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Resumo

Cavalcante LP. Efeito da administragdo aguda de 17B-estradiol ou
de progesterona em modelo de isquemia-reperfusdo medular em ratos [tese].
Séo Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Medicina; 2016.

INTRODUCAO: A lesdo medular isquémica continua sendo uma complicacéo
devastadora das intervengdes cirdrgicas na aorta toracica descendente e aorta
toracoabdominal. Relatos das diferencas de desfechos clinicos neurologicos
entre os géneros apos lesbes cerebrais isquémicas e traumaticas tém
levantado o interesse nas influéncias hormonais, bem como gerado outros
estudos buscando a comprovacao dos efeitos neuroprotetores do estradiol e da
progesterona. Nossa hipétese foi a de que a administracdo aguda de 17[-
estradiol ou de progesterona seria capaz de prevenir ou atenuar a leséo
medular isquémica causada pela oclusdo transitéria da aorta toracica
descendente proximal. OBJETIVO: Analisar os efeitos na medula espinhal da
administracdo aguda de 17B-estradiol ou de progesterona em modelo
experimental de isquemia-reperfusdo medular por ocluséo transitoria da aorta
toracica descente proximal de ratos machos. METODOS: Ratos machos, da
linhagem wistar, foram divididos aleatoriamente em 3 grupos para a
administracdo de 280ug/Kg de 17B-estradiol (n=12) ou de 4mg/Kg de
progesterona (n=8) ou do veiculo de infusdo (grupo controle) (n=12), 30
minutos antes da oclusdo transitéria da aorta toracica descendente por 12
minutos. A confirmacdo da oclusdo efetiva adrtica deu-se por meio da
monitorizacdo continua da pressédo arterial média distal com o uso de cateter
colocado na artéria caudal dos animais (mantida em 10mmHg). A ocluséo da
aorta toracica descendente deu-se por meio do posicionamento de um cateter
de Fogarty no. 2, passado no sentido caudal, via disseccdo da artéria carétida
comum esquerda do animal. A fungédo locomotora dos animais foi avaliada no
1°, 3° 5° 7° e 14° dia pds-operatdrio. No 14° dia pos-operatdrio, os animais,
apos anestesia profunda, foram sacrificados e tiveram suas medulas espinhais
retiradas para analise histologica e imunohistoquimica. RESULTADOS: Houve
comprometimento significativo da funcéo locomotora inicialmente nos 3 grupos
de estudo, com recuperacdo parcial da mesma ao longo do periodo de
observacdo, ndo havendo diferenca entre os grupos durante o periodo de
observacdo. A andlise histolégica da substancia cinzenta evidenciou escassos
neurdnios viaveis e importante vacuolizagédo celular nos 3 grupos de estudo no
14° dia. A analise imunohistoquimica da substancia cinzenta medular com
anticorpos anti-Bcl2 e anti-anexina V foi similar nos 3 grupos. Houve marcacao
positiva de necrose celular com o iodeto de propidio, sendo a mesma
semelhante nos 3 grupos estudados. CONCLUSAO: A administracdo aguda de
estradiol ou de progesterona, 30 minutos antes da ocluséo transitéria da aorta
descendente proximal de ratos machos nao foi capaz de prevenir ou atenuar a
lesdo medular isquémica, até o 14° dia de observacéo, do ponto vista funcional
ou histologico.

Descritores: doencas da aorta/cirurgia; complicaces pds-peratorias/prevencao
& controle; estradiol; progesterona; isquemia do cordao espinal; paraplegia;
traumatismo por reperfuséo; ratos.
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Cavalcante LP. Effect of the acute administration of estradiol or
of progesterone in a spinal cord ischemia-reperfusion model in rats [thesis].
Sao Paulo: "Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina"; 2016.

BACKGROUND: Spinal cord ischemic injury remains a dreadful complication
following thoracic and thoracoabdominal aortic interventions. Reports on
gender-related neurological outcomes after ischemic and traumatic brain
injuries have raised interest in hormonal influences, and have generated studies
into neuroprotective effects of estrogen and progesterone. We hypothesized
that the acute pre-operative administration of estradiol or of progesterone would
prevent or attenuate spinal cord ischemic injury induced by transitory occlusion
of the proximal descending thoracic aorta. OBJECTIVE: Evaluate the spinal
cord effects of the acute administration of 173-estradiol or of progesterone in a
spinal cord ischemia-reperfusion model. METHODS: Male rats were divided to
receive 280ug/Kg of 173-estradiol (n=12) or 4mg/Kg of progesterone (n=8) or
vehicle (control group) (n=12) 30 minutes before transitory occlusion of the
proximal descending thoracic aorta, mean distal arterial blood pressure was
maintained at 10mmHg during 12 minutes. Hind limb motor function was
assessed at 1, 3, 5, 7 and 14 days after reperfusion. At the 14" day, a segment
of the thoracolumbar spinal cord was harvested and prepared to histological
and imunohistochemical analyses. RESULTS: There was an important hind
limb motor function impairment initially in the 3 study groups, with partial
improvement along time, but no difference was detected between groups during
de observational period. Gray matter analysis showed scarce viable neurons
and a marked cellular vacuolation in all three groups, but the number of viable
neurons per section areas was not different between study groups at day 14™.
Immunostaining of the spinal cord gray matter with antibodies anti-Bcl2 and
anti-annexin V was similar among the 3 study groups. There was positive
staining for the necrotic marker propidium iodide, with all groups presenting a
similar staining pattern. CONCLUSION: We found that a single-dose
administration of estradiol or of progesterone, 30 minutes before transitory
occlusion of the proximal descending thoracic aorta of male rats, was not able
to prevent spinal cord ischemic injury through analysis of functional and
histological outcomes at 14 days of observation.

Descriptors: aortic diseases/surgery; postoperative complications/prevention &
control; estradiol; progesterone; spinal cord ischemia; paraplegia; reperfusion
injury; rats.
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A lesdo medular isquémica (LMI) continua sendo uma complicacao
devastadora da cirurgia da aorta toracica descendente (ATD) e aorta
toracoabdominal (ATA) (Smith et al., 2012). Estudos contemporaneos (Messe
et al., 2008; Cheng et al., 2010) tém relatado taxas de paraplegia e paraparesia
ainda nao despreziveis (3-14%), principalmente quando levado em
consideracao o impacto desta complicacdo na qualidade de vida pos-operatéria
dos individuos que a desenvolvem. Embora tais taxas tenham melhorado com
métodos de protecdo medular jA bem estabelecidos — drenagem liqudrica,
hipotermia local ou sistémica, prevencdo de hipotensdo e derivacdo atrio-
femoral (Jacobs e Schurink, 2010) — a LMI permanece uma importante causa
de morbidade em pacientes submetidos a cirurgia da ATD e ATA convencional
(Contreras et al.,, 2005) e, até mesmo, em procedimentos endovasculares
(Gravereaux et al., 2001; Maeda et al., 2012; Katsargyris et al., 2015).

Acreditava-se que a LMI subsequente a cirurgia aodrtica fosse
decorrente do capeamento adrtico e da interrupcao das artérias intercostais.
Entretanto, o reimplante das artérias intercostais durante o tratamento cirargico
aberto ndo aboliu a paraplegia pés-operatoria (Lynen et al., 2016). Por outro
lado, com o tratamento cirdrgico endovascular das doencas da ATD e ATA, o
clampeamento adrtico foi abolido, manteve-se a interrupcdo das artérias
intercostais e a paraplegia pos-operatdria persistiu um problema importante
(Maeda et al., 2012).

Clinicamente, ap0Os cirurgias envolvendo a ATD e ATA, alguns
pacientes manifestam disfuncdo medular aguda pos-clampeamento aortico, o
que se acredita ser decorrente da hipoperfusdo; ja outros desenvolvem

paraplegia ou paraparesia tardiamente (geralmente do 1° ao 5° dia pos-
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operatorio) — (Crawford et al., 1986; Hollier et al., 1992; Moore et al., 1991),
evenciando-se, assim, uma curva bimodal de paraplegia. Acredita-se que a
isquemia medular e o déficit neuroldgico no pos-operatério de cirurgias da ATD
e ATA tenham etiologia multifatorial. Postula-se que seu surgimento advenha
da duracdo e severidade do insulto isquémico, da taxa de metabolismo
neuronal durante o periodo de isquemia e da lesdo de isquemia-reperfuséo
subsequente (Gravereaux et al., 2001).

Atribui-se o desenvolvimento tardio de paraplegia ao fato de que,
durante a fase de isquemia, algumas cascatas deletérias, levando a producao
de radicais livres, sdo ativadas. Em decorréncia da restauracdo do fluxo
sanguineo, durante as primeiras horas de reperfusdo, ha uma melhora do
ponto de vista funcional. Entretanto, a exposicdo das cascatas deletérias e de
seus produtos ao excesso de oxigénio, durante a reperfusdo, pode resultar em
piora da condicdo neurolégica e, consequentemente, a paraplegia ou
paraparesia irreversiveis tardiamente (Wisselink et al., 1995). Tais déficits
neurolégicos tardios provavelmente sao decorrentes de edema medular em um
espaco fechado, da acdo citotoxica dos leucocitos ou microglia, da
vasoconstriccdo causada pelos metabdlitos do acido aracdénico, e da lesao
causada pelos radicais livres produzidos durante o periodo de isquemia (Moore
et al., 1991). Porém os caminhos fisiopatolégicos envolvidos em cada fase
ainda néo foram plenamente elucidados (Khalaj et al., 2011).

Até o0 momento, nenhuma substancia tem se mostrado eficaz na
atenuacdo do insulto metabolico ou inflamatério causado na medula espinhal,
inicialmente pela hipoperfusdo durante o clampeamento e, posteriormente, pela

injuria de reperfusédo (Smith et al., 2011). Em decorréncia do envolvimento das
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varias vias deletérias ativadas durante a isquemia-reperfusdo, uma terapia em
potencial consistiria na utilizacdo de um agente com mudltiplas a¢cbes, ou uma
combinacéo de drogas, particularmente drogas que ajam sobre a inflamacéao e
sobre as vias que levam a morte celular.

Estudos experimentais utilizando modelos de isquemia cerebral em
animais de ambos os sexos tém evidenciado melhor evolucdo nas fémeas
(Roof e Hall, 2000; Zhang et al., 1998). A explicacdo mais Obvia para esta
melhor evolucédo, nos animais fémeas, seria o possivel efeito neuroprotetor dos
horménios gonadais circulantes, na lesdo isquémica cerebral. A maioria dos
relatos sugere que as fémeas podem ser menos suscetiveis a lesdo isquémica
em decorréncia de maiores niveis circulantes de estrogénio, embora a
progesterona também ja tenha sido associada a efeitos neuroprotetores (Chen
et al.,, 1999; Roof e Hall, 2000; Stein et al., 2011; Feeser e Loria, 2011).
Estudos comparando a evolucdo de animais fémeas ovarectomizadas com
fémeas intactas e com machos, em modelo experimental de isquemia cerebral,
com oclusdo temporaria da artéria cerebral média, evidenciaram que o grau de
lesdo cerebral das fémeas ovarectomizadas foi mais similar ao grau de leséo
cerebral dos machos do que ao grau de lesdo das fémeas intactas (Alkayed et
al., 1998). Reforca-se, com isto, o indicio do efeito neuroprotetor dos
hormdénios femininos.

Na espécie humana, estudos observacionais comparando desfecho
neurolégico nos dois sexos, apoOs traumatismo cranio-encefalico e
raquimedular, tém também despertado interesse nas influéncias hormonais,
levando a pesquisas sobre o efeito neuroprotetor do estrogénio e da

progesterona (Wunderle et al., 2014; Chan et al., 2013).
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1.1 Estradiol X lesdo neuroldgica

Com relacdo ao 17p-estradiol (principal hormdénio sexual feminino dos
mamiferos), seu uso terapéutico em modelos experimentais de isquemia
cerebral, por meio de oclusdo da artéria cerebral média, tem demonstrado
efeitos neuroprotetores (Alkayed et al., 1998; Zhang et al., 1998). Postula-se
que estes efeitos advenham de varias acdes deste hormoénio, provavelmente
protegendo os neurbnios da toxicidade associada com a liberacdo de glutamato
durante e ap6s a oclusdo da artéria cerebral média, por meio de sua acdo nos
receptores excitatérios de aminoacidos ou pelo influxo de calcio associado a
estimulacdo de receptores N-metil D-Aspartato ou receptores do acido a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionico (Behl et al, 1995;
Goodman et al., 1996; Singer et al., 1996). Alternativamente, o 17p-estradiol
poderia também proteger o tecido cerebral antagonizando a lesdo iniciada por
radicais livres de oxigénio durante a reperfusdo cerebral (Chan, 1994).

Em culturas de tecidos, estrégenos tém demonstrado exercer potente
atividade antioxidante em resposta a varios estimulos oxidativos (Bishop e
Simpkins, 1994; Goodman et al., 1996). Em um modelo in-vitro de leséo
isquémica cerebral (Wilson et al., 2000; Wilson et al., 2002), a administracdo de
estradiol prévia ao insulto isquémico foi capaz de reduzir significativamente o
namero de células apoptéticas por meio da andlise imunohistoquimica. Suzuki
et al. (2009) demonstraram que a administracdo de estradiol, previamente ao
insulto isquémico, atenuou a producdo central e periférica de citocinas proé-

inflamatoérias em um modelo de acidente vascular cerebral isquémico (AVCi).
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Ainda considerando o efetivo papel do 17B-estradiol na lesao
neuroldgica isquémica, Thomas et al. (1998), usando o pré-tratamento com
17B-estradiol em um modelo de AVCI, evidenciaram que a preservacado de
tecido cerebral ndo se correlacionou com a manutencdo do fluxo cerebral,
detectado por fluxometria com laser-Doppler, durante a oclusdo da artéria
cerebral média, sugerindo que a habilidade do estradiol de preservar o tecido
cerebral ndo é dependente de sua acdo na preservacdo de fluxo cerebral
durante o periodo de isquemia. Deste modo, seus efeitos neuroprotetores
devem ir além de seus conhecidos efeitos vasodilatadores por meio da
potencializacdo da enzima sintase de Oxido nitrico endotelial e da prostaciclina
endotelial (Orshal e Khalil, 2004).

Acredita-se, portanto, que o 17B-estradiol seja um agente pleiotrépico,
com acBes gendbmicas e ndo-gendmicas, sendo as genémicas por meio da sua
ligacdo com dois receptores classicos de estrogénio (alfa e beta) e as acdes
nao-gendmicas por meio do receptor estrogénico de membrana ligado a
proteina G (GPER). Suas a¢b6es genbmicas dao-se por meio da sua ligacdo
com os receptores classicos, no citoplasma ou no nucleo, tendo como alvos
genes mediadores antiapoptoticos da familia Bcl2 e citocinas pré-inflamatérias.
Os trés receptores tém sido associados as suas ac¢fes anti-inflamatorias e
antioxidantes, por meio da inibicdo da expresséo de citocinas pré-inflamatérias
e potencializando a expressdo de citocinas anti-inflamatérias e de enzimas
antioxidantes (Revankar et al., 2005; Elkabes e Nicot, 2014).

Os estudos utilizando modelos experimentais de traumatismo medular
contuso corroboram as evidéncias iniciais de que o 17p-estradiol exerca efeito

antiapoptotico por meio de sua acao nos GPER, e seu efeito anti-inflamatério
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por meio da sua acao nos 3 receptores, inibindo a expressao de citocinas proé-
inflamatorias e potencializando a expressdo de citocinas anti-inflamatorias
(Elkabes e Nicot, 2014).

Ainda em relacdo ao trauma medular contuso, Samantaray et al.
(2011), utilizando um modelo experimental em ratos machos, observaram
melhora da lesdo medular, do ponto de vista histologico, com a utilizacdo de
dose fisiolégica de 17B-estradiol (10ug/Kg) de liberacao continua (nas 48h apo6s
o traumatismo agudo), quando comparado a grupo controle. Ndo chegaram,
porém, a avaliar a funcdo locomotora dos animais em decorréncia do sacrificio
precoce. Ja Swartz et al. (2007), também utilizando modelo de traumatismo
medular contuso em ratos machos e fémeas ovarectomizadas, tratados com
17B-estradiol por 21 dias, ndo encontraram diferenca na avaliacdo da funcéo
locomotora e histologica dos animais tratados em relacdo aos controles. Em
nosso meio, Letaif et al. (2015), de igual modo, utilizando um modelo de
contusdo medular em ratos, tratados com 17@-estradiol, em dose Unica,
observaram melhora funcional do grupo tratado no 28° e 42° dias pds-trauma.

Resultados conflitantes, como os descritos acima, associados ao
conhecimento prévio, advindo da terapia de reposicdo hormonal em pacientes
no climatério, de que a utilizacdo crénica de doses supra-fisioldgicas, e até
mesmo fisiologicas, de estrogenos pode desencadear efeitos colaterais
importantes, tais como eventos tromboticos, cancer de mama/endométrio e
feminizacdo em homens (Samantaray et al., 2011), tém retardado a translacéo
do uso terapéutico deste hormonio para a pratica clinica no tratamento das

doencas do sistema nervoso central.
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1.2 Progesterona X lesé@o neurolégica

Diversos estudos pré-clinicos, utilizando modelos experimentais de
lesdo neuroldgica, incluindo trauma cerebral contuso, lesdo medular traumatica
e isquemia cerebral, também apontam para um provavel efeito neuroprotetor
da progesterona. Seu efeito mais relevante parece ser a reducdo do edema
cerebral, limitando o aumento da pressdo intracraniana que leva a perda
secundaria de células neurolégicas vulneraveis. Entretanto, ha evidéncia de
gue a progesterona tenha também efeitos antiinflamatorios, antiapoptoticos e,
talvez, antioxidantes. Essas acdes podem funcionar sinergicamente para a
prevencdo da morte celular de neurénios e células da glia, levando a melhora
funcional neuroldgica (Stein et al., 2011).

Tal qual o estrogénio, a progesterona € similarmente um agente
versétil, agindo por meio de receptores genémicos (A e B), para auxiliar na
sobrevivéncia neuronal e minimizar dano celular e perda tecidual. Este
horménio também se liga a receptores ndo-gendbmicos, um receptor
transmembrana (7TMPRB) e um receptor de membrana (25-Dx). Os quatro
receptores estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central e em
todos os tipos de neurbnios (Schumacher et al., 2007). Na lesédo cerebral
isquémica, seu efeito principal parece ser a reducdo do edema cerebral,
embora tenha também sido postulada sua acdo modulando o estresse
oxidativo e a apoptose celular, por meio de suas acfes gendmicas e nao-
gendmicas, diretamente via receptor nuclear de progesterona (A e B) ou,

indiretamente, ao nivel da membrana celular (Gibson et al., 2009).
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Acredita-se que a progesterona atue na lesdo cerebral isquémica,
inicialmente, modulando a inflamacéo por meio da reducdo da expressao de
mediadores inflamatorios, incluindo interleucina-1B, transformando o fator de
crescimento 2 e a sintase de Oxido nitrico, bem como por meio da reducéo
simultanea do volume de edema cerebral em modelos experimentais de AVCi
(Gibson et al., 2005). Ishrat et al. (2012), também usando um modelo de AVCi,
demonstraram que a progesterona foi capaz de reduzir apoptose, detectada
pela menor marcacdo imunohistoquimica, apontando para seu efeito no
segundo estagio da lesdo neuroldgica isquémica.

Kumon et al (2000), tratando ratos machos hipertensos, submetidos a
oclusdo transitéria da artéria cerebral média, com a administracdo diaria de
progesterona, iniciada no periodo de reperfusédo cerebral, observaram melhor
desfecho neuroldgico funcional no grupo tratado, nas analises do 4° e 7° dias
de observacdo. Também foi evidenciada uma reducdo do volume de lesédo
cerebral no grupo tratado, sacrificado no 7° dia de observacéao.

Os estudos pré-clinicos chegaram a motivar estudos clinicos
randomizados fase 2 (Wright et al., 2007; Xiao et al., 2008) e fase 3 (Wright et
al., 2014; Skolnick et al., 2014) do uso terapéutico da progesterona em
pacientes vitimas de traumatismo cranio-enceféalico, bem como estudos
randomizados (fase 2) do seu uso em pacientes vitimas de traumatismo
raquimedular (Aminmansour et al., 2016), embora com resultados iniciais

conflitantes.
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1.3 Hormonios femininos X isquemia medular

Até onde sabemos, ha dois relatos iniciais investigando o efeito do
estradiol (Khalaj et al., 2011) e da progesterona (Vandenberk et al., 2013) em
um modelo de isquemia-reperfusdo por meio da oclusdo temporéaria da aorta
abdominal infrarrenal de coelhos que apontam para um efeito neuroprotetor de
ambos os horménios neste cenario. Entretanto, nenhum deles investigou o
desfecho funcional ou histolégico a longo prazo e ambos utilizaram coelhos,
uma espécie animal com irrigacdo medular puramente segmentar
(Kanellopoulos et al., 1997), bem diferente da irrigacdo medular da espécie
humana (Morishita et al.,, 2003); enquanto que ha evidéncia sélida (Tveten
1976; Koyanagi et al., 1993) de que ratos apresentam uma irrigacao arterial
medular muito semelhante a de humanos. Nossa proposta foi, entdo, a de
estudar o efeito funcional e histoldgico de longo prazo, da administracdo aguda,
em dose Unica, de estradiol ou de progesterona previamente a oclusao

transitéria da aorta toracica descendente proximal de ratos machos.
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2.1 Objetivo Geral

Analisar os efeitos na medula espinhal da administracao aguda de 17[3-
estradiol ou de progesterona em modelo experimental de isquemia-reperfuséo

medular por ocluséo transitéria da aorta toracica descente proximal de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar a fungéo locomotora dos animais submetidos ao trauma de
isquemia-reperfusdo medular, nas duas primeiras semanas de
segmento, submetidos ou ndo a administracdo de 17B-estradiol,

e Comparar a fungéo locomotora dos animais submetidos ao trauma de
isquemia-reperfusdo medular, nas duas primeiras semanas de
segmento, submetidos ou ndo a administracéo de progesterona;

e Comparar as alteracbes histopatolégicas do tecido medular dos
animais submetidos ao trauma de isquemia-reperfusdo medular,
submetidos ou ndo a administracdo de 17@-estradiol, ao final do
periodo de 2 semanas de observacao;

e Comparar as alteracdes histopatoldégicas do tecido medular dos
animais submetidos ao trauma de isquemia-reperfusdo medular,

submetidos ou ndo a administracdo de progesterona, ao final do

periodo de 2 semanas de observagéo.



3. Métodos
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Este estudo foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo e aprovado na sessdo de 14/08/2013 (ANEXO A).
Os animais utilizados foram obtidos junto ao Biotério da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo e os experimentos conduzidos no Laboratoério de
Cirurgia Cardiovascular e Fisiopatologia da Circulacédo (LIM-11), desta mesma
Faculdade. Todo o procedimento de execucdo e analise foi realizado em
conformidade com os principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Cirurgia Experimental/Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio
(http://www.cobea.org.br/index.php?option=com_content&view=article&id=102&
Itemid=119) e com a legislacao brasileira vigente (Lei Federal no. 11.794, de 8

de outubro de 2008).
3.1 Caracterizacdo da amostra

Foram utilizados 65 ratos machos da linhagem Wistar (peso entre 300
e 430g), fornecidos pelo Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séo Paulo. Os animais foram mantidos em ambiente controlado para
temperatura (23 + 2°C), umidade e exposicéo a luz, com ciclo claro/escuro de
12 horas, livre acesso a ra¢ao e agua, bem como higiene adequada.

3.2 Formacéao dos grupos

Os 65 animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos de acordo
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com a administracdo do tratamento hormonal ou a administracdo do veiculo de
infusdo (ciclodextrina), todos diluidos em solucao fisiologica. Os animais do
grupo controle receberam somente o veiculo de infusédo, diluido no mesmo
volume de solucéo fisiolégica utilizado nos grupos de tratamento. Foram
considerados para o estudo apenas 0s animais que sobreviveram as primeiras
24h pés-operatérias, permitindo, assim, a realizacdo da primeira avaliacao
clinica (Figura 1).

Os grupos foram distribuidos da seguinte forma:

Grupo ESTRO: trinta minutos antes da oclusdo transitéria da aorta
toracica descendente proximal, foi administrado 17(-estradiol, por via intra-
arterial, na dose de 280ug/Kg.

Grupo PROG: trinta minutos antes da oclusao transitoria da aorta
toracica descendente proximal, foi administrada progesterona, por via intra-
arterial, na dose de 4 mg/Kg.

Grupo CONTROLE: antes da ocluséo transitoria da aorta descendente
proximal, foi administrado, por via intra-arterial, apenas o veiculo de infusédo
dos 2 hormonios (ciclodextrina).

ApoGs os experimentos, os animais foram devolvidos as suas gaiolas
para recuperacdo e avaliacdo neuroldgica. Por motivos éticos, animais com
lesdo neuroldgica grave e com critérios clinicos de sofrimento, pontuados pela
escala de monitorizagdo proposta por Ramsey et al. (2010) (ANEXO B), foram
sacrificados. Os que apresentaram condi¢cdes clinicas satisfatorias

permaneceram em observacédo até o final do periodo de observacéo do estudo.
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RATOS WISTAR MACHOS (n=65)

Grupo ESTRO (n=20) Grupo PROG (n=15) Grupo CONTROLE (n=30)

Oclusao Adrtica — 12 minutos

Obitos < 24h (n=33)

Grupo ESTRO (n=12) Grupo PROG (n=8) Grupo CONTROLE (n=12)

Analise da Fungao Locomotora
(1°,3°,5°7° e 14° PO)

Eutanasia apo6s 2 semanas de observagao

Analise Histologica

Analise
Imunohistoquimica

Figura 1. Figura ilustrativa dos grupos experimentais e do protocolo de pesquisa. ESTRO:
grupo tratado com 17B-estradiol. PROG: grupo tratado com progesterona. PO: dia

poés-operatério.

3.3 Modelo de isquemia medular

Como modelo de isquemia medular foi seguido aquele proposto por

Taira e Marsala (1996), com as modificacdes descritas por Kanellopoulos et al.

(1997) e ja utilizado, em nosso meio, por Judas et al. (2014).
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3.3.1 Anestesia e preparo dos animais

A anestesia foi induzida em cémara fechada com isoflurano a 5%,
seguida de intubacdo e ventilacdo mecanica por meio de ventilador para
roedores (Harvard 683, Harvard Apparatus, Inc, Holliston, EUA). O plano
anestésico foi mantido com isoflurano a 1,5 — 2%. A ventilacdo foi realizada
com FiO, de 100%, volume corrente de 10ml/kg e frequéncia de 70 ciclos por
minuto. Quando em plano anestésico, os animais receberam tramadol na dose
de 5mg/kg intraperitonealmente (para analgesia pos-operatéria) e
pentabidtico® veterinario pequeno porte (Zoetis Indastria de Produtos
Veterinarios Ltda, Campinas-SP) (ANEXO C), na dose de 0,05ml/Kg da
solucdo reconstituida, por via intramuscular, sendo entdo colocados em
decubito dorsal horizontal, para realizacao da tricotomia e antissepsia da regiao
cervical ventral e da regido ventral, proximo a insercdo da cauda, no abdémen.
A fim de evitar-se broncoaspiracdo, 0s animais permaneceram em jejum para
sélidos por 4 horas, antes do procedimento, e em jejum para liquidos por 2
horas, antes do procedimento.

Em seguida, os animais foram posicionados em plataforma cirtrgica
com aquecimento local, para manutencdo da temperatura (37°C). Foi realizada
a disseccdo e cateterizacdo da artéria caudal com um cateter de
politetrafluoroetileno tipo PE 10 para monitorizacdo da presséao arterial média
distal (PA Distal), coleta de gasometrias (pré e pés oclusdo aortica) e
administracdo hormonal/veiculo. O controle da pressao arterial média proximal
(PAi proximal) foi feito de maneira indireta por meio da dissec¢do e

cateterizacdo distal (cranial) da artéria carotida comum esquerda com um
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cateter de politetrafluoretileno tipo PE 50 (Figura 2).

PAi Prox.

Artéria carotida
externa esquerda

Arco aodrtico :

=
PA Distal

Figura 2. Representacdo esquematica do modelo cirdrgico utilizado (Judas, 2013 -
reproduzido com permissédo). PA: pressdo arterial. PAi Prox.. pressdo arterial
indireta proximal

3.3.2 Inducédo daisquemia medular

Para a inducdo da isquemia medular foi, inicialmente, administrada
heparina por via arterial (100Ul/kg) e introduzido um cateter de Fogarty® 2Fr
(Edwards Lifesciences LLC — Irvine, EUA) na artéria carétida comum esquerda,
avancado caudalmente, por cerca de 10 a 12 cm na aorta toracica
descendente/abdominal; em seguida, procedeu-se a insuflacéo parcial (0,04 ml
de solucéo fisiologica a 0,9%) e posterior gentil tragcdo no sentido cranial até o
posicionamento correto do baldo no 6stio da artéria carotida comum esquerda.
Nessa posicdo conseguiu-se também a oclusdo do 6stio da artéria subclavia

esquerda, sendo o baldo entdo completamente insuflado até a ocluséo total da
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aorta descendente (aproximadamente 0,08 a 0,1 ml de solucéo fisiolégica a
0,9%). A aorta toracica descente proximal permaneceu entdo ocluida por um

periodo total de 12 minutos.

3.3.3 Controle das pressdes durante a oclusao

Neste modelo € de fundamental importancia o controle da pressao PAI
proximal durante a oclusdo adrtica - seus valores devem permanecer 0 mais
proximo possivel a 40 mmHg (Taira e Marsala, 1996; Kanellopoulos et al.,
1997). Com este intuito, a concentracdo do anestésico inalatorio isoflurano foi
aumentada para 5% logo apoOs a insuflacdo do baldo e graduada de acordo
com a resposta pressérica do animal. Tal manobra permitiu o controle
adequado da PAi proximal durante o tempo de oclusao aodrtica.

Como critério de eficiéncia na oclusao aodrtica, considerou-se a obtengéo
imediata e sustentada da perda da curva de pressdo arterial média na artéria
caudal (PA distal), com niveis pressoricos idealmente ndo superiores a 10

mmHg.

3.3.4 Determinagcdo do hemograma basal dos animais

Amostras de sangue (20 ul) foram coletadas da cauda do animal apds
a inducdo anestésica. Contagens total e diferencial das células foram
realizadas com auxilio de um analisador hematologico (BC-2800vet, Mindray,

China).



Métodos 2()

3.3.5 Determinacao dos niveis plasmaticos hormonais

Dez minutos apds a desinsuflacdo do cateter de Forgarty® (periodo de
reperfuséo) foram coletadas, nos trés grupos de estudo, amostras sanguineas
para a realizacdo de dosagens de 17B-estradiol e progesterona. As amostras
sanglineas para este fim foram coletadas por meio do cateter da artéria
caudal. As concentracbes circulantes dos hormoénios foram determinadas
utilizando-se kits de ELISA (enzyme-linked immunonosorbent assay), seguindo

as instrucdes do fabricante (USCN Life Science, Wuhan, China).

3.4 Controles e cuidados no pés-operatério

Apos o procedimento cirdrgico, a condicdo hemodinamica dos animais
foi monitorada por meio da manutencéo das linhas pressoricas por 20 minutos.
Nos primeiros 10 minutos ap6s a reperfusdo foi colhida nova gasometria
arterial pelo acesso da artéria caudal e feita reposicdo volémica com solucdo
fisiolégica 0,9%, conforme necessario. Estando o animal hemodinamicamente
estavel, as linhas arteriais foram retiradas, as incisdes fechadas e o animal
extubado.

Para analgesia pés-operatoria foi adminstratado paracetamol por via
oral (8,3 ml de xarope com concentracdo de 32mg/ml diluidos em 500 ml de
agua ofertada ao animal — ad libitum) durante os primeiros 3 dias poés-
procedimento. Considerando uma ingesta diaria de 20ml de agua, a dose
administrada foi de aproximadamente 30mg/kg.

Para o controle de eventuais crises convulsivas no pos-operatorio, foi
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administrado midazolam intraperitonealmente na dose de 5mg/Kg.

3.5 Avaliacdo da funcédo locomotora

A avaliacdo da funcdo motora dos animais foi realizada no 1°, 3°, 5°, 7°
e 14° dias poés-operatdrios. Dois examinadores independentes, cegos em
relacdo ao procedimento, realizaram a analise, baseando-se na escala de
Basso/Beattie/Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995). Esta avaliacdo foi
realizada dentro de um circulo de um metro de didmetro e bordas laterais com
21 cm de altura, por um periodo de quatro minutos para cada animal. A
variacdo de movimentos de cada articulacio dos membros inferiores
(tornozelo, joelhos e quadris), posicdo do abdbémen, sustentacdo do corpo,
posicdo das patas posteriores, equilibrio, locomocéo, coordenacdo de passo e
posicdo de cauda foram avaliados. De acordo com esses critérios, 0s animais
foram classificados em escore de 0 a 21 pontos, onde O representou auséncia
de movimentacdo e 21 movimentacdo, equilibrio e coordenacdo normais
(ANEXO D). Os dados foram coletados por meio de uma ficha propria para a

coleta de dados do teste (ANEXO E).

3.6 Eutanasia, amostras dos tecidos e descarte dos animais

Ao final de 2 semanas os animais foram submetidos a anestesia
profunda, por meio da injecéo intraperitoneal de uma dose de 50 mg/kg de
pentobarbital. Para a retirada da medula espinhal e sacrificio dos animais foi

realizada a decapitagcdo, com consequente abertura cervical do canal medular.
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Por meio da injecdo de solucdo salina fisiologica gelada na parte distal do
canal, impeliu-se a saida da medula espinhal de maneira intacta. O material
obtido foi entdo comparado a medicdo prévia da coluna vertebral de cada
animal — realizada antes do sacrificio - e seccionado 0 segmento da transicéo
toracolombar T10-L3. Este segmento foi imerso em hexano, congelado em
nitrogénio liquido e armazenado a -80 °C. Os animais foram descartados

segundo as normas vigentes para incineracao.

3.7 Analise histoldgica e morfométrica

Trés cortes histolégicos parafinados da transicdo téraco-lombar (T10-
L3) da medula espinhal (4um) de cada animal, devidamente identificados e
corados pela hematoxilina e eosina (H&E), foram examinados a microscopia de
luz, sem o conhecimento do patologista a qual grupo do experimento pertencia
a amostra.

Foi analisado o numero de neurbnios viaveis por area de substancia
cinzenta da porc¢ao ventral medular (corno anterior). Para leitura das laminas,
foi utilizado o software de andlise de imagens NIS-Elements (Nikon, Tokio,
Japéao). Células neuronais foram consideradas viaveis quando apresentavam
citoplasma claro, com pontilhados basofilicos (contendo substancia de Nissl) e

a presenca de nucléolos (Saito et al., 2011; Judas, 2013).

3.8 Anélise Imunohistoquimica

Apoés a eutanasia, a medula espinhal foi retirada e o segmento da
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transicao toracolombar T10-L3 foi imerso em hexano, congelado em nitrogénio
ligudo e armazenado a -80 °C. Cortes seriados (8um de
espessura) foram colocados sobre |aminas de vidro silanisadas (Starfrost®,
Knittelglass, Alemanha) e as amostras, fixadas em acetona gelada por 10 min.
As laminas foram lavadas com solucao tampao TRIS salina (TBS), seguido de
blogueio de sitios inespecificos com tampao de bloqueio (Superblock®, Thermo
Scientific, EUA). Para a imunodetecgéo, os cortes teciduais foram incubados
com anticorpos primarios (anti-Bcl2 ou anti-anexina V; Abcam, Reino Unido),
com diluicdo de 1:100, por 1 hora, a 37°C. Depois do enxague, os cortes foram
incubados com anticorpos conjugados-secundérios FITC (Millipore, EUA), em
uma diluicido de 1:200, por 2 horas, a 37°C. Controles negativos foram
realizados com aincubacdo na auséncia dos anticorpos primarios. Para a
andlise de necrose, os cortes foram incubados com iodeto de propidio (Abcam,
Reino Unido). O sistema usado para aquisicdo das imagens incluiu uma
camera digital Axiocam MRc (Zeiss, Alemanha) combinada a um microscopio
triocular fluorescente (Axio Imager A2, Zeiss, Alemanha). Todas as imagens
foram captadas utilizando-se o software AxioVision L.E. (Zeiss, Alemanha). Os

resultados sé@o apresentados em fracdo de area marcada por area total.

3.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos & analise estatistica de acordo
com o tipo de distribuicdo das variaveis. As variaveis parameétricas, ou seja, as
gue tiveram aceitas a hipétese de normalidade e igualdade das variancias por

meio, respectivamente, dos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett's, foram expressas
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por meio da média e erro padrao da média, sendo aplicado o teste de Analise
de Variancia (ANOVA), complementado pelo teste de Tukey. As variaveis com
distribuicdo ndo paramétrica foram expressas pelas medianas e quartis, sendo
aplicado o teste de Kruskal-Walis, complementado pelo teste de Dunn. O nivel
de significancia fixado na aplicacdo dos testes estatisticos foi de 5% e o

software utilizado para auxiliar nas andlises foi o GraphPad® Prism, vers&o 6.0.



4. Resultados
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Trinta e dois animais sobreviveram as primeiras 24 horas apos o
trauma cirurgico inicial, tendo sido submetidos pelo menos a primeira avaliacao
clinica da sua funcédo locomotora, compreendendo a amostra do presente
estudo. A distribuicho da amostra foi de 12 animais no grupo ESTRO, 8
animais no grupo PROG e 12 animais no grupo CONTROLE. O peso médio
dos animais foi semelhante nos 3 grupos, sendo de 358+7g no grupo ESTRO,
358+8g no grupo PROG e 369+12g no grupo CONTROLE.

A mortalidade global apds a primeira avaliacdo neuroldgica foi de 9
animais (28,1%). No grupo ESTRO houve 4 mortes (duas no 7° dia, uma no 12°
dia e uma no 13° dia); no grupo PROG houve 1 morte no 2° dia (o animal foi
submetido a eutanasia neste dia por apresentar critérios de sofrimento
previamente estabelecidos) (ANEXO B); no grupo CONTROLE houve 4 mortes
(trés no 3° dia e uma no 7° dia).

Considerando os valores hematimétricos iniciais (Tabela 1), bem como
os valores de gasometria pré e pés isquemia (Tabela 2), ndo houve diferenca
entre os grupos estudados. Em relagdo aos parametros hemodinamicos,
durante o experimento ndo houve diferenca nos valores da PAi proximal entre
0s grupos, porém houve diferenca nos valores da PA distal (P=0,013). Esta
diferenca deveu-se exclusivamente a uma PA distal menor no grupo ESTRO
aos 5 minutos de reperfusdo, quando comparado ao grupo CONTROLE

(Tabela 3).
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Tabela 1- Distribuicdo dos parametros hematimétricos nos grupos de estudo.

Y — ESTRO PROG CONTROLE pb
(n=12) (n=8) (n=12)

Leucdcitos (x10%/L) 13,22 + 0,86 12,71 + 1,06 13,49+ 0,87 0,851
Linfocitos (X109/L) 8,25+ 0,58 7,94 £ 0,62 8,27 £ 0,58 0,922
Monocitos (X109/L) 0,43 £ 0,03 0,41 + 0,04 0,47 £ 0,04 0,651
Granulécitos (x10%L) 4,53 + 0,29 4,36 + 0,44 4,76 + 0,33 0,734
Hemacias (x10%%/L) 8,40 + 0,16 8,30 + 0,27 8,50 + 0,19 0,810
Hemoglobina (g/L) 13,6 + 0,25 139,1 0,57 13,8+ 0,32 0,832
Hematdcrito (%) 49,28 +0,77 50,36 £ 1,49 49,54 + 0,91 0,763
Plaquetas (x10%/L) 999,3+70,71 1146,0 + 67,42 1129,0+142,89 0,567

& Dados apresentados como média + erro padrdo da média. ® ANOVA.
ESTRO: grupo tratado com 17B-estradiol. PROG: grupo tratado com progesterona.

Tabela 2- Distribuicdo dos parametros de gasometria arterial nos grupos de

estudo.
VirifGelet ESTRO PROG CONTROLE pP
(n=12) (n=8) (n=12)

1’ antes da oclusao adrtica
pH 7,48+0,03 7,50+0,02 7,51+0,03 0,624
PCO2 (mmHg) 23,03+1,85 26,00+1,43 21,86+2,19 0,435
pO2 (MmHQ) 231,6 £25,7 279,6 34,9 288,9+ 39,2 0,490
HCO3 (mmol/L) 16,59 +0,71 20,09+£094 17,21+1,01 0,059
Lactato (mmol/L) 443+0,46 363+032 4,31+0,26 0,407
Hemoglobina (g/dL) 10,8+0,5 11,2204 10,6 +0,5 0,717

10’ apds a oclusao adrtica
pH 7,33+£003 7,33+£0,02 7,38x0,03 0,394
PCO2 (mmHg) 29,16 £ 2,64 28,19+1,87 2499+2,03 0,421
pO2 (mmHg) 258,6 + 27,4 251,5+31,1 328,8+28,8 0,150
HCO3 (mmol/L) 14,63+0,79 1454+0,49 14,46 +0,83 0,989
Lactato (mmol/L) 6,19+064 5,78+£0,53 6,36 0,49 0,394
Hemoglobina (g/dL) 11,7+£0,5 12,2%06 11,0+06 0,363

2 Dados apresentados como média + erro padrédo da média. ® ANOVA.
ESTRO: grupo tratado com 17B-estradiol. PROG: grupo tratado com progesterona.



Resultados 28

Tabela 3- Distribuicdo dos parametros hemodinamicos nos grupos de estudo.

Variaveis® ESTRO PROG CONTROLE
(n=12) (n=8) (n=12)

PA distal (mmHg)

Basal 81.1+6.5 84.1+ 2.8 74.6+6.9
4’ oclusdo adrtica 8.2x0.9 109+£1.2 9.9+0.9
8’ ocluséo aortica 8.6+0.8 9.1+£0.8 8.1+0.8
12’ ocluséo adrtica 8.4x0.7 8.7+0.9 7505
5 reperfusdo 43.1+3.5° 66.0+5.5 78.0+6.9
10’ reperfusao 71.2+5.6 86.8+5.4 79.7£8.0
15’ reperfusao 80.0x45 828+ 35 72.7+5.6
20’ reperfusao 74,6 £3,8 81,0+35 81,8+6,1
PAi proximal (mmHg)

Basal 34.4+3.4 38525 38.2+5.3
4’ oclusdo adrtica 348+28 39.5+29 42.8+2.3
8’ ocluséo aortica 41.0+2.4 36.5+27 41.0+24
12’ oclusédo adrtica 405+ 2.6 40.8 +2.8 413124
5’ reperfuséo 31.7+£4.6 29.8+49 37.1+4.9
10’ reperfusao 429+ 2.6 458+ 4.0 41.8+5.8
15’ reperfusao 43.8+2.1 39.7+27 32.7+5.6
20’reperfusao 37,5+3,1 38,3+3,0 47,5+6,2

®Dados apresentados como média + erro padrdo da média. bP<0,0001.
PA=pressao arterial. PAi=pressao arterial indireta. ESTRO: grupo tratado com 173-estradiol.
PROG: grupo tratado com progesterona.

4.1 Niveis plasmaticos hormonais

A concentracdo de 17B-estradiol no grupo ESTRO foi de 707,1 + 73,8
pg/ml, a concentragdo de progesterona no grupo PROG foi de 567,9 + 2135

ng/ml, enquanto que os niveis de 17B-estradiol e progesterona no grupo
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CONTROLE foram, respectivamente, 24,0 + 6,1 pg/ml e 0,73 + 0,36 ng/ml

(Figuras 3 e 4).

Estradiol
'—g 1200 - .
S P<0,0001
(@]
e
«©
o
@
(2]
o 6004
o
O
o
c
(0]
(8]
c
8 0 - —— e
ESTRO CONTROLE

Figura 3 - Concentragdes séricas de estradiol no grupo tratado com estradiol (ESTRO) e no
grupo CONTROLE.
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Figura 4 - Concentragfes séricas de progesterona no grupo tratado com progesterona (PROG)
e no grupo CONTROLE.
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4.2

Andlise da funcao locomotora

Conforme descrito na metodologia, dois avaliadores independentes

(APENDICE A; APENDICE B), utilizaram a escala BBB para graduacdo da

funcdo locomotora dos animais, considerando-se a média das duas avaliacdes

(Figura 5). No 1° dia po6s-operatério houve comprometimento importante da

funcdo locomotora, nos trés grupos estudados, havendo recuperacao parcial do

déficit motor, semelhante nos 3 grupos, ao final do periodo de observacéo (14°

dia pés-operatorio).

20+

10+

Dia 01 Dia 03 Dia 05
P=0,879 P=0,543 P=0,552
20 204 0
T T L = &£ L T
154 15
104 104
5- 54 5+
. . . - . . 0 . . -
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Figura 5 - Andlise da fun¢do locomotora utilizando-se dos escores da escala BBB (Basso,
Beattie e Bresnahan) durante o periodo de observag¢édo de 14 dias nos 3 grupos
estudados. ESTRO: grupo que recebeu 17B-estradiol. PROG: grupo que recebeu
progesterona. Numeros entre parénteses indicam o nimero de animais estudados
em cada dia de analise. Dados estédo apresentados em mediana, quartis, maximo

e minimo.
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4.3 Analise histolégica
A andlise histolégica da substancia cinzenta do corno anterior medular
evidenciou neurbnios escassos e vacuolizacdo celular importante nos 3 grupos

estudados. O numero de neurbnios viaveis por area de analise nao foi diferente

entre os grupos no 14° dia de observacéo (Figura 6).

Neurodnios Viaveis

T

P=0,855
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w

/
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numero

ESTRO PROG CONTROLE

Figura 6 - NUmero de neurdnios vidveis por area presentes na substancia cinzenta da porcao
ventral medular no 14° dia ap6s trauma de isquemia-reperfusdo medular nos 3
grupos de estudo. ESTRO: grupo que recebeu 17B-estradiol. PROG: grupo que
recebeu progesterona. Dados estdo apresentados como media + erro padrdo da
média.

4.4 Analise imunohistoquimica

A morte celular foi avaliada no tecido medular coletado por
imunohistoquimica. A apoptose foi avaliada a partir da expressao dos
marcadores anexina V e caspase 3. Além disso, foi realizada a marcacéo da

proteina Bcl-2, que esta envolvida no controle da apoptose. Nao foi observada
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marcacao positiva nos ensaios com 0 anticorpo anti-caspase 3 utilizado. Em
relacdo a anexina V e ao Bcl-2, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos estudados. Para avaliacdo da presenca de células necréticas
foi utilizado o iodeto de propidio (Pl) e a marcacao obtida ndo diferiu entre os 3

grupos (FIGURA 7).
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Figura 7- Andlise imunohistoquimica da porcdo ventral medular no 14° dia apds trauma de
isquemia-reperfusdo medular nos 3 grupos de estudo. ESTRO: grupo que recebeu
17B-estradiol. PROG: grupo que recebeu progesterona. Dados estdo apresentados
como media + erro padrdo da média.
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Levando-se em consideragdo 0 impacto da LMI, manifestada
clinicamente como paraplegia ou paraparesia, no poés-operatorio das
intervencdes na ATD e ATA, na qualidade de vida do individuo, bem como na
repercussao social e econdmica para sua familia e para a sociedade, o
desenvolvimento de novas terapias que previnam esta complicacdo
devastadora torna-se primordial.

No presente estudo, evidenciamos que a administracdo aguda, em
dose Unica, de estradiol ou de progesterona, 30 minutos antes da oclusdo
transitoria da aorta toracica descendente proximal de ratos machos, nao foi
capaz de prevenir ou atenuar a lesdo medular isquémica, quando analisamos a
funcdo locomotora e as alteragGes histoldégicas dos animais até o 14° dia de
observacdo. Nossos achados ndo dao suporte para o uso de horménios
femininos como substancia neuroprotetora da LMI.

Considerando especificamente a lesdo medular secundéaria ao trauma
de isquemia-reperfusdo, o presente modelo de isquemia-reperfusdao medular
em ratos tem sido extensamente utilizado para testar medidas farmacoldgicas
adjuntas de neuroprotecdo medular em cirurgia da ATD e ATA, tais como 0 uso
de esmolol e landiolol (Umehara et al., 2010), a administracdo de sinvastatina
(Saito et al., 2011) e o uso de interleucina-10 (Oruckaptan et al., 2009).
Portanto, pareceu-nos adequada a utilizacdo deste modelo para testar a
hip6tese de que a administracdo de 17B-estradiol ou de progesterona poderia
prevenir a LMI ou, pelo menos, atenuar a lesao inflamatdria secundaria, por
meio dos seus efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e antiapoptoticos. Vale a

pena salientar que, nos trabalhos acima citados, os animais foram sacrificados
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em 24-48h poés-procedimento, ndo tendo sido estudados, portanto, os efeitos
clinicos e histologicos de longo prazo das substancias testadas.

Importante ressaltar que este modelo de isquemia-reperfusdo medular
acarreta, além da lesdo de isquemia-reperfusdo medular, uma lesdo de
isquemia-reperfusdo visceral (figado/intestino/rins) ndo menos importante, o
que podemos comprovar pela alta mortalidade global (28,1%) por nés
encontrada, mortalidade esta que seria ainda maior se considerassemos 0s
animais que morreram antes da 1% avaliagdo neurolégica, situacdo que nao
fazia parte do escopo deste estudo. Dados oriundos do nosso Laboratério
(ainda ndo publicados) ja apontam positivamente para os efeitos anti-
inflamatorios e antiapoptoticos agudos do 17p-estradiol em ratos machos,
previamente tratados com 17B-estradiol, submetidos a trauma de isquemia-
reperfuséo intestinal, demonstrando inclusive melhora na elevada mortalidade
pds-operatoria precoce.

Confrontando nossos achados com os de estudos pré-clinicos do uso
de hormdnios femininos no traumatismo medular contuso (Swartz et al., 2007;
Samantaray et al. 2011; Labombarda et al., 2011; Garcia-Ovejero et al., 2014),
gue apontam, ainda que nao uniformemente, para um efeito neuroprotetor ou
neurorregenerador de ambos hormonios, pontuamos que 0S mesmos tiveram
como racional o tratamento de uma lesdo medular secundaria a contuséo
pregressa da medula espinhal, o que difere do nosso racional de prevencgao ou
atenuacdo de uma lesdo medular secundaria ao futuro trauma de isquemia-
reperfusdo. Ha também a diferenca nas alteracfes teciduais medulares nos
dois mecanismos de trauma diferentes., O trauma contuso provoca uma leséo

medular pontual, estando os demais segmentos medulares integros; ja o
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traumatismo por isquemia-reperfusdo provoca uma lesdo medular mais
extensa.

Em relacdo a escolha das doses hormonais administradas, o 17p-
estradiol na dose de 280ug/Kg foi utilizado, previamente, em modelo de
isquemia-reperfusao intestinal, com resultados positivos (Breithaupt-Faloppa et
al., 2013; Breithaupt-Faloppa et al., 2014) e a dose de 4mg/kg de progesterona
foi escolhida por ser a menor dose utilizada na literatura em estudos de
isquemia-reperfusio cerebral (Deutsch et al., 2013). E importante salientar que
comprovamos a presenca de niveis sistémicos terapéuticos de ambos o0s
horménios durante o periodo de oclusdo aortica, ja que ambos foram
administrados 30 minutos antes da oclusao, por via intra-arterial e, 10 minutos
apos o inicio da reperfusao, foram detectados niveis terapéuticos elevados de
ambos os hormonios nas dosagens séricas realizadas nos animais.

Os valores da PA distal e de PAi proximal durante o periodo de ocluséo
aodrtica foram mantidos rigorosamente nos niveis recomendados pelo modelo
utilizado (Taira e Marsala, 1996; Kanellopoulos et al., 1997), demonstrando a
uniformizacéo do trauma de isquemia-reperfusdo por meio da técnica cirurgica
empregada no modelo experimental utilizado. Durante o periodo inicial de
reperfusdo, acreditamos que a hipotensédo transitoria no grupo ESTRO aos 5
minutos deveu-se aos conhecidos efeitos vasodilataroes 17p-estradiol, por
meio da potencializacdo da enzima sintase de 6xido nitrico endotelial e da
prostaciclina endotelial (Orshal e Khalil, 2004; Kong et al., 2015); visto que
houve boa resposta a reposicdo volémica com solucao fisiologica e que, ndo
houve diferenca entre os grupos nos valores de hemoglobina sérica dosados

aos 10 minutos de reperfuséao.
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5.1 17B-estradiol

Grande parte da evidéncia pré-clinica do efeito neuroprotetor do 17f-
estradiol em lesdo cerebral isquémica advém de estudos nos quais 0s
espécimes cerebrais foram coletados entre 22 e 24 horas pos leséo (Alkayed et
al., 1998; Zhang et al., 1998; Thomas et al., 1998; Wise & Dubal, 2000). Sendo
assim, ha caréncia de informacéo sobre o desfecho neurolégico a longo prazo.
A parte do fato de estarmos estudando a lesdo medular isquémica medular e
nao cerebral, nossos animais foram observados por 2 semanas, ficando
prejudicado o confrontamento dos nossos resultados com os desses estudos
com sacrificio precoce.

Considerando especificamente a lesdo medular secundaria a isquemia-
reperfusdo, Khalaj et al. (2011), administrando 17B-estradiol (1mg/Kg) 30
minutos antes da oclusdo transitoria da aorta abdominal de coelhos, e
sacrificando os animais 48h apds o trauma de isquemia-reperfusdo, detectaram
melhores escores clinicos nas andlises de funcédo locomotora de 6, 24 e 48h
nos animais tratados. Em nosso estudo, mesmo no 1° e 3° dias pos-
operatorios, ndo houve diferenca na andlise clinica da funcdo locomotora entre
os grupos. Khalaj et al. (2011) também encontraram mais neurdnios viaveis nos
espécimes medulares do grupo tratado com 17B-estradiol, bem como menor
marcacao imunohistoquimica no grupo tratado, o que significa menor grau de
apoptose celular 48h ap6s o trauma de isquemia-reperfusdo. Ndo fomos
capazes de reproduzir seus resultados no presente estudo, mas acreditamos
que alguns pontos merecem atencdo. Primeiramente, eles utlizaram um

modelo de ocluséo de aorta abdominal infra-renal, o que acreditamos ter menor
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impacto na extensdo da lesdo medular isquémica e mesmo menor lesdo de
isquemia-reperfusdo sistémica e visceral do que a oclusdo da aorta toracica
descendente proximal (juntamente com a oclusdo da artéria subclavia
esquerda), utilizada em nosso estudo. Em segundo lugar, ndo foi avaliado o
desfecho funcional e/ou histolégico dos animais a longo prazo, chegando, os
autores, a apontar que um periodo maior de acompanhamento pos-operatério
poderia esclarecer se 0 173-estradiol teria prevenido ou somente postergado o
surgimento de eventuais déficits funcionais nos animais tratados. Finalmente,
utilizaram uma espécie diferente de animal (coelho), com irrigacdo medular
puramente segmentar (Kanellopoulos et al., 1997), bem diferente da irrigacao
medular da espécie humana (Morishita et al., 2003), enquanto que ha evidéncia
sélida (Tveten 1976; Koyanagi et al.,, 1993) de que ratos apresentam uma
irrigacdo arterial medular muito semelhante a de humanos, sendo este um dos

motivos de seu uso no presente trabalho.

5.2 Progesterona

Nossos resultados, utilizando a progesterona com intencdo de
neuroprotecdo, também n&o podem ser diretamente confrontados com os
resultados positivos encontrados por Kumon et al (2000) em modelo de AVCi,
visto que, além da diferenca no modelo de isquemia-reperfusdo por nés
utilizado ja pontuada anteriormente, nosso estudo difere no fato de termos
usado uma administracdo em dose Unica da progesterona, em oposicdo a

suplementacao diaria durante o periodo de observacéo por eles utilizada.
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Levando-se em conta especificamente a lesdo medular secundaria a
isquemia-reperfusdo, Vandenberk et al. (2013) administraram progesterona
imediatamente ap0s a oclusdo transitoria da aorta abdominal de coelhos e
sacrificaram os animais tratados, na 4% e 6 horas pds-reperfuséo, e os animais
ndo tratados (grupo controle), na 2% hora pds-reperfusédo. Histologicamente,
observaram que o numero de neurdnios viaveis foi menor no grupo controle
nao tratado, mas ndo avaliaram o déficit neurolégico funcional dos animais e
nem o grau de apoptose celular. Em seu relato, além das diferencas ja
pontuadas no modelo de isquemia-reperfusdo utilizado, ndo foi avaliada a
funcdo locomotora dos animais, tendo sido analisada somente a injuria do
tecido medular na 4% e 6% hora apds reperfusdo, em oposicdo a nossa
avaliacdo histologica no 14° dia apds reperfusdo. Por fim, optaram pela
administracdo hormonal no inicio da reperfusdo, provavelmente buscando o
tratamento da lesdo de reperfusdo, sem a intencdo de prevenir a injdria
isquémica inicial durante o periodo de oclusdo aodrtica, o que foi parte do

racional do nosso estudo.

Uma limitacdo do nosso estudo foi a opgao pela utilizacdo da
administracdo hormonal aguda, em dose Unica. Entretanto, nossa intencdo nao
foi a de tratar os animais portadores da LMI pds-operatéria, mas sim a de
prevenir ou atenuar a lesdo causada pelo trauma inicial, razdo pela qual
administramos os horménios 30 minutos antes da oclusédo adrtica transitoria
dos animais. Tinhamos ciéncia de que a lesdo de isquemia-reperfusdo dar-se-
ia ao longo do tempo, dai utilizarmos o 17B-estradiol e a progesterona em

doses terapéuticas, visto que, considerando suas meias-vidas de 14-16h e 34-
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55h respectivamente, teriamos concentracbes séricas elevadas tanto no
periodo de oclusdo adrtica quanto no periodo de reperfuséo inicial, como
demonstrado pelos niveis hormonais séricos aos 10 minutos de reperfuséo.
Ademais, preocupamo-nos em evitar os efeitos adversos da administracédo
continuada de horménios sexuais femininos, tais como eventos trombaticos e
efeitos feminilizantes, especialmente quando levado em consideracao o fato de
que a maior parte dos portadores de patologia aortica € do sexo masculino.
Fundamentalmente, do ponto de vista translacional, a administracdo hormonal
aguda nos pareceu ter maior aplicabilidade clinica antes das intervencdes
cirdrgicas na ATD e ATA. Todavia, novamente considerando que a lesédo de
isquemia-reperfusdo, ao invés de um evento pontual, € um processo composto
por uma cadeia de eventos que acontecem ao longo do tempo, ndo sabemos
se uma eventual suplementacdo hormonal durante um periodo maior de tempo
pbs-operatorio poderia ter nos levado a um desfecho neurolégico diferente nos

animais tratados.
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Os resultados apresentados neste estudo demonstram que:

A administracdo aguda, em dose Unica, de 17B-estradiol, antes da
oclusédo transitoria da aorta toracica descendente proximal de ratos, nao
preveniu as alteracdes da fungcédo locomotora dos animais, secundarias a
lesdo de isquemia-reperfusdo medular, durante o periodo de 2 semanas
de observacéo.

A administragdo aguda, em dose Unica, de 17B-estradiol, antes da
oclusao transitéria da aorta toracica descendente proximal de ratos, ndo
preveniu as alteracGes histopatologicas do tecido medular, secundarias
a lesdo de isquemia-reperfusdo medular, no periodo de 2 semanas de
observacéo.

A administracdo aguda, em dose Unica, de progesterona, antes da
ocluséo transitoria da aorta toracica descendente proximal de ratos, nao
preveniu as alteracdes da funcéo locomotora dos animais, secundarias a
lesdo de isquemia-reperfusdo medular, durante o periodo de 2 semanas
de observacéo.

A administracdo aguda, em dose Unica, de progesterona, antes da
ocluséo transitdria da aorta toracica descendente proximal de ratos, nao
preveniu as alteracdes histopatologicas do tecido medular, secundarias
a lesédo de isquemia-reperfusdo medular, no periodo de 2 semanas de

observacéao.
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ANEXO A
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A CEUA do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. em sess@o de 14/08/2013, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 251/13 intitulado: “EFEITO DA ADMINISTRACAO
AGUDA. DE 17 BETA-ESTRADIOL E PROGESTERONA EM MODELO
EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA-REPERFUSAO MEDULAR?” que utilizara
30 animais da espéciec Rato Wistar macho, apresentado pela COMISSAO
CIENTIFICA DO INCOR.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP, o
relatorio final sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de
Animais - Lei N° 11.794 -8 de outubro de 2008).

Pesquisador (a) Responséavel: Luiz Felipe Pinho Moreira
Pesquisador (a) Executante: Leonardo Pessoa Cavalcante

CEP-FMUSP, 18 de Setembro de 2013.
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Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissfo de Etica no Uso de Animais

ya Clustaswnra -

Prof. Dr. Roger Chammas
Coordenador
Comité de FEtica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
e-mail: ce p.im@usp.br
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Score

ANEXO B

TABLE 4. ANIMAL MONITORING CRITERT

2

5

15

20

Body weight

Physical appearance

Behavior /activity

Clinical signs

Lesions /autotomy

Tumors/cysts

0-4% weight loss

Normal

Normal mobility
above and
contralateral to
injury

None

No lesions

None

5-9% weight loss

Redness or scab on
wound

10-14% weight loss
General lack of

grooming or
alopecia

Less mobile, but
social and alert

Soft stools or blood
in the urine

Small subcutaneous
tumor or cyst

Dermatitis or minor
porphyrin or
ocular/ nasal
discharge

Less mobile and
isolated, but alert

Shallow or increased
respiratory effort

Open or weeping
surgical wound
(IT or ISA); open
lesion; (self-
mutilating) (ISA)

15-19% weight
loss (IT)

Piloerection,
hunched up or
severe porphyrin
(I

Less mobile and very
still, not alert (IT)

Severe diarrhea or
skin tenting (1 sec)
am

Digit autotomy
beyond second
knuckle on <2
digits (IT)

Tumor or cyst with
small scab; large
tumor or cyst

20% weight loss (IE)

Hunched and eyes
half closed (IE)

No response when
stimulated (IE)

Irregular gasping
respirations or
pale skin; seizures

or
temperature £3°C
of normal (IE)

Autotomy of the
metatarsals, digit
autotomy beyond
second knuckle on
=2 digits or
reopening of lesion
(IE)

Large tumor or cyst
affecting mobility
(IE)

‘The animals are assessed and scored in six categories to generats a composite score. Experimental animals are weighed and monitored daily. In addition to a number of well-defined humane end-
points, a composite score of 20 or above necessitates euthanasia. Using our monitoring system, scores for animals with T3 complete transection SCI and sham injury are generally similar by 14 days post-

surgery.

IT, immediate treatment required; ISA, immediate surgical attention

Fonte: Ramsey et al. (2010).

1; IE, immediate



Anexos 46

ANEXO C

Pentabidtico® veterinario pequeno porte (bula)

(Zoetis Industria de Produtos Veterinarios Ltda, Campinas-SP)

Cada frasco-ampola (1,7g) com pé contém:

Benzilpenicilina benzatina..................oovviiiiiii, 600.000 Ul
Benzilpenicilina procaina .............couevviiiiiiiiiiiiiie e 300.000 Ul
Benzilpenicilina POtasSiCa ..........cccovvvvviiieeiiiiciee e 300.000 Ul
Diidroestreptomicina base (sulfato) ...............oviiiiiiiiiiieee, 250 mg
Estreptomicina base (sulfato) ............cccvvvviiiiiiiiiicii e, 250 mg
Ampola com diluente agua destilada estéril ............cccceeveeiiiieiiniininnnnnn. 3 mi
Fonte: https://www.zoetis.com.br/pentabiotico-veterinario-pequeno-

porte.aspx


https://www.zoetis.com.br/pentabiotico-veterinario-pequeno-porte.aspx
https://www.zoetis.com.br/pentabiotico-veterinario-pequeno-porte.aspx
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ANEXO D

Escala de avaliacdo locomotora de Basso, Beattie ¢ Bresnahan (BBB)

21

Sem movimentos observivels na pata traseira (FT)

Leve movimento de uma das duas aticulagies, usualmente o quadril of'ou o joclho

Exfenso movimento &= uma arficulacio ou exfienso movimento de uma anticulacio & um keve movimento de
outra

Extenso movimento de duas articulaghes

Leve movimento de todas as tnés articulactes da PT

Leve movimento de duas articulaches ¢ extenso movimento da terceira

Extenso movimento de duas articulaghes e keve da ferceira

Extenso movimento de todas as trés afticulaches da PT

Aprastar ou acomdaodacio plantar da FT sem suporte de peso

Acomodagio plantar da PT com supore de peso somenie guando imdvel ouw ocasional. Freglente ou
consistenie apoio dorsal e sem apoio plantar da pata

(kcasional suporte de peso plantar, sem coordenagio FT-PD

Freglente a consistenie suporie de peso plantar @ sem coordenagio PT-PD

Freglente a consistente suporte de peso plantar ¢ ocasional coordenagao PT-PD

Freglente a consistente suporte de peso plantar ¢ freglente coordenagao PT-PD

Suporte de peso plantar consisiente, consisiente coordenacio PT-PD, posicho prdominante da pata durante
& locomogio em rotacdo (infema ou externa). gquando realizado contato inicial no solo quando solto, oo
freqlienie suporie plantar, consisiente coordenacdo PT-PID e ocasionais passadas dorsais

Consistentes passadas plantares ¢ consistente coordenacio FT-PD ¢ sem limpeza dos pés ou ocasional
limpeza dos pés durante a ascensio adiane do membro, posicio predominante da pata ao contato inicial &
paralela a0 corpo

Consistentes passadas plantancs ¢ consistente coordenacao PT-PID duranie a marcha e freqiente limpeza dos
pés durante 8 ascensio adiante do membro, posicio predominanie da pata a0 contato inicial € paralela ac
corpo e rodada ao se levantar

Consistentes passadas plantanzs ¢ consistente coordenacao PT-PID duranie a marcha e freqiente limpeza dos
pés durante & ascensdo adiante do membro, posicio predominante da pata & paralela ao corpo 20 contato
injcial e a0 se evantar

Consistentes passadas plantares ¢ consistente coordenacio PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés durante a ascensdo adiante do membro, posigio predominante da pata ac contato inicial € paralela
a0 corpo & rodada ao se levantar

Consistentes passadas plantares e consistente coordenagio PT-PLY durante a marcha ¢ consistents limpeza
dos pés durante 8 ascensdo adiante do membro, posicio predominante da pata & paralela a0 corpo aoc
contato inicial e ao se bevantar e o rabo estd para baixe parie ou todo o tempo

Consistentes passadas plantares e consistente coordenagio PT-PDY durante a marcha e consistente limpeza
dos pés, posigio predominante da pata € paralkela ac corpo ao contato inicial e ao se levantar, e instabilid ade
dom tronco; o rebo estd para cima consistenie menic

Consistentes passadas plantares ¢ coordenagdo de marcha, consistente limpeza dos pés. Posigio
predominante da pata & paralela por todo o instante, e consistente estabilidade do tromco; rabo
consisteniemente elevado

Mota. Leve: movimento parcial menor gue a metade da amplitude normal. Extensive: movimento maior gue a
metade da amplitude. Varrer: movimentos ritmicos de extensio para flexfio completa e novamente extensio da
PT. Sem suporte de peso: scm contragdo dos misculos extensores da PT durante a acomodagio plantar da pata
ou sem elevacio do quario traseiro. Suporte de peso presenca de contragio dos misculos extensors da PT
durante & scomodagio plantar da pata ou elevacio do quarto traseiro. Apeio plantar pata em contato plantar
com suporte de peso. Apoio dorsal peso supontado pela superficie dorsal em alguns pontos do ciclo da marcha.
Coordenacio PT-PIX para cada passo da pata dianteira um passo da pata traseira & dado. Ocasional: menor oo
igual a 50%. Freqilenbe: maior gue a metade | mas n&o sempre (51-945%). Consistente: quase sempre ou sempre
(95-100%). Instabilidade de tromce; deslocamento lateral do peso que cawse balancar de latero-lateral oo
colapso parcial do tromco.

FONTE: BASSO et al. (1995)
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ANEXO E
Raw:__ Diata PO Escore: E___ I»
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Comment:

& - Sem movimento
5 = Movimento leve
E - Movimento extenso

FONTE: BASSO et al. (1995)]

& — Nada 0%

00— Ocasional <30%

F - Freqliente 51 - 94%
C — Consistente 95-100%

I - Rotagio intema
E - Rotagio Externa
P - Paralela
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9. Apéndice




Apéndice

APENDICE A

AVALIADOR 1
ESTRO lo PO 30 PO 50 PO 70 PO 140 PO
El 19 19 19 21 21
E2 0 0 0 0 0
E3 19 19 19 19 19
E4 0 0 0 0 0
E5 4 7 20 20 21
E6 19 21 21 21 21
E7 19 19 19 19 19
E8 19 19 19 19 19
E9 13 14 14 14
E10 0 0 0
El1l 0 0 0 0
E12 0 0 0 0
mediana 8,5 10,5 16,5 19 19
PROG lo PO 30 PO 50 PO 70 PO 140 PO
P1 0
P2 19 19 19 20 20
P3 21 20 21 21 21
P4 0 0 0 0 7
P5 0 0 0 0 0
P6 20 7 13 17 17
P7 0 0 0 0 0
P8 0 0 0 0 0
mediana 0 0 0 0 7
CONTROLE lo PO 30 PO 50 PO 70 PO 140 PO
C1 0 0 0 0 0
C2 20 20 20 20 20
C3 19 20 20 21 21
C4 20 20 20 20 20
C5 0 0 0 0 0
C6 19 19 20 20 20
C7 19 20 21 21 21
C8 0 0 0 0 0
C9 0
C10 13
Cl1 0
C12 0 0 0 0
mediana 6,5 19 20 20 20




Apéndice

APENDICE B

AVALIADOR 2
ESTRO 1o PO 30 PO 50 PO 70 PO 140 PO
El 14 14 14 14 14
E2 0 0 0 0 0
E3 14 14 16 16 16
E4 0 0 0 0 0
E5 9 12 14 14 18
E6 19 19 20 20 20
E7 14 15 16 18 18
E8 15 16 16 18 19
E9 13 14 14 14
E10 0 0 0
El1l 0 0 0 0
E12 0 0 0 0
mediana 11 13 14 14 17
PROG 1o PO 30 PO 50 PO 70 PO 140 PO
P1 0
P2 13 14 14 16 17
P3 14 15 17 17 19
P4 0 0 0 1 8
P5 0 0 0 0 0
P6 15 8 12 15 15
P7 0 0 0 0 0
P8 0 0 0 0 0
mediana 0 0 0 1 8
CONTROLE 1o PO 30 PO 50 PO 70 PO 140 PO
C1 0 0 0 0 0
C2 13 14 15 14 14
C3 14 15 17 18 18
C4 14 14 14 14 14
C5 0 0 0 0 0
C6 15 17 19 20 20
Cc7 18 19 20 20 20
C8 0 0 0 0 0
C9 0
C10 13
Cl1 0
C12 0 0 0 0
mediana 6,5 14 14 14 14




