM, mas também

pela riqueza de dados disponibilizados a area para analises publicadas de recuperacao apds LM.
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Em 2015, do Vale Ramos et al.®¥ realizam uma revisdo sistematica sobre a terapia
farmacoldgica para a modificagdo do estado neuroldgico de traumatizados vertebro-medulares
envolvendo estudos publicados em portugués ou em inglés, nos cinco anos anteriores a
publicacdo. Trabalhos mais antigos sdo incluidos por sua importancia historica. Os grupos
farmacolodgicos sdo divididos em funcdo da sua capacidade de interferéncia nos mecanismos
fisiopatologicos da lesdo secundaria. O uso de MPS deve ser cuidadosamente ponderado. Outros
anti-inflamatorios mostram beneficios em humanos ou em animais. O GM1 ndo aparenta ter
maior eficacia do que a MPS, mas estudos em mais longo prazo sdo necessarios. Muitos
inibidores da apoptose mostram beneficio em estudos in vitro ou em animais. A naloxona ndo
da mostras de beneficio. O tempol inibe as principais consequéncias da oxidacao no nivel da

medula, e outros farmacos antioxidantes aparentam ter um efeito superior ao da MPS.

Os autores sugerem ser urgente encontrar novos tratamentos que melhorem o estado
neuroldgico dos traumatizados vertebro-medulares. Os beneficios do tratamento com MPS
estavam sendo questionados, com preocupacgdes em relacdo a sua segurancga. Outros farmacos
estdo sendo estudados, sendo que alguns deles podem ser opc¢des promissoras. Os autores
concluem que estudos adicionais sdo necessarios para tirar conclusdes sobre o beneficio desses

agentes na pratica clinica.

Em 2016, Marcon et al.® realizam um estudo experimental cujo objetivo é avaliar os
efeitos funcionais e histolégicos do GM1 e da EPO ap06s lesao experimental por contusdo da
medula espinhal. Cinquenta ratos Wistar machos sdo submetidos a lesdo experimental da
medula espinhal por dispositivo NYU Impactor e sdo divididos aleatoriamente nos seguintes
grupos, que recebem tratamento intraperitoneal: o grupo GM1 recebe GM1 (30 mg/kg); o grupo
EPO recebe EPO (1000 UI/kg); o grupo combinado recebe ambos os farmacos; e o grupo salina
recebe salina (0,9%) como controle. Um quinto grupo é o grupo laminectomia, no qual 0s
animais sdo submetidos apenas a laminectomia, sem lesdo espinhal ou tratamento. Os animais
sdo avaliados de acordo com a escala BBB, registros de potenciais evocados motores e, ap0s
eutanasia, analise histolégica do tecido da medula espinhal. Segundo os autores, o grupo EPO

apresenta escores BBB mais altos do que o grupo GM1.

O grupo combinado apresenta os maiores escores BBB, e o grupo com solucéo salina
apresenta os menores escores BBB. Néao é observado diferenca significativa na laténcia entre
0s trés grupos submetidos a LM e a intervencdo. No entanto, o grupo combinado apresenta
amplitude de sinal significativamente maior do que 0s outros grupos de tratamento ou o grupo

com solucgdo salina (p < 0,01). A analise histoldgica do tecido ndo mostra diferenca significativa
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entre os grupos. O indice axonal é significativamente aumentado no grupo combinado em
comparagdo com qualquer outra intervencao (p < 0,01). Como conclusédo, GM1 e EPO exercem
efeitos terapéuticos na regeneracdo axonal e nas funcgdes eletrofisiologicas e motoras em ratos
submetidos a LM experimental, e a administracdo dessas duas substancias em combinacédo

potencializa seus efeitos.

Em 2017, Yuan et al.®? realizam um estudo experimental para investigar os efeitos do
GM1 sobre as expressdes da caspase-3 e do fator de crescimento nervoso (NGF) em ratos com
LM aguda. Ratos machos Sprague-Dawley séo selecionados e divididos aleatoriamente em
grupo sham, grupo LM e grupo de administracdo GM1. Os ratos dos grupos sham, LM e GM1
sdo submetidos a exames comportamentais BBB e teste de placa obliqua 1 dia, 7 dias e 14 dias
apos a operacdo. O conteddo de metilenodioxianfetamina (MDA\) e a atividade da superdxido
dismutase (SOD) de cada rato em cada grupo sdo medidos pelo teste soroldgico

imunoenzimético (ELISA).

Utiliza-se ensaio de imunofluorescéncia para detectar os niveis de expressdo de caspase-
3 e NGF dos ratos em cada grupo. As expressdes de acido ribonucleico mensageiro (mMRNA) e
proteinas de caspase-3 e NGF de ratos nos grupos sham, LM e GM1 sdo detectadas por meio
de reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR) e ensaio de Western
blotting. Os escores BBB e 0s resultados do teste de placa obliqua nos grupos sham, LM e GM1
em 1 dia, 7 dias e 14 dias mostram que esses indicadores diminuem em cada grupo
significativamente 1 dia apos a LM e apresentam diferentes graus de recuperacao 7 dias e 14
dias apds a lesdo. Os resultados da deteccdo por ELISA revelam que o grupo LM apresenta
aumento no contetdo de MDA e atividade de SOD claramente diminuida em comparagéo com
0 grupo sham; ao mesmo tempo, o conteudo de MDA no grupo GML1 é nitidamente menor do
gue no grupo LM, enquanto a atividade de SOD ¢ evidentemente aumentada no grupo GM1 em
comparagdo com o grupo LM. De acordo com o ensaio de imunofluorescéncia, a expressao de
caspase-3 é significativamente aumentada e a expressdo de NGF é distintamente diminuida no
grupo LM. No entanto, esse fendmeno é significativamente revertido pelo GM1. O RT-PCR e
0 ensaio de Western blotting comprovam, separadamente, que as expressdes de mRNA e
proteina da caspase-3 aumentam no grupo com LM e diminuem claramente apés a
administracdo de GM1; as expressdes de mRNA e proteina do NGF séo significativamente
reduzidas no grupo com LM e nitidamente elevadas apds a administracdo de GM1. A analise
de variancia (ANOVA) mostra que ha diferencas estatisticamente significativas nas expressoes
de caspase-3 e NGF entre o grupo sham, o grupo LM e o grupo GM1 (p < 0,05). O GM1 tem
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um efeito evidente nas expressdes de caspase-3 e NGF em ratos com LM aguda, sendo capaz
de regular negativamente a expressao de caspase-3 e regular positivamente a expressao de NGF,

de modo a atingir seu efeito terapéutico na LM.

Em 2019, Magistretti et al.®® realizam uma revisio sistematica em 14 ensaios clinicos
randomizados, com um total de mais de 2.000 pacientes, e ndo revelam diferenca na sobrevida,
mas resultados neuroldgicos consistentemente superiores em relacéo ao placebo. Demonstra-se
que o GML1 atenua lesbes neuronais isquémicas em pacientes com diabetes por meio da
supressdo da fosforilacdo de ERK1/2 e da reducdo do estresse no reticulo endoplasmatico. Ha
evidéncias de nivel I, em cinco dos estudos clinicos randomizados, de uma recuperacdo
significativamente mais rapida com GM1 em comparacdo com placebo em pacientes com LM
aguda e crobnica, distarbio de consciéncia apds hemorragia subaracnoide ou lesbes
craniocerebrais devido a traumatismo craniano fechado. Na doenca de Parkinson, dois estudos
clinicos randomizados fornecem evidéncias de que o GM1 é superior ao placebo na melhora
dos sintomas motores e, a longo prazo, resulta em uma progressdo dos sintomas mais lenta do
que o esperado, sugerindo potencial modificador da doenca. Na doenca de Alzheimer, o papel
dos gangliosideos €é controverso, com alguns estudos sugerindo um papel de "semeadura” para
o GM1 na polimerizagdo da B-amiloide em formas toxicas, e outros, mais recentes, sugerindo
um papel bastante protetor in vivo. Na doenca de Huntington (DH), nenhum ensaio clinico havia
sido realizado até o momento. No entanto, baixos niveis de GM1 observados em células de DH
demonstram aumentar a suscetibilidade celular a apoptose. Consequentemente, o tratamento
com GM1 aumenta a sobrevivéncia das células de DH in vitro e melhora consistentemente 0s
fenotipos patolégicos em varios modelos murinos de DH, com efeitos observados em nivel
molecular, celular e comportamental. Dado que em nenhum dos ensaios clinicos que utilizaram
GM1 ocorreram problemas de seguranga clinicamente relevantes até 0 momento, os dados
atuais apoiam a expansdo da pesquisa clinica com GM1, particularmente para condi¢cdes com

alta necessidade médica ndo atendida.

Em 2021, Bourguignon et al.®” realizam um estudo cujo objetivo € rastrear e quantificar
0 curso natural dos marcadores soroldgicos ao longo do primeiro ano ap6s a LM. Para tanto,
dados sobre marcadores soroldgicos, dados demograficos e caracteristicas da lesdo sdo extraidos
de prontuarios médicos de um ensaio clinico (Sygen) e de um estudo de coorte observacional
em andamento (estudo Murnau). Os desfechos primarios sdo concentracdo/niveis/quantidade de
marcadores soroldgicos comumente coletados em maltiplos momentos. Técnicas de ANOVA
bidirecional e regresséo de efeitos mistos sao utilizadas para considerar os dados longitudinais e
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ajustar potenciais fatores de confusdo. As trajetdrias dos marcadores sorolégicos contidos em
ambas as fontes de dados sdo comparadas usando a inclinagdo da progressdo. Os resultados
mostram que, no inicio do estudo (< 2 semanas apds a lesdo), a maioria dos marcadores
soroldgicos estava em niveis patologicos, mas retorna aos valores normais ao longo de seis a 12
meses apos a lesdo. Os niveis basais € as trajetorias longitudinais sdo dependentes da gravidade
da leséo. A comparacdo dos dois bancos de dados revela algumas diferencas nos marcadores
soroldgicos, provavelmente atribuiveis a diferencas no delineamento do estudo, tamanho da
amostra e padrdo de tratamento. Conclui-se que, devido as perturbaces fisioldgicas induzidas
pelo trauma, os marcadores sorolégicos sofrem alteracdes marcantes ao longo da recuperacéo, a
partir de niveis patoldgicos iniciais que se normalizam em um ano. Os resultados desse estudo
sdo importantes, pois fornecem uma referéncia para a tomada de decisfes clinicas e ensaios

clinicos prospectivos.

Em 2022, Torelli et al.*? realizam estudo para avaliar os efeitos funcionais e imuno-
histoquimicos do GM1 e da EPO ap6s LM experimental. Trinta e dois camundongos machos
sdo submetidos a LM experimental utilizando o dispositivo NYU Impactor e divididos
aleatoriamente nos seguintes grupos: grupo GM1, recebendo GM1 padréo (30 mg/kg); grupo
EPO, recebendo EPO (1000 Ul/kg); grupo combinado, recebendo ambos os farmacos; e grupo
controle, recebendo solucéo salina (0,9%). Os animais sdo avaliados de acordo com a Escala
Basso Mouse (BMS) e o Escore de Fun¢do dos Membros Posteriores (MFS). Apds a eutanasia,
a imuno-histoquimica do tecido medular dos camundongos é analisada. Todos 0s animais
recebem tratamento intraperitoneal. O grupo GM1 apresenta maiores escores de BMS e MFS ao
final do experimento quando comparado a todos 0s outros grupos. O grupo combinado apresenta
maiores escores de BMS e MFS do que os grupos EPO e controle. O grupo EPO apresenta

maiores escores de BMS e MFS do que o grupo controle.

A andlise imuno-histoquimica do tecido mostra uma diferenca significativa entre os
grupos. H& um aumento significativo nos axénios mielinizados e no comprimento do axonio
mielinizado no grupo EPO quando comparado aos outros grupos de intervencao (p < 0,01). Os
autores concluem que a EPO e 0 GML1 tém efeitos terapéuticos na regeneragdo axonal em
camundongos submetidos a LM experimental, e que a administracdo isolada de GM1 apresenta

as maiores pontuacdes nas escalas de BMS e MFS.

Em 2023, considerando a controvérsia que envolve o uso de MPS para tratar LM
traumatica aguda, Geiler et al.®® apresentam estudo que demonstra a construcio de um novo

conjunto de dados de LM espinhal aguda agrupados em nivel de caso apto a satisfazer os critérios
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contemporaneos e capaz de esclarecer o efeito da MPS a luz de suas diretrizes. O conjunto de
dados desenvolvido serve como substituto para um estudo contemporaneo sobre MPS e constata
que a administracdo de MPS ndo aumenta a melhora na pontuacdo motora da ASIA nas
extremidades inferiores em 26 semanas. A andlise secundéaria dos niveis neurologicos cervicais
motores e sensoriais conforme escore ASIA em pacientes com LM anterior cervical em 26

semanas também ndo encontra efeito da MPS.

Em 2023, Jorge et al.?Y) decidem avaliar o melhor momento e a viabilidade da aplicacéo
intratecal de GM1 apds contusdo medular em ratos Wistar como modelo experimental. Quarenta
ratos Wistar sdo submetidos a LM por contusdo apds laminectomia. Os animais sao
randomizados e divididos em quatro grupos: grupo 1 — aplicacdo intratecal de GM1 24 horas
apos a contusdo; grupo 2 — aplicacdo intratecal de GM1 48 horas apds a contusdo; grupo 3 —
aplicacdo intratecal de GM1 72 horas ap6s a contusdo; e grupo 4 — simulado, com laminectomia
e aplicacdo intratecal de 0,5 mL de solucéo salina a 0,9%, sem contusdo. A recuperacdo da
funcdo locomotora é avaliada em sete momentos distintos pelo teste BBB, também sendo
avaliada pela escada horizontal, com critérios de avaliacdo comportamental sensério-motora no
pré e pds-operatorio. Esse estudo experimental demonstra melhores escores funcionais no grupo
submetido a aplicacdo do GM1, com resultados estatisticamente significativos, apresentando
aumento médio quando avaliado em testes motores conhecidos como a escada horizontal e a
BBB em todos os momentos de avaliacdo (p < 0,05), especialmente no grupo 2 (48 horas apds
a LM). Além disso, sdo observados menos erros e escorregdes na escada horizontal, e muitos
pontos sao alcancados na analise da escala BBB. O estudo demonstra que a aplicacéo intratecal
do GM1 apds contusdo medular em ratos Wistar € viavel. A aplicacdo 48 horas apds a lesao

apresenta os melhores resultados funcionais.

Em 2024, Sherrod et al.® realizam uma revisio sistematica e analisam a literatura
existente e as diretrizes clinicas para terapia farmacoldgica investigada para 0 manejo da LM
aguda, incluindo corticosteroides, GM1 (Sygen), riluzol, antagonistas opioides, Cethrin,
minociclina e vasopressores para aumento da pressao arterial média. Terapias para 0 manejo dos
efeitos secundarios da LM, como bradicardia, sdo discutidas. Ensaios clinicos de entdo para
farmacoterapia e transplante celular apds LM aguda também sdo revisados. Apesar da escassez
de evidéncias atuais de farmacoterapia clinicamente benéfica pds-LM, espera-se que pesquisas

futuras elucidem agentes terapéuticos promissores para melhorar a funcao neurolégica.

Em 2025, Ren et al.% realizam um estudo para determinar a eficacia clinica do GM1
combinado com MPS no tratamento da LM. Em um estudo observacional realizado de janeiro
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de 2018 a junho de 2021 no Departamento de Ortopedia do Hospital Central Baoding, na China,
com um total de 80 pacientes com LM, os pacientes sdo divididos em grupos controle e
observacao, de acordo com os métodos de tratamento. O grupo controle recebe tratamento com
MPS e o grupo observacdo recebe MPS combinada com GML1. A taxa efetiva de tratamento, o
tempo de recuperagdo da forca muscular normal, a capacidade de caminhar no solo e a
permanéncia hospitalar sdo comparados. S&o registradas as alteragdes na pontuacdo ASIA, de
atividades de vida diaria, fatores inflamatorios séricos, niveis de fatores de estresse oxidativo e
reacOes adversas. A taxa efetiva de eficacia clinica do grupo de observacdo é de 92,50%,
superando a do grupo controle, de 75,00% (y2 = 4,501, p = 0,034). O grupo de observagao
apresenta menor tempo de recuperagdo para forca muscular, de caminhada e de internagao
hospitalar em comparacdo ao grupo controle (p < 0,05). Ap6s o tratamento, os escores de
atividades de vida diaria de ambos os grupos sdo maiores do que antes do tratamento, e o0 grau
de aumento no grupo de observacdo € maior do que no grupo controle (p < 0,05). Os niveis
séricos de fator de necrose tumoral-a e interleucina-8 para todos 0s pacientes sdo
significativamente reduzidos, com o grupo de observacao apresentando uma diminuicdo mais
significativa (p < 0,05). H4 um aumento notavel nos niveis de glutationa peroxidase e SOD em
ambos os grupos, enquanto os niveis de malondialdeido diminuem significativamente. Os niveis
de glutationa peroxidase, SOD e malondialdeido sdo significativamente maiores no grupo de
observacao (p < 0,05). A combinacédo de MPS e tratamento com GM1 para LM pode reduzir

significativamente a resposta inflamatéria e melhorar a eficécia clinica.

Ainda em 2025, Migliorini et al.*%V realizam revisio sistematica que avalia criticamente
a eficacia e a seguranca das modalidades de tratamento atuais para fase aguda da LM secundaria,
identificando lacunas no conhecimento e fornecendo insights para futuras diregcdes de pesquisa.
Em dezembro de 2024, as bases de dados PubMed, Web of Science, Google Académico e
Embase sdo acessadas sem restri¢cdes de tempo. Todos os estudos clinicos que investigam o
tratamento farmacologico da LM secundaria s@o acessados. Dados de 3.017 pacientes (385
mulheres) sdo coletados. A duracdo média do acompanhamento é de 6 + 3,4 meses e a idade
média dos pacientes é de 43,3 + 10,3 anos. A EPO melhora a funcdo motora, reduz o
comprometimento na LM secundaria, modula a fungdo antioxidante e a neurogénese e minimiza
a apoptose e a inflamacdo. Embora comumente administrada, a MPS apresenta eficacia incerta.
O inibidor de rho-GTPases VX-210 e o levetiracetam ndo demonstram eficcia no tratamento.

O GML1 e o riluzol estdo associados a desfechos neurolégicos favoraveis. O fator estimulador de
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coldnias de granuldcitos e o fator de crescimento de hepatdcitos oferecem melhores escores

motores com menos efeitos colaterais.

3.2 Cola de fibrina

A CF foi utilizada pela primeira vez em 1909, por Bergel®®? (apud. Matras, 1985)1%%),
em forma de p6 de fibrina para hemostasia de ferimentos. Young e Medawar (1940)*%
realizam anastomoses de nervos periféricos com fibrinogénio em carater experimental.
Entretanto, sua aplicacéo era limitada devido a instabilidade da fibrina. Na década de 1970, o
avanco nas técnicas de isolamento dos fatores de coagulacdo permite o aumento da
concentracdo do fibrinogénio e a adicdo do fator XIII, tornando a CF mais resistente e
estavel), Desde entéio, a CF passa a ser empregada em estudos experimentais e clinicos com

as mais variadas aplicagdes.

A CF mimetiza as etapas finais da cascata de coagulagdo. Na presenca do cloreto de
calcio, o fibrinogénio e o fator X111 sdo ativados pela trombina. O fibrinogénio é convertido em
mondmeros de fibrina que se polimerizam, formando um coagulo de fibrina. A CF ¢
biocompativel e biodegradavel, além de ndo provocar necrose tecidual ou reacao do tipo corpo

estranho.

Em 2020, Yu et al.t® realiza uma revisao sobre como o desenvolvimento continuo da
engenharia de tecidos neurais tem atraido cada vez mais atencdo para a aplicacdo de hidrogéis
de fibrina no reparo de lesbes traumaticas da medula espinhal. Além de sua excelente
biocompatibilidade, flexibilidade e plasticidade, a fibrina, um componente da matriz
extracelular, pode ser equipada com células, proteinas da matriz extracelular e véarios fatores de
crescimento para promover o reparo de danos. Da perspectiva de melhoria adicional da funcéo
celular antes e depois da administracdo de células-tronco, citocinas e farmacos, a reviséo
também avaliou a aplicacdo de hidrogéis de fibrina como carreador para a terapia de reparo e
regeneracdo nervosa, e conclui que quando os hidrogéis de fibrina transportam células,
citocinas ou farmacos no reparo de LMs, o efeito terapéutico depende da fungéo das substancias

transportadas.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de execucéo

Laboratdrio de Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(LETRAN-IOT/FMUSP) (Figura 1).

Figura 1 — Laboratorio de estudos.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.2 Etica

O protocolo do presente estudo foi submetido a avaliagdo e consequente aprovacao pela
Comissdo de Anélise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de So Paulo (CAPPesq-HCFMUSP) (Anexo A).
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4.3 Selecgdo e alocacao dos animais

Foram selecionados 50 ratos machos da raca Wistar oriundos do Centro de Bioterismo
da FMUSP, com idade média de 12 semanas e peso entre 230 g e 360 g, todos de um Unico
fornecedor. Os ratos foram mantidos em gaiolas metabdlicas com controle de temperatura,
filtragem de ar e controle de umidade, individualmente (para evitar dominancia entre machos,
0 que pode causar lesdes nos animais), com fornecimento de agua e racdo ad libitum (Figura
2).

Figura 2 — Foto da raga Wistar escolhida para o estudo.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

Foram adotados 0s seguintes critérios:

- Critérios de inclusdo

o Ratos da raca Wistar;

e Machos adultos jovens;

e Peso entre 230 g e 360 g, inclusive;
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e Condicdo geral boa; e

e Motricidade inicial preservada.

- Critérios de exclusdo

Obito apos lesio;

Infeccdo persistente apds 10 dias de tratamento com antibioticoterapia;

Anomalias observadas macroscopicamente na regido medular;

Perda maior que 10% do peso corporal ap6s a lesdo; e

Ratos com escore BBB > 2 apds contusao medular efetiva.

Apbs inducdo da LM, aplicou-se 0,3 mL de CF (Tissucol-Baxter Hospitalar Ltda, Sdo
Paulo, SP, Brasil) diretamente na regido da lesdo, adicionando-se, posteriormente, 0 GM1
(Sygen 100 mg/5 mL, TRB Pharma Industria Quimica e Farmacéutica Ltda, Campinas, SP,
Brasil) na dose especifica de cada grupo por meio de homogeneizacdo com duas pingas

microcirurgicas.

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos, com 10 animais cada, e

submetidos a LM contusa:

e Grupo 1: Imediatamente apds a contusdo, foi aplicada CF no foco da contuséo;

e Grupo 2: Imediatamente ap6s a contusdo, foi aplicada CF associada ao GM1 na dose de
30 mg/kg, em dose Unica;

e Grupo 3: Imediatamente ap6s a contusdo, foi aplicada CF associada ao GM1 na dose de
40 mg/kg, em dose Unica;

e Grupo 4: Imediatamente ap6s a contusdo, foi aplicada CF associada ao GM1 na dose de
50 mg/kg, em dose Unica; e

e Grupo 5: Foi realizada somente a laminectomia.
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4.4 Protocolo de anestesia

Para a realizacdo da LM e aplicacdo de materiais poliméricos, os animais foram
submetidos a injecdo subcutanea de cloridrato de tramadol na dose de 50 mg/kg 20 minutos

antes do inicio da cirurgia.

Com o uso de uma caixa de acrilico, os animais foram induzidos & anestesia com
isoflurano (1.5 V%-2.0 V%) 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, entdo, realizarem-se a tricotomia e limpeza da regido dorsal que sofrera

incisdo por material cirurgico (Figura 3).

Figura 3 — Foto do protocolo de anestesia.

Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.5 Lesdao medular

As LMs foram feitas utilizando-se 0 NYU Impactor@19 com queda de peso de 10 g

de uma altura de 12,5 mm (lesdo leve) em todos os ratos. Os modelos experimentais até o
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presente momento propiciavam lesdes de forma padronizada, por isso optou-se pelo modelo do
NYU Impactor. Além disso, com a LM leve, a leséo é efetiva e o indice de mortalidade pos-
operatorio € minimo. Para tanto, foi feito uma laminectomia expondo a medula espinhal de
forma padronizada. Na linha média dorsal, realizou-se uma incisao na pele para se expor T5—
T10. Os musculos nos processos espinhosos de T7-T9 foram afastados. Em caso de
hemorragia, foi usado um coagulador bipolar. Remove-se a lamina de T8 com seu respectivo
processo espinhoso associado a flavectomia para exposi¢do medular. A abertura deve acomodar
a cabeca da haste de impacto do dispositivo de lesdo, portanto, deve possuir mais do que 2

mm(llo).

Ap0s a contusdo, o sitio da lesdo foi inspecionado e lavado com solucéo fisioldgica de
cloreto de sodio a temperatura ambiente. Foi realizada a aproximacdo dos planos teciduais
musculares e fasciais e da pele com sutura de ponto simples com fio nylon monofilamentado
2.04%) (Figura 4).

Figura 4 — Foto modelo NYU Impactor e o rato lesado.

—

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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4.6 Protocolo pés-operatdrio

Nos cuidados pos-operatorios, todos os ratos receberam antibioticoprofilaxia por sete
dias (cefazolina 2 mg/100 g)®®, meloxicam 5 mg/kg via subcutanea a cada 24 horas e cloridrato
de tramadol (30 mg/kg) por via subcutdnea a cada 12 horas durante cinco dias. Diariamente,
foram realizadas manobras de extracdo de urina dos animais e avaliacdo do grau de desidratagéo
pelo turgor da pele, avaliando-se a necessidade de antibioticoterapia (levofloxacina 2,5 mg/kg
por 10 dias) segundo a presenca de sangue na urina. Se, apds a terapia, o animal continuasse a
apresentar sangue na urina, a infecgéo seria considerada intratavel e o animal seria submetido
a eutanasia, pelas mas condi¢bes do animal e também com o propésito de se evitar a

contaminacdo dos outros ratos®o7.18),

A pesquisa seria interrompida imediatamente caso ocorressem mortes em sequéncia e
inexplicaveis durante o ato anestésico, cirirgico ou de manutencao. O encerramento seria feito

caso ndo fossem solucionados os problemas que causassem a interrupgé&o.

4.7 Avaliacdo motora

A avaliacdo da funcdo motora dos animais apés a LM e a quantificacdo da recuperacao
funcional no decorrer do tempo foram realizadas por meio da escala BBB®, sempre no mesmo
horério e local, sem identificacdo entre os grupos (teste cego). Os animais foram, entéo,
classificados por meio de uma pontuagdo com variacdo de 0 a 21, sendo 0 os animais com
paraplegia total do membro posterior, e 21, animais com atividade locomotora normal (Figura
5).



56

Figura 5 — Escala BBB de avaliagao locomotora.
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Fonte: Adaptado de Basso et al., 1995("9

Escala de classificacdo BBB de 21 pontos:

(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 articulagdo, ou movimento amplo de uma articulagéo e

movimento discreto de outra articulacao;
(03) Movimento amplo de duas articulacoes;
(04) Movimento discreto das trés articulagdes do membro posterior;
(05) Movimento discreto de duas articulagdes e movimento amplo da terceira;
(06) Movimento amplo de duas articulagfes e movimento discreto da terceira;
(07) Movimento amplo das trés articulagdes do membro posterior;

(08) Movimento em “varredura” do membro posterior para se realizar o passo, ou

posicionamento plantar da pata, ambos sem sustentacao de peso;
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(09) Posicionamento plantar da pata com sustentacdo do peso do corpo, na posigéo
estatica somente, ou passos dorsais com sustentacao de peso ocasional, frequente ou constante

e sem passos plantares;

(10) Passos plantares ocasionais, com sustentacéo de peso, mas sem coordenacao entre

0 membro anterior e posterior;

(11) Passos plantares com sustentagdo de peso, de frequentes a constantes, e sem

coordenacao entre 0 membro anterior e o posterior;

(12) Passos plantares com sustentacdo de peso, de frequentes a constantes, e

coordenagao ocasional entre 0 membro anterior e o posterior;

(13) Passos plantares com sustentagdo de peso, de frequentes a constantes, e

coordenacao frequente entre 0 membro anterior e o posterior;

(14) Passos plantares com sustentacdo de peso constante, com coordenacao constante
entre 0 membro anterior e 0 posterior; posicdo da pata predominantemente rodada
(externamente ou internamente) durante a locomocéo, quando € 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, coordenacdo constante entre 0 membro anterior e o posterior e

passos dorsais ocasionais;

(15) Passos plantares e coordenacgdo constante entre 0 membro anterior e o posterior;
sem abertura dos dedos ou abertura ocasional dos dedos durante o avanco do membro para

frente; a posicdo da pata é predominantemente paralela ao corpo no contato inicial;

(16) Passos plantares e coordenacgé@o constante entre 0 membro anterior e 0 posterior
durante o 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 rodada ao ser

levantada;

(17) Passos plantares e coordenacgdo constante entre 0 membro anterior e o posterior
durante o andar; a abertura dos dedos ocorre frequentemente durante o avango do membro para

frente; a posicdo da pata é predominantemente paralela ao contato inicial e ao ser levantada;

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

cauda esta abaixada durante parte do tempo ou durante todo o tempo;

(20) Passos plantares constantes e andar constantemente coordenado; constante abertura
dos dedos; a posicao da pata é predominantemente paralela ao contato inicial e ao ser levantada;

cauda constantemente erguida e tronco instavel; e

(21) Passos plantares constantes e andar coordenado; constante abertura dos dedos; a
posicdo da pata é predominantemente paralela em todas as posic¢des; estabilidade do tronco

constante e cauda constantemente erguida.

Escala de avaliagdo locomotora desenvolvida por Basso, Beattie e Bresnahan (1995).

Utilizada para a avaliacdo locomotora de ratos que sofreram TRM, graduada de 0 a 21 pontos.

4.7.1 Plano horizontal

A avaliagdo comportamental sensorio-motora foi realizada pelo plano horizontal. Uma
escada horizontal com 100 cm de comprimento, 35 cm de largura, suspensa a 46 cm do chao e
com espago fixo de 1,5 cm entre cada filete de ferro foi utilizada para avaliar a funcao
proprioceptiva dos animais®'11%, Os animais foram primeiramente treinados a andar na escada
por dois dias antes da cirurgia, sendo necessario atravessa-la cinco vezes. Para estimular os
animais a andarem na pista formada, foram colocadas duas caixas escuras em ambas as
extremidades. Nas avaliacdes, 0s animais precisavam andar trés vezes voluntariamente ao longo
da escada. Foi conduzida a contagem de nimero de passos total, de acertos, de escorregdes e
de erros. Os acertos consistiram em posicionamentos corretos das patas nos filetes de ferro. Os
escorregbes consistiram no posicionamento da pata no filete de ferro, seguido da queda da
mesma entre os filetes. Por fim, dois tipos de erros foram considerados separadamente, sendo
eles: o arrastar dos membros posteriores ao longo da escada horizontal e o posicionamento da
pata entre os filetes de ferro>11®) Os valores das trés passagens pela escada horizontal foram
obtidos para todos os tipos de respostas (acertos e erros) (Figura 6).



59

Figura 6 — Foto plano horizontal.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor

4.8 Protocolo de eutanasia

Os animais foram submetidos ao mesmo protocolo de anestesia €, ap6s confirmacao do
plano anestésico, foram submetidos a perfusédo transcardiaca com solucéo de paraformaldeido
4% em tampéo fosfato-salino (PBS) 0,1 M, pH 7,3 e salina 0,9%.

4.9 Descarte das carcagas

As carcagas foram colocadas em sacos plésticos e devidamente identificadas, sequindo

apostila de descarte de animais da FMUSP.
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4.10 Avaliagéo histoldgica

Apobs a realizacdo da avaliacdo motora final, os animais foram submetidos ao protocolo

de eutanasia.

A medula espinhal foi cuidadosamente extraida de todos os animais imediatamente apds
a perfusé@o e morte indolor induzida. Estas estruturas permaneceram no mesmo fixador por 24
horas. A medula foi dissecada e ressecada a partir do nivel intervertebral C3 ao nivel T10 e,
posteriormente, suas respectivas identificacdes topograficas foram linearmente aderidas em
papel cartdo, principalmente onde se observaram os achados macroscépicos de contusdo
medular, locais que serdo identificados como area “B”, sendo também designadas as areas
cefalicas “A” e caudais a lesdo “C”. Cada segmento da medula foi identificado e cortado

longitudinalmente para avaliacdo histologica.

Realizou-se uma avaliagdo visual macroscépica da medula no local da contuséo para se

verificar qualquer anomalia (critério de exclus&o).

Realizou-se incisdo ventral, com toracotomia e laparotomia associadas. Os pulmdes
foram inspecionados para a identificacdo de possiveis alteracfes. No abdémen, inspecionou-se
a bexiga para a identificacdo de bexiga neurogénica flacida (com aumento importante do
volume) ou de alteragdes sugestivas de infeccdo (hiperemia e hematdria). Os dados assim
coletados foram listados para posterior analise estatistica de complicacGes associadas.

A seguir, a medula retirada foi encaminhada individualmente em frasco, devidamente
identificado, com solugdo de formaldeido (10%) para o Servi¢co de Anatomia Patologica do
IOT/HCFMUSP.

O estudo anatomopatologico consistiu em uma analise microscopica (Optica) de laminas
coradas por hematoxilina-eosina (HE) (Figura 7) e laminas silanizadas para realizacdo da
imuno-histoquimica, analisando de forma qualitativa a presenca de necrose, hemorragia,
infiltracdo celular e degeneracdo cistica, e de forma quantitativa, a presenca dos marcadores
Olig2 (fator de transcricdo de oligodendrocitos) e GFAP (proteina acida fibrilar glial).

O GFAP significa a presenca da proteina &cida fibrilar glial. E expressa por tipos

celulares do sistema nervoso central, incluindo astrdcitos e células ependimarias.
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A expresséo de Olig2 é, principalmente, restrita ao sistema nervoso central, onde atua
como um fator neurogénico em diferentes estagios de desenvolvimento. O Olig2 é bem

conhecido por determinar a diferenciacao de neurénios motores e oligodendrocitos.

Figura 7 — Corte histol6gico com colaracdo HE com aumento 20x.
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Fonte: Arq.uivo pessoal do autor

4.10.1 Avaliacao histoldgica qualitativa

Realizaram-se cortes histoldgicos no plano axial, no segmento medular, com intervalos
de 2 mm, representando toda a area lesada, em uma extensdo de 1 cm a partir do centro da lesao.
Este material foi processado e desidratado em bateria de alcoois, depois sofreu processo de
diafanizagdo em xilol e, posteriormente, foi incluido em parafina. Uma vez contido no bloco de
parafina, foram feitos cortes histologicos de 5 um em micr6tomo rotativo. Estes cortes foram

realizados longitudinalmente em todo segmento medular.
O material foi, entdo, fixado em laminas de vidro e corado pela técnica de HE.

O Servico de Anatomia Patologica avaliou e graduou (ausente: 0, discreto: 1, moderado:
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2 e acentuado: 3) todos os fragmentos quanto a:
e Necrose;
e Hemorragia;
e Hiperemia;
e Degeneracdo da substancia nervosa (degeneracao cistica); e

e Infiltrado celular.

Os patologistas ndo foram informados quanto ao grupo de origem a que pertenciam as

medulas dos ratos (avaliagdo cega).

4.10.2 Avaliacao histoldgica quantitativa

Para a caracterizacdo da resposta glial apdés LM, foi realizado andlise histolégica
quantitativa por imuno-histoquimica utilizando os marcadores Olig2 e GFAP. Foram
selecionados aleatoriamente trés animais de cada grupo, com exce¢do do grupo 5, totalizando
12 animais. Fragmentos da medula espinhal foram coletados apo6s protocolo de eutanasia,
fixados em paraformaldeido a 4% em (PBS) (pH 7,4) por 24 horas a 4 °C, desidratados em
séries crescentes de etanol e incluidos em parafina histoldgica. Cortes transversais de 5 um de
espessura foram obtidos com micrétomo rotativo (Leica RM2235, Leica Biosystems Nussloch

GmbH, Alemanha) e montados em laminas revestidas com silano.

Os cortes foram desparafinizados em xilol, reidratados em alcoois em ordem
decrescente (100% a 70%) e submetidos a recuperacdo antigénica em tampéo citrato 10 mM
(pH 6,0) em banho-maria a 95 °C, por 20 minutos. O bloqueio da atividade de peroxidase
enddgena foi realizado com perdxido de hidrogénio a 3% por 10 minutos, seguido por blogqueio
de ligacOes inespecificas com solucdo de albumina sérica bovina (BSA 5%) por 1 hora em

temperatura ambiente.
As laminas foram incubadas com o0s seguintes anticorpos primarios:

e Anti-Olig2 (Rabbit monoclonal, c6digo ab109186, Abcam, Cambridge, RU; diluicdo
1:200); e
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e Anti-GFAP (Rabbit polyclonal, cédigo Z0334, Dako, Agilent Technologies, Santa
Clara, EUA; diluicdo 1:500).

A incubagdo primaria foi realizada por 18 horas, a 4 °C, em camara umida. Apos
lavagens em PBS, os cortes foram incubados com anticorpo secundario conjugado a Alexa
Fluor 594 (goat anti-rabbit 1gG, cddigo A-11012, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA,; diluicdo 1:1000) por 1 hora em temperatura ambiente, no escuro. A marcagédo nuclear foi

feita com DAPI (1 pg/mL) por 5 minutos.

A anaélise foi realizada com microscépio de fluorescéncia Opticam O500R (Opticam
Mycroscopy, Sao Paulo, SP, Brasil) e software LAS X (Leica Microsystems, Suécia). Para a
quantificacdo celular, foram capturados trés campos por corte em trés se¢des por animal, nas
regides proximas ao epicentro da lesdo (£ 2 mm), sob aumento de 400x. As imagens foram
analisadas utilizando o software ImageJ] (versdo 1.53c) com o plugin “Cell Counter” para
contagem celular. Os resultados foram expressos como densidade celular (células/mm?)
(Figuras 8 e 9).

Figura 8 — Imagem de medula com o marcado imuno-histoquiimico Olig2.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor



Figura 9 — Imagem de medula com o marcador imuno-histoquiimico GFAP.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor
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5 RESULTADOS

5.1 Resultados da avaliacdo motora BBB

As tabelas demonstram os valores da avaliagdo motora BBB de todos os grupos dois
dias ap06s a LM e nas seis semanas consecutivas, além da variacdo de peso inicial e apos seis

semanas de avaliagdo. (Anexo B)

5.2 Resultados do plano horizontal

As tabelas demonstram o nimero de passos, acertos, escorregdes e erros de todos 0s
grupos no momento pré-operatorio e da terceira a sexta semana de avaliacdo. (Anexo C)

5.3 Resultados da histologia e bexiga neurogénica

As tabelas demonstram os valores obtidos pelas avaliacBes histoldgicas qualitativas e
guantitativas de acordo com a metodologia proposta bem como o tempo de bexiga neurogénica

dos animais. (Anexos D-F)

5.4 Analise estatistica de resultados

Os parametros avaliados foram descritos segundo grupos e momentos de avaliacdo com
uso de medidas resumo (média, desvio padrdo, mediana e quartis) e comparados com uso de
equacOes de estimacdo generalizadas com distribuicdo normal e funcdo de ligacdo identidade,
assumindo matriz de correlagdes ARM). As variagbes de peso dos animais, os pardmetros
histoldgicos, a imuno-histoquimica e o tempo de bexiga neurogénica foram descritos segundo
grupos e comparados com uso de ANOVA e testes Kruskal-Wallis, respectivamente, sendo a
ANOVA seguida de comparacGes multiplas de Bonferroni e os testes Kruskal-Wallis seguidos

de comparacgdes multiplas de Dunn para identificar entre quais grupos ocorrem as diferencas.
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As andlises do BBB e plano horizontal foram seguidas de comparac¢6es multiplas de Bonferroni

para identificar entre quais grupos ou momentos ocorreram as diferencas®'®,

Para a realizacdo das analises, foi utilizado o software IBM-SPSS para Windows versao
22.0 (IBM Coportation, Nova lorque, EUA), e para tabulacdo dos dados foi utilizado o software
Microsoft Excel 2013 (Microsoft, Washington, EUA). Os testes foram realizados com nivel de
significancia de 5%.

A Tabela 1 mostra que houve diferenca média estatisticamente significativa na variacéo

do peso dos animais entre os grupos (p = 0,003).

Tabela 1 — Descricdo do peso dos animais antes e ap0s 0s tratamentos e variacdes de peso e
resultado do teste comparativo.

Alteracao de peso

Grupo Peso Inicial Peso Final
(%)

Cola de Fibrina (N = 10)

média = DP 298 +429 320 + 38 7,1+4

mediana (p25; p75) 309,5 (259,8; 335) 325,5 (285; 356,8) 7(3,2;11,7)

Cola + GM1 30 mg/kg (N = 10)

média = DP 304,6 + 18,2 329,7+18,1 7614

mediana (p25; p75) 307 (295,5; 315) 330,5 (317; 345) 6,6 (4,8; 9,3)

Cola + GM1 40 mg/kg (N = 10)

média = DP 294,7 £ 25,7 316,8 + 27 7£13

mediana (p25; p75) 295 (274,5; 322,3) 3145 (293,8; 342,5) 7,1(5,7; 8)

Cola + GM1 50 mg/kg (N = 10)

média = DP 293,2+24,4 322,3+226 9+37

mediana (p25; p75) 293 (273,5; 309) 323 (311,5; 337,3) 7,9 (6,3; 11,6)

Sham (N = 10)

média + DP 303,3+11,5 346,2+ 159 12,3+2,3

mediana (p25; p75) 302,5 (293,3; 312,5) 349,5 (330; 359,8) 11,8 (11; 14,2)

P 0.003
ANOVA

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Pela Tabela 2, tem-se que apenas o grupo sham apresentou maior aumento de peso que
quase todos os demais grupos (p < 0,05), exceto o grupo cola + GM1 50 mg/kg (p = 0,278).

Tabela 2 — Resultado das compara¢des multiplas da variacdo do peso entre 0s grupos.

Diferenca Erro I1C (95%)
Comparagao o .
media Padrao Inferior  Superior
Cola de Fibrina- Cola + GM1 30 mg/kg -0.46 1.45 >0,999 -4.75 3.82
Cola de Fibrina- Cola + GM1 40 mg/kg 0.11 1.45 >0,999 -4.17 4.40
Cola de Fibrina- Cola + GM1 50 mg/kg -1.94 1.45 >0,999 -6.22 2.35
Cola de Fibrina- Sham -5.24 1.45 0.008 -9.53 -0.96
Cola + GM1 30 mg/kg -  Cola + GM1 40 mg/kg 0.58 1.45 >0,999 -3.71 4.86
Cola+ GM1 30 mg/kg - Cola + GM1 50 mg/kg -1.47 1.45 >0,999 -5.76 2.81
Cola + GM1 30 mg/kg - Sham -4.78 1.45 0.020 -9.06 -0.49
Cola + GM1 40 mg/kg - Cola + GM1 50 mg/kg -2.05 1.45 >0,999 -6.34 2.23
Cola+ GM1 40 mg/kg - Sham -5.35 1.45 0.006 -9.64 -1.07
Cola + GM1 50 mg/kg -  Sham -3.30 1.45 0.278 -7.59 0.98

Comparacdes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

A Tabela 3 mostra que houve diferenca no grau de necrose e hiperemia entre 0s grupos
analisados (p = 0,020 e p = 0,025, respectivamente), e que o tempo de presenca de bexiga

neurogénica diferiu estatisticamente entre os grupos com lesdo (p < 0,001).
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Tabela 3 — Descri¢do dos parametros histologicos e do tempo de bexiga neurogénica segundo
grupos e resultado da comparacéo.

Grupo p
. C_ola_de Cola+GM1 Cola+GM1  Cola+GM1 Sham
Variavel Fibrina 30 mg/kg 40 mg/kg 50 mg/kg (N = 10)
(N =10) (N =10) (N =10) (N =10)

Necrose, n (%) 0.020
Ausente 0 (0) 0 (0) 1(10) 4 (40) 10 (100)
Discreto 8 (80) 10 (100) 3 (30) 5 (50) 0 (0)
Moderado 2 (20) 0 (0) 6 (60) 1(10) 0 (0)
Intenso 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Hemorragia, n
(%) 0.181
Ausente 0 (0) 1(10) 1(10) 3(30) 7 (70)
Discreto 6 (60) 7 (70) 7 (70) 6 (60) 3 (30)
Moderado 4 (40) 1(10) 2 (20) 1(10) 0 (0)
Intenso 0 (0) 1(10) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Hiperemia, n (%) 0.025
Ausente 1(10) 3 (30) 2 (20) 3(30) 6 (60)
Discreto 1(10) 3 (30) 6 (60) 6 (60) 4 (40)
Moderado 6 (60) 4 (40) 2 (20) 1(10) 0 (0)
Intenso 2 (20) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0)
Degeneracao, n (%) 0.363
Ausente 0 (0) 0 (0) 3(30) 2 (20) 10 (100)
Discreto 7 (70) 7 (70) 4 (40) 7 (70) 0 (0)
Moderado 3 (30) 3 (30) 3 (30) 1(10) 0 (0)
Intenso 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0)
Infiltrado Celular, n (%0) 0.199
Ausente 4 (40) 4 (40) 4 (40) 8 (80) 10 (100)
Discreto 2 (20) 3 (30) 6 (60) 1(10) 0 (0)
Moderado 4 (40) 3 (30) 0(0) 1(10) 0 (0)
Intenso 0(0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Tempo de bexiga neurogénica (dias) <0,001
média + DP 35+33 26,6 +10,8 19,6 £9,2 26,6+3 0+0

mediana (p25; p75) 35 (35;35) 31,5(14;35)  21(12,3;28) 28(26,3;28)  0(0;0)

O grupo Sham néo participou das andlises; Teste Kruskal-Wallis
Fonte: Arquivo pessoal do autor

A Tabela 4 mostra que o grau de necrose foi estatisticamente menor no grupo cola +
GM1 50 mg/kg do que no grupo cola + GM1 40 mg/kg (p = 0,009). O grau de hiperemia foi
estatisticamente menor nos grupos cola + GM1 40 mg/kg e cola + GM1 50 mg/kg em relacéo
ao grupo cola de fibrina (p = 0,025 e p = 0,006, respectivamente), ja o tempo de bexiga
neurogénica foi estatisticamente maior no grupo cola de fibrina que nos demais grupos (p <
0,05). O grupo cola + GM1 30 mg/kg apresentou estatisticamente maior tempo de bexiga

neurogénica que o grupo cola + GM1 40 mg/kg (p = 0,047).
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Tabela 4 — Resultado das comparac6es multiplas dos pardmetros histoldgicos que diferiram e
tempo de bexiga neurogénica entre 0s grupos.

Variavel Comparacéo Valor Z p
Cola de Fibrina -Cola + GM1 30 mg/kg 0.69 0.492
Cola de Fibrina -Cola + GM1 40 mg/kg -1.07 0.285
Necrose Cola de Fibrina -Cola + GM1 50 mg/kg 1.56 0.119
Cola + GM1 30 mg/kg -Cola + GM1 40 mg/kg -1.76 0.079
Cola + GM1 30 mg/kg -Cola + GM1 50 mg/kg 0.87 0.383
Cola + GM1 40 mg/kg -Cola + GM1 50 mg/kg 2.63 0.009
Cola de Fibrina -Cola + GM1 30 mg/kg 1.92 0.055
Cola de Fibrina -Cola + GM1 40 mg/kg 2.25 0.025
Hiperemia Cola de Fibrina -Cola + GM1 50 mg/kg 2.78 0.006
Cola + GM1 30 mg/kg -Cola + GM1 40 mg/kg 0.32 0.746
Cola + GM1 30 mg/kg -Cola + GM1 50 mg/kg 0.85 0.394
Cola + GM1 40 mg/kg -Cola + GM1 50 mg/kg 0.53 0.596
Cola de Fibrina -Cola + GM1 30 mg/kg 2.09 0.037
Cola de Fibrina -Cola + GM1 40 mg/kg 4.08 <0,001
Tempo de bexiga Cola de Fibrina -Cola + GM1 50 mg/kg 3.05 0.002
neurogénica (dias) Cola + GM1 30 mg/kg -Cola + GM1 40 mg/kg 1.99 0.047
Cola + GM1 30 mg/kg -Cola + GM1 50 mg/kg 0.96 0.337
Cola + GM1 40 mg/kg -Cola + GM1 50 mg/kg -1.03 0.303

Comparag@es multiplas de Dunn
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Pela Tabela 5, tem-se que ndo houve diferenga estatisticamente significativa nos

pardmetros de imuno-histoquimica entre os grupos (p > 0,05).

Tabela 5 — Descri¢do dos pardmetros de imuno-histoquimica segundo grupos e resultado das

comparagoes.
Grupo
Variavel Cola de Cola+GM1  Cola+GM1  Cola+GM1 p
Fibrina 30 mg/kg 40 mg/kg 50 mg/kg
(N=3) (N=23) (N=23) (N=23)
Olig2 (%) 0.146
média + DP 46,7 £ 15,3 62 +19,3 66,7 £ 5,8 40+17,3
mediana (p25;
p75) 50 (30; &) 70 (40; &) 70 (60; &) 30 (30; &)
GFAP (%) 0.984
média + DP 44 +5,3 433+115 43,3+5,8 50 +17,3
mediana (p25;
p75) 42 (40; &) 50 (30; &) 40 (40; &) 40 (40; &)

& Nao ha casos suficientes para estimar; Teste Kruskal-Wallis
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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A Tabela 6 mostra que o comportamento médio da escala BBB nos grupos com les&o foi estatisticamente diferente ao longo dos momentos

de avaliacao (Pinteragio < 0,001).

Tabela 6 — Descricdo da escala BBB segundo grupos e momentos de avaliacao e resultado das comparacGes.

p p

Variavel/Grupo Momento Poruwe  mento interacao

2 dias lsemana 2semanas 3semanas 4 semanas 5 semanas 6 semanas
BBB <0,001 <0,001 <0,001
Cola de Fibrina (N = 10)
média + DP 0,3+0,5 09+07 2+0,7 3+09 52+1,8 6,6+1,8 78121
mediana (p25; p75) 0(0; 1) 1(0;1,3) 2(18;23) 3(2;4) 45(4;6,3) 7(4,8;8,3) 7,5 (6; 9,3)
Cola + GM1 30 mg/kg (N = 10)
média = DP 02+04 1,1+09 3+£11 46+14 6+£1,7 8,117 99+172
mediana (p25; p75) 0(0; 0,3) 1(0;2) 3(2;4) 45(3,8;6) 6(4,8;8) 8 (8; 8) 10 (9; 11)
Cola + GM1 40 mg/kg (N = 10)
média = DP 0,4+0,7 0,4+£05 3,3+£0,9 58+15 7614 8,7+£1,2 11,7+14
mediana (p25; p75) 0(0; 1) 0(0; 1) 3(2,8;4) 6(4,73) 8(68;83 85(8;93 11,5(10,8; 12,5)
Cola + GM1 50 mg/kg (N = 10)
média = DP 0,4+0,7 0,4+£05 3,3+£0,9 58+15 7614 85+14 10£15
mediana (p25; p75) 0(0; 1) 0(0;1) 3(2,8;4) 6(4,73) 8(68;83) 85(78;923 9,5(9;12)
Sham (N = 10)
média = DP 21+0 21+0 21+0 21+0 21+0 21+0 21+0

21 (21;

mediana (p25; p75) 21 (21; 21) 21) 21(21;21) 21(21;21) 21(21;21) 21(21;21) 21 (21; 21)

O grupo Sham ndo participou das anlises e foram usados os momentos 2 dias, 3 semanas e 6 semanas; EEG com distribui¢cdo normal e fungéo de ligacdo identidade,

assumindo matriz de correlagdes AR(1) entre 0s momentos

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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A Tabela 7 mostra que todos os grupos melhoraram, em media, o0 escore BBB ao longo
do seguimento (p < 0,001), mas, em trés semanas, 0s grupos cola + GM1 40 mg/kg e cola +
GM1 50 mg/kg apresentaram, em media, escores BBB estatisticamente maiores que 0 grupo
cola de fibrina (p < 0,001). Em seis semanas, todos 0s grupos tratados com GM1 apresentaram,

em média, escores BBB estatisticamente maiores que o grupo cola de fibrina (p < 0,05).

Tabela 7 — Resultado das comparag¢6es multiplas da escala BBB entre grupos e momentos
avaliados conforme as diferengas encontradas.

. 1C (95%0)

Momento Comparaséo Pmédia padro — Superio
Inferior r
Cola de 2 dias — 3 semanas -2.70 059 <0001 -4.68 -0.72
Fibrina 2 dias — 6 semanas -7.50 0.56 <0,001 -9.40 -5.60
3 semanas — 6 semanas -4.80 0.59 <0,001 -6.78 -2.82
Cola + 2 dias — 3 semanas -4.40 0.59 <0,001 -6.38 -2.42
GM130 2 dias — 6 semanas -9.70 0.56 <0,001  -11.60 -7.80
mg/kg 3 semanas — 6 semanas 530 059 <0001  -7.28  -3.32
Cola + 2 dias — 3 semanas -5.40 0.59 <0,001 -7.38 -3.42
GM1 40 2 dias — 6 semanas -11.30 0.56 <0,001 -13.20 -9.40
mg/kg 3 semanas — 6 semanas 590 059 <0001  -7.88  -3.92
Cola + 2 dias — 3 semanas -5.40 0.59 <0,001 -7.38 -3.42
GM150 2 dias — 6 semanas -9.60 056  <0,001 -1150  -7.70
ma/kg 3 semanas — 6 semanas -4.20 0.59 <0,001 -6.18 -2.22
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 0.10 0.57 >0,999 -1.80 2.00
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -0.10 0.57 >0,999 -2.00 1.80
2 dias Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -0.10 0.57 >0,999 -2.00 1.80
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -0.20 0.57 >0,999 -2.10 1.70
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.20 0.57 >0,999 -2.10 1.70
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 0.00 0.57 >0,999 -1.90 1.90
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg -1.60 0.57 0.308 -3.50 0.30
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -2.80 0.57 <0,001 -4.70 -0.90
3 semanas Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -2.80 0.57 <0,001 -4.70 -0.90
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -1.20 0.57 >0,999 -3.10 0.70
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -1.20 0.57 >0,999 -3.10 0.70
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 0.00 0.57 >0,999 -1.90 1.90
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg -2.10 0.57 0.013 -4.00 -0.20
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -3.90 0.57 <0,001 -5.80 -2.00
6 semanas Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -2.20 0.57 0.007 -4.10 -0.30
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -1.80 0.57 0.096 -3.70 0.10
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.10 0.57 >0,999 -2.00 1.80
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 1.70 0.57 0.175 -0.20 3.60

ComparagBes maltiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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O Gréfico 1 ilustra os resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Gréfico 1 — Perfis médios da escala BBB e respectivos erros-padrdo segundo grupos.
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Fonte: Arquivo pessoal do autor

As Tabelas 8 e 9 mostram que todos os parametros do plano horizontal apresentaram
comportamentos médios dos grupos estatisticamente diferentes ao longo dos momentos
avaliados (Pinteragio < 0,05), exceto 0s erros (Pinteragio = 0,092). Todavia, houve diferenca media
entre 0s grupos (Pcrupo = 0,039) e ao longo dos momentos avaliados (Pmomento < 0,001) para 0s
erros. J& os passos, escorregdes e erros diferiram ao longo dos momentos de avaliacdo apenas,
independente do grupo (Pmomento < 0,05).
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Tabela 8 — Descricdo dos passos e acertos dos animais segundo grupos e momentos de

avaliacdo e resultado das comparacdes.

., Momento PGrupo P Momento P Interagdo
Variavel/Grupo
Pré 5 semanas 6 semanas
Passos <0,001 <0,001 <0,001
Cola de Fibrina (N = 10)
média £ DP 46,1+1,9 43+1,6 6,8+0,9
mediana (p25; p75) 46 (44,8; 48) 4(3;6) 6,5 (6; 8)
Cola + GM1 30 mg/kg (N = 10)
média £ DP 46,6 +1,6 4+18 8,1+1,8
mediana (p25; p75) 47 (45; 48) 45 (3;5,3) 8 (6; 10)
Cola + GM1 40 mg/kg (N = 10)
média £ DP 46,32 85%2.2 12,3+1,9
mediana (p25; p75) 46,5 (44,8; 48) 8 (6,8; 10,3) 12 (10; 14)
Cola + GM1 50 mg/kg (N = 10)
média £ DP 46,7112 78%15 116+2,3
mediana (p25; p75) 47 (45,8; 48) 8 (6; 9,3) 12 (10,3; 13,3)
Sham (N = 10)
média £ DP 447 +1,3 459+17 464 +21
mediana (p25; p75) 44,5 (43,8; 46) 46 (44,8; 47,3) 46 (44,8; 48,3)
Acertos (%) <0,001 <0,001 0.001

Cola de Fibrina (N = 10)
média + DP 985+15
mediana (p25; p75) 97,9 (97,8; 100)
Cola + GM1 30 mg/kg (N = 10)

média + DP 975+2
mediana (p25; p75) 96,9 (95,7; 100)
Cola + GM1 40 mg/kg (N = 10)

média + DP 974 +17
mediana (p25; p75) 97,8 (95,8; 98,5)
Cola + GM1 50 mg/kg (N = 10)

média + DP 96,8 +2
mediana (p25; p75) 97,8 (95,2; 97,9)
Sham (N = 10)
média + DP
mediana (p25; p75)

96,4 +2,4
95,7 (95; 98,4)

62,9+11,1
66,7 (50; 66,7)

55,2 +24)5
63,3 (38,3; 68,8)

775+156
79,2 (71,1; 90,2)

80,5+6,8
81,7 (75; 86,2)

96,9+2,1
96,7 (95,5; 98,4)

795+6,9
83,3 (74,1; 83,9)

76,4 +10,1
77,5 (65,6; 84,4)

89,7 +5,2
91,7 (87,5; 92,9)

86,4+7,4
89,2 (81,3; 91,8)

97,9+1,9
97,8 (97,2; 100)

Nas semanas 3 e 4 a maioria dos ratos ndo conseguiu fazer o teste; O grupo Sham ndo participou das analises;
EEG com distribuicdo normal e funcdo de ligacdo identidade, assumindo matriz de correlagdes AR(1) entre o0s

momentos
Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Tabela 9 — Descricdo dos escorregdes e erros dos animais segundo grupos e momentos de
avaliacdo e resultado das comparacdes.

., Momento

Variavel/G rupo N P Grupo P Momento P Interagao
Pré 5 semanas 6 semanas

Escorregdes (%0) <0,001 <0,001 <0,001

Cola de Fibrina (N = 10)

média + DP 15+15 29,3+13,1 16,2+35

mediana (p25; p75) 2,1(0;2,2) 29,2 (16,7; 37,5) 16,7 (13,8; 16,7)

Cola + GM1 30 mg/kg (N = 10)

média + DP 2,1+17 33,8+24,6 144 +£6,7

mediana (p25; p75) 2,1(0;4,1) 29,2 (19,2; 35) 14,6 (11,9; 18,6)

Cola + GM1 40 mg/kg (N = 10)

média £ DP 2,1+14 136142 83+1,3

mediana (p25; p75) 2,1(1,5;2,7) 12,5 (9,8; 17,5) 8,3 (7,1; 10)

Cola + GM1 50 mg/kg (N = 10)

média £ DP 23+12 116147 85+7

mediana (p25; p75) 2,2(2,1;2,7) 12,5 (10; 14,9) 8(5;9,9)

Sham (N = 10)

média + DP 18+14 18+14 15+1,7

mediana (p25; p75) 2,2(0;2,3) 2,2 (0;2,3) 1(0;2,7)

Erros (%) 0.039 <0,001 0.092

Cola de Fibrina (N = 10)

média + DP 0+0 7,8+104 29+6,2

mediana (p25; p75) 0(0; 0) 0(0; 17,5) 0(0;3,1)

Cola + GM1 30 mg/kg (N = 10)

média + DP 04+09 25+32,6 6,7+74

mediana (p25; p75) 0(0; 0,5) 18,3 (0; 40) 4,5 (0; 13,5)

Cola + GM1 40 mg/kg (N = 10)

média + DP 04+09 891126 2142

mediana (p25; p75) 0(0; 0,5) 5(0; 12,9) 0(0; 2,5)

Cola + GM1 50 mg/kg (N = 10)

média + DP 08+1,1 6,2+6,7 51+6,2

mediana (p25; p75) 0(0; 2,1) 5 (0; 12,5) 3,6 (0; 8,5)

Sham (N = 10)

média + DP 18+15 13+1,1 06+1

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

Nas semanas 3 e 4 a maioria dos ratos ndo conseguiu fazer o teste; O grupo Sham ndo participou das analises;
EEG com distribui¢cdo normal e funcdo de ligacdo identidade, assumindo matriz de correlagdes AR(1) entre 0s

momentos
Fonte: Arquivo pessoal do autor

A Tabela 10 mostra que 0s passos médios diminuiram estatisticamente do pré-

operatorio para 0os demais momentos avaliados em todos os grupos (p < 0,001) e aumentaram

novamente de cinco para seis semanas (p < 0,05), sendo que em cinco e seis semanas 0S grupos

cola + GM1 40 mg/kg e cola + GM1 50 mg/kg apresentaram em média mais passos que 0S

grupos cola de fibrina e cola + GM1 30 mg/kg (p < 0,05).
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Tabela 10 — Resultado das comparagdes multiplas dos passos entre grupos e momentos.

Grupo/ Comparagéo Dife're_nga Errg o Inferli(; (95%)

Momento média Padrao .
r Superior

Cola de Pré — 5 semanas 41.8 0.7 <0,001 39.4 44.2
Fibrina Pré — 6 semanas 39.3 0.8 <0,001 36.7 41.9
5 semanas — 6 semanas -2.5 0.7 0.031 -4.9 -0.1
Cola + Pré — 5 semanas 42.6 0.7 <0,001 40.2 45.0
GM130 Pré — 6 semanas 385 0.8 <0,001 359 41.1
mg/kg 5 semanas — 6 semanas -4.1 0.7 <0,001 -6.5 -1.7
Cola + Pré — 5 semanas 37.8 0.7 <0,001 35.4 40.2
GM1 40 Pré — 6 semanas 34.0 0.8 <0,001 314 36.6
mg/kg 5 semanas — 6 semanas -3.8 0.7 <0,001 -6.2 -1.4
Cola + Pré — 5 semanas 38.9 0.7 <0,001 36.5 41.3
GM150 Pré — 6 semanas 35.1 0.8 <0,001 325 37.7
mg/kg 5 semanas — 6 semanas -3.8 0.7 <0,001 -6.2 -1.4
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg -0.5 0.8 >0,999 -3.2 2.2
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -0.2 0.8 >0,999 -2.9 2.5
Pré Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -0.6 0.8 >0,999 -3.3 2.1
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg 0.3 0.8 >0,999 -2.4 3.0
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.1 0.8 >0,999 -2.8 2.6
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.4 0.8 >0,999 -3.1 2.3
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 0.3 0.8 >0,999 -2.4 3.0
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -4.2 0.8 <0,001 -6.9 -1.5
5 semanas Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -3.5 0.8 0.001 -6.2 -0.8
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -4.5 0.8 <0,001 -7.2 -1.8
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -3.8 0.8 <0,001 -6.5 -1.1
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 0.7 0.8 >0,999 -2.0 34
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg -1.3 0.8 >0,999 -4.0 14
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -5.5 0.8 <0,001 -8.2 -2.8
6 semanas Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -4.8 0.8 <0,001 -7.5 -2.1
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -4.2 0.8 <0,001 -6.9 -1.5
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -3.5 0.8 0.001 -6.2 -0.8
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 0.7 0.8 >0,999 -2.0 3.4

Comparacdes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

A Tabela 11 mostra que os grupos cola de fibrina e cola + GM1 30 mg/kg diminuiram,

em média, estatisticamente os acertos em cinco e seis semanas em relacdo ao pre-operatorio (p

< 0,001) e aumentaram os acertos de cinco semanas para seis semanas (p < 0,05). J& os grupos

cola + GM1 40 mg/kg e cola + GM1 50 mg/kg apresentaram reducdo média dos acertos em

cinco semanas em relacdo ao pré-operatorio (p < 0,05), mas, em seis semanas, ambos 0S grupos

ja apresentaram, em média, acertos estatisticamente semelhantes ao pré-operatorio (p > 0,05).

Em cinco semanas, 0s grupos cola + GM1 40 mg/kg e cola + GM1 50 mg/kg apresentaram, em
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média, mais acertos que os grupos cola de fibrina e cola + GM1 30 mg/kg (p < 0,05); em seis

semanas, 0s acertos médios do grupo cola + GM1 30 mg/kg foram, em média, estatisticamente

menores que os do grupo cola + GM1 40 mg/kg (p = 0,034).

Tabela 11 — Resultado das comparagdes multiplas dos acertos entre grupos e momentos.

Grupo/ Comparagio Dife,re_n(;a Errg o IC (95':‘3 .
Momento média Padréo ) perio
Inferior r
Cola de Pré — 5 semanas 35.6 4.0 <0,001 221 49.0
Fibrina Pré — 6 semanas 19.0 3.8 <0,001 6.1 31.9
5 semanas — 6 semanas -16.6 4.0 0.002 -30.0 -3.1
Cola + Pré — 5 semanas 36.0 4.1 <0,001 22.3 49.8
GM130 Pré — 6 semanas 211 38 <0,001 8.2 34.0
mg/kg 5 semanas — 6 semanas -14.9 4.1 0.017 -28.7 -1.2
Cola + Pré — 5 semanas 20.0 4.0 <0,001 6.5 334
GM1 40 Pré — 6 semanas 7.7 3.8 >0,999 -5.1 20.6
mg/kg 5 semanas — 6 semanas -12.2 4.0 0.148 -25.7 1.2
Cola + Pré — 5 semanas 16.3 4.0 0.003 2.8 29.7
GM1 50 Pré — 6 semanas 10.4 38 0.435 =25 23.3
mg/kg 5 semanas — 6 semanas -5.9 4.0 >0,999 -19.3 7.6
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 1.0 3.8 >0,999 -11.9 14.0
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg 1.1 3.8 >0,999 -11.9 14.0
Pré Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg 1.7 3.8 >0,999 -11.3 14.6
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg 0.0 3.8 >0,999 -12.9 13.0
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 0.7 3.8 >0,999 -12.3 13.6
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 0.6 3.8 >0,999 -12.3 13.6
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 15 3.9 >0,999 -11.8 14.8
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -14.6 3.8 0.010 -27.5 -1.6
5 semanas Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -17.6 3.8 <0,001 -30.6 -4.7
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -16.1 3.9 0.003 -29.3 -2.8
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -19.1 3.9 <0,001 -32.4 -5.8
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -3.1 3.8 >0,999 -16.0 9.9
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 3.1 3.8 >0,999 -9.8 16.0
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -10.2 3.8 0.511 -23.2 2.7
Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -7.0 3.8 >0,999 -19.9 6.0
6 semanas
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg -13.3 3.8 0.034 -26.3 -0.4
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -10.1 3.8 0.580 -23.0 2.9
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 3.3 3.8 >0,999 -9.7 16.2

ComparagBes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Pela Tabela 12, tem-se que os grupos cola de fibrina e cola + GM1 30 mg/kg

aumentaram, em média, estatisticamente os escorregbes em cinco e seis semanas em relacao ao

pré-operatorio (p < 0,001) e o grupo cola de fibrina diminuiu, em média, 0s escorregdes de
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cinco semanas para seis semanas (p < 0,001). J& o grupo cola + GM1 40 mg/kg e o grupo cola
aumentou, em media, 0s escorregbes em cinco semanas em relacdo ao pré-operatorio (p =
0,003), enquanto o grupo cola + GM1 50 mg/kg ndo apresentou diferencas médias nos
escorregdes ao longo dos momentos avaliados (p > 0,05). Em cinco semanas, 0s grupos cola +
GM1 40 mg/kg e cola + GM1 50 mg/kg apresentaram, em média, menos escorregdes que 0S
grupos cola de fibrina e cola + GM1 30 mg/kg (p < 0,05), mas, em seis semanas, 0s escorregdes

médios ja ndo diferiram estatisticamente entre os grupos (p > 0,05).

Tabela 12 — Resultado das comparacgdes multiplas dos escorregdes entre grupos € momentos.

Grupo/ Comparagio Dife,re_nga Errg o IC (95':‘3 i
Momento média Padrao . perio
Inferior r
Cola de Pré — 5 semanas -27.8 2.8 <0,001 -37.3 -18.2
Fibrina Pré — 6 semanas -14.7 2.8 <0,001 -24.1 -5.3
5 semanas — 6 semanas 13.1 2.8 <0,001 3.5 22.6
Cola + Pré — 5 semanas -21.7 2.8 <0,001 -31.3 -12.2
GM1 30 Pré — 6 semanas -12.3 2.8 0.001 -21.7 2.9
mg/kg 5 semanas — 6 semanas 9.4 28 0058 -0l 19.0
Cola + Pré — 5 semanas -11.5 2.8 0.003 -21.0 -19
GM1 40 Pré — 6 semanas 6.2 2.8 >0,999 -15.6 3.2
mg/kg 5 semanas — 6 semanas 5.3 2.8 >0999  -43 14.8
Cola + Pré — 5 semanas -9.3 2.8 0.070 -18.8 0.3
GM150 Pré — 6 semanas -6.1 2.8 >0,999 -15.5 3.3
mg/kg 5 semanas — 6 semanas 3.1 2.8 >0,999 -6.4 12.7
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg -0.6 2.8 >0,999 -10.0 8.8
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -0.6 2.8 >0,999 -10.0 8.8
Pré Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -0.8 2.8 >0,999 -10.2 8.6
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg 0.0 2.8 >0,999 -9.4 9.4
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.2 2.8 >0,999 -9.6 9.2
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.2 2.8 >0,999 -9.6 9.2
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 5.4 2.8 >0,999 -4.0 14.8
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg 15.7 2.8 <0,001 6.3 251
5 semanas Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg 17.6 2.8 <0,001 8.3 27.0
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg 10.2 2.8 0.016 0.9 19.6
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 12.2 2.8 0.001 2.8 216
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 2.0 2.8 >0,999 -7.4 114
Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg 1.8 2.8 >0,999 -7.6 11.2
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg 7.9 2.8 0.310 -1.5 17.3
Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg 7.7 2.8 0.373 -1.7 17.1
6 semanas
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg 6.1 2.8 >0,999 -3.3 155
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 5.9 2.8 >0,999 -35 153
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.2 2.8 >0,999 -9.6 9.2

Comparagdes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor



79

A Tabela 13 mostra que o grupo cola + GM1 30 mg/kg apresentou, em média,

estatisticamente mais erros que os demais grupos, independente do momento avaliado (p <

0,05), e que, em cinco semanas, os erros médios foram estatisticamente maiores que no pré-

operatorio e em seis semanas, independente do grupo (p < 0,05).

Tabela 13 — Resultado das comparagdes multiplas dos erros entre grupos e momentos.

(0)
Comparacéo Dife’re_n ¢a Errg p = (958/1(:[))erio
média Padréo .
Inferior r

Cola de Fibrina — Cola + GM1 30 mg/kg -7.1 2.9 0.015 -12.9 -14
Cola de Fibrina — Cola + GM1 40 mg/kg -0.2 2.9 0.944 -6.0 55
Cola de Fibrina — Cola + GM1 50 mg/kg -0.5 2.9 0.877 -6.2 5.3
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 40 mg/kg 6.9 2.9 0.018 1.2 12.7
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg 6.7 2.9 0.023 0.9 124
Cola + GM1 30 mg/kg — Cola + GMI 50 mg/kg -0.3 2.9 0.932 -6.0 5.5
Pré — 5 semanas -11.6 2.5 <0,001 -17.5 -5.6
Pré — 6 semanas -3.8 2.5 0.405 -9.8 2.3
5 semanas — 6 semanas 7.8 2.5 0.006 1.8 13.8

Comparacdes multiplas de Bonferroni
Fonte: Arquivo pessoal do autor

Os Graficos 2 a 5 ilustram os resultados apresentados nas Tabelas 8 a 13.



Grafico 2 — Perfis médios e respectivos erros-padrdo do numero de passos segundo grupo.
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Grafico 3 — Perfis médios e respectivos erros-padréo do percentual de acertos segundo grupo.
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Gréfico 4 — Perfis médios e respectivos erros-padrdo do percentual de escorregdes segundo

Fonte: Arquivo pessoal do autor
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Grafico 5 — Perfis médios e respectivos erros-padréo do percentual de erros segundo grupo.

35

20

Erros [%h)
[ b2
= h

h

Fonte

™,
™
#
i \
.// ™
i \"\.
r .
/ \
J
i \
/
rd \\u
/ \
r
/
r !

rs Lo ,

/ I s Y

- - .. “

P, ,H"J/ “"“ﬂ-.,_‘:_;‘___%
r o i i,

’ Hf{ -.“‘1:‘-_-‘-\-“‘-“
-y TR

F - ~—

o 5
Pré 5 semanas 6 semanas

: Arquivo pessoal do autor

—#—Cala de Fibrina
—e—Cola + Ghil 30 mghig
== Cola + Ghil 40 mghig

Cala + Ghil 50 migdig
=+=Sham



82

6 DISCUSSAQO
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6 Discussao

A LM ¢é uma condicdo médica grave, com consequéncias funcionais, psicologicas e
socioeconémicas que impactam a vida dos pacientes, de seus familiares e de cuidadores, assim

como o sistema de salide publica e de assisténcia social como um todo®*9,

Embora a reparacdo da lesdo primaria seja questionavel, o controle da cascata de
eventos patoquimicos que levam a destruicdo tecidual na lesdo secundaria progressiva pode

prevenir sua propagacao e as sequelas decorrentes de seus danos.

Apesar desse fato, devido a sua complexidade, ndo existe um tratamento definitivo, ou
considerado “padrao ouro”, para LMs, e sim uma abordagem terapé&utica multimodal que pode,
conforme o caso, incluir intervencéo cirargica precoce para descompressao da medula espinhal,

medicamentos para tratar lesdes secundarias e reabilitacdo intensiva®8129),

Em se tratando da terapia farmacoldgica, tem sido recomendado o uso de agentes
neuroprotetores e anti-inflamatdrios durante os estagios primarios da les&o e da inflamag&o?Y,

Dentre eles, destacam-se a MPS e 0 GML1.

O uso de corticoides no manejo farmacolégico do TRM tem sido bastante debatido, e a
eficacia da MPS como um sequestrante de radicais livres que reduz a resposta inflamatéria tem
sido controversa, especialmente no que se refere a dosagem e ao tempo de administracdo ap6s
a LM®22_Isso tem levado alguns pesquisadores a reconsiderar a sua indicagdo como primeira
escolha na abordagem farmacoldgica do TRM, a medida que resultados de seus estudos revelam
que a administracdo de MPS apds lesdo da medula espinhal ndo demonstrou nenhuma melhora

na recuperacéo neuroldgica em 26 semanas®®.

O GM1 apresenta efeitos antineurotdxicos, anti-inflamatorios e neuroprotetores que sao
essenciais para a manutencdo da excitabilidade neuronal®®. Ademais, o GM1 estimula o
desenvolvimento, o crescimento, a diferenciacéo e a maturagdo dos neurdnios, além de reduzir
a intensidade da degeneracdo Walleriana®82), Além disso, estudos clinicos em humanos
comprovaram que sua aplicacdo pode promover a melhora da funcéo locomotora em pacientes

acometidos por LMs(5-18),

O GM1 aparenta ser um opcao terapéutica promissora, pois evidéncias na literatura
demonstram beneficios em uso isolado ou em associa¢do com outros meios, sejam eles fisicos,

quimicos ou bioldgicos, podendo melhorar a qualidade de vida e reduzir a morbimortalidade
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dos pacientes acometidos por TRM, visto que a mortalidade pode atingir taxas proximas a 80%

no momento do trauma ou até 20% apds atendimento hospitalart?3),

Solucdes a base de GM1 estdo disponiveis (Sygen — 100 mg/5 mL) para o tratamento
de TRM, mediante administracdo de 300 mg por via intravenosa, como dose de ataque,
seguidos de 100 mg (intravenoso ou intramuscular) por dia, durante o periodo de oito
semanas“??); ou seja, um sistema posoldgico, que, por vezes, pode se revelar um desafio em
relacdo aos aspectos operacionais e logisticos do respectivo tratamento. Por esse motivo, por
exemplo, e também devido as caracteristicas farmacocinéticas do farmaco e dos obstaculos
para sua distribuicdo até o sistema nervoso central, estudos tém explorado novas vias de
administragdo, como intracerebroventricular, para o tratamento da doenca de Alzheimer®?, e

intratecal, recentemente avaliada em modelos experimentais de TRM®Y,

Com base no exposto, o presente trabalho descreve a avaliacdo de um recurso
farmacoterapéutico inovador, que associa 0 GM1, como agente neuroprotetor, ao sistema de
aplicacdo e liberacdo local do farmaco proporcionado pela CF.

A CF tem sido estudada ha décadas, originalmente para seu uso cirurgico como agente
hemostatico e como selante e, mais recentemente, como sistema de liberacao farmacéutico2>).,
Ao incorporar ativos terapéuticos a matriz da cola, € possivel promover uma liberacao
sustentada e altamente direcionada, in loco, 0 que maximiza a concentra¢do do agente no sitio
da lesdo e, simultaneamente, minimiza os efeitos colaterais sistémicos decorrentes da
administracdo convencional*?>12%6)_ Além disso, estudos recentes demonstram que hidrogéis a
base de fibrina, quando empregados como veiculos de liberacdo de farmacos, podem reduzir a
inflamacéo e o risco de complicagdes pos-operatdrias, apresentando resultados promissores em
modelos experimentais de LM®@>1%), Além de traduzir compatibilidade e seguranca com a
aplicacdo sugerida, isso sugere a possibilidade de efeito sinérgico mediante a associacdo com

o0 gangliosideo GM1, conforme revelado nos presentes resultados.

O modelo de inducdo experimental da LM em ratos Wistar empregando o NYU
Impactor torna possivel a comparacdo dos resultados com aqueles obtidos por outras
instituicdes que integram o MASCISU89)  incluindo resultados obtidos em estudos

desenvolvidos pelo presente grupo@-%),

O numero de animais necessarios para a formacdo dos grupos foi baseado na

padronizacio do MASCIS e em estudos anteriores realizados nesta instituigao(®?9091.92.95.123)
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As tabelas 1 e 2 analisam a variacdo de peso apresentada pelos animais apos as
intervencdes propostas e mostram que houve diferenga média estatisticamente significativa na
variacdo dos pesos dos animais entre os grupos (p = 0,003) e que apenas 0 grupo sham,
composto por animais submetidos apenas a laminectomia, sem inducdo efetiva da LM,
apresentou aumento de peso significativo em relacdo aos demais grupos (p < 0,05), exceto
quando comparado ao grupo cola + GM1 50 mg/kg (p = 0,278).

Essa diferenca sugere que a LM experimental provoca alteracbes metabdlicas e eleva a
resposta de estresse pds-operatorio, ¢ que a associagdo de CF e GM1 na dose de 50 mg/kg pode
ter contribuido para a estabilizacdo do metabolismo e atenuado o estresse sistémico decorrente
da leséo.

As tabelas 3 e 4 descrevem os achados entre a analise histologica qualitativa e o tempo
de bexiga neurogénica nos grupos. Os graus de necrose e hiperemia foram estatisticamente
maiores nos grupos 1 (cola de fibrina) e 2 (cola + GM1 30 mg/kg), sendo que o grupo 4 (cola
+ GM1 50 mg/kg) apresentou menos necrose e, juntamente com o grupo 3 (cola + GM1 40
mg/kg), menos hiperemia. O tempo de bexiga neurogénica foi maior no grupo 1 (p < 0,05) e,

comparando 0s grupos 2, 3 e 4, notamos um tempo maior no grupo 2 em relacdo aos demais.

A diminuicdo da necrose revela que o tratamento pode atenuar os efeitos da leséo
secundaria, preservando a integridade do tecido medular, enquanto o controle da hiperemia
sugere melhor estabilizacdo da microcirculagdo no sitio da lesdo, possivelmente favorecendo a
entrega de nutrientes e a remocdo de metabolitos toxicos. A diminuicdo do tempo de bexiga
neurogénica, como indicador de disfuncdo autonémica e, indiretamente, da gravidade da leséo,
reforca a hipotese de que a associacdo CF e GM1 colabora para uma recuperagdo autonémica

mais rapida.

Apesar de os dados apresentados na Tabela 5 ndo revelarem diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos em relacdo aos marcadores imuno-histoquimicos (GFAP e Olig2),
deve-se destacar que este fato pode estar associado a limitagcdo do tamanho amostral. Entretanto,
0 cenario geral do presente trabalho sugere uma tendéncia que, se confirmada com amostra
maior, possivelmente indicaria uma menor reatividade astroglial e melhor preservacdo ou
regeneracdo dos oligodendrdcitos — aspectos essenciais que sustentam a integridade dos tratos

neurais.
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As tabelas 6 e 7 comparam o escore BBB com seu respectivo momento de avaliagéo,
evidenciando que, a partir da terceira semana, 0s grupos 3 e 4 apresentaram melhor escore

motor.

Vale notar que os grupos com doses mais elevadas de GM1 (3 e 4) ja apresentavam
escores superiores ao grupo que recebeu apenas a CF na terceira semana, sugerindo uma
recuperacdo locomotora mais rapida. Esses achados indicam que, além de reduzir os danos
histopatolégicos, o tratamento potencializa a preservacdo e/ou regeneracdo dos circuitos

motores.

As tabelas 8 e 9 analisam os resultados obtidos por meio do plano horizontal, levando
em consideragao os acertos, erros e escorregdes dos animais. Evidencia-se um comportamento
médio diferente ao longo das seis semanas de avaliacdo. As tabelas 10 e 11 comparam 0 namero
de passos em cada momento da avaliagdo e evidéncia que o numero de passos de cada animal
diminuiu ao longo das primeiras cinco semanas e apresentou um aumento significativo apos a
sexta semana, principalmente nos grupos 3 e 4. Estes ultimos apresentaram resultados muito
semelhantes aos da avaliacdo pré-operatdria, sendo que o grupo 3 apresentou resultados
melhores comparando-se com o grupo 2. As tabelas 12 e 13 analisam 0s erros e escorregdes
dos animais em relagcdo ao momento da avaliacdo, notando-se uma menor média de escorregbes
nos grupos 3 e 4 a partir da quinta semana comparando com 0s grupos 1 e 2; apés a sexta
semana, ndo houve diferenga com significado estatistico entre todos os grupos. O grupo 2
apresentou, em media, mais erros que 0s demais grupos, independentemente do momento da

avaliacdo.

Os testes realizados no plano horizontal (tabelas 8 a 13) forneceram informacoes
complementares sobre a funcdo sensorio-motora. Nesse caso, foi possivel notar reducdo dos
passos medios nos periodos iniciais, seguida de recuperacdo expressiva na sexta semana,
particularmente nos grupos 3 e 4, que alcancaram resultados precoces e superiores aos grupos
1 e 2. Destaca-se também o fato de que os grupos com doses mais elevadas de GM1
apresentaram menor percentual de escorregdes nas semanas cinco e seis. Esse padrao reforca a
ideia de que a dose de GM1 é uma variavel critica para a obtencdo de um desempenho motor

mais refinado, refletindo melhor controle e coordenagdo dos membros posteriores.

A analise detalhada dos resultados demonstra que a associacdo entre CF e GM1,
especialmente em doses de 40 mg/kg e 50 mg/kg, proporciona beneficios significativos na
recuperacdo funcional e na preservagdo tecidual apés TRM. A reducdo dos processos de

necrose e hiperemia, associada a melhores escores funcionais na escala BBB e a uma melhora
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nos testes comportamentais do plano horizontal, sustenta a hipotese de que essa estratégia
terapéutica atua modulando os mecanismos de lesdo secundaria e promovendo um ambiente

mais propicio a regeneracdo neuronal.

Antes do emprego de modelos superiores para avaliacdo mais sofisticada da eficacia e
seguranca desta intervencdo, sua composicdo e elaboracdo podem ser melhor apuradas. A
cinética de liberacdo do farmaco, por exemplo, pode ser ajustada modificando-se a composicéo

da cola e a afinidade do farmaco pela matriz ou criando-se ligacdes covalentes.

Apesar desse fato, e embora sua administracdo incorra em procedimentos mais
invasivos, quando comparado as vias de administracdo atualmente aprovadas para solucfes a
base de GM1 no tratamento do TRM (vias endovenosa e intramuscular), a associa¢do de CF
com GML1 traduz um elo de eficiéncia entre a descompressdo medular mediante intervencédo

cirurgica e a administracdo parenteral do farmaco.

O TRM desencadeia uma ruptura da barreira hematoliquérica, fator crucial na
amplificacdo do dano secundério. Imediatamente apds a lesdo, ocorre extravasamento vascular
devido a destruicdo mecanica e subsequente resposta inflamatoria exacerbada. A liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias, espécies reativas de oxigénio e enzimas proteoliticas causa
disfuncéo endotelial e degrada proteinas de juncdo, aumentando a permeabilidade capilar®??,
A associacdo do GM1 com a CF parece ter mostrado potencial na protecdo da barreira e

modulacéo da inflamac&o local.

Enquanto a administracdo local da associacdo acelera a liberacdo do farmaco em seu
sitio de acdo — o que é de grande relevancia nos casos de TRM agudo — até que a distribuicao
sistémica atinja a situacdo de equilibrio, a intervencdo cirurgica deixa de objetivar
exclusivamente a descompressdo, mas também viabiliza a aplicacdo de uma solucéo
terapéutica que pode se revelar extremamente Gtil no controle da cascata de lesdo secundaria.

Obviamente, isso favorece a relagéo beneficio-risco da intervencéo.

Esses dados reforcam a relevancia e inovacdo desta abordagem e abrem perspectivas
para estudos futuros que possam explorar estratégias combinatdrias e doses otimizadas com o
objetivo de, eventualmente, compor uma trilha de desenvolvimento translacional desta

intervencgdo para a préatica clinica no tratamento das LMs.
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7 CONCLUSAO



89

7 Conclusdo

O presente estudo evidencia que a aplicacéo topica do GM1 associado a CF apresenta
resultados promissores em relacdo a melhora motora nos animais submetidos a LM induzida
experimentalmente. A dose empregada de GM1 também demonstrou constituir fator importante
para a obtencdo desses resultados.
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ANEXOS

ANEXO A — Aprovagcéo da Comisséo de Etica no Uso de Animais

o Lt e gy
MEDICINA
ST

Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo

Avenida Dr. Amaldo, 455
Pacaembu — S&o Paulo — SP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “Awvaliacao do efeito do gmai

associado a cola de fibrina na lesao medular aguda em ratos” registrada

com o n° 1672/z021

. sob a responsabilidade de Alexandre Fogaca Cristante e

Rafael Ritter, apresentada pelo Departamento de Ortopedia e Traumatologia - que

envolve a producio, manutencio e/ou utilizagdo 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® 6.809, de 15 de julho de 2000, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Conirole de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade

de Medicina da USP em 27/10/2021.

Finalidade

() Ensino ( x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao Inicio: 21-06-2021 Término: 28-08-2023

Espécie/linhagem/raca

Rato wistar

N? de animais

50

Peso/Idade

7 semanas

Sexo

machos

Origem

Biotério do ICE

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

as atividades.

CEUA-FMUSP, 27 de outubro de 2021

—

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

Comiss3o de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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ANEXO B - Resultados avaliagdo motora BBB

Cola de Fibrina (CF)

2 Dias S 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 S s S 6 TOTAL | Peso Inicial | Peso Final % Peso
Grupo 1 E D E D 3 D E D E D E D E D
RATO 1 a ) 10 E] a 234 268
RATO 2 12 8 12 12 12 244 278
RATO 3 9 11 11 9 11 10 10 265 288
RATO 4 8 8 | 7 | 8 8, 8 321 344
RATO 5 &N 8 (7 £ 7 w2l 7 332 338
RATO 6 \ = % 8 = M 344 354
RATO 7 8 X a1 85
RATO 8 7 A 7 354 385
RATO 9 e B 9 8 298 312
RATO 10 S 267 288
CF + GM1 30 mg/kg
2 Dias S 1 S 2 Semana 3 S 4 S s S 6 TOTAL | Peso Inicial | Peso Final |% Peso
Grupo 2 E D £ D £ D E D E D E D E D
RATO 1 B8 LR 8 305 333
RATO 2 8 R 10 10 10 a24 354
RATO 3 8 L 11 11 11 300 321
RATO 4 5 8 B 8 8 11 12 12 308 321
RATO 5 8 [l a 10 a9 267 303
RATO 6 8 B 9 9 9 312 334
RATO 7 8 N 12 12 12 12 12 298 355
RATO 8 8 8 10 11 10 332 342
RATO 9 8 8 10 29 9 311 328
RATO 10 8 B 8 B 10 10 10 288 305
CF + GM1 40 mg/k
2 Dias Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6 TOTAL | Peso Inicial | Peso Final % Peso
Grupo 3 E D E D E D E D E D E D £ D
‘ RATO 1 5 | 8 9 [iaaal| 9 3 10 10 10 302 324
RATO 2 ! 8 '8 8 8 < 255 277
RATO 3 7 B 8 8 9 12 11 12 288 305
RATO 4 ES 30 I 377 267 280
RATO 5 ok 8 12 12 12 305 32
RATO 6 8 8 B 9 9 E) 10 10 10 322 340
RATO 7 5 i i 9 | 14 | 12 13 277 205
RATO 8 9 9 11 10 12 12 12 323 355
RATO 9 8 7N 9 a 11 12 12 330 350
RATO 10 2o IEES 10 11 11 11 12 11 11 278 300
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CF + GM1 50 mg/kg
2 Dias Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6 TOTAL | Peso Inicial ] Peso Final |% Peso
Grupo 4 E D E D E D E D E D E D
RATO 1 B 8 9 0 ‘9 8 9 9 9 276 312
RATO 2 7 8 8 8 8 12 14 13 256 217
RATO 3 Y 8 8 8 9 10 10 10 298 312
RATO 4 ] BV 3 8 87 288 310
RATO 5 S 8 9 a 9 266 321
RATO & 8 8 8 9 9 9 10 10 10 298 332
RATO 7 8 7 9 9 9 9 9 335 356
RATO 8 9 9 11 10 12 12 12 324 353
RATO 9 38 8 9 9 q 10 9 287 325
RATO 10 7 7 10 1 1 1 12 13 10 304 325
Sham
2 Dias Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 Semana 6 TOTAL | Peso Inicial Peso Final % Peso
Grupo 5 E D 3 D 3 D E D 3 D E D
RATO 1 297 345
RATO 2 301 355
RATO 3 288 324
RATO 4 285 332
RATOS 312 342
RATO 6 322 365
RATO 7 288 322
RATO 8 304 385
RATO 9 312 354
RATO 10 314 358




ANEXO C - Resultados do plano horizontal

PRE-OPERATORID
PASSO0S ACERTOS ESCORRE ERROS PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS
GR1-1 48 47 i [ GR2-1 45 45 0 0
GR1-2 a3 43 ] 0 GR2-2 44 44 0 0
GR1-3 48 48 0 1] GR2 -3 47 45 ] 0
GR1-4 45 45 0 1] GR2 -4 47 45 1 1
GR1-5 a6 44 2 o GR2-5 48 a7 1 ]
GR1-6 48 a7 1 [1] GR2 -6 49 47 2 o]
GR1-7 as 44 1 [i] GR2 -7 47 a5 1 1
GR1-8 a8 47 1 [} GRZ -8 45 ' 0 0
GR1-9 16 46 0 0 GR2-9 45 44 2 i}
GR1-10 44 43 1 0 GRZ - 10 48 a7 1 o
PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS
GR3-1 4 48 1 1] GRA - 1 45 44 1 0
GR3 -2 48 46 2 '] GRA -2 47 44 2 1
GR3 -3 45 45 1 [1] GRY -3 48 LY 1 0
GR3 -4 as 45 0 1] GRA -4 45 44 1 0
GR3 -5 a8 a7 1 0 GRA - 5 45 46 [i ]
GR3 -6 a7 45 2 0 GR4 -6 47 45 1 1
GR3 -7 45 46 1 1 GR4 -7 43 45 2 1
GR3 -8 43 43 o 1] GR4 -8 46 45 1 0
GR3 -9 A4 42 1 1 GR4 -9 47 46 1 0
GR3- 10 45 44 1 o GR4 - 10 48 46 1 1
PASS0OS ACERTOS ESCORRE ERROS
GRS - 1 a3 a0 1 z
GRS - 2 as 43 1 1
GRS -3 Al 44 0 1]
GRS - 4 a5 a5 1 0
GRS -5 44 42 1 1
GRS - 6 43 42 0 1
GRS - 7 a7 a5 1 1
GRS - 8 46 43 2 1
GRS -9 a5 43 1 1
GRS - 10 a4 44 ] o
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SEMANA 3
PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS PASS05 ACERTOS ESCORRE ERROS
GR1-1 ¥ ¥ * W GR2-1 X ¥ X o
GR1-2 ¥ x X x GR2-2 X ¥ X W
GR1-3 x x X x GR2 -3 X ® X X
GR1-4 X X X S GR2-4 X X X X
GR1-5 X X X X GR2 -5 X X X X
GR1-6 X X X X GR2 -6 X X X X
GR1-7 x X X X GR2 -7 X X X X
GR1-8 x X X X GR2 -8 X X X 4
GR1 -9 X 5 X X GR2 -9 X X X X
GR1-10 X K X X GR2-10 X X X X
PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS PASS05 ACERTOS ESCORRE ERROS
GR3-1 X X X X GR4 -1 X x X kS
GR3 -2 X X X X GR4 -2 X X X X
GR3-3 5 X X X GR4 -3 4 X X X
GR3-4 x X X X GR4 - 4 X X X X
GR3 -5 X X X X GR4 -5 X x X ¥
GR3 -6 X X X K GRY -6 X 4 X X
GR3 -7 ¥ ¥ ¥ ¥ GR4 -7 ¥ o X %
GR3 -8 ¥ ¥ s W GR4 -8B b » X b3
GR3 -9 ¥ b4 X W GR4 -9 o W X o
GR3- 10 % x i ¥ GR4 - 10 ® ] b X
PASSDOS ACERTOS ESCORRE ERROS
GRS -1 43 40 1 2
GRS - 2 45 43 1 1
GRS -3 44 44 i} o
GRS - 4 46 45 1 ]
GRS - 5 44 42 i 1
GRS - 6 43 42 i} 1
GRS - 7 47 45 1 1
GRS - B 46 43 2 1
GRS -9 45 43 1 1
GRS - 10 A4 44 o] o
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SEMANA 4
PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS
GR1-1 x ® 1 ¥ GR2 -1 2 1 1 0
GR1-2 x ¥ X x GR2-2 % X x ¥
GR1-3 L1 1] 0 ] GR2 -3 4 2 1 1
GR1 -4 0 o 4] 0 GR2 -4 X X X X
GR1-5 x X ES x GR2 -5 4 3 1 4]
GR1-6 4 3 1 0 GR2 - & kS X X X
GR1 -7 X X X x GR2 -7 5 3 1 1
GR1 -8 5 4 1 1] GR2 -8 X X x X
GR1-9 X b3 X x GR2 -9 E] 1 1 1
GR1- 10 x X X X GR2 - 10 E X x X
PASS0OS ACERTOS ESCORRE ERROS PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS
GR3 -1 4 2 1 1 GR4 -1 4 3 1 0
GR3 -2 5 4 3 1 GR4 -2 5 4 3 1
GR3 -3 b4 X X X GR4 -3 4 3 1 0
GR3 -4 2 1 1 o GRY - 4 3 2 1 0
GR3 -5 4 2 1 1 GRY4 -5 ] 3 2 1
GR3 -6 3 2 1 ] GRA - B 3] 4 1 1
GR3 -7 4 2 1 i GR4 -7 5 4 1 0
GR3 -8 b 4 1 1 GR4 -8 3 2 0 1
GR3 -9 5 3 1 1 GR4 -9 ¥ ¥ M ¥
GR3- 10 2 1 1 0 GRA - 10 4 3 1 2
PASS0S ACERTOS ESCORRE ERRDS
GRS -1 47 45 2 1]
GRS - 2 45 43 1 1
GRS -3 48 46 1 1
GRS - 4 47 47 4] 1]
GRS - 5 44 43 1 0
GRS - B 47 45 1 1
GRS -7 49 48 1 a
GRS - B 50 48 1 1
GRS -9 47 45 1 1
GRS - 10 45 45 0 o
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SEMANA 5
PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS PAS505 ACERTOS ESCORRE ERROS
GR1-1 3 2 1 0 GR2 -1 4 3 1 0
GR1-2 4 2 2 0 GR2-2 3 2 1 0
GR1 -3 5 3 1 1 GR2 -3 G 4 1 1
GR1 -4 4 s 1 1 GR2-4 5 3 1 1
GR1 -5 B 4 1 1 GR2 -5 -] 5 1 0
GR1 -6 B 4 1 1 GR2 -6 3 1 1 1
GR1 -7 3 2 1 o GR2 -7 5 3 1 1
GR1 -8 7 G 1 o GR2 -8 3 2 1 0
GR1-9 2 1 1 0 GR2 -9 5 Z 2 3
GR1-10 3 2 1 o GR2 - 10 X X X ¥
PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS
GR3 -1 6 3 1 0 GR4 -1 G 3 1 0
GR3 - 2 12 11 1 o GR4 - 2 7 & 1 4]
GR3 -3 8 & 1 1 GR4 -3 3 7 1 0
GR3 -4 10 9 1 o GRY -4 [} 5 [1] 1
GR3 -5 5 2 1 2 GR4 -5 8 & 1 i
GR3 -6 7 5 1 1 GR4 -6 10 a 1 1
GR3 -7 B 7 1 0 GR4 -7 B 4 1 0
GR3 -8 8 & 1 1 GR4 -8 8 & 1 1
GR3 -9 10 7 2 1 GR4 -9 9 a 1 0
GR3- 10 11 10 1 o GRA - 10 10 a 1 1
PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS
GRS -1 46 44 1 1
GRS -2 48 45 2 1
GRS - 3 45 43 1 1
GRS -4 a7 47 0 0
GR5 -5 46 44 1 1
GRS - 6 43 41 1 1
GRS - 7 48 48 0 0
GRS - 8 45 44 1 0
GRS -9 44 43 1 0
GRS - 10 a7 46 1] 1
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SEMANA &
PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS PASSOS ACERTOS ESCORRE ERROS
GR1-1 B 3 1 0 GR2-1 8 & 1 1
GR1-2 B fi 2 0 GR2-2 5 4 1 1
GR1-3 [ 3 1 0 GR2 -3 8 7 1 0
GR1-4 B 7 1 0 GR2 -4 & 5 1 0
GR1 -5 8 B 1 1 GRZ -5 10 -] 2 0
GR1 -6 7 5 1 0 GR2 - 6 ] 5 1] 1
GR1-7 & 5 1 0 GR2 -7 8 5 1 0
GR1 -8 7 ] 1 1] GRZ -8 11 -] 2 1
GR1-9 & 5 1 0 GR2 -9 10 9 1 0
GR1-10 [ 4 1 1 GR2 - 10 8 3 z 1
PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS PASS0S ACERTOS ESCORRE ERROS
GR2 -1 10 8 1 1 GR4 -1 12 11 1 0
GR3 -2 14 13 1 0 GR4 -2 g 7 1 0
GR3 -3 10 9 1 0 GR4 - 3 12 11 0 1
GR3 -4 15 14 1 a GR4 -4 11 10 x 1
GR3 -5 14 13 1 0 GR4 -5 8 ] 2 0
GR3 -6 12 11 1 0 GR4 - & 1 & 1 2
GR3 -7 12 11 i 0 GR4 -7 13 i3 i 4
GR3 -8 10 8 1 1 GR4 -8 14 12 1 1
GR3 -9 14 13 1 0 GR4 -9 12 10 1 1
GR3- 10 12 11 1 0 GRA - 10 15 14 1 4
PASS05 ACERTOS ESCORRE ERROS
GRS -1 45 44 1 0
GRS -2 4 43 0 1
GRS -3 47 45 2 0
GRS - 4 45 44 1 0
GRS -5 47 A6 0 1
GRS - & 45 45 0 0
GRS -7 42 48 1 0
GRS - 8 30 a7 2 1
GR5-9 48 48 0 0
GR5 - 10 Ral a4 0 0
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ANEXO D - Resultados da histologia

Variaveis Escore: 0- 3
Necrose
Hemorragia O - Ausente
Hiperemia 1 - Discreto
Degeneracéo Da Subst. Neural 2 - Moderado
Infiltrado Celular | 3 - intenso
Grupo 1 Grupo 1
1-HE 6 - HE
Necrose 1 Necrose 2
Hemorragia 2 Hemorragia 1
Hiperemia 2 Hiperemia 2
Degeneracao 2 Degeneracao 2
Infiltrado Celular 1 Infiltrado Celular 0
Grupo 1 Grupo 1
2 -HE 7 -HE
Necrose 1 Necrose 1
Hemorragia 1 Hemorragia 2
Hiperemia 1 Hiperemia 0
Degeneracao 1 Degeneracao 2
Infiltrado Celular 2 Infiltrado Celular 0
Grupo 1 Grupo 1
3 -HE 8 - HE
Necrose 2 Necrose 1
Hemorragia 1 Hemorragia 2
Hiperemia 2 Hiperemia 3
Degeneracao 1 Degeneracéo 1
Infiltrado Celular 0 Infiltrado Celular 2
Grupo 1 Grupo 1
4 - HE 9 - HE
Necrose 1 Necrose 1
Hemorragia 1 Hemorragia 2
Hiperemia 2 Hiperemia 2
Degeneracao 1 Degeneracao 1
Infiltrado Celular 2 Infiltrado Celular 0
Grupo 1 Grupo 1
5-HE 10 - HE

2
Necrose 1 Necrose 1
Hemorragia 1 Hemorragia 1
Hiperemia 3 Hiperemia 2
Degeneracéo 1 Degeneracéo 1
Infiltrado Celular 2 Infiltrado Celular 1

108



Grupo 2

1-HE

Grupo 2

6 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracdo

Hiperemia

Infiltrado Celular

ok |V |k [k

Degeneracdo

Infiltrado Celulg

N RN R e

Grupo 2

2 -HE

Grupo 2

7-HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

N [P |O |O |-

Degeneracéo

Infiltrado Celulg

oN [k |k |-

Grupo 2

3 -HE

Grupo 2

8 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracado

Hiperemia

Infiltrado Celular

N PP Rk

Degeneracao

Infiltrado Celulg

RN (o |k |k

Grupo 2

4 - HE

Grupo 2

9-HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

N G

Degeneracdo

Infiltrado Celulg

O |k |O N [k

Grupo 2

5-HE

Grupo 2

10 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

o [N |k |k

Degeneragéo

Infiltrado Celulg

PR (N |w |-

109



Grupo 3

1-HE

Grupo 3

6 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

O IN [P [k [N

Degeneracéo

Infiltrado Celular

NNk e

Grupo 3

2 -HE

Grupo 3

7 -HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneragédo

Hiperemia

Infiltrado Celular

= LE

Degeneracao

Infiltrado Celular

RNk RN

Grupo 3

3-HE

Grupo 3

8 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracédo

Hiperemia

Infiltrado Celular

R [O [N [~k [N

Degeneracédo

Infiltrado Celular

Ok |k [N |k

Grupo 3

4-HE

Grupo 3

9 -HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

P~ |o |k |o

Degeneracéo

Infiltrado Celular

O |k [O |k |N

Grupo 3

5-HE

Grupo 3

10 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracao

Hiperemia

Infiltrado Celular

LS

Degeneracao

Infiltrado Celular

O |O [k |O [N

110



Grupo 4

1-HE

Grupo 4

6 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

==

Degeneracédo

Infiltrado Celular

Ol |O|r|O

Grupo 4

2 -HE

Grupo 4

7/ -HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneragéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

RIOIN[FLIN

Degeneragéo

Infiltrado Celular

==

Grupo 4

3-HE

Grupo 4

8 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneragéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

Ol |O[O]|F

Degeneragéo

Infiltrado Celular

ORIk, |O|O

Grupo 4

4-HE

Grupo 4

9-HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracdo

Hiperemia

Infiltrado Celular

= =1

Degeneracgéo

Infiltrado Celular

OIN|FP|FL|O

Grupo 4

5 -HE

Grupo 4

10 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

Ol |N|(F

Degeneragdo

Infiltrado Celular

M=

111



Grupo 5

1-HE

Grupo 5

6 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracao

Hiperemia

Infiltrado Celular

[l (=l (=1[=)

Degeneracao

Infiltrado Celular

oofofr ][O

Grupo 5

2-HE

Grupo 5

7/ -HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracao

Hiperemia

Infiltrado Celular

[l [=ll(=l=]

Degeneracao

Infiltrado Celular

[=l[=]l[=l[=]]=]

Grupo 5

3-HE

Grupo 5

8 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracéo

Hiperemia

Infiltrado Celular

[=l[=l[=l[=]1]=]

Degeneracéo

Infiltrado Celular

[=l[=ll[=]=]

Grupo 5

4 - HE

Grupo 5

9-HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracao

Hiperemia

Infiltrado Celular

=l=ll=ll[=]

Degeneracao

Infiltrado Celular

=l=ll=]ll=]

Grupo 5

5-HE

Grupo 5

10 - HE

Necrose

Hemorragia

Necrose

Hiperemia

Hemorragia

Degeneracao

Hiperemia

Infiltrado Celular

[=l=ll=ll=]1[=)

Degeneracao

Infiltrado Celular

oo |[O]|Oo

112



113

ANEXO E - Resultados da imuno-histoquimica

Dados de avaliagio de cada amostra:

Amostra 1-1:

- TECIDO MEDULAR COM AREA DE HEMORRAGIA NA SUBSTANCIA BRANCA.

Antigeno (imuno-histoguimica) Resultado
Olig2 POSITIVO EM 30% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 40% DAS CELULAS
(citoplasmatico).
Amostra 1-2:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno [imuno-histoquimica) Resultado
Olig2 POSITIVO EM 60% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 50% DAS CELULAS
(citoplasmaticao).
Amostra 1-9:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno (imuno-histoguimica) Resultade

Olig2 POSITIVO EM 50% DAS CELULAS
(nuclear).

GFAP

POSITIVO EM 42% DAS CELULAS

(citoplasmatico).




Amostra 2-1:

- TECIDO MEDULAR COM PRESENCA DE CORPOS CELULARES DE NEURONIO,

SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno (imuno-histoquimica) Resultade
Olig2 POSITIVO EM 76% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 50% DAS CELULAS
(citoplasmatico).
Amostra 2-5:

- TECIDO MEDULAR COM AREA DE HEMORRAGIA CENTRAL.

Antigeno [imuno-histogquimica) Resultade

Olig2 POSITIVO EM 40% DAS CELULAS
(nuclear).

GFAP

POSITIVO EM 30% DAS CELULAS

(citoplasmatico).

Amostra 2-10:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno (imuno-histoquimica)

Resultado

Olig2

POSITIVO EM 70% DAS CELULAS

(nuclear).

GFAP

POSITIVO EM 50% DAS CELULAS

(citoplasmatico).




Amostra 3-4:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno (imuno-histoguimica) Resultade
Olig2 POSITIVO EM 70% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 50% DAS CELULAS
(citoplasmatico).
Amostra 3-6:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.
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Antigeno (imuno-histoguimica)

Resultado

Olig2 POSITIVO EM 60% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 40% DAS CELULAS
(citoplasmatico).
Amostra 3-8:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno (imuno-histoquimica) Resultade

Olig2 POSITIVO EM 70% DAS CELULAS
(nuclear).

GFAP POSITIVO EM 40% DAS CELULAS

(citoplasmatico).




Amostra 4-1:

- TECIDO MEDULAR COM AREA DE HEMORRAGIA NA SUBSTANCIA BRANCA.

Antigeno [imuno-histoguimica)

Resultade

Olig2 POSITIVO EM 30% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 40% DAS CELULAS
(citoplasmatico).
Amostra 4-7:

- TECIDO MEDULAR COM PRESENCA DE CORPOS CELULARES DE NEURONIO,

SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno (imuno-histoquimica)

Resultado

Olig2 POSITIVO EM 60% DAS CELULAS
(nuclear).
GFAP POSITIVO EM 40% DAS CELULAS
(citoplasmatica).
Amostra 4-8:

- TECIDO MEDULAR SEM PARTICULARIDADES HISTOLOGICAS.

Antigeno [imuno-histoquimica)

Resultadeo

GFAP POSITIVO EM 70% DAS CELULAS
(citoplasmatico).
Olig2 POSITIVO EM 30% DAS CELULAS

(nuclear).
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ANEXO F — Resultados da bexiga neurogénica

Identif Rato Grupo Tempo de bexiga neurogénica (dias)
1|RATO1 1 35
2|RATO2 1 42
3|RATO3 1 35
4|RATO4 1 35
5|RATOS 1 35
6|RATO6 1 28
7|RATO7 1 35
8|RATO8 1 35
9|RATO9 1 35

10{RATO 10 1 35
11|RATO1 2 35
12(|RATO2 2 35
13|RATO3 2 14
14| RATO4 2 14
15(|RATO5 2 35
16|RATO6 2 35
17|RATO7 2 7
18|RATOS8 2 28
19(RATO9 2 35
20|RATO10 2 28
21|RATO1 3 14
22|RATO2 3 14
23|RATO3 3 28
24|RATO4 3 28
25|RATOS 3 28
26|RATO6 3 28
27|RATO7 3 7
28|RATOS8 3 14
29|RATO9 3 7
30|RATO 10 3 28
31|RATO1 4 28
32|RATO2 4 28
33|RATO3 4 28
34|RATO4 4 21
35|RATOS 4 28
36|RATO6 4 28
37|RATO7 4 28
38|RATOS8 4 21
39|RATO9 4 28
40|RATO 10 4 28
41|RATO1 5 0
42| RATO2 5 0
43|RATO3 5 0
44| RATO4 5 0
45|RATO5 5 0
46| RATO6 5 0
47| RATO7 5 0
48|RATO8 5 0
49|RATO9 5 0
50|RATO 10 5 0
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