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RESUMO

Um modelo experimental de lesdo raquimedular com localizagdo pre-
cisa e reproduzivel € uma ferramenta extremamente importante para
o estudo de novas terapias em lesbes raquimedulares. Objetivos:
Desenvolver um modelo experimental de lesdo raquimedular em ra-
tos que produza lesdo completa (paraplegia) com o posicionamento
de um sistema que permita 0 acesso de agentes proximo ao local da
lesdo para testar agentes terapéuticos locais. Métodos: Quinze ratos
Wistar foram submetidos a transeccao cirdrgica da medula espinhal,
realizada com o uso de tesoura ao nivel dos corpos vertebrais de
T-13 a L-3 e, ao final do procedimento, a implantagéo de um cateter
subcutéaneo para o acesso de agentes terapéuticos locais ao local
da lesdo. Resultados: Um modelo experimental de paraplegia foi
consistentemente desenvolvido com a adicao suplementar de um
cateter para o acesso de agentes terapéuticos locais ao local da
lesdo. Conclusdo: Um modelo animal de lesdo raquimedular e um
sistema para 0 acesso de agentes terapéuticos locais pode ser
reproduzido para o estudo de diferentes modificadores da resposta
regenerativa em um modelo de ratos com les&o raquimedular.
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INTRODUCAO

Existem inimeros estudos experimentais cujo principal objetivo é
criar uma lesao nervosa em animais que permita aos pesquisadores
testar novas técnicas e permitir novas descobertas capazes de
modificar a histéria natural dessa condicéo.

Um modelo experimental de lesao raquimedular deve ter caracte-
risticas padronizadas e reproduziveis. No intuito de comparar os
efeitos de diferentes agentes terapéuticos, é proposto um sistema
de acesso préoximo ao local da leséo, utilizando um cateter que
permite um facil acesso a mesma, para introduzir agentes locais
capazes de modificar a resposta cicatricial apés o trauma.

No presente estudo nds desenvolvemos um modelo que apresenta
ambas caracteristicas: reproducibilidade do nivel e magnitude
da lesdo bem como a colocagdo adequada de um sistema que
permita a introducéo de agentes terapéuticos no local da leséo,
posteriormente a cirurgia.

SUMMARY

An experimental model of spinal cord injury at a precise and repro-
ducible site is an extremely important tool for studying new therapies
in spinal cord injuries. Objectives: To develop an experimental model
of spinal cord injury in rats that is able to produce a complete injury
(paraplegia) and placing a system enabling agents access close to
injury site in order to test local therapeutic agents. Methods: Fifteen
Wistar rats were submitted to surgical transection of the spine, per-
formed by using scissors at the level of T-13 to L-3 vertebral bodies,
and, at the end of the procedure, to the insertion of a subdermal
catheter intended to enable local therapeutic agents’ access to injury
site. Results: An experimental model of paraplegia was consistently
developed by adding a supplementary catheter for local therapeutic
agents’ access to injury site. Conclusion: An animal model of spinal
cord injury and a system for local therapeutic agents’ access can be
reproduced for the study of different modifiers of the regenerative
response in a model of rats with spinal cord injury.
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MATERIAIS E METODOS

Preparo do animal

Um total de quinze ratos Wistar de ambos os sexos, pesando entre
250 e 300g, com idade de 2 meses, foram usados. Ragéo e 4gua
foram mantidos disponiveis durante o periodo perioperatorio.
Duas horas antes da cirurgia, Ciprofloxacina intraperitoneal (Flo-
xenTM 2mg/ml, Cellofarm, Carapina, Brazil) foi administrada no
animal (10ml/kg de peso) como antibioticoprofilaxia.

Os animais foram sedados com 0,3 ml para cada 100 g de peso
com uma solugao contendo 20% de Clorpromazina (Clorpromaz™,
5mg/ml) e 80% de Ketamina (Ketamin-S(+),50 mg/ml), via injecao
intramuscular. Os animais foram posicionados em pronagao, com
as patas anteriores e posteriores esticadas, e tricotomizados. Apés
desinfecc¢ao de rotina, um incisdo longitudinal de aproximadamente
2,5 cm foi realizada. O plano do local da incisdo € mostrado na
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Figura 1; consideramos como referéncia duas linhas horizontais
desenhadas perpendicularmente ao eixo vertebral, uma passando
ao nivel dos membros anteriores e a outra ao nivel dos membros
posteriores. A seguir, 0 espaco entre essas duas linhas foi dividido
em trés porgdes de mesma extengéo. Dessa maneira, foram obti-
dos trés segmentos de mesma extenséo: um superior, um medio
e um inferior. A inciséo foi realizada 1 cm abaixo do local de uniao
entre o seguimento superior e médio. Com o uso dessa técnica,
abordamos a medula do animal entre T-13 e L3, conforme mostrado
por raio-X (Figura 2).

Figura 1 - Linhas de referéncia para o plano de inciséo: divisdo em trés
segmentos da medula do animal, situados entre as patas anteriores e
posteriores: marcagdo com azul de metileno apos tricotomia.

Figura 2 - Projecao do local de incisdo em radiografia.

Procedimento Cirtrgico

Apos inciséo da pele, a dissecgao por planos foi realizada sobre o
processo espinhoso separando o musculo espinotrapézio do 0sso
(Figura 3), e foi realizada a ressecgao da lamina vertebral expondo
as meninges da medula espinhal distal. Apés, a transecgéo trans-
versal da medula espinhal foi realizada com tesoura de dissecgéao.
Frequentemente, este procedimento causou sangramento das
meninges, sendo manejado com a compressao da zona afetada
com gaze cirlrgica umidecida.

O implante subcutaneo de um cateter radiopaco 22G (Jelco™
Johnson&Johnson, Lenneke Marelaan, Bélgica) coberto com uma
membrana intermitente sem a presenca de latex (IN 400, B|Braun
S.A, Sao Gongalo, Brasil) foi realizado, conectando a medula ex-
posta e a area subcutanea na regido lombar, utilizando o tecido da
musculatura paravertebral. A porcéo distal do cateter foi mantida
entre o tecido muscular paravertebral e a porgao proximal foi cober-
ta com uma membrana intermitente sem latex e mantida abaixo da
pele, remanescendo completamente coberta por pele. Finalmente,
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o fechamento por planos com pontos da camada muscular e da
pele foi realizado (Figuras 3 e 4).

Todas etapas do procedimento cirdrgico foram realizadas de
acordo com os procedimentos éticos para o uso de animais em
manipulacao laboratorial.

Figura 3 - Incisdo no tecido muscular dorsal.

Figura 4 - Cateter in situ.

RESULTADOS

Todos os animais perderam a motricidade abaixo do nivel da leséo,
permanecendo paraplégicos. Entdo, apds cirurgia e recuperagéo
pbs-anestésica, foi verificada a perda completa de mobilidade es-
pontanea tanto nas patas posteriores e cauda bem como perda da
resposta nervosa a dor, testada cuidadosamente por pingamento.
Apbs observagéo por longo tempo (mais de 3 meses), néo foi ob-
servada recuperagao de motricidade espontanea ou sensibilidade.
N&o houve perda motora ou de sensibilidade nas patas anteriores
e cabega, 0 que permitiu ao animal movimentar-se e alimentar-se.
N&o foi detectada disfunséao respiratéria, digestiva ou urinaria gra-
ves, embora ndo tenhamos testado especificamente.

DISCUSSAO

Lesbes raquimedulares representam uma das piores agressoes
que o corpo humano pode sofrer, resultando em incapacidade
fisica, psicologica e emocional. Uma das principais causas de
incapacidade fisica em seres humanos sdo as lesdes raquime-
dulares, sendo responsaveis por aproximadamente 10.000 novos
casos de paralisia aguda por ano nos EUA, das quais 1.000 s&o
em criancas (.

Inumeros estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa de com-
preender 0s mecanismos envolvidos tanto em relagdo a lesao quan-
to ao reparo que sucede a leséo raguimedular. Na Ultima década,
novos conceitos biotecnolégicos surgiram, como a bioengenharia,
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a qual trouxe novas perspectivas como o uso de agentes biolégicos
(ex: células tronco) para promover a cicatrizagdo de diferentes
tecidos. O potencial terapéutico dessas novas tecnologias ja foi
reconhecido, no entato, o seu verdadiro papel na pratica médica
ainda precisa ser estabelecido. Portanto, no intuito de estudar
novas estratégias para o reparo nervoso, modelos experimentais
adequados sao extremamente desejados.

Ao longo dos estudos envolvendo lesdo raquimedular e reparo,
inimeros testes em animais foram desenvolvidos. As primeiras
tentativas para obter animais paraplégicos ou outros modelos de
lesao raquimedular foram alcancados pela realizacéo de impactos
consecutivos no dorso do animal ou provocando a queda dos
animais de determinada altura.

Allen, em 1911, foi 0 pioneiro em estudos experimentais buscando
criar um animal modelo de lesao raquimedular padronizado. O
seu método utilizava o langameto de alguns pesos por um tubo
colocado diretamente sobre a medula espinhal do animal, previa-
mente exposta.

Em 1936, Amako e Freeman ainda utilizavam o modelo de contusdo
por dispositivos com queda de pesos em suas pesquisas. Eidel-
berg, em 1976, criou um modelo em ratos com leséo raquimedular
causada por compressao epidural direta. Tarlov, em 1953, publicou
um modelo no qual um cachorro teve a medula espinhal lesionada
por um baldo inflado dentro do canal espinhal. Novas técnicas foram
desenvolvidadas e aprimoradas, por exemplo, a estabilizagdo da
medula e a distribuicao precisa das forgas envolvidas no impacto,
0 uso de mecanismos capazes de medir a forca a qual a medula
do animal é exposta @, bem como a invengao de mecanismos de
impacto pneumético, baseados nos preceitos descritos por Allen
no inicio do século vinte &9,

E necessario enfatizar que todos modelos descritos na literatura
séo padronizados tanto em relagdo ao mecanismo quanto a inten-
sidade da forga do trauma, sendo iguais em todos 0s animais em
um estudo; no entanto, eles ndo asseguram contusées da mesma
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magnitude em todos os individuos em um mesmo estudo.

Em um modelo de paraplegia em animais, busca-se reproduzir a
lesdo com lealdade e metodologia, de forma que possa ser usado
em diferentes estudos que permitam a comparagao entre diferentes
andlises e a correlagdo com as caracteristicas apresentadas em
seres humanos com dano nervoso semelhante.

Dentre os inUmeros modelos e as inimeras formas de obtencéo de
um animal paraplégico, alguns séo distinguidos pelas suas tenta-
tivas bem sucedidas de criar condic¢des clinicas analogas aquelas
observadas na paraplegia humana. No entanto, no presente es-
tudo, ndo houve preocupacgéo imediata com as similaridades com
traumas reais. Este estudo teve o seguinte propdsito: levar o animal,
de forma sistematizada, a paraplegia, e desenvolver um dispositivo
para o acesso de diferentes agentes terapéuticos locais.

CONCLUSAO

ApOs realizados os testes e realizadas as correlagdes com outros
modelos animais de lesdo raquimedular, nés concluimos que a
presente técnica permite saber quais estruturas do rato serdo
influenciadas pela transecgao da medula.

A técnica da incisdo em um local pré-estabelecido promove, com
consistente seguranca, paraplegia no animal. Apds inimeros tes-
tes, nds concluimos que a auséncia de uma localizagao precisa
poderia nos levar a resultados incertos, como paralisia das patas
anteriores, tetraplegia, choque ou morte do animal. A antibiotico-
terapia utilizada durante o perido pré-operatério buscou prevenir
uma possivel translocagdo bacteriana proveniente do intestino,
conforme proposto por Liu et al ®, o que poderia contribuir para o
desenvolvimento de endotoxemia.

O fator mais relevante no presente estudo é a implantacéo do ca-
teter, que oferece a possibilidade de introduzir no local da injuria
qualquer preparagao de uma forma rapida e segura, na quantidade
desejada, como muitas vezes é necessario, sem a necessidade de
submeter o animal a novas incisdes ou cirurgias.
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