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TRAUMA RAQUIMEDULAR: TESTE DE UM NOVO COMPOSTO COM
POTENCIAL NEURORREGENERADOR

RESUMO - A lesdo medular ndo é um evento incomum na medicina
humana e veterinaria e resulta em disfun¢des neuroldgicas de graus variados.
Apesar dos esforcos no tratamento, lesdes medulares frequentemente causam
sequelas permanentes, desde déficit proprioceptivo isolado até paralisia
completa de membros. A membrana confeccionada a base de latex natural
extraido da seringueira Hevea brasiliensis tem sido utilizada com sucesso para
regeneracao de tecidos, e seu potencial regenerador foi reconhecido como
sendo de uma fracdo proteica conhecida como proteina P1l. Este novo
biomaterial foi eficaz em varios testes de regeneracdo em animais de
experimentacdo e humanos, e, ainda que tenha mostrado potencial
regenerador em teste de lesdo de nervo periférico, a proteina ainda néo foi
testada em Sistema Nervoso Central. Objetivou-se avaliar o potencial
regenerador da fracdo proteica extraida do latex natural (P1) na hemisseccao
da medula espinhal em ratos. Foram utilizados 18 ratos machos adultos
submetidos a hemissec¢do medular no segmento medular T13 subdivididos em
dois grupos: GHP (tratados com proteina P1 em gel de &cido hialurénico) e
GHSP (tratado somente com acido hialurénico). Foram realizadas analises
neuroclinicas, bem como avaliacdo funcional da marcha em plataforma de
acrilico. ApOs oito semanas o0s animais foram submetidos a eutanasia e os
segmentos medulares envolvidos foram avaliados por histoquimica pela
coloracdo Tricromico de Masson e Luxol Fast Blue, além de avaliacdo da
reacdo astroglial por imunoistoquimica. Nao houve diferenca significativa entre
os dois grupos para as avaliagdes neuroclinicas, ndo sendo observado melhora
clinica satisfatoria para as variaveis analisadas, porém, em relacdo a analise
histologica foi notada diferenca importante entre 0s grupos, evidenciando
menor reacao cicatricial e degeneracdo do tecido medular restante, além de
presenca de hipercelularidade organizada e menor reacdo astroglial nos
animais tratados com a fracdo protéica P1l. Apesar da ndo evidéncia de
melhora nos parametro neuroclinicos com o uso da proteina P1, houve
alteracdes histologicas notérias e relevantes nos animais em que foi utilizada,
além de ser benéfica como indutora de neuroprotecéo.

Palavras-Chaves: Neurologia, Medula Espinhal, Regeneracdo Tecidual,
Biomateriais



SPINAL CORD INJURY: TEST A NEW COMPOUND WITH NEURO
REGENERATION POTENTIAL

ABSTRACT - Spinal cord injury is not an uncommon event in human and
veterinary medicine and results in neurological dysfunctions of varying degrees.
Despite efforts in treatment, spinal cord injuries often cause permanent
sequelae, ranging from isolated proprioceptive deficit to complete limb
paralysis. The membrane made from natural latex extracted from the rubber
tree Hevea brasiliensis has been successfully used for tissue regeneration and
its regenerative potential has been recognized as being of a protein fraction
known as P1 protein. This new biomaterial has been effective in several
regeneration tests in experimental animals and humans, and although it has
shown a potential regenerator in a peripheral nerve injury test, the protein has
not yet been tested in the Central Nervous System. The objective of this study
was to evaluate the regenerative potential of the protein fraction extracted from
natural latex (P1) in the hemisection of the spinal cord in rats. Eighteen adult
male rats submitted to medullary hemisection in the T13 medullary segment
were subdivided into two groups: GHP (treated with protein P1 in hyaluronic
acid gel) and GHSP (treated with hyaluronic acid only). Neuroclinical analyzes
were performed as well as functional evaluation of gait on acrylic platform. After
eight weeks the animals were submitted to euthanasia and the involved spinal
segments were evaluated by histochemistry by Masson and Luxol Fast Blue
Trichrome staining, as well as evaluation of the astroglial reaction by
immunohistochemistry. There was no significant difference between the two
groups for the neuroclinical evaluations, and no satisfactory clinical
improvement was observed for the analyzed variables; however, in relation to
the histological analysis, an important difference between the groups was
observed, evidencing a smaller cicatricial reaction and degeneration of the
remaining spinal cord tissue, besides the presence of organized hypercellularity
and less astroglial reaction in the animals treated with the protein fraction P1.
Although there was no evidence of improvement in the neuroclinical parameters
with the use of the P1 protein, there were significant and relevant histological
changes in the animals in which it was used, besides being beneficial as
inducer of neuroprotection.

Keywords: Neurology, Spinal Cord, Tissue Regeneration, Biomaterials
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LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Imagens fotograficas da sequéncia do procedimento
cirirgico realizado em ratos para exposicdo da medula
espinhal. A) posicionamento em decubito esternal em
prancha cirargica e tricotomia dorsal; B) incisdo mediana
longitudinal na pele do dorso; C) visualizacdo da fascia
muscular ap6s afastamento e divulsdo de pele e tecido
subcutaneo; D) exposicado da vértebra T13 apos dissecc¢ao
dos planos musculares; E) laminectomia da veértebra T13
com auxilio de pinca hemostatica; F) exposicdo da medula
espinhal ao nivel da vértebra T13, ainda recoberta pela
duramater (Fonte: Laboratorio de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Figura 2. Imagens fotogréficas da sequéncia do procedimento
cirirgico de hemisseccdo medular realizado em ratos. A)
hemisseccdo medular direita com auxilio de molde de corte
confeccionado em aluminio (seta); B) utilizacdo de cureta
de microcirurgia (seta) para garantir que toda regido
medular internamente ao molde fosse seccionada; C)
utilizacdo de aspirador cirdrgico com ponteira adaptada
para microcirurgia (seta) para remocao do fragmento
medular seccionado; D) realizacdo de ponto com fio de
Nylon 3-0 preto na musculatura lateral ao local da
hemisseccdo medular para futura localizacdo do local da
lesdo; E) aplicacdo do hidrogel com auxilio de seringa e
agulha de insulina; F) sutura da pele ao final do
procedimento (Fonte: Laborat6rio de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Figura 3. Imagem fotografica da plataforma de acrilico (1000 mm de
comprimento, 50 mm de largura) utilizada para captura da
marcha por método de filmagem (Fonte: Laboratério de
Protecdo Cerebral na Infancia).

Figura 4. Fotomicrografias de secc¢Oes transversais de medula
espinhal de rato sem lesdo coradas pela técnica A:
tricromico de Masson; B: luxol fast blue; C: imunomarcacao
para GFAP, em objetiva de 4x evidenciando o padrao
medular normal (Fonte: Laboratorio de Protecdo Cerebral
na Infancia).



Figura 5. Fotomicrografias das amostras de medula do lado

contralateral a lesdo medular de dois animais do GHSP
(grupo hemisseccdo sem proteina) em objetiva de 4x. A e
C: amostras coradas pela técnica Iluxol fast blue
evidenciando intensa degeneragdo medular (seta preta) e
presenca de importante reacdo cicatricial (seta branca); B
e D: amostras coradas pela técnica tricromico de Masson
demonstrando intensa degeneracdo medular (seta preta),
grande quantidade de cistos de diferentes tamanhos (setas
vermelhas) distribuidos no tecido medular além de
importante reacdo cicatricial (seta branca) (Fonte:
Laboratdrio de Protecéo Cerebral na Infancia).

Figura 6. Fotomicrografias das amostras de medula do lado

Figura 7.

contralateral a lesdo medular de dois animais do GHP
(grupo hemisseccdo com proteina) em objetiva de 4 x. A e
C: amostras coradas pela técnica luxol fast blue
evidenciando degeneracdo medular leve (seta preta) e
presenca de discreta reacao cicatricial (seta branca); B e D:
amostras coradas pela técnica tricromico de Masson
demonstrando degeneracdo medular leve (seta preta),
pequena quantidade de cistos (setas vermelhas) ao longo
do tecido medular além de discreta reacao cicatricial (seta
branca) (Fonte: Laboratério de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Fotomicrografias das amostras de medula de um animal do
grupo GHP (A e B) e de um animal do grupo GHSP (C e
D). A: amostra corada pela técnica luxol fast blue
demonstrando formacéo tecidual ocupando parcialmente o
lado operado (quadrado pontilhado) em objetiva de 4 x e
ampliacdo em objetiva de 40 x demonstrando grande
guantidade de céulas com nucleos intensamente corados e
organizadas em padrdo enrodilhado (circulos) ; B: amostra
corada pela técnica tricromico de Masson demonstrando
formacéo tecidual ocupando parcialmente o lado operado
(quadrado pontilhado) em objetiva de 4 x e ampliacdo em
objetiva de 40 x demonstrando grande quantidade de
céulas com nucleos intensamente corados e organizadas
em padrédo enrodilhado (circulos); C: amostra corada pela
técnica luxol fast blue demonstrando formacéo tecidual
ocupando pequena éarea do lado operado (quadrado
pontilhado) em objetiva de 4 x e ampliagdo em objetiva de
40 x demonstrando menor quantidade de células dispostas
de maneira ndo organizada; D: amostra corada pela técnica
tricromico de Masson demonstrando formagéo tecidual
ocupando pequena area do lado operado (quadrado
pontilhado) em objetiva de 4 x e ampliacdo em objetiva de
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40 x demonstrando menor quantidade de células dispostas
de maneira ndo organizada (Fonte: Laboratério de
Protecéo Cerebral na Infancia).

Figura 8. Fotomicrografias das seccfes transversais de medula de

dois animais do grupo GHP (grupo hemisseccdo com
proteina) imunomarcadas para GFAP. A e C: medula com
hemisseccéo vista em microscépio com objetiva de 4 x
destacando formacédo tecidual ocupando parcialmente o
lado operado (seta); B e D: formacéao tecidual evidenciada
pela imagem anterior vista em objetiva de 40 x
demonstrando imunomarcacdo de astrocitos (Fonte:
Laboratério de Protecédo Cerebral na Infancia).

Figura 9. Fotomicrografias das amostras de medula de um rato do

Figura

grupo GHSP (A, B e C) e de outro do grupo GHP (D, Ee F)
imunomarcadas para GFAP. A: Medula com hemissecc¢éo
vista em microscépio com objetiva de 4 x; B: Substancia
cinzenta da hemimedula restante vista em microscopio com
objetiva de 40 x com presenca de intensa marcacao de
astrocitos (seta branca) e neurbnios com graus avanc¢ados
de degeneracdo (seta preta); C: Substancia branca da
hemimedula restante vista em microscépio com objetiva de
40 x com marcacdo intensa de astrocitos com
despovoamento celular e intensa degeneracgéo; D: Medula
com hemisseccédo vista em microscopio com objetiva de 4
X; E: Substancia cinzenta da hemimedula restante vista em
microscopio com objetiva de 40 x com presenca de
marcacao leve de astricitos (seta branca) e neurdnios com
grau leve de degeneracdo; F: Substancia branca da
hemimedula restante vista em microscépio com objetiva de
40 x com marcacédo leve de astrocitos (Fonte: Laboratorio
de Protecao Cerebral na Infancia).

10. Imagem fotografica evidenciando resultado da
automutilacdo em extremidade de membro pélvico
esquerdo (seta) em rato submetido a hemisseccao
medular (Fonte: Laboratério de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Figura 11. Imagem fotografica da caixa alojamento dos ratos

submetidos a hemisseccdo medular demonstrando o
melhoramento ambiental realizado composto pela
colocacdo de tubos de pvc que serviiam como
esconderijos (Fonte: Laboratorio de Protecdo Cerebral na
Inféncia).
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hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP, 2018.
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ao longo do tempo dos ratos submetidos a hemisseccao
medular tratados com a fracao protéica P1 extraida do latex
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hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP, 2018.
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Basso, Beatie e Bresnahan (BBB) ao longo do tempo dos
ratos submetidos a hemissec¢do medular tratados com a
fracdo protéica Pl extraida do latex em gel de &cido
hialurénico (GHP) e com gel de acido hialurbnico (GHSP)
— Ribeirdo Preto-SP, 2018.

Tabela 12. Avaliacdo funcional baseada na analise da marcha ao
longo do tempo dos ratos submetidos a hemisseccéao
medular tratados com a fracdo protéica P1 extraida do
latex em gel de &cido hialurénico (GHP) e com gel de
acido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP, 2018.

Tabela 13. NUumero de animais que apresentaram menor (escore 1)
ou maior (escore 2) escore de reacdo astrocitaria pelo
estudo imunoistoquimico (GFAP) para os ratos com
hemisseccédo medular tratados com proteina P1 em gel de
acido hialurénico (GHP) e com gel de acido hialurénico
(GHSP) — Ribeirao Preto-SP, 2018.
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1 INTRODUCAO

A lesdo medular ndo é um evento incomum na medicina humana e
veterinaria e resulta em disfuncdes neuroldgicas de graus variados. Estdo a
disposicdo diversas opcdes de tratamento que visam a resolucdo dos
problemas ocasionados pela lesdo. Apesar do empenho no tratamento, lesdes
medulares frequentemente causam sequelas permanentes, com graus variados
de déficit proprioceptivo até paralisia de membros.

Diversos esforcos tém sido feitos na tentativa de obter tratamento mais
efetivo para a lesdo da medula espinhal, porém algumas les6es medulares
ainda sdo consideradas intrataveis e incuraveis, e consideraveis avancos ainda
sdo exigidos. Deste modo, a regeneracdo do tecido nervoso representa
desenvolvimento crucial na area de neurologia para aquisicdo do
restabelecimento funcional.

A membrana confeccionada a base de latex natural extraido da
seringueira Hevea brasiliensis tem sido utilizada com sucesso para
regeneracao de tecidos, e seu potencial regenerador foi reconhecido como
sendo de uma fracdo proteica conhecida como proteina P1. Este novo
biomaterial foi eficaz em varios estudos de regeneracao clinicos e em animais,
mas a proteina P1 nao foi suficientemente testada em tecido nervoso.

Diante dos potenciais beneficios da utilizacdo da proteina P1 extraida do
latex na regeneracdo tecidual e a escassez de estudos relacionados ao seu
emprego no tecido nervoso, propde-se avaliar seu uso como indutora de

regeneracao apos seccao medular em ratos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impacto Social da Lesdo Medular

A lesdo medular foi definida pelo Banco de Dados Nacional de Lesé&o
Medular em 2013, como toda injuria as estruturas contidas no canal medular,
resultando em perda temporaria ou permanente das funcées motora, sensorial
elou autondmicas (ARAUJO, 2013). As consequéncias dessa les&o incluem
reducdo ou perda total da capacidade motora e sensorial e perturbacdes do
funcionamento intestinal, urinario e sexual, sendo uma das principais causas de
incapacidade fisica em seres humanos (BRAGA-SILVA et al., 2007; OLIVEIRA
et al., 2014; RAMOS, ALEGRETE, 2015).

Estima-se que dois milhdes e meio de pessoas convivam com lesdo da
medula espinhal e que mais de 130 mil novos casos ocorram por ano no
mundo (SILVA, 2013). Mais de 400 mil pacientes com lesbes espinhais estdo
presentes nos EUA, com quase 15 mil novos casos a cada ano (ZHENG et al.,
2017) das quais 1.000 sédo em criancas (BRAGA-SILVA et al., 2007). No Brasil,
o ultimo censo demografico do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), realizado em 2010, relatou cerca de 200.000 paraplégicos
(RODRIGUES et al., 2012). Em medicina veterindria de pequenos animais,
embora ndo se conheca a incidéncia exata dessa afeccdo, ela é
frequentemente encontrada e muitas vezes determina a morte ou eutanasia
desses pacientes (SILVA, 2013).

Estudos realizados em 2004 pelo Centro de Estatistica Nacional de Leséo
Medular Americano (National Spinal Cord Injury Statistical Center) mostraram
altos gastos federais com esta incidéncia (CUNHA, 2008), sendo a lesédo
medular considerada um problema de salude publica de profundo impacto
socioeconémico (FORNER, 2015).



2.2 Anatomia

O sistema nervoso central (SNC) é constituido pela medula espinhal e
pelo encéfalo, ambos revestidos pelas meninges. A medula espinhal é de
extrema importancia, uma vez que é o elo de comunicacédo entre o encéfalo e o
sistema nervoso periférico (SNP), integrando a informacdo que recebe e
produzindo respostas através de mecanismos reflexos (BORLIDO, 2014).

A medula espinhal é a parte mais caudal do SNC, caracterizada por ser
uma massa alongada, cilindrica, de tecido nervoso situada dentro do canal
vertebral que se estende desde a medula oblonga do cérebro na base do
cranio até a regiao lombar sem ocupa-la completamente. A medula ndo tem o
mesmo tamanho em toda a extensdo; na verdade existe diminuicao
progressiva do diametro na diregado craniocaudal, havendo achatamento em
sentido dorsoventral. Seu diametro diminui gradativamente no sentido caudal
até formar o cone medular, terminando a medula espinhal aproximadamente ao
nivel da sexta vértebra lombar em caes, sétima vertebra lombar em gatos
enquanto finaliza na primeira vértebra lombar em humanos. Raizes sensitivas e
motoras (respectivamente dorsais e ventrais) unem-se a saida de cada forame
intervertebral formando os nervos espinhais do SNP, os feixes dorsal e ventral
dos nervos lombares e sacrais percorrem algumas distancias antes de
deixarem a coluna medular, denominando-se cauda equina (CUNHA, 2008;
PENHA, 2014).

Em uma seccédo transversal a medula é visualizada como tendo duas
metades simétricas em espelho, direita e esquerda. Em sua face ventral
apresenta uma fissura longitudinal denominada mediana ventral e em sua face
dorsal um sulco longitudinal dorsal (FERNANDEZ, BERNARDINI, 2010). A
medula espinhal consiste de uma por¢do central em forma de borboleta
chamada de “h” medular composta por substancia cinzenta, e de uma porcao
periférica composta por substancia branca (BORLIDO, 2014). Na regiao
cinzenta da medula, encontram-se os corpos celulares dos neurénios que, de
acordo com suas conexfes, sdo classificados em interneurénios, neurdnios
aferentes e neurdnios eferentes. Bilateralmente, a substéncia cinzenta é

constituida pelas colunas dorsal e ventral, conectadas pela substancia cinzenta



intermediaria central. Cada segmento deste conjunto, em cortes transversais, €
denominado de corno (PENHA, 2014). As areas motoras, localizadas nos
cornos ventrais direito e esquerdo da substancia cinzenta, possuem neuronios
motores, enquanto as areas sensitivas, localizadas nos cornos dorsais direito e
esquerdo, também na substancia cinzenta, possuem neurdnios sensitivos
(CUNHA, 2008). A substancia branca consiste de axdnios, em sua maioria
mielinizados, formando feixes nervosos, mas também possui células gliais, tais
como oligodendrdcitos, astrocitos e células da microglia (células do sistema
imunologico) (BORLIDO, 2014).

Na superficie da medula, distingue-se um par de sulcos dorsolaterais,
dos quais emergem fibras nervosas que se unem em grupos e constituem as
raizes dorsais (sensitivas) dos nervos espinhais, enquanto que as raizes
ventrais (motoras) emergem dos sulcos ventrolaterais. Por todo o comprimento
da medula espinhal encontra-se um pequeno canal central, revestido por
células ependimarias (FERNANDEZ, BERNARDINI, 2010).

Os impulsos entram e saem da medula espinhal através dos pares de
nervos espinhais, 0s quais contém fibras sensoriais e fibras motoras,
envolvidas nas atividades reflexas, nas vias ascendentes e descendentes (que
unem 0s centros espinhais com outras partes do SNC). Estas vias encontram-
se na substancia branca, sendo que as vias ascendentes transportam
potenciais de acao relacionados com as sensacdes de dor, temperatura, tato,
presséo e prurido (informacéo sensorial), e as vias descendentes transportam
potenciais de acado relacionados principalmente com a funcdo motora,
influenciando, portanto, a atividade dos neurbnios na substancia cinzenta na
medula espinhal sensibilidade tatil fina sendo responsavel pela atividade dos
neurbnios na substancia cinzenta da medula espinal (BORLIDO, 2014;
MARTIN, 2013).

O sistema nervoso (SN) € composto por dois tipos de células, os
neurdnios e outras células designadas coletivamente por neuréglia. O neurénio
€ a unidade celular funcional do sistema nervoso. Embora ocorram em formas
e tamanhos diferentes, cada um possui quatro regides especializadas
morfologicamente com funcgdes especificas: dendritos, corpo celular, axénio e
terminagBes axobnicas. Os dendritos recebem informagfes provenientes de

outros neurdnios. O corpo celular contém o nucleo e as organelas celulares



essenciais a sobrevivéncia e a funcdo dos neurdnios, além de também
desempenhar fungdes integrativas importantes. O axdnio conduz informagdes
codificadas na forma de potenciais de acdo para a terminagdo axonica. As
conexdes entre dois neurdnios em um circuito neural sdo estabelecidas pelas
terminacbes axodnicas de um e os dendritos e o corpo celular do outro na
sinapse (MARTIN, 2013).

As células da neuroglia sdo mais abundantes que neurbnios e, apesar
de seu papel de suporte aos neurdnios, ndo transmitem impulsos nervosos. Ao
contrario dos neurbnios, as células gliais ttm também a capacidade para a
divisdo celular, participam na formacdo da barreira hemato-encefalica,
fagocitam substancias estranhas, produzem liquido cefalorraquidiano, e
formam bainhas de mielina em torno dos axénios, sendo também essenciais no
inicio do desenvolvimento do SNC, guiando os neurénios em desenvolvimento
para as suas localiza¢des corretas e, no adulto, sdo suporte estrutural para as
células nervosas (CUNHA, 2008; CENTENARO et al., 2011; BORLIDO, 2014).

Os principais tipos de células gliais estado descritos abaixo:

- Micréglia: constituida por um nuamero relativamente pequeno de células
envolvidas na inflamacdo do SNC, sendo, portanto, consideradas como as
células que conferem imunidade ao SNC. Proliferam e crescem em tamanho
guando h& degeneracao neuronal, para fagocitar fragmentos celulares.

-Astrocitos: células mais abundantes da neurdglia tém funcdes
metabdlicas e estruturais importantes. Altamente ramificadas, em forma de
estrela, suas terminacdes estendem-se e revestem a superficie de vasos
sanguineos, neurdnios e da piamater, contribuindo para a barreira hemato-
encefélica. No caso de lesdo do SNC, os astrocitos comecam a se proliferar e
formam uma cicatriz chamada de cicatriz glial.

-Oligodendraocitos: células ramificadas que se enovelam em torno dos
axonios formando a bainha mielinica dos neurdnios do SNC.

-Células de Schwann: assim como oligodendrdcitos, formam a bainha de
mielina porém em torno dos axoénios periféricos. Além disso, exercem funcdes
importantes na organizacdo da formacéo das bainhas de tecido conectivo que
envolve os nervos periféricos durante o desenvolvimento e na regeneracédo do

axbnio apos lesdo na maturidade.



-Ependimacitos ou células ependimarias: revestem as cavidades cheias
de liquido no SNC (ventriculos cerebrais e o canal medular central), exercem
funcdo importante na regulacéo do fluxo de substancias quimicas provenientes
dessas cavidades no encéfalo (BORLIDO, 2014; MARTIN, 2013; FERNANDEZ,
BERNARDINI, 2010;).

2.3 Lesao Medular

A lesdo medular é definida como diminui¢cdo ou perda, total ou parcial,
da fungcdo motora e/ou sensorial e/ou anatdmica, devido ao trauma de qualquer
dos elementos neuronais dentro do canal vertebral (PENHA, 2014).

Entre as causas de lesdo medular encontram-se as de origem
traumaticas e as nao traumaticas. Diversas sdo as perturbacdes nao
traumaticas que podem lesionar a medula espinhal, entre elas as disfuncdes
vasculares, infeccbes, neoplasmas espinhais, subluxacbes vertebrais
secundarias a artrite reumatoide ou doenca articular degenerativa, além da
doenca de degeneracédo do disco intervertebral a qual & a causa amis comum
em medicina veterindria de pequenos animais. As causas traumaticas sao as
mais frequentes de lesdo na populacdo humana, e resultam dos danos
causados por acidentes de veiculos automotores, quedas, ferimentos abertos,
como lesdes por arma de fogo ou arma branca, e ferimentos fechados, como
agueles secundarios a agressao intencional (PENHA et al.,, 2011; PENHA,
2014).

O comprometimento neuroldgico resultante da lesdo medular pode ser
reversivel ou irreversivel. Nao ocorrera recuperacéo neurologica se persistir o
déficit completo apés a fase de choque medular. Denomina-se choque medular
a reacao decorrente de trauma medular repentino, com a depressdo, ou
mesmo a interrup¢do, de praticamente todas as funcbes medulares, podendo
os neurdnios afetados gradativamente readquirir sua excitabilidade depois de
algumas horas, dias ou semanas do evento inicial (CUNHA, 2008;
RODRIGUES et al., 2010).

A patogénese das les6es da medula espinhal pode ser dividida em duas

fases. A primeira fase consiste no mecanismo inicial da lesdo que ocorre no



momento do trauma por meio de contusdo, compressdo, estiramento e
laceracdo envolvendo a ruptura e o esmagamento de elementos neurais e
vasculares imediatos, em um processo mecéanico que independe do controle
celular. A segunda surge como cascata de fendbmenos, envolvendo varios
processos, como inflamacdo, edema, isquemia, hemorragia, desequilibrios
eletroliticos, apoptose e peroxidacao lipidica induzida por radicais livres. Esses
fenbmenos levam a expansdo da lesdo primaria e cavitacdo da medula
espinhal, interferindo na regeneracao celular e culminando na morte neuronal
(CUNHA, 2008; ARAUJO, 2013; RAMOS; ALEGRETE, 2015). Essa fase
secundéaria da lesdo pode persistir por anos, e 0S processos resultantes
dificultam a sobrevivéncia neuronal, tornando o ambiente indspito para a
regeneracao neural e recuperacao funcional (MARTINI, 2015).

A lesdo trauméatica da medula espinhal causa danos e degeneracdo nao
s6 de neurdnios, mas também de oligodendrdcitos, astrocitos e precursores
celulares no local da lesdo. Qualquer cavidade ou cisto resultante dessas
mortes pode interromper os tratos axonais, o que leva a varias anormalidades
neuroldgicas, como paresia e paralisia, muitas vezes com perda permanente
da funcéo abaixo do nivel da lesdo (SILVA, 2013; FUHRMANN et al., 2015).
Outra consequéncia da lesdo medular é a hipertrofia de astricitos
acompanhada do aumento na producdo de seus filamentos intermediarios,
como a proteina glial fibrilar acida (glial fibrillary acidic protein - GFAP). Esse
processo é chamado de astrocitose reativa ou astrogliose, que juntamente com
o recrutamento de mais tipos celulares incluindo a microglia, macréfagos e
células progenitoras, culminam na formacao da cicatriz glial, a qual impede a
regeneracdo do axdnio por atuar como barreira fisica, além de acumular
moléculas que inibem o crescimento axonal (ARAUJO, 2013; MELO, 2014).

A fase intermediaria da lesdo medular inicia entre a segunda e terceira
semanas apo0s o0 evento traumatico, e tem duracdo aproximada de seis meses
em humanos. Durante esse momento, a reacdo de astrogliose continua até a
cicatriz glial se formar por completo. A lesdo medular é considerada crbnica a
partir do sexto més do trauma inicial, e nesta fase a cicatriz glial e os
cistos/cavidades na medula espinhal ja estdo desenvolvidos e estabelecidos.
Os cistos sao resultado da perda de tecido neural e representam barreira fisica

que impede a regeneragao axonal. Nesse momento a degeneracdo walleriana



(retracdo axonal) continua e pode levar anos até que os corpos celulares e os
restos de axdnios degenerados sejam totalmente removidos do sitio da lesdo
(FORNER, 2015).

2.4 Regeneracao Medular

O SN é muito sensivel a lesdes e sua capacidade regenerativa € um
processo complexo e limitado (BISCOLA, 2016). Por outro lado, o0 SNP e o
SNC ndo apresentam a mesma capacidade de regeneracdo apoés lesdo, sendo
gue os axbnios do SNC ndo se regeneram sensivelmente no seu ambiente
nativo, ao contrario do SNP, que contém axbnios capazes de se regenerar por
longas distancias, durante o reparo de nervos lesionados (DALLO et al., 2007;
BORLIDO, 2014). Vérias pesquisas tém sido desenvolvidas com o esfor¢o de
compreender a capacidade de regeneracdo do SN e as diferencas entre o SNP
e 0 SNC. Essa diferenca pode ser pelo fato dos requisitos para recuperacao
anatbmica e funcional apés lesdo medular serem mais complexos do que
outros danos neuroldgicos, que geralmente requerem apenas restauracao dos
niveis de neurotransmissores (BARROS FILHO et al., 2002).

Pensa-se que a limitada recuperacdo observada na lesdo medular no
adulto se deve sobretudo a limitacdo na regeneracdo do SNC, limitacdo esta
nao so intrinseca (do préprio SNC) mas também fortemente potenciada por um
ambiente inibitério, perilesional (extrinseco), que se estabelece apds a lesdo e
gue inibe a regeneracéao e plasticidade axonal (LEITE, 2010). O microambiente
da medula ap6s uma lesdo desfavorece a regeneracao axonal por apresentar
inUmeros obstaculos, como a secrecdo de moléculas inibitérias por astrécitos e
oligodendrdcitos, interrupcao no fornecimento de fatores neurotréficos, além da
proliferacdo de astrécitos, microglia e células endoteliais, ou mesmo de
fibroblastos em torno da medula. A cicatriz neuroglial assim formada age como
barreira fisico-quimica responsavel por produzir varias moléculas de matriz
extracelular que inibem o brotamento axonal no SNC, podendo levar & morte
neuronal (MELO, 2014; TAKEDA et al., 2015; BISCOLA, 2016).

O potencial regenerativo pode ser incrementado se um ambiente

favoravel ao crescimento axonal for disponibilizado. Esforgos para prevenir



sequelas e permitir a regeneracdo neuronal resultaram no conceito de geracéo
de ambiente adequado para o crescimento axonal no SNC, fornecendo aos
neurénios lesionados as condi¢cdes necessérias para sua sobrevivéncia e
regeneracdo. Esses procedimentos terapéuticos incluem administracdo de
fatores de crescimento, bloqueio de moléculas inibitérias ao crescimento
axonal, inibidores da cicatriz glial, mediadores inflamatérios, além de
transplantes celulares (NARAZAKI et al., 2006; CENTENARO, 2012).

2.5 OpcoOes Terapéuticas na Lesdo Medular

O tratamento das afeccfes da medula espinhal continua a ser um desafio
e a lesdo medular grave ainda é considerada condicéo irreversivel. Apesar de
recentes avangos no estudo da fisiopatologia do trauma medular, nenhum dos
tratamentos disponiveis sdo considerados particularmente eficazes, pois ainda
nao foi estabelecida terapia efetiva que detenha a expansdo da lesdo
secundaria e diminua as sequelas permanentes (OLIVEIRA et al., 2014;
FORNER, 2015; LETAIF et al., 2015). Varios ensaios clinicos tém fornecido
informacgéo acerca da regeneracédo de neurdnios lesionados e prote¢do contra
danos adicionais as células remanescentes (ARAUJO, 2013).

Nas ultimas duas décadas, varias pesquisas foram realizadas na
tentativa de obter tratamento mais efetivo para a lesdo da medula espinhal.
Todas essas pesquisas envolvem basicamente quatro formas de abordagem
do paciente com lesdo medular: a cirdrgica, a farmacoldgica, a biolégica e a por
meios fisicos (CRISTANTE, 2007). Paralelamente, muito se tem estudado a
respeito de substancias neurotréficas que estimulariam e orientariam o
crescimento dos cotos axonais (HIRAKAWA et al., 2007).

O tratamento atual do lesado medular € basedo em dois mecanismos
fisiopatoldgicos: prevencdo da lesdo progressiva apds o trauma e restauracao
de neurdnios danificados (CUNHA, 2008), sendo atraentes as estratégias
terapéuticas que combinam a preservacgao do tecido nervoso no local da leséo

e promovem regeneracao do tecido lesionado (FUHRMANN et al., 2015).
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A intervencéo clinico-cirdrgica usual se restringe a estabilizacdo da
coluna vertebral e restauracéo de seu alinhamento, descompresséo da medula
espinhal e uso de farmacos da classe dos glicocorticoideis (FORNER, 2015).

As terapias farmacologicas para lesbes medulares tém o objetivo de
inibir a evolucdo da lesdo secundaria ou estimular a regeneracdo da medula
espinhal. A metilprednisolona, frequentemente usada com objetivo de reduzir a
resposta inflamatoéria desenvolvida nas primeiras horas apds a lesdo, mostrou
evidéncias de beneficios em alguns estudos, porém os achados ndo foram
reproduzidos em outros estudos, sendo 0 seu uso considerado cada vez mais
controverso. Esforgcos para o desenvolvimento de novas substancias que
possam melhorar o funcionamento neurolédgico pés-lesdes tém se intensificado
(LEITE, 2010; RAMOS; ALEGRETE, 2015). Como exemplo podemos citar
farmacos como o Tirilizade e 0 GM-1, ainda sob investigagao clinica, mas que
ja apresentam promissores resultados preliminares (CRISTANTE et al., 2010),
além do uso de antiinflamatoérios ndo esteroidais e bloqueadores de canais de
sédio e calcio (OLIVEIRA et al., 2014).

Ao contrario do que se acreditava, esta provado que neurénios fora do
SNC, em locais especificos dentro do SNC, na medula espinhal imatura e em
meios especiais de cultura, podem se regenerar (CRISTANTE, 2007). Varias
estratégias experimentais buscam aumentar o crescimento de axénios centrais,
tais com o uso de fatores de crescimento, de estimulacdo ao crescimento
intrinseco neuronal, de neutralizacédo de inibidores de crescimento do axdnio no
SNC lesado, e de matriz de suporte ao crescimento axonal (GAO et al., 2013).
Nesse contexto os fatores tréficos tem se mostrado favoraveis no tratamento
de vérias condi¢cdes do SNC, em sua maioria fatores neurotréficos derivados do
cérebro (BONATTO, 2013).

As células-tronco surgem como possibilidade de terapia particularmente
promissora, pois além de se diferenciarem em neurbnios e componentes da
glia, elas também atuam como ponte de apoio para a regeneracdo axonal. No
entanto, as células-tronco transplantadas para a medula espinhal lesionada
geralmente encontram ambiente desfavoravel ao seu crescimento e
diferenciacéo devido a existéncia da cicatriz glial agindo como barreira (SILVA,
2013).
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Para esse problema multifatorial que constitui a lesdo medular, estudos
envolvendo a combinacdo de terapias parecem mais coerentes em conseguir
abranger os diferentes aspectos patoldgicos e promover a completa reparacdo
da medula lesionada (SILVA, 2013).

2.6 Fracéo Proteica Extraida do Latex Natural

Desde a antiguidade as plantas tém sido utilizadas nos tratamentos de
diversas enfermidades, porém somente no inicio do século XIX é que os
primeiros compostos foram isolados, sustentando o crescimento de uma nova
ciéncia: a farmacognosia (MENDONCA, 2008).

A seringueira Hevea brasiliensis € uma planta originaria da regido
amazonica e caracterizada, principalmente, pela importancia econémica dada
ao seu produto principal, o latex utlizado na producdo da borracha
(MENDONCGA, 2008).

Em 1994, o Laboratério de Neuroquimica do Departamento de
Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo/Brasil desenvolveu um novo material biocompativel
a base de latex natural extraido da seringueira (MRUE, 1996). A aplicacéo do
latex natural, na forma de biomembrana, mostrou importantes propriedades
biolégicas, tais como intensa atividade angiogénica, promocdo de adesdo
celular, inducéo da formacao de matriz extracelular e de regeneracao tecidual
(MRUE, 1996; ARNEZ, 2008).

Muitas pesquisas que utilizaram este material como implante tém
demonstrado resultados satisfatorios na promocdo ou aceleracdo de
regeneracao de diferentes tecidos corporeos, 0 que motiva a realizacdo de
novos trabalhos nesta area (ZIMMERMANN et al., 2007). Préoteses de latex
foram utilizadas com resultados positivos na inducdo da reparacédo de paredes
esofagicas de cdes (MRUE, 1996), na regeneracdo do endotélio da artéria
femoral de cédes (FREITAS, 2001; LACHAT et al., 2003), na cicatrizacdo de
Ulceras dérmicas em orelhas de coelhos (MENDONCA, 2008; MAURICIO,
2006), como substituto parcial de pericardio em caes (SADER et al., 2000), em

reparacdo de Ulceras de coOrnea de coelho (PINHO et al., 2004) e em
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gueimaduras induzidas no dorso de porcos (ARMANI; COUTINHO-NETTO,
2001). A membrana derivada do latex foi ainda utilizada para a produgédo de um
tubo que foi implantado entre os cotos de nervos isquiaticos seccionados de
ratos. Este primeiro estudo desta membrana biocompativel na regeneracao de
SN caracterizou evidente aceleracdo de crescimento e da mielinizacdo axonal
(GANGA et al., 2012).

Os resultados de todos estes estudos revelaram que a membrana de
latex possui caracteristicas bioquimicas que a tornam capaz de interferir no
processo de reparacdo tecidual, favorecendo a formacédo rapida e regular de
novo tecido (ZIMMERMANN et al., 2007). Estudos preliminares demonstraram
a presenca de possiveis fatores de crescimento no latex, que atuavam nos
tecidos humanos, permitindo melhor vascularizacdo devido a sua capacidade
angiogénica (FRADE et al.,, 2001). Com estes estudos, um novo campo de
pesquisa de aplicacdbes médico/farmacéuticas obtidas do latex natural da
seringueira foi criado e despertou o interesse de empresas farmacéuticas como
a Pele Nova Biotecnologia S/A, detentora da patente para producdo e
comercializacdo do Biocure® (biomembrana utilizada como curativo)
(MENDONCA, 2008).

O potencial regenerador da membrana do latex foi reconhecido como
sendo de uma fracdo proteica extraida do latex, conhecida como proteina P1, a
qual também tem sido largamente testada na regeneracédo de tecidos (DIAS et
al., 2014). Em estudo feito com seccdo de nervo isquiatico em ratos,
demonstrou-se que tubos de coldgeno embebidos com a proteina P1
promoveram melhor regeneracdo do nervo seccionado, com a presenca de

maior densidade de fibras nervosas mielinizadas (GANGA et al., 2013).

2.7 Acido Hialuronico como Meio de Transporte de Substancias
Terapéuticas

Muitas opgOes terapéuticas envolvem uso de substéncias no local da

lesdo para promover regeneracdo medular, porém diversas destas moléculas
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sdo incapazes de ultrapassar a barreira hemato-encefélica. Para isso,
estratégias sdo utilizadas para que moléculas terapéuticas evitem alguns
desses obstaculos localmente. Uma técnica utilizada tem sido a injecdo local
de hidrogel, no qual as moléculas bioativas estido nele dispersas (FUHRMANN
et al., 2015).

As caracteristicas desejaveis para um hidrogel ser veiculo til para ser
utilizado em lesédo medular s&o: possibilidade de ser injetado por agulha fina
para insercdo minimamente invasiva quando necessario; ser degradavel e
reabsorvivel; causar minimo edema para evitar compressdao medular; ser bio-
inerte, provocando nenhuma ou minima resposta toxica ou imune, além de ser
estavel o suficiente para garantir uma liberacdo gradual da substancia ativa
durante o periodo desejado (FUHRMANN et al., 2015). Tem havido crescente
interesse no acido hialurénico como biomaterial e hidrogel devido a suas
propriedades fisicas e biologicas e a facilidade com a qual pode ser modificado
e sintetizado (KHAING et al., 2011). Assim, o hidrogel ja tem sido utilizado em
muitas aplicacbes médicas e € frequentemente investigado como potencial
biomaterial na engenharia de tecidos (KUSHCHAYEV et al., 2016).

O &cido hialurénico € um polissacarideo de cadeia longa encontrado
naturalmente em todos os tecidos, e age como componente estrutural da matriz
extracelular e como mediador de varias fungdes celulares (FRASER et al.,
1997; KHAING et al., 2011; KUSHCHAYEV et al., 2016). Um hidrogel composto
principalmente de &cido hialurdénico pode ser benéfico por si sé para a
regeneracao tecidual e ja foi demonstrado que € seguro e biocompativel em
modelo animal experimental de lesdo medular. No entanto, usado de forma
isolada, ndo promoveu a alteracdo na ativacdo da microglia apds lesdo
medular, nem em recuperacdo motora dos animais (FUHRMANN et al., 2015).
Em contrapartida, estudos indicam que o gel de acido hialurénico aplicado em
hemisseccdo medular de ratos diminue o nimero de astrécitos reativos e de
componentes da cicatriz glial, em um curto espago de tempo (KUSHCHAYEV
et al., 2016).

Como os hidrogéis de &cido hialurénico demonstraram potencial de
regeneracao e imunomodulacao, eles podem ser Uteis no tratamento de dano

medular, podendo ser utilizados para preencher o espago resultante da leséo e
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como veiculo carreador de outras substancias ativas (KUSHCHAYEV et al.,
2016).

3 OBJETIVOS

Objetivou-se avaliar o potencial regenerador e neuroprotetor da fragao
proteica extraida do latex natural (P1) veiculada em hidrogel de &cido
hialurénico na hemisseccdo da medula espinhal induzida experimentalmente

em ratos adultos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

O experimento foi realizado em conformidade com as diretrizes do
CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e os
protocolos foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA
— Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo -
USP) sob nimero de protocolo 150/2015. Todos os esforcos foram feitos a fim

de minimizar o sofrimento e a quantidade de animais usados nesta pesquisa.

4.2 Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 44 ratos machos, adultos, da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
com peso aproximado de 295g (+/-40g), clinicamente sadios, sendo que 18
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animais foram selecionados para formar os grupos experimentais. Durante os
experimentos, 0s animais ficaram alojados no biotério da Cirurgia Experimental
do Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, em caixas de polipropileno com tampa gradeada de aco, em
grupos de quatro animais por caixa.

O biotério foi mantido em ciclos de claro/escuro de 12 horas (luzes
ligadas das 7 as 19h e desligadas das 19 as 7h) e com controle da temperatura
ambiente entre 22 e 25°C. Dieta padrao para roedores e agua foram oferecidas
a vontade. Antes do inicio dos experimentos, 0s animais eram mantidos no
biotério por 48 horas para ambientacdo e adaptacao.

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:

1. GHP (n=9): Grupo submetido a hemissec¢do medular ao nivel da vértebra
T13, tratados com 0,2 mL de gel de &cido hialurénico + 10ug de fracdo proteica
P1 extraida do latex. Esse volume de hidrogel foi suficiente para preencher o
espaco de cerca de 2 mm da area de resseccdo da hemimedula.

2. GHSP (n=9): Grupo submetido & hemisseccédo medular ao nivel da vértebra

T13, tratados apenas com 0,2 mL do gel de acido hialurénico.

4.3 Critérios de Excluséao

Os critérios de exclusdo adotados foram: inadaptacdo a plataforma de
avaliacdo, estado clinico geral muito precario por mais de 48 horas do
procedimento cirargico, auséncia de déficits neuroldgicos ap6s o procedimento

cirtrgico e morte antes do término do periodo experimental.

4.4 Preparo do Hidrogel

Inicialmente foi preparada uma solucdo estoque de 0,2% de fracéo
proteica extraida do latex (P1) dissolvida em NaCl a 1,8%. Esta solucéo foi,
entdo misturada, em partes iguais, ao acido hialurénico, formando um hidrogel
de composicéao final: 0,9% de solucdo salina, 0,1% da fracéo protéica P1 e 1%
de &cido hialurénico.

Para a sintese do hidrogel de &cido hialurénico sem proteina P1, foi

realizado o mesmo protocolo descrito acima, porém sem o acréscimo da fracao
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protéica Pl extraida do latex (0,9% de solucdo salina e 1% de acido

hialurdnico).

4.5 Procedimento Cirurgico

Os procedimentos cirargicos foram desenvolvidos em sala com controle
térmico, com temperatura ambiente mantida em 21°C.

A anestesia foi induzida por 5% de isofluorano®, em caixa plastica; apés
a inducéo os animais foram intubados e mantidos em respirador para roedores,
e manutencdo da anestesia inalatéria com isofluorano e auxilio de vaporizador.
Antes do inicio do procedimento cirurgico, cada animal recebeu uma dose de
antimicrobiano cefalotina®, por via subcutanea (25 mg/Kg) e, a seguir, foi
posicionado em decubito esternal em prancha cirdrgica; na regido do dorso foi
feita tricotomia e antissepsia com solucéo de clorexidina a 2%°>. Uma incisdo
mediana foi feita na pele do dorso de cerca de 2 cm, seguida de dissecc¢éo dos
planos musculares até a identificacdo dos processos espinhosos das veértebras
T12 a L1. Com auxilio de pinca hemostatica Hasteald curva foi realizada a
laminectomiada vértebra T13 e remocao do processo articular cranial do lado
direito da referida vértebra, dessa forma foi exposta a medula espinhal no nivel
T13 (Figura 1).

! Isoflurano — Instituto BioChimico Ind. Farm. LTDA — Itatiaia, RJ, Brasil.
> Cefalotina sédica — ABL Antibi6ticos do Brasil LTDA — Cosmépolis, SP, Brasil.
® Clorexidine 2% - Rioquimica Industria Farmacéutica- S&o José do Rio Preto, SP, Brasil.



Figura 1. Imagens fotograficas da sequéncia do procedimento cirdrgico
realizado em ratos para exposicdo da medula espinhal. A)
posicionamento em decubito esternal em prancha cirdrgica e
tricotomia dorsal; B) incisdo mediana longitudinal na pele do dorso; C)
visualizacdo da fascia muscular ap0s afastamento e divulsdo de pele
e tecido subcutaneo; D) exposicdo da vértebra T13 apds disseccdo
dos planos musculares; E) laminectomia da vértebra T13 com auxilio
de pinca hemostética; F) exposicdo da medula espinhal ao nivel da
vértebra T13, ainda recoberta pela duramater (Fonte: Laboratério de
Protecéo Cerebral na Infancia).
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A dura-mater foi aberta com cautela com auxilio de agulha hipodérmica
20 x 5,5 e, na sequéncia, foi realizada a hemissec¢do medular do lado direito,
de cerca de 2,0 mm de comprimento no eixo longitudinal. O procedimento foi
realizado com extremo cuidado para evitar danos aos principais vasos
sanguineos, utilizando-se material e técnica de microcirurgia, sob magnificacéo
por microscopio cirargico DF Vasconcelos. Como forma de padronizacdo da
leséo, foi utilizado um molde de corte confeccionado em aluminio por integrante
do proprio laboratério. Tal equipamento apresentava 3 bordas cortantes, com
uma parte central de 2mm e duas extremidades dobradas em 90°, de 1 mm
cada, formando um “retdangulo aberto”. Este instrumento de corte foi
posicionado na hemimedula direita, lateralmente a veia espinhal dorsal e
pressionado até atingir o assoalho do canal vertebral de T13. Uma cureta de
microcirurgia foi, entdo, utilizada para garantir que toda a regido medular
internamente ao molde fosse seccionada e, na sequéncia, um aspirador
cirirgico com a ponteira adaptada para microcirurgia foi utilizado para remover
o fragmento seccionado (Figura 2).

No grupo GHP (proteina), o hidrogel de &cido hialurénico com a fracao
protéica P1 extraida do latex foi acrescentado com auxilio de seringa de 1 mL e
agulha de insulina na area de hemimedula ressecada. Foi utilizado 0,2 mL da
solucéo, o suficiente para preencher o espaco de cerca de 2 mm da area de
resseccdo da hemimedula. No grupo GHSP (acido hialurénico) foi
acrescentado, da mesma forma e mesmo volume descritos anteriormente,
apenas o0 gel de &cido hialurénico. Foi colocado um ponto utilizando fio de
Nylon 3-0* preto na musculatura lateral ao local da hemissec¢do medular para
futura localizacédo do ponto central da lesdo causada. ApGs o procedimento, foi
realizada revisdo hemostatica, seguida do fechamento por planos anatdmicos
com Nylon 4-0*.

4 Nylpoint — Point Suture do Brasil Industria de Fios Cirargicos LTDA — Fortaleza, CE, Brasil
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Figura 2. Imagens fotograficas da sequéncia do procedimento cirlrgico de
hemissec¢cdo medular realizado em ratos. A) hemissec¢cdo medular
direita com auxilio de molde de corte confeccionado em aluminio
(seta); B) utilizacdo de cureta de microcirurgia (seta) para garantir que
toda regido medular internamente ao molde fosse seccionada; C)
utiizagdo de aspirador cirdrgico com ponteira adaptada para
microcirurgia (seta) para remog¢éo do fragmento medular seccionado;
D) realizacdo de ponto com fio de Nylon 3-0 preto na musculatura
lateral ao local da hemissec¢cdo medular para futura localizacdo do
local da lesdo; E) aplicacdo do hidrogel com auxilio de seringa e
agulha de insulina; F) sutura da pele ao final do procedimento (Fonte:
Laboratorio de Protecéo Cerebral na Infancia).
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No final do procedimento foi administrado, pela via subcutanea,
Cloridrato de Tramadol® (5 mg/Kg) para analgesia e Meloxican® (1mg/kg) para
efeito antiinflamatério. Cada animal foi ainda identificado com furos nas orelhas
em um esquema pré-definido de marcacdo. A seguir, os animais foram
mantidos em observacdo em ambiente aquecido até completa recuperacao
anestésica e, entdo, reencaminhados ao biotério da Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. No biotério, os animais
permaneceram em caixas proprias para roedores com disponibilidade de
alimento e 4gua a vontade. Na agua de beber foi fornecido paracetamol’ (1
comprimido de 500 mg para cada 500 mL de agua) nos primeiros 7 dias e, em
acréscimo, foi realizada administracdo de cloridrato de tramadol (5 mg/kg) por
via subcutanea, a cada 12 horas, durante 48 horas, para analgesia.

Todos os animais foram observados diariamente do ponto de vista clinico

geral até a eutanasia e coleta de amostras, oito semanas apo0s a cirurgia.

4.6 Avaliacdo Neuroclinica

Os animais foram submetidos a avaliacdo clinica geral e neuroldgica
imediatamente antes do procedimento cirlrgico, diariamente durante o0s
primeiros 7 dias, e nos dias 35 e 56 de pds-operatorio.

Clinicamente os animais foram avaliados quanto ao estado clinico geral
(prostracdo/l, normal/2, excitacdo/3), retencdo urinaria (sem retencao
urinaria/l, com retencdo urinaria/2), hidratacdo corporea (hidratado/1,
desidratado/2). Sendo que foram considerados desidratados aqueles com
perda maior que 20% do peso corpdreo inicial.

O exame neurologico foi realizado no membro pélvico direito com base
nos seguintes critérios:

- Propriocepcéo consciente: ausente (0), diminuido (1), normal (2)

- Tono muscular: ausente (0), diminuido (1), normal (2), aumentado (3)

® Tramadol - Hipolabor Farm. Ltda — Sabara, MG, Brasil. Tramadol - Hipolabor Farm. Ltda —
Sabara, MG, Brasil.

® Maxicam 0,2% - Ouro Fino Satde Animal LTDA — Cravinhos, SP, Brasil.

! Tylenol - Prati, Donaduzzi & Cia Ltda — Toledo, PR, Brasil.
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- Reflexo flexor: ausente (0), diminuido (1), normal (2), aumentado (3)

-Nocicepc¢do: ausente (0), diminuido (1), normal (2), aumentado (3)

A nocicepc¢do foi mensurada pela compressao das falanges com auxilio
de uma pinca hemostatica de Halsted, e foi considerada ausente quando os
animais ndo reagiram ao estimulo doloroso com vocalizacdo e/ou olhar para o

membro, semelhante a avaliagéo realizada e descrita por Aiello et al. (2015).

4.7 Avaliagdo do Peso Corporal

Os animais foram pesados em balanca de precisdo nos mesmos dias
em que foram realizadas as avaliacdes neuroclinicas, a fim de auxiliar a
avaliacdo dos estados de desidratacdo, ma alimentacdo, interferéncia do

procedimento realizado, estresse sofrido, entre outros.

4.8 Avaliacédo Funcional

Os ratos foram treinados para caminhar sobre uma plataforma de
acrilico (1000 mm de comprimento, 50 mm de largura) (Figura 3), com a
presenca de uma camara fechada de 20 x 20 x 20 cm no final da plataforma, a
qual servia como abrigo apés a caminhada e estimulo atraente para os
animais. Este treinamento foi realizado 48 horas antes do procedimento de
hemisseccdo medular e possibilitou a aprendizagem da caminhada sem
pausas exploratorias.

Depois da fase de aprendizagem, foi realizada gravacdo de video da
caminhada de cada animal para posterior avaliagdo. As filmagens foram
realizadas antes do procedimento cirdrgico e nos dias 7, 35 e 56 de pos
operatorio.

A analise funcional da marcha foi efetuada por meio da obtencdo das
imagens de video utilizando a plataforma, citada anteriormente. Para o registro
da marcha foi utilizada uma filmadora Sony DCR-SR68 dotada de um cabo
USB conectada diretamente a um computador portatil. Estas imagens foram

analisadas por um avaliador sem conhecimento prévio do grupo ao qual cada
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animal pertencia. O avaliador analisou a movimentacdo voluntaria dos
membros, classificando a deficiéncia dos animais em monoplegia, paraplegia,

monoparesia ou paraparesia.

Figura 3. Imagem fotografica da plataforma de acrilico (1000 mm de
comprimento, 50 mm de largura) utilizada para captura da marcha por
método de filmagem (Fonte: Laboratério de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Adicionalmente, os videos obtidos foram usados para classificacdo da
locomogéo de acordo com a escala de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)
(BASSO et al., 1995). A escala BBB gradua os movimentos das articulagdes do
quadril, joelho e tornozelo, posicéo do tronco, cauda e patas traseiras. A partir
de observacdes da movimentacdo do animal, séo atribuidos pontos de zero a
vinte e um, sendo que o valor zero corresponde a auséncia total de

movimentos e vinte e um a presenca de movimento normal (Anexo 1).
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4.9 Eutanasia e Preparo das Amostras para Analise Histologica

Ao final do tempo experimental, os animais foram submetidos a perfuséo
transcardiaca sob anestesia profunda com injecao intramuscular de quetamina
10%® e xilazina 10%° em sobredose até depressdo respiratria. Apos
posicionamento na mesa cirargica em decubito dorsal, foi realizada ampla
incisdo expondo as cavidades toracica e abdominal.

Uma agulha hipodérmica de calibre 25 x 0,8 conectada a uma seringa de
20 ml foi introduzida no 4pice do ventriculo esquerdo e uma pequena inciséo foi
realizada na auricula direita, sendo realizada perfuséo transcardiaca com PBS
tamponado e resfriado. A solucéo foi injetada até a observacao do clareamento
do liquido de saida e das visceras, como pulmdo e figado, em volume
aproximado de 1 ml/g de peso do animal. Ato continuo, o local da cirurgia foi
acessado e um bloco contendo a regido da hemisseccdo medular, contendo
medula espinhal, coluna vertebral e musculatura anexa, juntamente com 1 cm
de margens cranial e caudal aos limites cirurgicos, foi retirado e mergulhado
em solucdo de paraformaldeido 3%, em tampao fosfato 0,1M (pH 7,3-7,4),
mantido nesta solugdo durante 24 horas a temperatura de 4°C. ApOs esse
tempo, o bloco foi dissecado até restar apenas a medula espinhal e raizes
nervosas anexas da regido de interesse, a qual foi identificada pela
visualizacdo do ponto cirargico dado previamente na musculatura. A amostra
de medula espinhal obtida foi mantida em solucdo de paraformaldeido fresca,
permanecendo nesta por mais sete dias em geladeira.

Apbs este periodo de fixacdo em paraformaldeido, a extremidade cranial
a lesdo da medula foi identificada com dois pontos confeccionados com fio de
nylon preto, enquanto que a extremidade caudal a lesdo foi identificada com
apenas um ponto com fio de nylon preto. Apés identificacdo das porcdes
cranial e caudal, a regido central da area correspondente a hemisseccdo
medular foi entdo seccionada com lamina de bisturi, dividindo-se a medula em

duas porc¢des (cranial e caudal a lesao).

® Dopalen - Ceva Satide Animal Ltda — Paulinea, SP, Brasil.
° Anasedan - Ceva Saude Animal Ltda — Paulinea, SP, Brasil.
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4.10 Histologia e Imunoistoquimica

As amostras foram desidratadas em solucdes crescentes de alcool (70%
a 100%), diafanizadas em xilol e emblocadas em parafina. Foram, entéo,
cortadas transversalmente com o auxilio de um micrétomo rotativo, em secc¢des
de 5um de espessura em cortes seriados, estendidas, a seguir, em laminas
histoldgicas.

Para analise histolégica, as laminas foram mantidas em estufa (60° C)
por uma hora para derretimento da parafina. A seguir, 0os cortes foram
submetidos ao processo de desparafinizacdo com banhos sequenciais de xilol,
seguidos de banhos de alcool em concentracbes decrescentes e agua;
posteriormente, foram corados com tricomico de Masson e luxol fast blue. Na
coloracéo feita pelo método tricrdmico de Masson, por ser um tricrbmico as
estruturas sdo demonstradas em trés cores: nucleos em roxo (hematoxilina),
citoplasma e tecido nervoso em roseo-avermelhado (fucsina acida) e fibras
coldgenas em azul (azul de anilina), sendo utilizada essa coloracdo para
melhor visualizacdo do tecido cicatricial (colageno) formado. O luxol fast blue
cora a mielina com fosfolipideos em tons de azul a verde, enquanto que 0s
neurdnios sdo corados em tons de rosa a violeta. Essa coloracao foi utilizada
para identificacdo da mielina no tecido nervoso, sendo a avaliacao realizada
através de confronto visual na tonalidade da cor azul: regibes com maior
densidade de mielina exibem tonalidade mais escura, enquanto regiées com
menor densidade de mielina apresentam tonalidade mais clara. Além das
estruturas destacadas pelas coloragbes especificas na histologia, também
foram analisados a citoarquitetura geral, presenca de degeneracao (leve,
moderada ou intensa), presenca de vacuolizacdo medular/cistos (leve,
moderado ou intensa), além do grau da reacado cicatricial (leve, moderada ou
intensa).

Foram realizados estudos imunoistoquimicos para GFAP para
avaliacdo da reacao astrocitaria, através da distribuicdo e do aspecto
morfolégico da astréglia. Apés o processo de desparafinizacédo e reidratacao,
foi realizado o blogueio da peroxidase enddégena com peroxido de hidrogénio a

3% em metanol. Posteriormente, foi feito o bloqueio com soro adequado (de
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cabra) a 10% em PBS, por 30 minutos em camara umida. Logo apds os cortes
foram incubados “overnight” a temperatura de 4° C com o anticorpo primario
anti-GFAP (1,5:3000) (DAKO z0334, Dinamarca). Lavado o anticorpo primario,
foi adicionado o anticorpo secundario apropriado (anticorpo biotinilado de cabra
anti-coelho - Santa Cruz Biotechnology SC) diluido 1:300 em BSA. Na
sequéncia, os cortes foram incubados com o conjugado estreptavidina - HRP
(BioLegend cat.405210) diluido 1:400 em PBS. A seguir, foram revelados com
DAB (3,3"- diaminobenzidina - Sigma) e submetidos a contracoloragdo com
hematoxilina. As laminas histologicas foram, entdo, lavadas em agua corrente,
desidratadas por uma série sequencial de banhos crescentes de alcool e xilol,
e recobertas por laminulas montadas com Permount®. Observacdo: para a
imunoistoquimica, o0s cortes sdo estendidos em laminas histologicas
silanizadas (Starfrost) para melhor fixacdo do tecido na lamina.

As laminas imunomarcadas foram analisadas sob microscopia de luz,
sendo avaliados os astrécitos marcados com anticorpo anti-GFAP nas
substancias branca e cinzenta, observando-se a intensidade de marcacéo e a
morfologia dos astrocitos por meio de um escore (0=sem marcacao;
l=marcacao discreta de astrocitos, com prolongamentos delicados; 2=
marcacao intensa de astrocitos, com prolongamentos grosseiros).

Com a finalidade de verificar a citoarquitetura normal da medula espinhal
dos animais estudados e, dessa forma, facilitar a identificacdo das alteracdes
induzidas pela lesdo medular e as possiveis reacfes de cicatrizacdo, dois
animais saudaveis, chamados de animais controle, foram submetidos a
sacrificio pelo mesmo método descrito anteriormente e suas medulas espinhais
foram retiradas, processadas e prepadas de acordo com o protocolo usado

para 0s grupos experimentais.

4.11 Documentacéo Fotogréfica

Para documentacao fotografica das laminas histolégicas foi utilizado o
microscopio Nikon Eclipse E 200 MV com sistema de captura digital de

imagens (MOTICAN 10), com software dedicado MOTIC images plus 2.0 em
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ambiente Windows. Foram utilizadas as objetivas de 4, 10 e 40 x para

ampliacao, avaliagdo e documentacao das estruturas de interesse.

4.12 Anéalise Estatistica

O delineamento estatistico empregado no presente experimento foi
inteiramente casualizado com medidas repetidas no tempo. Foram
classificados como efeitos fixos e testados estatisticamente o tratamento GHP
e GHSP, as medidas no tempo (momentos 7, 35 e 56 dias de pds-operatério) e
as interacdes entre os efeitos principais. Os dados foram testados quanto a
normalidade (Shapiro-Wilk; p < 5%).

As médias foram comparadas de forma paramétrica a partir do teste de
Bonferrone (p < 0,05) e de forma ndo paramétrica pelos testes da mediana e
de Wilcoxon (efeito do tratamento frente a mediana obtida dentro do
tratamento). Todas as andlises ndo paramétricas foram classificadas como
significativas quando p < 0,05.

5 RESULTADOS

O método cirargico de hemissec¢do medular empregado foi eficaz na
producdo de alteracdes clinico-neuroldgicas. No dia seguinte apds o
procedimento cirdrgico 0s animais ja apresentavam o0s principais sinais clinicos
associados: monoplegia, auséncia de sensibilidade em membro pélvico
afetado, hipotonia e auséncia de propriocepcéo. Alguns animais apresentaram
ainda retencao urinaria e paraplegia.

Os animais que sobreviveram e chegaram até o final do experimento,

ndo apresentaram complicacbes cirurgicas locais tais como deiscéncia de
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sutura, infeccdo, formacdo de colecdes serosas ou hemorragicas ou edema

tecidual importante.

5.1 Taxa de Mortalidade

Ao todo, 44 animais foram operados para realizacdo de hemisseccao
medular, porém, apenas 18 animais chegaram vivos ao final do tempo
experimental. Os animais que vieram a Obito durante o protocolo experimental
foram divididos de acordo com a causa de sua morte, sendo elas:
automutilacdo (em um ou ambos membros pélvicos), retencdo urinaria
(apresentando hematdria mesmo com protocolos de compressao vesical para
auxilio no esvaziamento urinario), complicacdes durante a anestesia, sacrificio
por auséncia de déficits neurolégicos nos primeiros sete dias de pds operatério,
sacrificio por sofrimento (animais apresentado grave debilidade do estado
clinico geral) ou morte sem causa identificada. A Tabela 1 mostra a quantidade

de animais que vieram a 0Obito e suas causas.

Tabela 1. Quantidade de ratos que vieram a Obito durante o periodo
experimental de hemissec¢cdo medular em ratos e suas causas-
Ribeirdo Preto-SP, 2018.

Complicagao Auséncia Sacrificio

Automutilacéo let.e”,‘??“’ durante de déficit por Indefinido
rinaria : . -
anestesia neurolégico sofrimento
Ndmero
de 4 5 5 7 4 1
Animais

No total, 59,09% dos animais vieram a O6bito durante o periodo
experimental. Destes,19,23% morreram por complicacdes durante o protocolo
anestésico e 26,92% foram sacrificados por n&o apresentarem déficits
neuroldgicos nos primeiros sete dias apos lesdo medular. Animais que vieram a

Obito manifestando sinais clinicos de retencdo urinaria (hemataria e bexiga
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urinaria repleta) totalizaram 19,23% dos 6bitos e ocorreram nos primeiros sete
dias apOs lesdo medular, assim como 0s animais que tiveram que ser
descartados do estudo por apresentarem sinais clinicos de dor e sofrimento
(letargia, baixo peso corporal, estado clinico geral debilitado) que totalizaram
15,38% também ocorreram nos primeiros sete dias apos lesdo medular.
Automutilagdo foi a causa de 6bito de 15,38% dos animais, ocorrendo o Obito
em sua maioria nos primeiros sete dias apos lesdo causada, porém, é
importante destacar que um animal pertencente ao grupo GHSP foi encontrado

morto por automutilacdo apdés 21 dias da lesdo medular.

5.2 Avaliacdo Neuroclinica

Foi realizado a andlise estatistica pelo teste semi-paramétrico proc GLM
de Bonferrone para as variaveis peso, retencao urinéria (RU), propriocepc¢éo
(Prop), nocicepgao (Noci), reflexo flexor (Flex), tono muscular (Tono) e escala
de avaliacdo funcional BBB.

Com a realizacdo do teste GLM foi verificado se houve diferenca
significativa a 5% de confiabilidade para as varidveis ao longo dos momentos,
essas observacgdes estao resumidas na Tabela 2

Tabela 2. Teste GLM para a avaliacdo neuroclinica dos ratos submetidos a
hemisseccdo medular tratados com a fracdo protéica P1 extraida do
latex em gel de &cido hialurénico (GHP) e com gel de acido
hialurénico (GHSP) ao longo do tempo experimental — Ribeirdo Preto-

SP, 2018.
GHSP GHP CcVv P valor Bonferrone
Variavel . ~
M7 M35 M56 M7 M35 M56 Grupo momento interacao
PESO 59378 387.7° 4257 306.8° 397.5° 4486" 1034 01567 <.0001 0.8718
= 1.33*  1.00®° 1.00° 122 1.00® 1.00° 2491 06194 0.0039 0.7798
PROP 100" 000" 011* 000° 000" -0.00° 72285 03425 0.4092 0.4092
N 0.88" 1.00" 1.00° 055° 137" 162% 79.91 0.3488 0.1034 0.2293
ALEX 1.008 177 166 055° 175" 1.75% 5227 05280 0.0002 0.5358
TONO

055 222% 244" 033® 2125% 250" 4395 06688 <.0001 0.8561
BBB 0.88* 1.11* 1.11* 033* 055° 055° 19490 0.1742 0.8738 1.0000

Médias seguidas pela mesma letra nas linhas em cada grupo néo diferem estatisticamente entre si (p<0,05).
RU: retengéo urinaria; PROP: propriocepgdo; NOCI: Nocicepgdo; FLEX: reflexo flexor; TONO: tono muscular; BBB:
escala de avalia¢éo funcional BBB
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Outro teste ndo parametrico aplicado foi o teste de Kruskal Wallis com
resultados semelhantes. Os resultados de p das diferentes variaveis analisadas
foram: peso (p=0,70), estado geral (p=1,0), retencdo urinaria (p=0,88),
nocicepcao (p=0,27), reflexo flexor (p=0,50), tono muscular (p=0,68) e escala
de locomocéo BBB (p=0,76).

5.2.1 Avaliacao Clinica

Todos os animais apresentaram bom estado geral e bom estado de
hidratacdo ao longo de todo o periodo experimental independente do
tratamento realizado.

N&o foi observado diferenca estatistica no ganho de peso corporal dos
animais dos diferentes grupos experimentais. Por outro lado, os animais
desses dois grupos apresentaram ganho de peso significativo ao longo do
tempo (p<0,05). Da mesma forma, ndo houve diferenga estatistica para os
dados referentes a retencdo urinaria entre os grupos GHP e GHSP. Quando
considerado o controle urinario ao longo do tempo, 0os animais independente do
grupo apresentaram retencdo urinaria inicial que desaparecia ao longo do
perido experimental.

As avalia¢@es clinicas ao longo do periodo experimental (7, 35 e 56 dias
de poés-operatoério) estdo apresentadas em tabelas, tendo sido avaliados peso
(Tabela 3), estado clinico geral (Tabela 4), hidratacdo corpérea (Tabela 5) e
retencdo urinaria (Tabela 6). Para facilitar a compreensdo dos dados, nessas
tabelas os animais ndo seguem a sequéncia numérica, mas o agrupamento em
GHSP e GHP. Animais de um mesmo grupo ndo aparecem em sequéncia
numerica porque eram nomeados por numeros e s6 entdo sorteados para

tomar parte em um dos dois grupos experimentais.
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Tabela 3. Avaliacdo do peso corporal em gramas ao longo do tempo dos ratos
submetidos a hemisseccdo medular tratados com a fragdo protéica
P1 extraida do latex em gel de acido hialurdnico (GHP) e com gel de

acido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP, 2018.

GRUPO ‘ ANIMAL M7 M35 M56
NM5 308 420 474

NM13 298 398 408

NM17 294 396 398

NM29 290 338 392

GHSP NM31 314 414 456
NM37 286 434 472

NM38 290 416 496

NM39 260 380 414

NM41 256 294 322

NM8 335 412 496

NM10 322 392 476

NM12 304 338 426

NM14 294 408 396

GHP NM18 290 420 462
NM20 298 424 430

NM30 300 376 434

NM32 330 450 526

NM40 250 358 392
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Tabela 4. Avaliacdo do estado clinico geral ao longo do tempo dos ratos
submetidos a hemissec¢éo medular tratados com a fragéo protéica P1
extraida do latex em gel de acido hialurénico (GHP) e com gel de

acido hialurénico (GHSP) - Ribeirdo Preto-SP, 2018.

GRUPO |  ANIMAL

<
\‘

M35

M56

NM 5

NM 13

NM 17

NM 29

GHSP NM 31

NM 37

NM 38

NM 39

NM 41

NM 8

NM 10

NM 12

NM 14

GHP NM 18

NM 20

NM 30

NM 32

NM 40

NINININININININININININDININININDNINDIDN

NININININININININININININININININIDN

NININININININININININININININININDIDN

1: prostragdo, 2: normal, 3: excitagdo
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Tabela 5. Avaliagdo do grau de hidratagdo ao longo do tempo dos ratos
submetidos a hemissec¢do medular tratados com a fracao protéica P1
extraida do latex em gel de acido hialurbnico (GHP) e com gel de
acido hialurénico (GHSP) - Ribeirdo Preto-SP, 2018.

GRUPO | ANIMAL

M7

M35

M56

NM5S

NM13

NM17

NM29

GHSP NM31

NM37

NM38

NM39

NM41

NM8

NM10

NM12

NM14

GHP NM18

NM20

NM30

NM32

NM40

Rlrlrlr|r|lRr|Rr|Rr|Rr]R|Rr]|R|Rr]|RRr]|R]R,]R~

Rlrlr|lr|r|lr|Rr|RrRr]R|Rr]R|Rr]|R|Rr]|R]R,]R~

(RN [N [N [EEN (RN [ECN RN ERG RN SN TN SN = [ (RN QSN QRN

1: hidratado, 2: desidratado
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Tabela 6. Avaliacdo da presenca de retencéo urinaria ao longo do tempo dos
ratos submetidos a hemisseccdo medular tratados com a fragao
protéica P1 extraida do latex em gel de acido hialurénico (GHP) e com
gel de acido hialurénico (GHSP) - Ribeirdao Preto-SP, 2018.

GRUPO

|

ANIMAL

<
\‘

M35

M56

GHSP

NM5

NM13

NM17

NM29

NM31

NM37

NM38

NM39

NM41

GHP

NM8

NM10

NM12

NM14

NM18

NM20

NM30

NM32

NM40

N[(N[R[R[RP[IRP[RP[RP[RPIN|RP[RP[NIN|[R[R|N]|R

RlRrlRrlRRIR[R[R[RPR[RPR|[RPR[RPR|[R[R[R|[R|R]|F

RlRrlRrlR(RIR[R[R[RPR[R[RPR[R|[RPR[R[R|[R|R]|F

1: sem retenc@o urinaria, 2: com retengao urinaria

5.2.2 Avaliacdo Neurologica

A variavel propriocepcdo ndo apresentou diferenca estatistica para os

diferentes tratamentos, com os animais de ambos o0s grupos experimentais

apresentando auséncia de propriocepcao durante todo o periodo experimental.

Animais de ambos 0s grupos experimentais apresentaram pequena melhora

nos escores de nocicepgdo porém sem diferenca estatistica entre 0os grupos.
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A avaliacdo do reflexo flexor do membro pélvico ipsilateral a leséo
medular ndo foi diferente entre os grupos experimentais. Por outro lado, houve
diferenca quando considerada a avaliagdo desse reflexo ao longo do tempo.
Animais de ambos os grupos apresentaram reflexo flexor diminuido ou ausente
apos a cirurgia, que evoluiu para a normalidade em diferentes momentos do
experimento. O momento de recuperacao do reflexo flexor independia do grupo
experimental. O mesmo foi visto com relagdo ao tono muscular do membro
pélvico ipsilateral ao lado operado. O tono muscular diminuiu logo apés a
cirurgia e era normalizado ou aumentava ao longo do tempo, inclusive com
presenca de contratura muscular em alguns casos, independente do grupo
experimental considerado.

A avaliacdo neuroldgica ao longo do periodo experimental (7, 35 e 56
dias de pos-operatorio) esta apresentada em tabelas, tendo sido avaliados
propriocepgao consciente (Tabela 7), tono muscular (Tabela 8), reflexo flexor
(Tabela 9) e nocicepcao consciente (Tabela 10). Para facilitar a compreensao
dos dados, nessas tabelas os animais ndo seguem a sequéncia numérica, mas
0 agrupamento em GHSP e GHP. Animais de um mesmo grupo nao aparecem
em sequéncia numérica porque eram nomeados por ndmeros e sO entdo

sorteados para tomar parte em um dos dois grupos experimentais.
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Tabela 7. Avaliacdo da propriocepcdo consciente do membro ipsilateral a
lesdo ao longo do tempo dos ratos submetidos a hemisseccéo
medular tratados com a fracdo protéica P1 extraida do latex em gel de
acido hialurénico (GHP) e com gel de &cido hialurénico (GHSP) —
Ribeirdo Preto-SP, 2018.

GRUPO | ANIMAL M7 M35 M56
NM5 0 0 0
NM13 0 0 0
NM17 0 0 0
NM29 0 0 0
GHSP NM31 0 0 0
NM37 0 0 0
NM38 0 0 0
NM39 0 0 0
NM41 0 0 0
NM8 0 0 0
NM10 0 0 0
NM12 0 0 0
NM14 0 * *
GHP NM18 0 0 0
NM20 0 0 0
NM30 0 0 0
NM32 0 0 0
NM40 0 0 0

0: ausente, 1: diminuido, 2: normal, * auséncia de dados
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Tabela 8. Avaliacdo da nocicep¢do do membro ipsilateral a lesdo ao longo do
tempo dos ratos submetidos a hemisseccdo medular tratados com a
fracdo protéica P1 extraida do latex em gel de é&cido hialurdnico
(GHP) e com gel de acido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP,

2018.

GRUPO

ANIMAL

<
\‘

M35

M56

GHSP

NM5

NM13

NM17

NM29

NM31

NM37

NM38

NM39

NM41

GHP

NM8

NM10

NM12

NM14

*ININ|IFP[OIFRPININ|IOIN|IN|O|O

*ININ(FPIFRPIPININIOIP|INIO|O

NM18

NM20

NM30

NM32

NM40

RP([O/PO|O|O|O(OCO|OCO|O|O|NMN|IN|OIN|OC|O|O

NIO|INIOIN

NIFRL|INIEFEIN

0: ausente, 1: diminuido, 2: normal, 3: aumentado, * auséncia de dados
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Tabela 9. Avaliacdo do reflexo flexor do membro ipsilateral a lesédo ao longo
do tempo dos ratos submetidos a hemissec¢cao medular tratados com
a fracdo protéica P1 extraida do latex em gel de acido hialurénico
(GHP) e com gel de acido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP,

2018.

GRUPO

ANIMAL

<
\'

M35

M56

GHSP

NM5

NM13

NM17

NM29

NM31

NM37

NM38

NM39

NM41

GHP

NM8

NM10

NM12

X INININIWINININIPININ|FR|PF

XINININIWINININIOIRPINIFELIN

NM14

NM18

NM20

NM30

NM32

O|O|0O|O|O|O|OC|O|N|P|W|INMN|O|O|O|O|O

NM40

=

NIFR[IN[FP|N

NIFR[IN[FP|N

0: ausente, 1: diminuido, 2: normal, 3: aumentado, * auséncia de dados
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Tabela 10. Avaliacédo do tono muscular do membro ipsilateral a lesdo ao longo
do tempo dos ratos submetidos a hemissec¢cao medular tratados com
a fracdo protéica P1 extraida do latex em gel de acido hialurénico
(GHP) e com gel de acido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP,

2018.

GRUPO |  ANIMAL

<
\'

M35

M56

NM5

NM13

NM17

NM29

GHSP NM31

NM37

NM38

NM39

NM41

NM8

NM10

NM12

NM14

GHP NM18

NM20

NM30

NM32

NM40

PO OjO|O|O|O|O|O(R,r|INW|O|O|O|O|O|O

WIFRPL[INIFPIWIFRPLINNOWPRPIWWIWINIW[IN|FLDN

WP WIFRPIWIN[WW W WWWW[RPR[WININDN

0: ausente, 1: diminuigdo, 2: normal, 3: aumentado

5.3 Avaliacédo Funcional

O resultado obtido no teste de avaliacdo funcional com a utilizacdo da

escala BBB nos permite avaliar a evolugéo funcional de cada grupo com o

passar dos dias, a partir de um escore, e esta apresentado na Tabela 11.

Foi observado que apenas quatro animais (22,22%) apresentaram

aumento de suas notas na escala BBB e esse aumento foi apenas de 1 ponto



39

entre a primeira e segunda avaliacdo. Desses quatro animais, dois eram do
grupo GHP e dois do grupo GHSP. A escala utilizada possui pontuacdes que
variam de 0 a 21, no entanto, os animais desse estudo obtiveram 6 como
pontuacdo maxima.

Apesar da locomocéo pela escala BBB apresentar escores reduzidos
ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais, também ndo sendo

observado melhora nesse quesito ao longo do periodo experimental.

Tabela 11. Avaliacao funcional baseada na escala proposta por Basso, Beatie
e Bresnahan (BBB) ao longo do tempo dos ratos submetidos a
hemisseccdo medular tratados com a fracdo protéica P1 extraida do
latex em gel de acido hialurébnico (GHP) e com gel de acido
hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP, 2018.

GRUPO ‘ ANIMAL M7 M35 M56
NMS 2 2 2
NM13 1 2 2
NM17 0 0 0
NM29 0 0 0
GHSP NM31 0 0 0
NM37 0 0 0
NM38 5 6 6
NM39 0 0 0
NM41 0 0 0
NM8 1 2 2
NM10 0 0 0
NM12 0 0 0
NM14 2 2 2
GHP NM18 0 0 0
NM20 0 1 1
NM30 0 0 0
NM32 0 0 0
NM40 0 0 0

A avaliagdo funcional também envolveu a caracterizacdo dos animais
com relacdo ao déficit motor apresentado durante a avaliagdo da marcha apos
sete, 35 e 56 dias da lesdo medular. Assim, o0s animais foram classificados
como apresentando monoparesia/monoplegia (diminuicdo/auséncia da funcao

motora no membro pélvico ipsilateral a lesdo) ou paraparesia/paraplegia
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(diminuic&o/auséncia da funcdo motora em ambos os membros pélvicos), como
mostrado na Tabela 12.

Foi observado que a maioria dos animais apresentou alteragdo apenas no
membro ipsilateral a lesdo, porém trés animais (16,66%) apresentaram déficit
em ambos os membros pélvicos. Adicionalmente, foi verificado que trés
animais (16,66%), pertencentes ao grupo GHP, apresentaram melhora na
classificagdo da marcha, sendo que desses, dois evoluiram de paraplegia para
monoplegia e um evoluiu de monoplegia para monoparesia. Os animais do

grupo GHSP nao apresentaram melhora na classificagcdo da marcha.

Tabela 12. Avaliacdo funcional baseada na andlise da marcha ao longo do
tempo dos ratos submetidos a hemisseccdo medular tratados com a
fracdo protéica Pl extraida do latex em gel de &cido hialurénico
(GHP) e com gel de &cido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP,

2018.
GRUPO ‘ ANIMAL M7 M35 M56

NM5 monoparesia monoparesia monoparesia
NM13 monoparesia monoparesia monoparesia
NM17 paraplegia paralegia paraplegia
NM29 monoplegia monoplegia monoplegia

GHSP NM31 monoplegia monoplegia monoplegia
NM37 monoplegia monoplegia monoplegia
NM38 monoparesia monoparesia monoparesia
NM39 monoplegia monoplegia monoplegia
NM41 monoplegia monoplegia monoplegia
NM8 monoparesia monoparesia monoparesia
NM10 monoplegia monoplegia monoplegia
NM12 paraplegia monoplegia monoplegia
NM14 monoparesia monoparesia monoparesia

GHP NM18 paraplegia monoplegia monoplegia
NM20 monoplegia monoparesia monoparesia
NM30 monoplegia monoplegia monoplegia
NM32 monoplegia monoplegia monoplegia
NM40 monoplegia monoplegia monoplegia

5.4 Avaliagdes Histologicas e por Imunoistoquimica

A Figura 4 mostra a medula espinhal de animal controle, em corte

transversal em regido correspondente aquela dos animais submetidos ao
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procedimento de hemisseccdo, nas diferentes coloragcdes  histologicas
utilizadas no estudo. Nela pode ser vista a substancia cinzenta que ocupa o
centro da medula espinhal, com sua regido central e seus cornos ventrais e
dorsais. Na regido central da substancia cinzenta observa-se o canal central da
medula espinhal e seu revestimento ependimario. A substancia branca, por sua
vez, esté distribuida ao redor da substancia cinzenta nos chamados funiculos

medulares.

Figura 4. Fotomicrografias de seccdes transversais de medula espinhal de rato
sem leséo coradas pela técnica A: Tricrdmico de Masson; B: luxol fast
blue; C: imunomarcacéo para GFAP, em objetiva de 4x evidenciando
o padrdo medular normal (Fonte: Laboratoério de Protecdo Cerebral na
Infancia).

A avaliacédo histolégica pelas coloracdes por tricromio de Masson e luxol
fast blue foi usada para identificar e caracterizar a presenca de degeneracao e
vacuolizacdo, além da reacao cicatricial apos a lesdo medular (Figuras 5 e 6).
A degeneracdo medular foi notria em ambos os grupos experimentais (GHP e
GHSP), principalmente envolvendo a regido do funiculo dorsal contralateral a
lesédo. No entanto essa degeneracédo foi intensa em apenas 33% dos animais
do grupo GHP contra 77% do grupo GHSP. A presenca de vacuolos/cistos ao
longo do tecido medular também esteve presente em ambos 0S grupos
experimentais, porém de menor tamanho e intensidade discreta em 66% dos
animais do grupo GHP enquanto apenas 22% dos animais do grupo GHSP
apresentaram vacuolizagao discreta. A reacdo cicatricial nos cortes avaliados

também foi observacdo importante, entretanto apresentaram reacgao cicatricial
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intensa apenas 33% dos animais do grupo GHP, ao passo que 77% dos

animais do grupo GHSP apresentaram reagéo cicatricial intensa.

GHSP

.

Figura 5. Fotomicrografias das amostras de medula do lado contralateral a
lesdo medular de dois animais do GHSP (grupo hemissec¢do sem
proteina) em objetiva de 4x. A e C: amostras coradas pela técnica
luxol fast blue evidenciando intensa degeneracdo medular (seta preta)
e presenca de importante reacdo cicatricial (seta branca); B e D:
amostras coradas pela técnica tricromico de Masson demonstrando
intensa degeneragdo medular (seta preta), grande quantidade de
cistos de diferentes tamanhos (setas vermelhas) distribuidos no tecido
medular além de importante reacdo cicatricial (seta branca) (Fonte:
Laboratério de Protecédo Cerebral na Infancia).



43

GHP

R B

c D

Figura 6. Fotomicrografias das amostras de medula do lado contralateral a
lesdo medular de dois animais do GHP (grupo hemisseccdo com
proteina) em objetiva de 4 x. A e C: amostras coradas pela técnica
luxol fast blue evidenciando degeneracdo medular leve (seta preta) e
presenca de discreta reagao cicatricial (seta branca); B e D: amostras
coradas pela técnica tricromico de Masson demonstrando
degeneracdo medular leve (seta preta), pequena quantidade de cistos
(setas vermelhas) ao longo do tecido medular além de discreta reacéo
cicatricial (seta branca) (Fonte: Laborat6rio de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Observagao importante nos animais do grupo GHP pelas coloragtes
luxol fast blue e tricromico de Masson foi a presenca de formacéo tecidual
ocupando parcialmente o lado operado, com grande quantidade de células com
nacleo intensamente corados e organizadas em padrédo enrodilhado (Figura 7).

Esse achado esteve presente em seis animais do grupo GHP contra um animal
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do grupo GHSP. Além disso, foi observado nesses seis animais a

imunomarcacao para GFAP na formagéo tecidual (Figura 8), esse fato foi

observado em um animal do grupo GHSP.

GHP

GHSP

Figura 7. Fotomicrografias das amostras de medula de um animal do grupo
GHP (A e B) e de um animal do grupo GHSP (C e D). A: amostra
corada pela técnica luxol fast blue demonstrando formacéo tecidual
ocupando parcialmente o lado operado (quadrado pontilhado) em
objetiva de 4 x e ampliacdo em objetiva de 40 x demonstrando grande
guantidade de céulas com nucleos intensamente corados e
organizadas em padrdo enrodilhado (circulos) ; B: amostra corada
pela técnica tricrémico de Masson demonstrando formacéo tecidual
ocupando parcialmente o lado operado (quadrado pontilhado) em
objetiva de 4 x e ampliagdo em objetiva de 40 x demonstrando grande
guantidade de céulas com nucleos intensamente corados e
organizadas em padrdao enrodilhado (circulos); C: amostra corada
pela técnica luxol fast blue demonstrando formacao tecidual ocupando
peguena area do lado operado (quadrado pontilhado) em objetiva de
4 x e ampliagdo em objetiva de 40 x demonstrando menor quantidade
de células dispostas de maneira ndo organizada; D: amostra corada
pela técnica tricromico de Masson demonstrando formagéo tecidual
ocupando pequena area do lado operado (quadrado pontilhado) em
objetiva de 4 x e ampliacdo em objetiva de 40 x demonstrando menor
guantidade de células dispostas de maneira ndo organizada (Fonte:

Laboratorio de Protecéo Cerebral na Infancia).
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GHP (grupo hemisseccdo com proteina) imunomarcadas para GFAP.
A e C: medula com hemisseccédo vista em microscopio com obijetiva
de 4 x destacando formacao tecidual ocupando parcialmente o lado
operado (seta); B e D: formacao tecidual evidenciada pela imagem
anterior vista em objetiva de 40 x demonstrando imunomarcacao de
astrocitos (Fonte: Laboratério de Protecdo Cerebral na Infancia).

Foi

observado que os animais do grupo GHP apresentaram menor

reagdo astrocitaria pelo estudo imunoistoquimico para GFAP, contabilizando

um percentual de 66,66% dos animais desse grupo apresentando escore 1 de

reacdo GFAP contra 0% dos animais do grupo GHSP com escore 1 de GFAP

(100% dos animais do grupo GHSP apresentaram escore 2 de marcacao),

como demonstra a Tabela 13. A Figura 9 mostra os achados encontrados no

estudo imunoistoquimico para GFAP dos dois grupos experimentais.

Tabela 13. NUmero de animais que apresentaram menor (escore 1) ou maior

(escore 2) escore de reacdo astrocitaria pelo estudo
imunoistoquimico (GFAP) para 0s animais com hemissec¢ao
medular tratados com proteina P1 em gel de acido hialurénico (GHP)
e com gel de acido hialurénico (GHSP) — Ribeirdo Preto-SP, 2018.

ESCORE GFAP
GRUPO
1 2
GHSP 0 9
GHP 6 3
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(A, B e C) e de outro do grupo GHP (D, E e F) imunomarcadas para
GFAP. A: Medula com hemissec¢do vista em microscopio com
objetiva de 4 x; B: Substancia cinzenta da hemimedula restante vista
em microscépio com objetiva de 40 x com presenca de intensa
marcacdo de astrocitos (seta branca) e neurdnios com graus
avancados de degeneracdo (seta preta); C: Substancia branca da
hemimedula restante vista em microscopio com objetiva de 40 x com
marcacao intensa de astrécitos com despovoamento celular e intensa
degeneracéo; D: Medula com hemissecc¢ao vista em microscopio com
objetiva de 4 x; E: Substancia cinzenta da hemimedula restante vista
em microscopio com objetiva de 40 x com presenga de marcagéao leve
de astrocitos (seta branca) e neurbnios com grau leve de
degeneracédo; F: Substancia branca da hemimedula restante vista em
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microscopio com objetiva de 40 x com marcacgéo leve de astrécitos
(Fonte: Laboratério de Protecédo Cerebral na Infancia).

5.5 LimitacfGes do Estudo

Inicialmente foi observado que o0s animais apresentavam grande
tendéncia a automutilagdo (Figura 10), inclusive sendo encontrados 4 ratos
mortos automutilados dentro da caixa. Apds ocorréncia de automutilacdo foi
intensificado o protocolo analgésico, porém ndo houve reducdo no niumero de
animais automutilados. Alternativamente enriquecimento ambiental foi realizado
com inclusdo, na caixa alojamento, de esconderijos de tubos de PVC (Figura
11).

®

Y SN R
Figura 10. Imagem fotografica evidenciando resultado da automutilagdo em
extremidade de membro pélvico esquerdo (seta) em rato submetido a

hemissecgdo medular (Fonte: Laboratério de Prote¢cdo Cerebral na
Infancia).
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Figura 11. Imagem fotograflca da caixa alojamento dos ratos submetidos a
hemisseccdo medular demonstrando o melhoramento ambiental
realizado composto pela colocagédo de tubos de pvc que serviriam
como esconderijos (Fonte: Laboratorio de Protecdo Cerebral na
Infancia).

Outra complicacdo observada nos animais pertencentes a ambos o0s
grupos experimentais foi a presenca de hiperextensdo das articulagdes do

membro pélvico ipsilateral a lesdo medular, associado a contratura muscular.

6 DISCUSSAO

Foram utilizados ratos Wistar no protocolo experimental do presente
estudo devido a facilidade em sua manutencdo e manejo. O rato, de diferentes
linhagens, € um animal comumente utilizado em estudos de avaliacdes de
lesbes do SNC devido a similaridade entre suas respostas histolégicas frente
as lesdes do SNC (CENTENARO, 2012). Porém, € importante lembrar que, em

muitos aspectos o0s animais diferem assim como sdo diferentes as lesdes
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ocorridas naturalmente daquelas provocadas experimentalmente
(RODRIGUES et al., 2010).

Ainda n&o existe um modelo universalmente aceito de lesdo
experimental da medula espinhal, devido a grande diversidade de parametros
gue podem ser analisados e as técnicas terapéuticas testadas (CRISTANTE et
al., 2010). O modelo que utiliza o impacto pela queda de um peso (impactor)
como forma de produzir lesdo medular é o mais utilizado pelos pesquisadores e
0 que mais se aproxima do que comumente ocorre com o ser humano na
situacao real durante o trauma (RODRIGUES et al., 2010). Sabe-se que o0s
traumas fechados na medula espinhal sdo mais comuns do que traumas
abertos com perda de substancia. No entanto, o modelo com o uso de impactor
nao permite a comparacdo da resposta de regeneracdo de um trato em
particular com o lado contralateral preservado, como € visto em modelos de
hemissec¢do medular (MARTINI, 2015), além de nédo excluir a ocorréncia de
possivel recuperacao pela plasticidade de fibras intactas (CENTENARO, 2012),
fato esse que justifica a escolha pela hemissec¢cdo medular como modelo de
les&o utilizado nesse estudo.

As lesbes experimentais na medula espinhal dos animais deste projeto
foram realizadas no segmento medular T13 devido a facilidade de localizagéo
anatbmica da vértebra toracica correspondente (T13) durante a cirurgia. A
presenca da insecdo da Uultima costela na referida vértebra facilitou a
padronizacao, pois a auséncia de localizacdo precisa poderia levar a resultados
incertos (Braga-Silva et al. (2007), além de ser um dos locais mais comuns de
lesdo medular na medicina veterinaria (PENHA et al., 2011; ARAUJO et al.,
2017).

Além da escolha do local de lesdo medular como descrito anteriormente,
a utilizacdo de um molde para corte confeccionado em aluminio e o
posicionamento desse molde sempre lateralmente & veia espinhal posterior,
aliado a utilizacdo de técnica e equipamentos de microcirurgia com auxilio de
microscoépio cirdrgico, permitiu a realizacao de lesdes medulares padronizadas.
Dessa forma, minimizamos as falhas de padronizacéo da lesdo o que evitou a
ocorréncia de erros encontrados por Cristante et al. (2010). Adicionalmente,
apos realizada hemisseccdo medular, foi realizada a succ¢ao do tecido medular

seccionado para remové-lo e, dessa forma, garantir a falha medular. Mesma
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técnica citada por Centenaro (2012) o qual descreve que modelos de
transeccao envolvem a abertura da dura-méater e sec¢édo de parte ou de toda a
extensdo da medula espinhal, podendo ou ndo ser associados a succ¢ao do
tecido medular em casos onde por¢cOes da medula espinhal precisam ser
removidas.

Como veiculo para administracdo da fracdo protéica P1 foi utilizado o
biogel de &cido hialurdnico. Esse biogel ja mostrou ser seguro e biocompativel
através de teste in vivo, no qual a medula espinhal ndo lesada permaneceu
inalterada apos a aplicacdo do gel, ndo ocorrendo resposta axonal, imune ou
glial na medula desses animais (FUHRMANN et al., 2015).

A ocorréncia de alteracdo comportamental nos animais pode ser evitada
com o uso de analgesia preemptiva e pds-operatoria, além de cuidados com
assepsia que facilite a boa cicatrizacdo da ferida cirdrgica como preconizado
por Silva (2013). O protocolo analgésico escolhido inicialmente baseou-se no
estudo de Falavigna et al. (2013), pelo qual os ratos receberam injecéo
subcutédnea de tramadol a cada 12 horas nas primeiras 48 horas apds a
cirurgia. Apos ocorréncia de alguns casos de automutilacdo nos ratos do nosso
experimento, suspeitamos da presenca de dor e acrescentamos o paracetamol
a agua de beber na tentativa de potencializar o efeito analgésico. Como nao
houve melhora na casuistica de automutilacdo a segunda suspeita foi que
estivesse ocorrendo estresse pelo processo experimental. Foi entdo realizado
melhoramento ambiental nas gaiolas de contencdo, melhoramento esse
composto por tubos de pvc que serviriam como esconderijos, 0 que minimizou
0 numero de automutilados.

Apesar de ter sido realizada hemisseccdo medular, trés animais
(16,66%) apresentaram sinais de déficits neuroldgicos em ambos os membros
pélvicos. Isso pode ter sido causado como consequéncia do choque medular,
reacdo que ocorre na medula na fase aguda do trauma, e que resulta em
depressao e até abolicdo de praticamente todas as fungcées medulares. Apos
alguns dias ou semanas do choque medular, os neurbnios medulares podem
gradativamente readquirir sua excitabilidade o que poderia justificar que esses
animais apds 35 dias apresentaram déficit neurolégico apenas ipsilateral a
lesdo (CUNHA, 2008).
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Os resultados foram analisados por parametros funcionais, que incluiu a
avaliacdo neuroclinica e a escala de locomocdo BBB, e parametros
histologicos. Ambos sdo parametros de avaliacdo diretos da regeneragcdo da
medula espinhal (NARAZAKI et al., 2006). De acordo com a American Spinal
Injury Association, a avaliacdo neuroldgica deve incluir escores motores e
pontuagbes sensoriais (BONATTO, 2013), o que foi realizado no presente
trabalho como método para avaliagdo neuroclinica. Porém, h& autores que
afirmam que métodos que utilizam escalas qualitativas ou semiquantitativas
tem baixa reprodutibilidade e falta de precisdo e sensibilidade, especialmente
para pequenas respostas ou diferencas (BARROS FILHO; MOLINA, 2008;
SILVA, 2013). Isso pode justificar o fato da ndo observacdo de diferencas
significativas entre os dois grupos experimentais no que se refere a avaliacao
neuroclinica, pois essas diferencas podem ter sido apenas sutis e assim nao
detectadas pelos testes empregados.

Era esperado que a resposta a nocicep¢do no membro ipsilateral a leséo
medular fosse prejudicada ou mesmo inexistente. Entretanto, observamos
respostas bastante variaveis nesse quesito, nos animais dos dois grupos
experimentais. Mesmo animais com extensas alteracbes medulares,
observadas no exame histologico, e auséncia de melhora motora, mantinham
Ou recuperavam a resposta a nocicepcao. Isso pode ser explicado pelo fato de
ainda estarem presentes diversos substratos anatbmicos para a transmissao
de informacdo nociceptiva gerada em areas caudais ao sitio da lesdo para
centros supraespinhais. Além disso, h& ainda vias proprioespinhais curtas que
transmitem a informacado nociceptiva a partir de um lado ao outro da medula,
bem como neurbnios da lamina | da medula que se projetam ipsi- e
bilateralmente para regides do tronco encefélico que controlam os estados
comportamentais relacionados a dor (MARTINI, 2015).

Outra avaliagdo neuroclinica realizada a ser destacada é a escala BBB,
o mais frequente método usado de avaliacdo funcional da capacidade
locomotora em ratos, apds lesdo medular, devido a facilidade e praticidade na
sua aplicacdo. Porém, essa escala apresenta reprodutibilidade reduzida na
avaliacdo de ratos com lesbes moderadamente graves pois apresentam
resultados na funcdo locomotora ocorrendo na faixa de pontuacdo mais baixa
da escala (BARROS FILHO; MOLINA, 2008). Isso também foi observado em
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nosso estudo, no qual foi realizada lesdo medular moderadamente grave,
sendo seis a maxima pontuacgdo atingida pelos ratos em um total de 21 pontos
possiveis na escala, o que pode justificar a ndo ocorréncia de diferenca
estatistica significativa entre os dois grupos experimentais.

Baseado nos resultados histolégicos obtidos, esperavamos resultados
melhores no desempenho locomotor e na evolugdo neuroclinia. Da mesma
forma, Silva (2013) ndo encontrou resultados positivos na recuperagéo
locomotora dos animais tratados com terapia celular em seu experimento e
atribuiu essa auséncia de resposta benéfica a um dos seguintes fatores:
gravidade da lesdo medular, método e periodo de avaliagdo, ou mesmo
protocolo terapéutico ndo adequado para promover melhora na deambulacéo.
O mesmo pode ter influenciado os nossos resultados, ou seja, nossa leséo foi
bastante grave por retirar a metade completa de um hemi segmento da medula,
nossos métodos empregados para avaliacdo podem ndo ter sido sensiveis o
suficiente e o periodo de avaliacdo de 56 dias pode néo ter sido suficiente para
mostrar a recuperacdo. Além disso, a presenca de espasticidade no membro,
aliada a contratura muscular exacerbada pela auséncia de protocolo de
reabilitacdo, foi outro fator que pode ter prejudicado a recuperacdo da
locomocgédo, visto que o membro rigido em hiperextensdo impossibilita a
movimentacdo necessaria para deambulacdo. A espasticidade também é
observada em 80% dos pacientes com lesdes medulares e ocorre por um
aumento do reflexo tdnico de estiramento (tbnus muscular), dependente da
velocidade e exacerbacao das respostas reflexas (CENTENARO, 2012).

No que se refere a avaliacdo histologica, foram realizados cortes
seriados craniais e caudais a partir do local identificado como epicentro da
lesdo. A localizagéo exata do epicentro da leséo foi facilitada pela aplicacao de
ponto feito com fio de nylon, na musculatura adjacente, imediatamente apos a
hemisseccdo medular. O uso de ponto cirargico para identificar a localizagcéo
da lesdo néo foi encontrado em outros estudos, pelo contrario, o epicentro da
lesdo era identificado por meio do acompanhamento da progressdo da
gravidade das alteracdes histologicas (SILVA, 2013), o que torna 0 processo
mais demorado. Observacéo frequente na analise histoldgica foi a visualizacao
de cistos distribuidos ao longo do tecido medular remanescente, na

hemimedula contralateral a lesdo, sendo mais evidentes em tamanho e nimero
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nos animais do grupo GHSP. Como os cistos sdo espacos vazios formados
pela morte celular, particularmente de neurénios, oligodendrdcitos, astrécitos e
precursores celulares que resultam em interrupc¢do dos tratos axonais, levando
a anormalidades neurologicas (SILVA, 2013; MELO, 2014), a presenca de
menor numero de cistos e, quando presentes, de menor tamanho, nos animais
do grupo GHP, sugerem menor morte celular nos animais pertencentes a esse
grupo, o que indica que a fragdo protéica P1 pode ter auxiliado na protecédo
celular frente a lesédo medular.

Foi realizado estudo imunoistoquimico para GFAP com a finalidade de
avaliar morfolégicamente os astrécitos, os quais podem adquirir caracteristicas
hipertréficas acompanhadas por aumento na producdo de filamentos
intermediarios tais como a proteina GFAP, em um processo conhecido como
astrocitose reativa ou astrogliose (FUHRMANN et al., 2015), que culmina na
formacado da cicatriz glial a qual impede a regeneracdo do axdnio por atuar
como barreira fisica (ARAUJO, 2013). Assim, € possivel inferir que a menor
marcacdo para GFAP nos animais do grupo GHP indica menor formacdo da
cicatriz glial que atrapalharia a regeneracdo axonal, visto que a natureza
molecular da cicatriz glial, incluindo a producdo de fatores inibitorios pelos
astrécitos, € a principal causa de falha na regeneragdo axonal (MARTINI,
2015). Portanto, o uso da fracdo protéica P1 extraida do latex induziu a menor
formacdo de cicatriz glial, fato esse que poderia favorecer a regeneracéo
axonal.

InUmeras pesquisas vém sendo desenvolvidas na busca de terapias que
fornecam aos neurbnios lesionados as condicbes necessarias para sua
sobrevivéncia e regeneracdo. Esses procedimentos terapéuticos incluem
administrac@o de fatores de crescimento, blogueio de moléculas inibitérias ao
crescimento axonal e inibidores da cicatriz glial (CENTENARO, 2012).
Pensando dessa forma, Silva (2013) propds que a reducdo ou supressao da
cicatriz glial pode ser uma estratégia terapéutica capaz de promover
regeneracao axonal e, aliado a isso, pesquisadores tem se concentrado em
inibir a sintese de GFAP com a intencédo de atrasar a formacéo de cicatrizes
resultantes de lesdo no SNC (ENG et al., 2000). No presente estudo, 0 uso da

proteina P1 induziu menor astrogliose observada pela menor marcagédo de
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GFAP, culminando em menor formacéo de cicatriz glial, o que poderia fornecer
as condi¢bes necessarias para regeneracdo medular.

O tecido cicatricial resultante da lesdo traumatica no sistema nervoso
central é formado pela reacéo glial, como descrito anteriormente e por reacéo
fibrosa perivascular e ao redor do tecido nervoso, a qual é formada por uma
malha de colageno e fibroblastos densos (TAKEDA et al., 2015). Com a
coloragdo histologica feita pelo método tricromico de Masson, as fibras
colagenas sao coradas em azul permitindo melhor visualizacdo do tecido
cicatricial fiboroso formado e, com isso, observou-se que o grupo GHSP
apresentou maior formacao de tecido cicatricial fibroso. Sabe-se que a cicatriz
€ responsavel por produzir varias moléculas de matriz extracelular que inibem o
brotamento axonal no SNC (TAKEDA et al., 2015), e, portanto, é possivel supor
que os animais do grupo GHSP teriam maior dificuldade para regeneracéo
axonal.

Foi evidente no grupo em que foi utilizada a fracdo protéica Pl a
presenca de formacado tecidual do lado operado. Essa formacdo de tecido
apresentava células organizadas em um padrdo enrodilhado, visualmente
semelhante ao canal ependimario central, porém distribuidas ao longo de toda
a neoformacao tecidual. Esse achado foi observado em seis ratos desse grupo
(GHP), e em um rato do grupo GHSP. E conhecido que as células
ependimogliais que proliferam do canal central apdés uma lesdo medular
migram para o local da lesé&o para construir o tecido cicatricial, e oS processos
dessas células formam uma ponte como matriz de suporte para regenerar
axbnios (TAKEDA et al., 2015). Isso nos leva a supor que a presenca dessa
celularidade encontrada principalmente nos animais tratados com proteina P1
favoreceria a regeneragéo axonal.

Apesar dos animais ndo terem apresentado recuperacdo motora
suficiente para deambulacdo, observou-se que o uso da fracdo protéica P1
favoreceu a formacdo de menor reacao glial notada pela imunomarcacao para
GFAP, e menor degeneracdo do tecido medular remanescente, além de
favorecer a formacédo tecidual com células em padrdo organizado. Aliado a
informacdo de que a fase intermediaria da lesdo medular tem duragéo

aproximada de seis meses (FORNER, 2015), esses achados nos sugerem que
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um maior tempo experimental poderia trazer resultados mais efetivos quanto a
locomocgao.

N&o foram realizados protocolos de reabilitacdo fisica nos animais do
presente estudo, o que também poderia ser acrescentado futuramente em
novos estudos envolvendo a proteina P1 na lesdo medular. A melhora na
capacidade locomotora tem se mostrado como um resultado do treinamento,
ndo necessariamente através da melhora da atividade muscular voluntaria,
mas devido ao padrdo de atividade gerada pela marcha em esteira, fornecendo
0 apropriado retorno proprioceptivo e um bom aporte aferente. A estimulacéo
de aferéncias pode influenciar a ativagédo de circuitos neuronais localizados na
medula espinhal e consequentemente influenciar sua fun¢cdo (VAN DE
CROMMERT et al., 1998). Por outro lado, cuidados deverdo ser tomados
guanto a avaliacdo da locomocéo e conclusBes a respeito de regeneracao apos
uso do treinamento em esteira, pois foi demonstrado, em estudo com roedores,
gue mesmo na auséncia de regeneragdo axonal em toda a extensao da leséo o
treino com esteira por si sé melhorou a funcédo coordenada em ratos com leséo
medular completa (NICOLA, 2013).

Apesar da ndo evidéncia de melhora nos parametros neuroclinicos com
0 uso da proteina P1, houve altera¢ges histologicas notérias e relevantes nos
animais em que foi utilizada, sendo pertitente a realizacdo de novos estudos
utilizando a fracdo protéica P1 extraida do latex, porém com maior tempo
experimental e adaptacdes no protocolo acrescentando-se fisioterapia e testes

mais precisos para avaliagcao neuroclinica.

7 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos, conclui-se que:

1. Os animais nao apresentaram nenhuma complicagcdo que pudesse ser

atribuida & utilizacéo da fracao proteica P1.
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2. A fracéo proteica P1 extraida do latex ndo foi suficiente para melhorar
neuroclinicamente os animais e regenerar o tecido medular, no entanto
permitiu formacao de menor reagao glial, menor degeneracao do tecido
medular remanescente, além de favorecer a formacdo tecidual com
células em padrao organizado.

3. A fracdo proteica extraida do latex melhorou o ambiente perilesional
podendo ser considerada como apresentando atividade neuroprotetora.

4. Tempos de observacdo superiores a 56 dias sdo necessarios para

melhor avaliacdo do potencial regenerativo da proteina P1.
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ANEXO 1

Escala de avaliacdo funcional Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) (BASSO et
al., 1995)

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior.

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

2 Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma
articulacéo e discreta de uma outra.

3 Movimento extenso de duas articulacdes.

4 Movimento discreto de todas as trés articulacdes do membro posterior.
5 Movimento discreto de duas articulacdes e movimento extenso da
terceira.

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

7 Movimento extenso das trés articulacdes do membro posterior.

8 Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte
de peso.

9 Apoio plantar da pata com suporte de peso somente em fase de apoio
(i.e., quando estético) ou passada dorsal ocasional, frequente ou
consistente com suporte de peso e nenhuma passada plantar

10 Passo plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenacao
dos membros anterior e posterior.

11 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma
coordenacao dos membros anterior e posterior.

12 Passo plantar com suporte de piso frequente a consistente e
coordenacao ocasional dos membros anterior e posterior.

13 Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e
coordenacao frequente dos membros anterior e posterior.

14 Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagéo
consistente dos membros anterior e posterior e posi¢ao predominante

da pata rodada (interna ou externamente) durante a locomocéo, no
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instante do contato inicial com a superficie (piso) bem como, antes de
liberar os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar frequente,
coordenacao consistente dos membros anterior e posterior e passada
dorsal ocasional.

15 Passada plantar consistente e coordenacao consistente dos membros
anterior e posterior e nenhuma liberacédo dos dedos ou liberacdo
ocasional durante o movimento do membro para frente, posicao
predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial
16 Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberacao dos dedos ocorre
frequentemente durante o movimento do membro para frente, a posicao
predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial
e rodada no instante da liberacao.

17 Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberacao dos dedos ocorre
frequentemente durante o movimento do membro para frente, a posicao
predominante da pata € paralela ao corpo nos instantes do contato
inicial e da liberag&o dos dedos.

18 Passada plantar consistente e coordenacao dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberacdo dos dedos ocorre consistentemente
durante o movimento do membro para frente, a

posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do
contato inicial e rodada na liberagéo dos dedos.

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

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

contato e da liberacdo dos dedos e apresenta a cauda



66

consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

21 Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberacao
consistente dos dedos, a posicédo predominante da pata é paralela ao
corpo durante toda a fase de apoio, estabilidade consistente do tronco,

cauda consistentemente elevada.



