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Resumo

Souza FI. Estudo dos efeitos do monossialogangliosideo (GM1) administrado
pela via transdérmica por laser a baixa temperatura, na lesdo medular
experimental em ratos [tese]. S&do Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2011. 134p.

Obijetivo: avaliar os efeitos do monossialogangliosideo (GM1) administrado
pela via de transdérmica por laser a baixa temperatura, apds lesdo medular
experimental em ratos. Métodos: o estudo incluiu 40 ratos Wistar, machos,
com idade entre 20 e 21 semanas, submetidos a lesdo medular contusa pelo
equipamento NYU Impactor, a altura de 25 mm, de acordo com o protocolo
MASCIS. Foram formados 4 grupos de 10 animais. No grupo 1, os ratos
receberam diariamente 0,2 ml de soro fisiolégico, via intraperitoneal; no
grupo 2, GML1 via intraperitoneal, na concentracdo 30 mg/kg por dia; no
grupo 3, sesséo diaria de laser a baixa temperatura na topografia da lesao;
no grupo 4 sessdo diaria de laser contendo GM1 na concentracdo de
30 mg/kg pela via transcutédnea por Laser Ice. Todos 0s animais foram
tratados por 42 dias. Foram avaliados por meio da escala de avaliagao
funcional Basso, Baettie e Bresnahan (BBB) em 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias
apos a lesdo, pelo exame histopatoldgico e por potencial evocado motor
apos 42 dias da lesdo. Resultados: os animais do grupo 4 apresentaram 0s
escores da escala BBB superiores aos demais grupos até a quarta semana,
sendo equiparado aos demais na sexta semana. N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos e as semanas. A avaliacéo
histolégica ndo demonstrou resultados com significAncia estatistica. Os
exames de potencial evocado motor demonstraram maior laténcia média no
grupo 1, sem significAncia estatistica. Conclusdo: o emprego de GM1
associado a laser em baixa temperatura demonstra resultados funcionais
superiores nas primeiras semanas, mas sem evidenciar diferenca
estatisticamente significante.

Descritores: 1.Traumatismos da medula espinal 2.Ratos Wistar 3.GM1
gangliosideo 4.Lasers



Summary

Souza FI. Study the effects of monossialoganglioside (GM1) administered by
transdermal laser at low temperature, the spinal cord injuries in rats [thesis].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2011. 134p.

Objective: To evaluate the effects of monossialoganglioside (GM1)
administered transdermally, and laser at low temperature, in the functional
and histological recovery of spinal cord injury in rats. Methods: Forty male
Wistar rats, aged between 20 and 21 weeks, underwent spinal cord
contusion at NYU Impactor, according to the MASCIS protocol. They were
divided into four groups: in Group 1, rats received 0.2 ml of saline
intraperitoneally daily; in Group 2, GM1 was administered intraperitoneally at
a concentration 30 mg/kg per day; in Group 3, rats were treated with laser at
low temperature on the skin, daily and in Group 4, the daily laser session
also contained GM1. All the groups were treated for 42 days. The animals
were evaluated by the Basso, Baettie and Bresnahan (BBB) functional scale
on days 7, 14, 21, 28, 35 and 42 after injury, and by histopathology and
motor evoked potentials after 42 days of injury. Results: The animals in
Group 4 had higher BBB scores compared to the other groups, until the 4th
week. There were no statistically significant differences between the groups,
or in the comparisons over time, i.e. from one week to the next. Histological
evaluation showed no statistically significant results, and no significant
differences were found in the motor evoked potential tests either. Conclusion:
GM1 associated with the use of low-temperature laser shows no superior
functional, neurological or histological results in the treatment of spinal cord
lesions in rats.

Descriptors: 1.Spinal cord injuries 2.Rats, Wistar 3.GM1 ganglioside
4.Lasers
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Introducgéo 2

A regeneracdo medular € impossivel apdés uma lesdo traumatica
completa, havendo pouca evolu¢do do conhecimento cientifico nos ultimos

anos, afirma Bolton (1899).

Fouad et al. (2011) em revisao da literatura, enfatizam a auséncia de
meétodos terapéuticos eficientes para o tratamento dos pacientes portadores

de lesdo medular.

A descricdo mais antiga de lesdo na coluna vertebral remete aos
papiros de Edwin Smith, datado de 1700 a. C., o qual afirma que tal
“enfermidade nao deve ser tratada” (aput Hughes, 1988). Hipocrates propde
o método de reducdo, objetivando o alinhamento da coluna vertebral por
meio de tracdo axial, aplicando-se a forca corretiva na convexidade da
deformidade. O advento da radiologia transformou-se em um marco, pois
proporciona maior compreensado das caracteristicas e da fisiopatologia das
fraturas na coluna vertebral. Nas ultimas décadas, o desenvolvimento das
técnicas cirdrgicas e dos implantes especiais para a coluna vertebral
possibilitaram grande avanco no tratamento das instabilidades pos-
traumaticas. Em contrapartida, ndo houve evolu¢cdo na terapéutica para

proporcionar regeneracdo medular efetiva (Dietz, 2010).

A incidéncia anual de lesbes medulares varia de 11,5 a 53,4 por

milhdo de habitantes a cada ano, com taxa de mortalidade estimada, entre o
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trauma e o atendimento hospitalar, de 48 e 79%. A prevaléncia média gira
em torno de 583 pacientes com lesdo medular por milhdo de habitante

(Sekhon e Fehlings, 2001; Noonam et al., 2008).

Da Paz et al. (1992) apresentam estudo epidemiolégico, multicéntrico,
realizado em 36 hospitais publicos, de sete capitais brasileiras, demonstrando
gue a incidéncia de pacientes do sexo masculino é de 81%, geralmente em
idade produtiva, e as causas mais frequentes de lesdo medular sdo os

acidentes de transito (42%), lesdes por arma de fogo (27%) e quedas (15%).

O impacto pessoal, social e econbmico da lesdo medular é
imensuravel. O individuo vitimado pelo trauma espinal passa a ter uma nova

percepcdo do mundo, das pessoas, do trabalho, das limitacdes fisicas.

A prevaléncia de dor crénica é muito alta (98,4%), sobretudo nos
ombros (61,4%) e na regido lombar (57,5%) (Raichle et al. 2007). Apresentam
também disturbios do sono (43%) (Brito, 2007), disfuncdo sexual em mais de
90% (Sodré, 2007), espasticidade em 60% (Singh et al., 2008), osteoporose
(Dionyssiotis et al., 2011), possiveis alteracbes gastrointestinais (Kabatas et
al., 2008). A expectativa de vida é reduzida, especialmente no primeiro ano, e
as principais causas de morte sdo a presenca de Ulceras de presséo,
infeccBes respiratorias e urinarias, internagcdes em UTI, amputaces, fraturas

e depressao maior (Krause et al., 2008).

Na fase cronica, os pacientes portadores de lesdo medular estédo
propensos a desenvolver doencgas psiquicas e fisicas. O disturbio psiquiétrico

mais comum é a depressao, embora se possa caracterizar o isolamento social,
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a perda da auto estima e a sensacdo de inferioridade, como alteraces

comportamentais hdo necessariamente patologicas (Banerjea et al., 2008).

Priebe et al. (2007) estimam os custos referentes ao tratamento de
portadores de lesdo medular traumatica. Demonstram que o0s custos do
primeiro ano e anos subsequentes nos pacientes tetraplégicos altos sao de
740 mil e 130 mil ddlares, respectivamente, ao passo que 0s valores nos
paraplégicos, se situam entre 270 mil e 27 mil délares. As despesas com as
modificacdes das residéncias (21 mil délares), do carro (de 1 a 65 mil),
cuidados diarios (21mil/ano) e trabalhistas (57 mil délares/ano) completam o

montante de gastos permanentes.

O progressivo avanco tecnoldgico pode proporcionar aumento da

expectativa de vida dessas pessoas.

E imperativo o tratamento continuo por equipes multidisciplinar e
multiprofissional, buscando atenuar ao maximo o devastador impacto na

qualidade de vida desses individuos (Singh et al., 2008).

Em casos com boa evolucédo, Lidal et al. (2007a), em revisdao da
literatura, apontam indices de retorno ao trabalho que variam de 11,5 a 74%.
Citam como principais obstaculos as dificuldades de transporte, limitacdes
fisicas, falta de experiéncia, de educacdo ou treinamento, obstaculos

arquitetonicos, discriminacéo e perda de beneficios.

O tratamento cirdrgico para a estabilizacdo mecéanica e a
descompressdo medular sdo os procedimentos que podem ser realizados

nos casos de fraturas instaveis associadas a compressao medular.

Fabiano Inacio de Souza
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O emprego de drogas para o tratamento das lesdes medulares tem
sido muito estudado. Os experimentos com uso de substancias quimicas sao
conduzidos, em sua maioria, na promocéao da regeneracado neural e na busca
da inativacdo ou da reducdo da cascata secundaria do trauma espinal.
As principais pesquisas avaliam os efeitos do monossialogangliosideo (GM1),
metilprednisolona, dexametasona, tirilazade, naloxona, nimodipina,
eritropoietina, tirotropina, gaciclide, estrégeno, antagonistas do N-metil-D-
aspartato, 4-aminopiridina, SJA6017, neurotropinas 3, 4 e 5, anticorpos
blogueadores dos fatores inibidores da regeneracdo, antioxidantes,
fatores de crescimento (cerebral, fibroblasto, neural, glial), células
progenitoras indiferenciadas e vitaminas C e E (De La Torre et al., 1975;
Nockels e Young, 1992; Coombs et al., 1993; Amar e Levy, 1999; Barros
Filho, 2000; Hall e Springer, 2004; Sribnick et al., 2005; Thuret et al., 2006;
Ledeen e Wu, 2007; Cristante, 2007; Hita, 2008; Qiao et al., 2008;

Duchemin et al., 2008; Akdemir et al., 2008; Cristante et al., 2009a).

Apenas duas dessas drogas podem ser empregadas clinicamente: o
GM1 e a metilprednisolona (Taoka e Okajima, 1998; Taoka et al., 2001),
embora ndo haja consenso sobre os beneficios das suas indicacdes (Hall e

Springer, 2004).

O GML1 é um glicolipidio presente nas membranas celulares de tecidos
neurais e se caracteriza pela capacidade de modulacéo e diferenciagéo celular
as respostas adaptativas locais. Trata-se de um neuroprotetor, antineurotoxico,

anti-inflamatorio, indispensavel para a excitabilidade neuronal de fibras
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mielinicas e amielinicas. O GM1 atua no desenvolvimento, crescimento,
diferenciacdo e maturacdo neuronal, além de diminuir a intensidade da
degeneracdo waleriana (Roisen et al., 1981; Geisler et al., 1991; Karpiak et al.,
1991; Walker e Harris, 1993; Coombs et al., 1993; Constantini e Young, 1994;
Schneider et al.,, 1995; Vogelsberg et al.,, 1997; Taoka e Okajima, 1998;
Hadjiconstantinou e Neff, 1998; Oliveira e Langone, 2000; Fang et al, 2000;
Silva et al., 2000; Weber et al., 2000; Geisler et al., 2001; Goettl et al., 2003;
Barros Filho e Silva Filho, 2003; Fighera et al., 2006; Thuret et al., 2006; Furian
et al.,, 2007; Ledeen e Wu, 2007; llyas e Chen, 2007; Sokolova et al., 2007;

Qiao et al., 2008; Duchemin et al., 2008; Chinnock e Roberts, 2009).

Diversos pesquisadores defendem o emprego de meios fisicos, na
tentativa de obtencdo de melhores resultados. Dentre estas possibilidades,
destaca-se a camara hiperbarica e a hipotermia (Martinez-Arizala e Green

1992; Dimar et al., 2000; Ha e Kim, 2008; Marcon, 2009).

A via de administracdo transdérmica de substancias pode ser utilizada
em diversas situacdes. Caracteriza-se pela possibilidade de administracdo de
proteinas e peptideos, por meio de quatro grupos: formulagfes otimizadas
(modificacdo molecular ou conjugacdo, nanoparticulas ou vesiculas
encapsuladas e os potencializadores quimicos da absor¢éo); aplicacéo direta
de energia (iontoforese, eletroporacdo, sonoforese, ondas fotomecanicas);
penetracdo direta no estrato cérneo (microagulhas, propulsédo); ablacdo do
estrato corneo (laser, radiofrequéncia, poracao térmica). A alta energia emitida

pelo laser diretamente na superficie da pele possui a capacidade de remover
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o estrato coOrneo, aumentando a permeabilidade dérmica e,
consequentemente, a absorcdo de drogas. Essa técnica permite a aplicacao
de pequenas e grandes moléculas, embora o seu uso clinico necessite de
maior embasamento cientifico (Nelson et. al., 1991; Benson e Namjoshi, 2008;

Bachhav et al., 2010; Bachhav et al., 2011; Kalluri e Banga, 2011).

Uma nova modalidade de laser para administracdo de medicamentos
foi desenvolvida recentemente na Italia (Laserlce Med®), cuja principal
caracteristica é a possibilidade de penetracdo transcutanea de particulas
misturadas em gel, sob baixa temperatura, por meio de feixes de raios
paralelos com comprimento de onda de 635 nm, com 50 mW de poténcia.
Santos et al. (2010) apresentaram no Congresso Europeu de
Neurosciéncias, estudo realizado no Laboratério de Estudos do Traumatismo
Raquimedular e de Nervos do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo (LETRAN-IOT-USP), em parceria com o Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Séo Paulo (ICB-USP), no qual pesquisam os
efeitos do Laser Ice Med® associado ao GM1 no trauma espinal e nas
lesGes de nervos periféricos de ratos Wistar. Eles administraram GM1,
diariamente, pela via transdérmica por 30 dias, e afirmam que as avaliagbes
funcionais e histolégicas dos nervos ciaticos e das medulas espinais
demonstram sinais de regeneragao superiores aos do grupo controle.
Enfatizam que a via de administragcéo transdérmica é atraumatica, indolor e

nao invasiva.
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A necessidade de novas pesquisas referentes ao tema da
regeneracdo medular (Rossignol et al., 2007; Dietz, 2010; Santos et al.,
2010), a busca de melhores resultados no trauma espinal e a possibilidade
de sinergismo entre as varias modalidades terapéuticas formam a base de

sustentacao desse inédito projeto.

Fabiano Inacio de Souza
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Objetivo 10

Avaliar os efeitos do monossialogangliosideo (GM1) administrado pela
via transdérmica, por laser a baixa temperatura, na lesdo medular

experimental em ratos.

Fabiano Inacio de Souza



3 REVISAO DA LITERATURA




Revisdo da literatura 12

Bolton (1899) descreve a dificuldade do tratamento de pacientes com
lesdo medular traumatica. Argumenta que a regeneracao da medula espinal
€ impossivel apés o trauma completo, havendo pouca evolu¢do do

conhecimento cientifico nos ultimos anos.

Allen (1911), apud Rodrigues et al. (2010), demonstra a técnica de
lesdo medular experimental por meio de trauma contuso. Atenta para a
existéncia de fatores nocivos ao sistema nervoso, que pode surgir apoés o

trauma.

Holdsworth (1953) sugere a classificacdo das fraturas da coluna
vertebral em estaveis e instaveis, subdividindo-as em completas, que nao
apresentam funcéo neurologica abaixo da lesé@o, e incompletas, podendo ser

reversiveis ou irreversiveis.

Ducker e Hamit (1969) apontam os resultados do tratamento de
lesdes medulares realizadas em cées, produzidas por queda de peso de 25
g de altura de 15 cm. Formaram-se 0s grupos: grupo 1, controle; grupo 2,
cées submetidos a irrigacdo com solucdo salina resfriada a 0° C; grupo 3,
caes submetidos a infusdo intramuscular de dexametasona apo6s 3 horas da
lesdo, na concentracdo de 0,5 mg/kg/24h no dia do trauma e, 0,24 mg/kg/24h,
no 1° pés-operatério, seguido por doses diarias de metilprednisolona por

uma semana (1,3 mg/kg/24h); grupo 4: dose intratecal U(nica de
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metilprednisolona (8 mg/kg). Concluem que houve melhora na recuperacao
funcional estatisticamente significante nos grupos submetidos a

dexametasona e hipotermia local.

Holdsworth (1970) apresenta importante estudo sobre as lesbes
traumaticas da coluna vertebral em que investiga mais de mil pacientes
tetraplégicos ou paraplégicos. Afirma que a presenca de sensibilidade sacral,
associada a presenca de funcdo motora distal a lesdo, é indicio de lesao
medular incompleta. Descreve a anatomia e cita os principais tipos de fraturas
da coluna vertebral. Sugere tratamento cirdrgico para estabilizar e restaurar o
alinhamento da coluna, precavendo-se com a realizacdo de laminectomia, em

virtude da possibilidade de desenvolvimento de deformidade.

Ducker et al. (1971) publicam importante estudo prospectivo,
randomizado, utilizando 32 macacos Rhesus, os quais séao divididos em 4
grupos distintos, em que ha variacdes na intensidade da contusdo medular
(10, 15, 20, 25 g), em uma altura fixa de 20 cm. Os grupos foram subdivididos
em dois subgrupos, com a eutanasia do primeiro 6 horas apos a lesédo, ao
passo que, no outro grupo, os macacos foram sacrificados apés 5 ou 6 dias
da lesdo. As avaliagbes do primeiro subgrupo baseiam-se na graduacao da
hemorragia petequial, da hemorragia em chama, do hematoma globular, no
edema e na diapedese, categorizados em leve, moderado e grave. No
subgrupo remanescente, analisou-se a necrose, a hemorragia, o edema, a
desmielinizacéo, as alteracdes vasculares e a evolugdo motora. Concluem

ndo existir correlacdo direta entre as alteragbes histologicas e o
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comportamento clinico. Ressaltam que, nos traumas leves, houve alteracdes
medulares centrais e recuperacdo funcional;, nos moderados ocorreu
comprometimento da substancia branca, ao passo que a lesdo grave

envolveu toda a medula.

De La Torre et al. (1975), em revisdo das possibilidades técnicas das
pesquisas experimentais de lesdo medular, sugerem a possibilidade de
transplante neural de células fetais para o sitio da lesdo e o emprego de

fatores neurotréficos.

Balentine (1985) elabora estudo histologico da medula espinal de
ratos, submetidos a trauma contuso. Observou-se alteracdes nos seguintes
periodos: 3 a 5 minutos, apds a lesdo, e ainda, 30 minutos, 1 hora, 2 horas,
4 horas, 8 horas e 7 dias. Descreve a sequéncia das alteracdes medulares,
onde ha primeiramente o comprometimento da substancia cinzenta seguida

pela substancia branca.

Merton e Morton (1980)*, apud Alisauskiene et al. (2005), demonstram,
pela primeira vez em humanos, que a descarga elétrica transcraniana pode

ativar no cortex motor potenciais elétricos em musculos-alvo.

Roisen et al. (1981) utilizam cérebros bovinos para pesquisar o papel
do GM1 no desenvolvimento neuronal in vitro. Defendem que o GM1 tem a

funcd@o de promover o crescimento e a diferenciacdo de células neurais.

! Merton PA, Morton HB. Stimulation of the cerebral cértex in the intact human
subject. Nature. 1980;285:227.
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Young e Flamm (1982) propdem avaliar o fluxo sanguineo, a
concentracdo de calcio extracelular e o potencial evocado de gatos
submetidos a lesdo medular, tratados com altas doses de metilprednisolona.
Formam-se trés grupos: grupo 1, controle; grupo 2, administrados 15 mg/Kg
de metilprednisolona; grupo 3, 30 mg/kg de metilprednisolona, 45 minutos
apos a lesdo. Enfatizam que o grupo 3 possui fluxo sanguineo mais efetivo,
mensurado pela depuracdo de hidrogénio, melhora do potencial evocado e

da concentracéo de calcio extracelular.

Albin e White (1987) advogam que, apds o trauma mecanico da leséao

medular, ocorre hemorragia, hipoxia, edema, hipoperfusdo e necrose neural.

Hughes (1988) descreve o primeiro relato de caso de lesdo medular

traumatica, contido nos papiros de Edwin Smith.

Barros Filho et al. (1990) publicam estudo epidemiolégico
retrospectivo, em que foram incluidos 428 pacientes portadores de
traumatismo na coluna vertebral. Noventa e quatro por cento eram do sexo
masculino, predominantemente na terceira década de vida. As causas mais
frequentes foram os acidentes de transito e os ferimentos por arma de fogo,
seguido por mergulho em &guas rasas e pratica esportiva. A taxa de

mortalidade foi de 21%, sobretudo em raz&o de complicacdes respiratorias.

Geisler et al. (1991) publicam estudo clinico prospectivo,
randomizado, duplo-cego, analisando 37 pacientes portadores de lesao
medular pos-traumatica. Os pacientes do grupo GM1 receberam 100 mg de

GM1 endovenosamente por dia, por 18 a 32 dias, com a dose inicial dentro
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das primeiras 72 horas do trauma. Relatam que houve diferenca significante
entre os grupos controle e GM1, ao se comparar a evolucao da recuperagao
motora pela escalas de Frankel e ASIA (American Spine Injury Association),
apo0s um ano de seguimento. Preconizam que ha necessidade de novos

estudos clinicos antes da indicac&o habitual.

Karpiak et al. (1991) estudam os efeitos do GM1 na isquemia cerebral
e concluem que este gangliosideo possui a capacidade de reduzir os efeitos
toxicos da alta concentracdo de célcio e sbdio associados ao edema,
podendo determinar efeitos benéficos em situacdes traumaticas do sistema

nervoso central.

Nelson et al. (1991) publicam, pela primeira vez, estudo que
demonstra a capacidade do laser de realizar ablacdo do estrato cérneo da
pele, determinando aumento da capacidade de absorcao de hidrocortisona e
interferon. Enfatiza a necessidade de novas pesquisas buscando-se

determinar os efeitos bioldgicos da técnica.

Tator e Fehlings (1991) realizam extensa revisao da literatura sobre
os fendmenos vasculares que ocorrem apoés a lesdao medular. Defendem que
a isquemia poOs-traumatica € um importante mecanismo de lesdo secundaria,

devendo ser o foco de futuras pesquisas.

Nockels e Young (1992) discorrem sobre as possibilidades
terapéuticas de diversos farmacos no tratamento da lesdo medular

experimental. Sustentam que, na fase cronica, a mielina possui fatores de
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inibicdo da regeneracdo axonal. A interrupcdo desses fatores poderia

regenerar a medula espinal.

Da Paz et al. (1992) apresentam estudo epidemioldgico multicéntrico das
lesbes medulares. Participam do projeto 36 hospitais publicos, de sete capitais
brasileiras. Demonstram a prevaléncia de pacientes do sexo masculino (81%),
cujas causas mais frequentes sdo acidentes de transito (42%), lesdes por arma
de fogo (27%) e quedas (15%). Relatam que as principais complicacdes sao

Ulceras de pressao (54%) e infec¢Bes urinarias (32%).

Martinez-Arizala e Green (1992) defendem que a hipotermia reduz o
metabolismo e o consumo de energia nos traumas do sistema nervoso
central, reduzindo as lesdes secundarias da hipéxia e da isquemia. Relatam
a dificuldade de embasamento cientifico consistente e a necessidade de

realizacdo de novos estudos experimentais.

Walker e Harris (1993) elaboram estudo randomizado, duplo-cego, com
o objetivo de avaliar o efeito do GM1 administrado, pela via endovenosa, por 2
meses, em individuos com lesdo medular cronica. A dose empregada foi de
100mg, seis dias por semana. Afirmam que ha melhora no escore motor no

grupo tratado com GM1, com significancia estatistica (p<0.05).

Coombs et al. (1993) testam a administracdo intratecal lombar de GM1
em ovelhas. Utilizam 12 animais, submetidos a infusdo diaria de 100 ug ou
1mg de GM1. O grupo controle recebeu administracdo de solugédo salina. O
estudo histopatoldgico da medula espinhal dos animais que receberam GM1

ndo demonstra morfologia distinta dos individuos controle. Ressaltam que a
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auséncia de déficit neuroldgico focal ou generalizado, alteracédo funcional ou

vascular, conferem seguranca a administracdo do GML1.

Constantini e Young (1994) testam a associagcdo entre a
metilprednisolona e o GM1 nas lesbes medulares experimentais em ratos.
Relatam que a metilprednisolona administrada em dose Unica de 30mg/kg,
cinco minutos apos a lesdo, possui efeito benéfico, pois impede a
hiponatremia. O GM1 aplicado isoladamente nas dosagens de 10 a 30 mg/kg
ndo demonstra efeito satisfatério. Ressaltam que, na associacdo dos
farmacos, o GM1 antagoniza os efeitos da metilprednisolona, portanto, eles

nao devem ser usados simultaneamente.

Gerhart et al. (1995) comparam os resultados do emprego de altas
doses de metilprednisolona em portadores de lesdo medular aguda.
Selecionam 363 pacientes, divididos em 2 grupos, com ou sem administracéo
de metilprednisolona. Os resultados ndo foram estatisticamente significantes

entre 0s grupos, ao analisar a escala de Frankel.

Kameyama et al. (1995) investigam a correlacdo entre o exame clinico
e o potencial evocado motor, em pacientes portadores de espondilose e
estenose cervicais. Realizam testes em musculos alvo, submetendo-os a
situacdes de relaxamento e contracdo maxima. Provam que os achados do
potencial evocado motor possuem associagdo direta com o padréo

fisiol6gico dos musculos avaliados.

Schneider et al. (1995) testam a seguran¢ca do emprego de GM1 ao

avaliar 10 pacientes portadores de doenca de Parkinson. A administracéo
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subcutdanea de 200 mg/dia foi efetuada pelos proprios pacientes,
demonstrando boa tolerabilidade de seguranca no tratamento. Ressaltam a

importancia da realizacdo de novos ensaios clinicos.

Basso et al. (1995) recomendam a necessidade de desenvolvimento
de novo modelo de avaliacdo locomotora de ratos, buscando facilitar a
comparacao dos resultados em centros de pesquisas distintos. Utilizam 85
ratos adultos, submetidos a contuséo ao nivel T7-T9, extraindo o escore no
pré-operatorio e diariamente até a décima semana. Os escores do
desenvolvimento locomotor sao identificados, ranqueados e arquivados para
a obtencdo do padrdo evolutivo. Afirmam que a escala Basso, Beattie e

Bresnahan € efetiva para a avaliacdo da evolucdo apds lesdo medular.

Vogelsberg et al. (1997) defendem que ha diminuicdo das funcdes
colinérgicas dos neurbnios da medula espinal durante o processo de
envelhecimento. Essas funcdes sao relacionadas as modalidades sensoriais,
motoras e autondémicas. Propdem estudo experimental com o objetivo de
avaliar os efeitos do GM1 em ratos senis, com idade entre 22 e 24 meses.
Observam que o tratamento com GM1 melhora a atividade colinérgica

nestes animais.

Wyss-Coray et al. (1997) provam que, ap0s a lesdo medular, os
macrofagos produzem e secretam varias citocinas que mantém o processo
inflamatorio, contribuindo direta e indiretamente para a permanéncia da

morte celular.
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Taoka e Okajima (1998) afirmam que as Unicas drogas de uso clinico
nos traumatismos da medula espinal sdo a metilprednisolona e o GM1.
Sugerem que novas drogas devem ser testadas, bem como a associacdo da

metilprednisolona com o GML1.

Curt et al. (1998) realizam estudo sobre a funcdo da méo e membros
inferiores em pacientes tetraplégicos, utilizando o protocolo ASIA e o
potencial evocado motor. Advogam que 0 potencial somato-sensitivo pode
ser utilizado, embora possua baixa precisdo ao avaliar as lesbes medulares
gue apresenta a sindrome da medula anterior. Esta limitacdo ndo se aplica
ao potencial evocado motor, pois este método de avaliacdo emite dados
precisos ao analisar musculos-alvo especificos e graduando a severidade da
lesdo do trato cortico-espinal. Alegam que a combinacdo do potencial
evocado-motor e o exame clinico reproduz com alta confiabilidade, a

evolucdo do quadro medular dos traumas espinais.

Hadjiconstantinou e Neff (1998), em revisdo da literatura, sugerem
evidéncia das propriedades neurotropicas do GM1 in vivo e in Vvitro.
Defendem que as acdes do GM1 se assemelham as de muitos fatores
neurotréficos, e que varios estudos sugerem que este gangliosideo possui

efeitos antineurotdxico, neuroprotetor e neurorestaurador.

Schnell et al. (1999) comparam a reacgdo inflamatoria pos-traumatica
no cérebro e na medula espinal, mediante andlise tecidual quantitativa do

namero de neutrofilos, linfocitos e macrofagos, ativacdo de astrocitos e
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adesOes moleculares. Determinam que a reacao inflamatéria pos-traumatica

medular € mais abundante que a cerebral.

Vialle et al. (1999) descrevem as alteracOes histoldégicas medulares
decorrentes de lesdo contusa provocada pelo sistema NYU Impactor ao
nivel de T9-T10 de ratos Long-Evan. Comparam as imagens da medula
integra e pés-traumatica, evidenciando nelas a presenca de vacuolizacéo,
areas de atrofia e degeneracdo neural. Ressaltam a possibilidade da

reproducdo do método em centros de pesquisas distintos.

Jeffery et al. (1999) preconizam que o transplante de células gliais em
ratos tem a capacidade de reverter déficits funcionais determinados pela

desmielinizacéo.

Amar e Levy (1999) publicam importante revisdo sobre a patogénese
da lesdo medular e as estratégias farmacoldgicas correntes. A divisdo entre
lesdo primaria e dano secundario estd bem definida. No que tange aos
agentes terapéuticos, ainda ndo é possivel a padronizacdo de conduta.
Citam os principais agentes farmacologicos: agentes antioxidantes, radicais
livres, glicocorticoides, lazeréides, gangliosideos, antagonistas dos opidides
e dos receptores de glutamato e bloqueadores dos canais de calcio.
Acreditam que a associacdo destes farmacos pode gerar sinergismo e

melhorar a resposta terapéutica no futuro.

Rodrigues (1999) padroniza modelo experimental de lesdo medular
contusa em ratos Wistar, obedecendo as normas padronizadas pelo

Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study — MASCIS. Prova a existéncia
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de correlacdo estatisticamente significante entre o volume da lesdo e
parametros mecanicos. Afirma que essa padronizacdo confere credibilidade

e reprodutibilidade ao método.

Barros Filho (2000) discorre sobre o tratamento medicamentoso no
traumatismo raquimedular, citando as principais drogas pesquisadas:
metilprednisolona, GM1, tirilazade, naloxona, nimodipina, antagonistas do N-
metil-D-aspartato, 4-aminopiridina, fatores neurotréficos, anticorpos
bloqueadores dos fatores inibitérios da regeneracdo, antioxidantes e
bloqueadores de radicais livres. Enfatiza que as Unicas indicadas para

vitimas de lesdo medular sdo a metilprednisolona e o GM1.

Oliveira e Langone (2000) afirmam que ha grande quantidade de
morte neuronal apds avulsao de raizes na medula espinal. Propdem testar
experimentalmente os efeitos neuroprotetores e anti-inflamatérios do GM1
nesta situacdo. Demonstram resultados estatisticamente significantes
referentes ao aumento da sobrevivéncia dos motoneurdnios. Declaram que o
GM1, administrado diariamente por duas semanas apds o trauma, confere
protecdo as células neurais, com diminuicdo da intensidade do processo

inflamatorio.

Fang et al. (2000) ressaltam a importancia do GM1 na fase de
diferenciagdo neuronal, em que o GM1 se correlaciona com as
concentracbes e o fluxo de calcio no nucleo e na membrana plasmatica.

Concluem que as caracteristicas desta inter-relacdo devera ser determinada.
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Silva et al. (2000) estudam os efeitos da administracdo neonatal de
GM1 buscando avaliar o seu efeito na memoria de ratos adultos e idosos.
ApdOs o0 nascimento, o0 grupo estudo recebeu injecdes subcutaneas, na
concentracdo de 10 mg/kg, 3 e 15 dias apO0s o0 nascimento. Simulam
diversas situacbes para avaliar a resposta dos animais e sugerem que 0
GM1 apresenta efeito na maturacdo do sistema nervoso central, cujos

beneficios sdo persistentes ao longo da vida.

Pointillart et al. (2000) investigam os efeitos da nimodipina e da
metilprednisolona na fase aguda do trauma raquimedular, por meio de um
estudo prospectivo e randomizado. Cento e seis pacientes foram
randomizados em quatro grupos: grupo metilprednisolona (30 mg/kg na
primeira hora, seguido de 5,4 mg/kg por hora nas proximas 23 horas), grupo
nimodipina (0,015 mg/kg por hora por 2 horas, seguido de 0,03 mg/kg por
hora por 7 dias), grupo com associacdo das duas drogas e um grupo
controle. As avaliacbes blindadas foram realizadas por um neurologista
experiente, com seguimento de 1 ano. Afirmam que ndo ha diferenca
estatisticamente significante na evolugdo neurolégica entre 0S grupos.
Ressaltam que o grupo metilprednisolona apresenta maior ocorréncia de
infec¢des. Desta forma, advogam que ndo ha beneficios do emprego de

metilprednisolona e nimodipina no trauma medular agudo.

Weber et al. (2000) propdem que os anticorpos anti-GM1 podem
bloquear os canais de sodio dos neurénios, diminuindo a sua excitabilidade,

demonstrando a importancia do GM1 na fisiologia do sistema nervoso.
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Dimar et al. (2000) pesquisam os efeitos da hipotermia apds a
compressao e a lesdo severa da medula de ratos Sprague-Dawley. Expdem
resultados estatisticamente significantes nos casos de compressao leve, ao
passo que nas lesdes graves, a hipotermia demonstra pequeno efeito

benéfico.

Geisler et al. (2001), em estudo sobre a eficacia e a seguranca do
GM1 na lesdo medular aguda, por meio de estudo multicéntrico, incluem
760 pacientes na investigacdo. Quarenta e trés pacientes faleceram antes
da conclusdo, com distribuicdo uniforme entre os grupos. Relatam que
houve um aparente beneficio do GM1 nos casos ndo operados, melhora da
funcdo vesical, intestinal, sensacdo sacral e contracdo anal voluntaria.
Enfatizam também a seguranca do tratamento e a ineficacia do GM1 nas

lesdes completas.

Sekhon e Fehlings (2001) publicam extensa revisdo sobre a
epidemiologia da lesdo medular aguda. Ressaltam que a incidéncia anual
varia de 11,5 a 53,4 por milhdo de habitantes, com taxa de mortalidade de
48,3 a 79% entre o acidente e o atendimento hospitalar. A prevaléncia média
€ de 583 lesados medulares por milhdo de habitantes. As causas mais
comuns séo acidentes de transito (veiculos, bicicletas e pedestres — 40-50%)
e acidentes de trabalho (10-25%), seguidos de lesdes por praticas esportivas
ou recreativas (10-25%), quedas (20%) e violéncia (10-25%). Afirmam que o
nivel de lesdo mais comum é o cervical (55%), seguido pelo toracico (15%),

toracolombar (15%) e lombosacral (15%). As lesdes mais altas possuem
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maiores taxas de mortalidade, quando comparadas as paraplegias: C1-C3
(6,6 vezes maior), C4-C5 (2,5 vezes) e C6-C8 (1,5 vez), e que 45% das
lesGes medulares sdo completas. O periodo médio de internacdo é de 171
dias nos primeiros dois anos. Os custos podem ultrapassar 2 milhdes de
dolares nos casos de tetraplegia. Ressaltam que, apds a lesdo primaria, 0s
mecanismos secundarios envolvem aminoacidos, mediadores vasculares,

calcio, sédio, radicais livres, mediadores inflamatoérios e apoptose.

Taoka et al. (2001) destacam a importancia da cascata secundaria
apos o trauma medular, que determina eventos sucessivos de alteracdes
vasculares e lesdes neurais. Preconizam que poucos agentes sao utilizados
nessas situacoes, devendo haver aumento da intensidade de pesquisas
experimentais e clinicas, visto que somente a metilprednisolona e o GM1 séo

as drogas que podem ser administradas clinicamente.

Hall (2001) declara que a maioria das lesdes medulares sao
incompletas com preservacéo parcial da substancia branca. Assinala que o
objetivo das drogas € a diminuicao dos efeitos secundarios, especialmente a
peroxidacdo lipidica, buscando-se a preservacdo das estruturas nao

afetadas pelo trauma.

Hurlbert (2001) organiza revisdo da literatura empregando os métodos
de medicina baseada em evidéncias objetivando avaliar os efeitos da
metilprednisolona na lesdo medular aguda. Demonstra que essa droga nao
deve ser administrada rotineiramente nos pacientes acometidos de trauma

medular contuso ndo penetrante, cujo uso prolongado pode ocasionar varias
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complicacBes clinicas. Enfatiza que a metilprednisolona € uma droga sob

investigacao.

Young (2002) publica a padronizacdo do NYU Impactor afirmando que
€ um modelo de contusdo medular de ratos confiavel, seguro e reprodutivel.
Afirma que a padronizacdo das lesbes € realizada mediante
acompanhamento por software especifico com conexdo ao computador, que
mensura a velocidade de impacto, trajetéria de recuo, tempo de queda, forca
de impacto, dentre outras. Caso ocorra alguma discrepancia entre estes

parametros, pode-se descartar a amostra.

Goettl et al. (2003) provam que o emprego de GM1 (30 mg/kg) promove

o brotamento axonal de nervos periféricos lesados em ratos Sprague-Dawley.

Tebet et al. (2003) analisam histolégica e funcionalmente a atuacéo
da metilprednisolona na lesdo medular experimental em ratos. O trauma foi
realizado por meio do sistema NYU Impactor, em que 12 animais receberam
a droga imediatamente apds a contusdo. Avaliam os animais funcionalmente
pela escala BBB no 2° , 7° e 14° dias de lesdo. O estudo histologico foi
conduzido através da descricdo dos seguintes parametros: presenca de
edema, congestao, infiltrado celular, cavidades e necrose, graduando-se de
0 a 3. Concluem que os animais que receberam metilprednisolona
apresentam melhora na recuperacao funcional, embora n&o haja correlagéo

com os achados histolégicos.

Barros Filho e Silva Filho (2003) selecionam 150 portadores de leséo

medular crénica a serem submetidos ao tratamento com GM1 (100 mg/dia, im.).
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Previamente ao inicio do tratamento, analisam as concentracdes de anticorpos
anti-gangliosideos, visando observar a ocorréncia de efeitos colaterais durante
o tratamento. Apenas 2,7% apresentam sorologia positiva para 0s anticorpos
anti-gangliosideo, mas sem a incidéncia de efeitos colaterais. Concluem

enfatizando a seguranca no tratamento clinico com GML1.

Hall e Springer (2004) analisam os efeitos fisiopatolégicos envolvidos
no trauma medular agudo. Citam a cascata de eventos moleculares
associados a necrose e apoptose e as principais drogas empregadas em
pesquisas clinicas (metilprednisolona, GM1, naloxeno), ndo havendo

consenso sobre os beneficios da sua utilizacéo

Cardenas et al. (2004) encontram taxas de 30% de rehospitalizacao,
entre 1995 e 2002, em pacientes portadores de lesdo medular, cujas

principais causas sao as infec¢des respiratorias, urinarias e as escaras.

Park et al. (2004) defendem que o acumulo de aminoacidos induzidos
pelo trauma medular, como o glutamato e o aspartado, contribuem para a

morte celular secundaria, propagando a degeneracao da substancia branca.

Ferreira et al. (2005) publicam a padronizagdo da técnica para
captacdo do potencial evocado motor em ratos Wistar mediante da
estimulacdo elétrica transcraniana. Avaliaram-se 50 animais. Os registros
foram obtidos por meio da estimulacdo elétrica transcraniana realizada com
a colocacdo de dois eletrodos de agulha, um na regido frontal (dnodo) do
couro cabeludo, outro na regido distal (catodo), na linha inter-hemisférica,

para estimulacdo bilateral simultdnea. O resultado & obtido a partir da

Fabiano Inacio de Souza



Revisdo da literatura 28

estimulacao elétrica transcraniana, por meio de estimulo Unico de 0,2 ms de
duracdo, e na captacdo das respostas musculares (musculos-alvos
especificos) das patas dianteiras e traseiras. A laténcia minima média das
respostas das patas dianteiras foi de 2,5 ms e das traseiras de 6,5 ms.
A amplitude média das respostas das patas dianteiras foi de 3,0mV e das

traseiras 2,5mV. Provam que o método € seguro, confiavel e reprodutivel.

Sribnick et al. (2005) apontam a capacidade do estrogeno em reduzir
infiltrado inflamatorio, diminuir o nivel de citocinas e reduzir a perda mielinica

nas lesbes medulares experimentais em ratos.

Amador e Guest (2005) enfatizam a importancia do rigor cientifico nas
pesquisas que envolvem as lesées medulares, por tratar-se de um campo
ainda obscuro. Discorrem sobre as diversas modalidades terapéuticas
experimentais, encorajando a realizacdo de novos projetos de pesquisa, que

foquem as suas associac¢oes.

Alisauskiene et al. (2005) propdem revisdo sobre as técnicas de
estimulacdo elétrica. O potencial evocado motor age estimulando o cortex
com captacdo e arquivamento dos dados nos musculos-alvo contralaterais.
Sugerem que a estimulacdo elétrica transcranial possui amplas aplicagbes

na neurologia, na neuroreabilitagéo e na psiquiatria.

Hagg e Oudega (2006) discorrem sobre os eventos degenerativos e
0S processos espontaneos de regeneracdo que ocorrem apOs a lesdo
medular traumatica. Enumeram como 0s mais importantes as respostas

vasculares, a isquemia, o edema, a toxicidade, a inflamacéo, a desmielinizagéo,

Fabiano Inacio de Souza



Revisdo da literatura 29

a degeneracao axonal e a formacao de tecido cicatricial. Citam como eventos
regenerativos o crescimento axonal, a remielinizacéo e a plasticidade. Indicam
haver estreita correlacdo entre as contusdes medulares experimentais e os

traumas medulares humanos.

Marcon (2006) pesquisa o0s efeitos da administracdo de
metilprednisolona previamente a lesdo medular em ratos Wistar. Utiliza 32
animais, divididos em quatro grupos, com administracdo da droga
imediatamente ap0s a lesdo ou quatro horas antes. As lesdes séo
padronizadas pelo sistema NYU Impactor. Apés 28 dias ndo se observa
diferencas significativas quanto aos indices motores. Enfatiza que houve
maior numero de Obitos nos grupos de animais que receberam

metilprednisolona previamente a leséo.

Basso et al. (2006) estudam a eficiéncia da escala de avaliacédo
motora BBB em cinco espécies de ratos geneticamente modificados
(C57BL/6, C57BL/10, B10.PL, BALB/c e C57BL/6x129S6 F1). Setenta e
cinco animais foram submetidos a diferentes tipos de lesdo medular:
contusdo leve, moderada, grave e trasnseccdo completa da medula.
Concluem que a escala BBB para avaliagéo funcional € um método sensivel,

valido e confiavel.

Fighera et al. (2006) ressaltam o efeito neuroprotetor do GM1 nas
convulsbes e isquemias, preconizando que a sua administracdo pode
prevenir crises convulsivas devido a sua atuacdo nos receptores GABA e na

bomba de sddio e potassio.
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Tator (2006) elabora revisdo da literatura, enfatizando o importante
papel do potencial evocado somato-sensitivo na avaliagdo neurofisiolégica
de pacientes portadores de lesdo medular. Assinala que o potencial evocado
sera indispensavel como critério de inclusdo, seguimento e avaliacao final

das pesquisas clinicas.

Thuret et al. (2006) revisam as possibilidades de intervencdes
terapéuticas apos o trauma medular, descrevendo os transplantes de
nervos periféricos, de células de Schwann, de células olfatérias, de
células embrionarias do sistema nervoso central, células progenitoras
neurais, terapias neuroprotetoras (eritropoietina, metilprednisolona, GM1,
nimodipina, tirotropina, gaciclide), fatores de crescimento (fator neurotroéfico
cerebral, fator de crescimento fibroblasto, fator de crescimento neural,
fator neurotréfico glial, neurotropinas 3, 4 e 5) e modificadores de
matriz extracelular. Enfatizam que ainda ndo ha consenso no emprego
destas drogas, havendo necessidade de novos estudos com associacoes

entre elas.

Trivedi et al. (2006) discorrem acerca da contradicdo do papel dos
leucocitos nos traumas medulares. A reacao inflamatdria € um mecanismo de
defesa do organismo, mas pode determinar aumento da gravidade das lesdes
medulares ap0s o trauma. As principais células que agem nesta situagédo sao
os neutrofilos: células bem diferenciadas, com meia-vida intravascular de
nove horas, atingem o primeiro pico de concentracdo em trés dias e o

segundo com varias semanas, agem fagocitando debris celulares e
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recrutando macrofagos. Ativam reacgdes inflamatérias (citocinas, proteases),
responsaveis pelo dano secundario; mondcitos e macréfagos: concentram-se
no sitio da lesdo entre sete e quatorze dias, e sdo responsaveis pela
fagocitose. Liberam citocinas pro-inflamatorias e neurotoxinas também
responsaveis pela lesdo secundaria; células dendriticas: exacerbam o dano
secundario pela ativacdo de citocinas e possuem efeito benéfico ao
produzirem fatores de crescimento e promotores da angiogénese. Apds o
trauma espinal, ha diminuicdo da concentracdo de linfocitos B no baco e no
sistema linfatico em virtude da rapida migracdo para a medula. Pode
promover a desmielinizacdo. Os linfécitos T agem na progressdo da leséo
secundaria e no processo reparador. Concluem enfatizando a complexidade
dos mecanismos envolvidos nas lesdes medulares, pois as células e os

mediadores inflamatoérios possuem funcdes divergentes.

Furian et al. (2007) ressaltam que a neuroprotecdo conferida pelo
GM1 ndo é completamente conhecida. Empregam ratos Wistar machos
(270 a 300 g). Os animais receberam solu¢éo salina ou GM1 (50 mg/Kg). Ha
aumento da vasolidatacao cerebral, sem aumento da atividade da catalase.

Em concentracOes elevadas, esta peroxidase ocasiona toxicidade tecidual.

Ledeen e Wu (2007) enfatizam o papel do GM1 na regulacao das
trocas sodio-calcio na membrana plasmatica, conferindo efeito neuroprotetor

a célula.

llyas e Chen (2007) administram GM1 em 11 ratos Lewis,

acompanhando-os por seis meses. Apesar de serem detectados
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anticorpos anti-GM1 em todos os animais, mesmo em altas dosagens,

nao ha sinais de neuropatia.

Sokolova et al. (2007) discorrem sobre as propriedades
neuroprotetoras do GM1, cuja administracdo nas lesGes centrais pode
diminuir o dano definitivo. Propdem estudar o efeito do GM1 na viabilidade
das células PC12 expostas a estresse oxidativo. Estas células séo utilizadas
em pesquisas que envolvem a diferenciacdo neuronal. Afirmam que a acdo
protetora do GML1 é conferida pela diminuicdo ou abolicdo do efeito oxidativo

através da mediacdo dos receptores tirosina quinase.

Priebe et al. (2007) realizam levantamento do impacto econdmico das
consequéncias geradas pelas lesdes medulares. Os custos variaram de
acordo com a idade, lesdes associadas, comorbidades clinicas, assisténcia
profissional, necessidade de reformas domiciliares e, sobretudo, o nivel de
lesdo. Demonstram que os custos do primeiro ano e dos anos subsequentes
nas tetraplegias altas € de 740 mil e 130 mil délares, respectivamente, ao

passo gque os custos dos paraplégicos sdo 270 mil e 27 mil dolares.

Rabeh (2007) publica pesquisa sobre os cuidados domiciliares dos
lesados medulares. Afirma que 50% apresentam dependéncia minima,
27,3% dependéncia maxima e 22,7% dependéncia completa. O tempo total
de cuidado variou de 4 a 15 horas diarias, com média de 9,63 horas para os
lesados cervicais, 7,8 horas para os toracicos e 4 horas para os lesados

lombares.
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Raichle et al. (2007) discorrem sobre a prevaléncia da dor crénica
apos lesdo medular, bem como as suas implicacdes nas atividades diarias.
Foram enviados 341 questionarios para pacientes com sequela de leséao
medular, sendo incluidos no estudo 127 individuos. O padréo algico mais
comum sado as dores nos ombros (61,4%), seguido pela lombalgia (57,5%),
com alta prevaléncia (98,4%) cujas intensidades foram uniformemente
distribuidas: leve (36,2%), moderada (30,7%) e severa (31,5%). Afirmam que
ha relacéo direta entre a alta intensidade da dor com déficit de salde mental.
Enfatizam a necessidade de tratamentos especificos para o controle da dor,

especialmente nos casos mais severos.

Rossignol et al. (2007) publicam resumo de um simpésio que debateu
0S principais topicos que envolvem a lesdo medular traumatica: fisiologia dos
danos primario e secundario, administracdo de medicamentos ou elementos
celulares e reabilitacdo. Discutem as possiveis acfes inibitérias e
excitatérias promovidas pelo sistema imunolégico, as drogas e terapias
celulares, a plasticidade do controle locomotor. Declaram que ainda ndo ha
bases cientificas solidas para a elucidacdo dos eventos fisiopatolégicos e
seu tratamento farmacologico ou por terapias celulares nessas situacoes.

Enfatizam a necessidade de novos estudos experimentais.

Sodré (2007) discorre sobre a disfungdo sexual em mulheres com
lesdo medular, investigando 51 casos. Relata que a disfuncdo sexual possui
alta prevaléncia (90%), constituida pelas disfungdes do orgasmo (90%), do

desejo / frequéncia (76%), do interesse sexual (72%) e da excitabilidade (92%).
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Afirma que houve relatos das alteracdes de sensibilidade, da vida conjugal,
da libido, da lubrificacédo vaginal, da percepcdo da autoimagem, da presenca
de dor neuropatica, homossexualismo, expectativa de vida e religiosidade.

Conclui enfatizando a complexidade do tema.

Brito (2007) apresenta estudo no qual afirma que 43% dos individuos

com lesdo medular apresentam distarbio do sono.

Cristante (2007) propbe avaliar o efeito da infusdo de células
progenitoras indiferenciadas autdgenas no tratamento de 39 pacientes com
lesdo medular cronica. Apds dois anos e meio de seguimento, demonstra
melhora no potencial evocado somato-sensitivo ou da laténcia para a

resposta cortical a partir de estimulo periférico.

Ho et al. (2007) investigam os dados epidemiolégicos dos individuos
acometidos de lesdo medular. Demonstram que os acidentes com veiculos
motorizados sédo responsaveis por 50,4% dos casos, seguido pelas quedas

(23,8%), violéncia (11,2%) e pratica esportiva (9%).

Lidal et al. (2007b) publicam estudo retrospectivo sobre as causas de
mortalidade apdés a lesdo medular. Analisam 387 pacientes, advindo 142
Obitos no periodo da avaliacdo (1961-2002). Enfatizam que as principais
causas de morte sdo as doencas respiratérias, como pneumonia e influenza
(16%), doencas cardiovasculares isquémicas (13%) e doencas urogenitais
(13%). Citam os principais fatores de risco: idade avancada, tetraplegia,
lesdo medular completa, doencga cardiovascular prévia, dependéncia de

alcool e/ou drogas e doencga psiquiatrica.
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Lidal et al. (2007a) publicam revisdo da literatura a cerca do retorno ao
trabalho de pessoas que sofreram lesdo medular traumatica. Os artigos
demonstram taxas de retorno variando de 21 a 67%, entre os individuos que
trabalhavam a época do acidente. Afirmam que 11,5% a 74% dos pacientes
com lesdo medular exercem atividades laborativas. Os principais obstaculos
referentes ao emprego foram as dificuldades de transporte, limitacdes fisicas,

falta de experiéncia, educacéo ou treinamento e obstaculos arquitetdnicos.

Souza (2007) apresenta estudo demonstrando a capacidade das
neuregulinas 1l-alfa e 1l-beta de potencializar a regeneracdo de nervos
periféricos. Sugere que essas drogas devem ser testadas nas lesdes do

sistema nervoso central e em associacdo com outros fatores neurotroficos.

Carvalho et al. (2008) testam experimentalmente a metilprednisolona
(MP) e o GM1 na lesdo medular em ratos. Formam os grupos MP, GM1, MP
associado ao GM1 e controle. A dose empregada de GM1 foi de 30 mg/kg
de peso. Afirmam que a administracdo somente de GM1 ou MP nao determina
melhora da funcdo motora, ao passo que a associacdo de ambas confere

melhor resultado funcional.

Banerjea et al. (2008) discorrem sobre as complicagbes
macrovasculares, geralmente associadas a diabetes que elevam a
morbidade e a mortalidade. Afirmam também que na fase crdnica, os
pacientes portadores de lesdo medular estdo propensos a desenvolver
doencas psiquicas. O disturbio psiquiatrico mais comum € a depressao,

embora pode-se caracterizar o isolamento social, a perda da auto-estima e a
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sensacdo de inferioridade, como alteracbes comportamentais nao

necessariamente patoldgicas.

Singh et al. (2008) publicam estudo prospectivo sobre a qualidade de
vida de pacientes portadores de sequela de lesdo medular. Afirmam que os
problemas mais comuns que acometem esta populacédo sdo a espasticidade
(60%), alteracdes gastrointestinais (56%), vesicais (44%), dor neuropatica
(42%) e escaras (36%). Sugerem a necessidade de melhoria nos programas

de reabilitacao.

Maikos et al. (2008) apresentam novo equipamento capaz de realizar
lesBes espinais traumaticas experimentais em ratos, empregando-se como
base o modelo BBB. Enfatizam a possibilidade de obtencédo de imagens 3D
da medula e de provocar lesdes mais efetivas nas substancias branca ou

cinzenta.

Krause et al. (2008) ressaltam a reducédo da expectativa de vida em
pacientes portadores de lesdo medular, cuja maior probabilidade de ébito se
encontra no primeiro ano apos a lesdo. Concluem que as principais causas
de morte sédo presenca de Ulceras de pressdo, infecgles, internacdes em

UTI, amputacoes, fraturas e depressao maior.

Tuono (2008) apresenta importante estudo sobre o perfil das internagdes
hospitalares por trauma de coluna vertebral em hospitais publicos no Brasil.
Realiza avaliagéo retrospectiva, de 2000 a 2005, mediante coleta de dados
contidos no banco do Sistema de Informagdes Hospitalares do Sistema Unico

de Saude. Demonstra que as internagfes por trauma de coluna correspondem
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a 0,2% do total de internacdes, cerca de 2,7% das internacbes por causas
externas e 3,5% das lesdes traumaticas. Ha predominancia do sexo masculino,
com idade entre 20 e 29 anos. Ressalta que o nivel lombo-sacral responde por
60% do total de internacdes por trauma de coluna, seguido pelo cervical (28%).
Nesse nivel, ocorre a maior proporcdo de lesbes medulares (45,8%).
O comprometimento medular ocorre em 16% das fraturas vertebrais. As
guedas foram responsaveis por 40% das internagfes, seguidas pelos acidentes
de transito (30%), outros acidentes (19%) e tentativas de homicidio (7%). O
tempo médio de permanéncia é de 8,6 dias, com diferencas significativas
relacionadas ao nivel de lesdo e ao comprometimento medular. Os custos das
internacdes por trauma de coluna sdo maiores que a média das outras
internacdes. As taxas de internacdes foram crescentes: de 15% em 2000 para

22,9% em 2005 por 100.000 habitantes, perfazendo um aumento de 52,7%.

Noonam et al. (2008) apresentam estudo retrospectivo formado por 70
pacientes com lesdo medular tratados entre 1994 e 2002, com 0s seguintes
critérios de incluséo: idade acima de 18 anos, admissdo nas primeiras 72
horas do trauma, pacientes com arquivo contendo exame inicial detalhado,
acesso a centro de reabilitagdo, seguimento minimo de dois anos e auséncia
de comorbidade maior. Discutem a prevaléncia de dor neuropatica (39%),
espasticidade (59%), alteracbes vesicais (25%), intestinais (17%) e
disfungcéo sexual (27%). Concluem sugerindo realizacdo de estudos com

maior seguimento.
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Hanley et al. (2008) conduzem pesquisa sobre as modificacdes do
padrdo da dor crénica em individuos com lesdo medular. Incluem no estudo os
pacientes que apresentam dor cronica e que completaram o seguimento de 6
meses. Demonstram que, em 28% dos pacientes, ha aumento da intensidade
da dor em 30% ou mais nos ultimos seis meses, ao passo que em 20% dos
casos ha reducdo de 30% ou mais da intensidade da dor. Nado observam
diferenca estatisticamente significante. Sugerem que, nos casos algicos mais

intensos, ha correlagéo direta com aumento das enfermidades psicolégicas.

Hita (2008) testa os efeitos da neurotropina-4 na lesdo medular em
ratos. Ressalta que essa proteina participa da maturacdo e do
desenvolvimento do sistema nervoso. Conclui que os animais tratados com
neurotropina-4 apresentam melhora da funcdo motora, com diminuicdo dos

efeitos secundarios do trauma medular.

Qiao et al. (2008) apontam o importante papel do GM1 na funcdo dos
nodulos de Ranvier das fibras mielinizadas. Enfatizam que GM1 é

fundamental na modulacao elétrica e na excitabilidade neuronal.

Barros Filho e Molina (2008) propdéem estudo da sensibilidade e da
reprodutibilidade da escala funcional Basso, Beattie, Bresnahan (BBB).
Empregam 30 ratos Wistar, divididos em trés grupos e submetidos a leséo
medular leve, moderada ou grave. Realizam grava¢cfes em videos durante o
seguimento de 28 dias, onde seis observadores preenchem a escala BBB.
Afirmam que a escala BBB possui melhor reprodutibilidade e sensibilidade

nos traumas mais leves.
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Duchemin et al. (2008) ressaltam a importante acdo do GM1 na
promocado do crescimento neuronal, na diferenciacdo, na sobrevivéncia, na
expressao fenotipica e na restauracdo funcional pdés-traumatica. Utilizam
ratos Sprague-Dawley para demonstrar que o GM1 induz a ativacdo da PI3-

quinase, que leva a protecao do tecido neural.

Benson e Namjoshi (2008) publicam extensa revisdo da literatura,
propondo o estado da arte da via transcutdnea de administracdo de
proteinas e peptideos. Classificam os diversos métodos em quatro grandes
grupos: formulagdes otimizadas (modificacdo molecular ou conjugacao,
nanoparticulas ou vesiculas encapsuladas e os potencializadores quimicos
da absorcdo); aplicacdo direta de energia (iontoforese, eletroporacao,
sonoforese, ondas fotomecéanicas); penetracdo direta no estrato corneo
(microagulhas, propulsdo); ablacéo do estrato cérneo (laser, radiofrequéncia,
poracdo térmica). Ressaltam que a alta energia emitida pelo laser
diretamente na superficie da pele possui a capacidade de remover o estrato
cérneo, aumentando a permeabilidade dérmica e consequentemente a
absorcdo de drogas. Afirmam que essa técnica possibilita a administracéo
de pequenas e grandes moléculas, embora o seu uso clinico necessite de
maior embasamento cientifico. Concluem exaltando a possibilidade de

combinacdes dos diferentes métodos terapéuticos.

Akdemir et al. (2008) elaboram estudo para testar os efeitos
neuroprotetores da SJA6017, um inibidor da calpain. Esta protease

juntamente com a caspase Ssao responsaveis pela apoptose apds a lesdo
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medular aguda. Testam a SJA6017 em ratos Wistar, um minuto apos o
trauma medular. Demonstraram que o grupo de animais tratados apresenta

melhora da avaliacéo funcional e reducéo das alteracdes histoldgicas.

Ha e Kim (2008) apresentam estudo que demonstra os efeitos
positivos do emprego da hipotermia em ratos submetidos a lesdo medular,
determinado pela significante reducdo da apoptose dos neurbnios e

células gliais.

Kabatas et al. (2008) pesquisam a presenca de anormalidades
gastrointestinais resultantes de lesdo medular. Trinta e cinco ratas Sprague-
Dawley foram submetidas a contusdo medular ao nivel de T10, divididas em
dois grupos e submetidas a avaliacdo em 48 horas ou 4 semanas. Antes da
eutanasia administrou-se por via oral solucao de fenol vermelho e procedeu-
se ao estudo do sistema gastrointestinal. Observa-se diminuicdo da
espessura da mucosa do estbmago em 17,17% e 28,16% nos grupos 48
horas e 4 semanas, respectivamente, em relacdo ao grupo controle, bem
como reducdo espessura do jejuno em 28,56% e 33,45%, do ileo em

18,14% e 21,16%. Finalizam sugerindo novas pesquisas sobre o tema.

Campos et al. (2008) elaboram estudo epidemiolégico demonstrando
gue o0 sexo masculino apresenta incidéncia de 86% dos traumatismos da
coluna vertebral. As causas mais comuns nos homens séo as quedas (40%),
acidentes automobilisticos (25%) e ferimento por arma de fogo. Enfatizam
gue 50% das lesdbes em mulheres sdo ocasionadas por acidentes

automobilisticos. A idade mais acometida situa-se entre 20 e 40 anos.
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Marcon (2009) testa os efeitos do GM1 e da camara hiperbarica nas
lesbes medulares experimentais em ratos Wistar. Os animais foram
submetidos a lesédo seguindo o protocolo MASCIS, a altura de 12,5 mm. Os
grupos 1 e 3 receberam GM1, na concentracdo de 30 mg/kg durante 7 dias,
com inicio 24 horas ap0s o trauma. Demonstram que houve melhora dos
indices motores com a utilizacdo do GM1, mas sem diferenca
estatisticamente significante, e que o efeito positivo GM1 é antecipado com o

emprego da camara hiperbarica.

Chinnock e Roberts (2009) revisam a literatura na busca de evidéncia
para o emprego clinico do GM1. Afirmam que existem poucos ensaios
randomizados publicados passiveis de analise mais completa. Assinalam
gue ainda ndo h& evidéncia de que o tratamento de pacientes com leséo
medular com GM1 reduz a taxa de mortalidade ou melhoram a qualidade de

vida e a recuperacéo das funcbes motoras.

Cristante et al. (2009a) estudam os efeitos das vitaminas C e E ap0s
trauma medular em 40 ratos Wistar. Afirmam que essas vitaminas possuem
efeito antioxidativo, com possivel capacidade de neutralizar a cascata
secundaria poOs-traumatica. A lesdo medular foi realizada pelo sistema
NYU Impactor. Os animais foram submetidos a elevadas concentracdes
de vitaminas C e E individualizadas e associadas, ndo demonstrando
resultados estatisticamente significativos na escala funcional Basso,
Beattie e Bresnahan, apesar do estudo histolégico sugerir menor reagao

inflamatadria.
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Cristante et al. (2009b) avaliam, através de potencial evocado
somatosensitivo, o0 efeito da infusdo de células tronco autdgenas
indiferenciadas no tratamento de pacientes portadores de lesdo medular
crénica. Incluem 39 pacientes com, no minimo, dois anos de lesdo medular
completa cervical ou toracica, realizando-se injecéo das células criopreservadas
no sitio da lesdo por meio de arteriografia. Afirmam que, apés dois anos e meio
de seguimento, 66,7% dos pacientes apresentaram recuperacdo da resposta

somatosentiva periférica.

Cristante et al. (2010) investigam prospectivamente a viabilidade do
transplante de células do sistema nervoso fetal para o sitio de lesdo medular
em ratos. Apds 48 horas, sdo realizados os estudos histolégicos. Enfatizam
que, em 60% dos casos, as células fetais transplantadas permanecem

viaveis, com presenca de maior reacao inflamatoria circunvizinha.

Rodrigues et al. (2010) publicam a padronizacéo da lesdo medular em
ratos Wistar, analisando as contusfes produzidas em 30 animais desta
espécie, por meio do sistema NYU Impactor. A graduacdo das lesbes foi
obtida pela divisdo dos animais em trés grupos de 10, com queda do peso
das alturas de 12,5, 25 e 50 mm. Realizou-se a eutanasia apos 48 horas da
lesdo. Afirmam que nos seguintes parametros, ndao houve significancia
estatistica entre os 3 tipos de lesdo: na distribuicdo de frequéncia do sexo,
idade, peso, do pH, da pO, (mmHg), da pCO, (mmHg), da saturacao de O,
(%) e da pressdo sanguinea média (mmHg). Demonstram significancia

estatistica na andlise descritiva do volume de lesdo plasmatico por litro, do
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volume de leséo intracelular por litro, do volume de lesao tecidual por litro,
da velocidade do impacto, da deformacdo maxima e da taxa de média de
compressédo. Enfatizam que houve padronizacédo da lesdo medular em ratos

Wistar, de acordo com os parametros determinados pelo MASCIS.

Bachhav et al. (2010) publicam estudo com o objetivo de avaliar a
efetividade do emprego do laser, previamente a administracdo de lidocaina
na pele. Utilizam pele da orelha de suinos submetidos a diferentes
intensidades de raios (4,53, 13,59, 22,65, 45,3, 90,6 e 135,9 J/cm?). As laminas
foram preparadas com hematoxilina-eosina, com cortes histolégicos de 5um.
Observam a formacdo de poros profundos, que facilitam a absorcdo da

lidocaina. Enfatizam a necessidade de realizacdo de novos estudos.

Dietz (2010) discorre sobre as escassas modalidades terapéuticas
nas lesdes medulares, preconizando a realiza¢do de novas pesquisas sobre

esse tema desafiador.

Santos et al. (2010) apresentam, no Congresso Europeu de
Neurosciéncias, estudo no qual pesquisam os efeitos do Laser Ice Med®
associado ao GM1 no trauma espinal e nas lesées de nervos periféricos de
ratos Wistar. Administraram GML1, diariamente, pela via transdérmica por
30 dias. Afirmam que as avalia¢cdes funcionais e histoldgicas dos nervos
cidticos e das medulas espinais demonstram sinais de regeneracao
superiores ao grupo controle. Ressaltam a necessidade de realizacdo de

novas pesquisas.
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Freund et al. (2011) estudam as mudancas estruturais e funcionais do
cérebro e medula cervical apds lesdo medular. As mudancas no cortex
demonstradas nas imagens de ressonancia nuclear magnética funcional
indicam correlagdo com a gravidade do acometimento medular, demonstrada
pela alteracdo da area de substancia cinzenta do cértex motor correspondente
aos membros inferiores (até 30%). Consideram que os parametros de imagem

serao progressivamente mais utilizados nos ensaios clinicos.

Galvao et al. (2011) avaliam os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica
apos lesdo medular em ratos. A oxigenoterapia hiperbarica € uma
modalidade terapéutica fundamentada na obtencdo de pressdes parciais
elevadas de oxigénio tecidual, buscando a inalacdo de oxigénio puro em
uma camara com pressado maior que a atmosférica. Utilizam 17 ratos Wistar
machos em que o grupo estudo recebeu oxigenoterapia hiperbarica por uma
hora diaria, por um periodo de 30 dias. Realizou-se o estudo motor pela
escala BBB, nos dias 2, 9, 16, 23 e 30 ap0s a lesdo. Demonstram diferenca
significante, a favor do grupo estudo, apenas nas fases iniciais da avaliacéo
funcional. O exame histopatologico ndo revela diferenca entre os grupos

estudo e controle.

Santos et al. (2011) publicam artigo no qual analisam o modelo
experimental de lesdo medular, preconizada pelo protocolo internacional
MASCIS, e sua correlagdo com a escala Basso, Beattie e Bresnahan.

Concluem que o modelo proposto é reprodutivel, e sua padronizacao

contribui para o avanco da pesquisa experimental multicentrica.
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Bachhav et al. (2011) pesquisam sobre o emprego do laser na
administracéo transdérmica de diclofenaco. Testam a sua absor¢céo em pele
suina e humana, em solucdo aquosa e de gel a base de propilenoglicol.
Apos 24 horas, demonstram efeito cumulativo de diclofenado, estatisticamente
superior ao grupo controle. Enfatizam o grande potencial terapéutico desse

método.

Kalluri e Banga (2011), apés revisédo da literatura, discorrem sobre as
diversas modalidades de administracdo transdérmica de proteinas. Citam a
iontoforese, microagulhas, ablacdo térmica, ablacdo por radiofrequéncia,
laser, sonoforese e sistemas em jato. A técnica laser assistida caracteriza-se
pela abrasdo do estrato corneo, cujo feixe aquece a superficie da pele,
causando rapida evaporacao das moléculas de agua criando microcanais na
epiderme. Descrevem ensaio clinico em que 12 voluntarios foram submetidos
a laserterapia, em que mais de 90% nao reportaram minimo desconforto.

Ressaltam a seguranca e a baixa morbidade da técnica.

Fouad et al. (2011) descrevem os aspectos envolvidos na plasticidade
neuronal, essencial para a melhora funcional dos lesados medulares, visto

gue ndo hé tratamento efetivo nos casos de lesdes completas.
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O protocolo desta pesquisa (IOT — 695) foi avaliado e aprovado pela
Comisséo de Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesp) do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

4.1 Modelo experimental de lesdo medular

4.1.1 Animais de experimentacao

Foram selecionados 40 ratos da raca Wistar, machos, adultos
jovens, com idade de 20 a 21 semanas, com peso de 300 a 340 g, oriundos
do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de
S&o Paulo. Todos os animais foram avaliados, no momento da recepcéao,
observando-se o estado clinico geral e a motricidade. Foram distribuidos
até 5 ratos por gaiola (40 x 60 cm). Os animais foram mantidos em
condicbes padronizadas de higiene, ciclo claro-escuro, hidratacédo e
alimentagdo, conforme rotina do Laboratorio de Estudos do Traumatismo

Raquimedular e de Nervos — LETRAN - do Instituto de Ortopedia e
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Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo.

4.1.2 Critérios de inclusao

a) ratos da raga Wistar;

b) machos;

c) adultos jovens (idade entre 20 e 21 semanas de vida);

d) peso entre 300 e 340 gramas;

e) motricidade normal (movimentos da cabeca, pescoco, patas dianteiras e

traseiras e rabo);

f) bom estado geral (pelagem, coloracéo, nutricao).

4.1.3 Critérios de exclusao

a) autofagia ou mutilacédo de patas;

b) anomalias macroscoépicas da medula, observadas na necropsia;

c) alteracao do padrao grafico pos-lesédo gerado pelo NYU Impactor;

d) auséncia de paraplegia na primeira avaliacdo locomotora.
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4.1.4 Formacao dos grupos experimentais

Os animais foram separados por sorteio em quatro grupos com 10

animais cada:

Grupo 1:

Grupo 2:

Grupo 3:

Grupo 4.

foi formado por ratos submetidos a lesdo medular moderada,
através de contusdo provocada por queda de haste do sistema
NYU Impactor® (New York University Spinal Cord Contusion
Sistem — Impactor), a 25 mm de altura, submetidos diariamente a

0,2 ml de soro fisiologico pela via intraperitoneal, por 42 dias;

os ratos foram submetidos a mesma lesdo, com administracao
diaria de 30 mg/kg de GM1, diluido em 0,2 ml de soro fisiologico,

via intraperitoneal, por 42 dias;

os ratos foram submetidos a mesma lesdo, com aplicacdo diaria

de Laser Ice sem GM1, sobre a pele por 3 minutos, por 42 dias;

os ratos foram submetidos a mesma lesdo, com aplicacdo diaria
de Laser Ice com GM1 na concentracdo de 30 mg/kg por dia,

sobre a pele por 3 minutos, por 42 dias.

A dose de GM1 administrada nos animais do grupo 4 foi calculada de

acordo com o tempo de duracdo de dissolugdo do gel aquoso contido no

tubo do Laser Ice e o niumero de animais tratados por cada tubo. Definiu-se

a concentracéo de 30 mg/kg ao dia.

O GM1 utilizado foi doado pela empresa TRB Pharma.
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415 Protocolo de Anestesia

Foram anestesiados os ratos com 55 a 75 mg/kg com pentobarbital
intraperitoneal. O efeito da anestesia foi obtido em 5 minutos apos a
aplicacdo, com duracdo minima de 60 minutos. Confirmou-se o efeito da
anestesia observando-se a auséncia dos reflexos da cornea e de reacédo a

compresséao da cauda.

4.1.6 Procedimento cirurgico

ApoOs a anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia da regiao
dorsal, seguida por antissepsia com clorexidine. Realizou-se incisédo
longitudinal paramediana na regido dorsal, ao nivel de T7 a T12,
aproximadamente a 10 mm da linha média, seguindo-se a dissec¢do do
subcutéaneo correspondente, abordando a coluna vertebral. Os processos
espinhosos de T8 e T11 foram dissecados para a colocacdo das pingas de
preensdo do NYU Impactor (Figura 1). Procedeu-se a resseccdo dos

processos espinhosos de T9 e T10 seguida pela laminectomia e exposi¢ao

da medula espinal (Figura 2).
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Figura 1 - Exposicéo dos processos espinhos das vértebras T-8, T-9, T-10 e T-11

Figura 2 - Demonstracdo da medula espinal, ao centro
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4.1.7 Lesao medular

Adotou-se 0 modelo multicéntrico de lesdo medular Multicenter Animal
Spinal Cord Injury Study (MASCIS) padronizado para ratos Wistar

(Rodrigues, 1999).

O equipamento NYC Impactor € formado por:

a) base de posicionamento acoplada a torre contendo a haste;

b) dispositivos de instrumentacéo;

c) interface com saida paralela e temporizador;

d) microcomputador PC compativel;

e) video monitor;

f) software especifico (Figuras 3 e 4).

Fabiano Inacio de Souza



Métodos

—— Posicdo Vertebral —‘

Posi¢do Péndulo

20 Khz
P‘ut_enciémgtrps
Oticos Digitais Pino de Liberagio
(0,07 mm x 10 ysec})
Detector de Confaio

I A I Computador
at

o

Haste Vertebral ___ .|

[

Haste Péndulo

Fixador Vertebral —& ﬂ P,
P P S

nl

-:\'_;'

‘M\I
. P e W Caudiﬂ
Cranial é{‘wﬁ] X ) hls::

k4

Figura 3 - Esquematizacéo do Sistema NYU Impactor

Figura 4 - Sistema NYC Impactor
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Seguiu-se 0 protocolo de lesdo medular moderada, realizada pelo
equipamento computadorizado NYU Impactor. Essa lesdo foi provocada pelo
trauma contuso proveniente do impacto da queda livre de uma haste de 10 g, a

altura de 25 mm, diretamente sobre a medula espinal do animal (Figuras 5, 6 e 7).

Figura 6 - Graduacdo da altura da haste
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Figura 7 - Lesao realizada ap6s queda da haste,

captada por potenciémetro éptico

A lesdo medular foi realizada seguindo as orientagdes, procedimentos,
controles, monitorizacao, cuidados, limpeza e esterilizacdo da haste, conforme

consta no seu manual, e recomendados por Rodrigues (1999).

Apés cada lesdo, observou na tela do computador o grafico gerado

pelo procedimento, avaliando:

a) acurva de posicao da haste de impacto;

b) a curva de velocidade da haste de impacto;

c) a curva tangente da velocidade de impacto;

d) o ponto do impacto;

e) a altura maxima,

f) ainflexao;
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g) alinha base;

h)

a curva de posicéao vertebral,

i) acurva de posicao do impacto vertebral (Figuras 8 e 9).
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Figura 9 - Formacao gréafica dos dados do impacto

Um dos critérios de exclusdo adotados refere-se a formacéo grafica

fora dos padrbes esperados. Esta conduta proporciona garantia de

uniformidade das lesoes.

A Figura 10 demonstra o sitio da lesdo apds o trauma.

Figura 10 - Hemorragia pos-traumatica
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4.1.8 Procedimento apos alesao

Apébs serem retirados do equipamento, os animais foram colocados
sobre uma superficie levemente aquecida, procedendo-se a inspecao do
sitio da lesdo e da ferida operatoria, hemostasia, quando necessaria,
lavagem com soro fisioldégico a temperatura ambiente, aproximacdo dos

planos musculares e sutura da pele com nylon monofilamentado 3.0.

Em seguida, os animais foram transferidos para cémaras de

recuperacdo com temperatura de 25 a 28° C, durante 30 minutos.

Realizou-se massagem abdominal para esvaziamento da bexiga.

4.1.9 Antibioticoterapia

Todos os animais foram submetidos a administracdo subcuténea de
25 mg/kg de cefalotina (Keflin Neutro® Ely Lilly) imediatamente apds a
leséo, e diariamente, por 7 dias, com o objetivo de reduzir a possibilidade de

infec¢@o na ferida cirdrgica e nas vias urinarias.

4.1.10 Manutencao

Os animais foram mantidos em gaiolas (40 x 60 cm), em grupos de

até 5 ratos, nas mesmas condi¢cdes, de acordo com a padronizacdo do
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LETRAN (racdo e agua ad libitum, trocas peridédicas de maravalha, limpeza e

higienizacdo das gaiolas).

Quando submetidos a avaliacdes funcionais pela escala BBB, os
ratos eram avaliados quanto a presenca de infeccfes, mutilacbes ou outras

alteracdes (critérios de exclusédo e complicacdes).

4.2 Tratamento medicamentoso e aplicagcédo do Laser Ice

Administraram-se diariamente 0,2 ml de soro fisioldgico, por via

intraperitoneal, nos animais do grupo 1.

Os ratos do grupo 2 receberam, também por via intraperitoneal, GM1 na

concentracdo de 30 mg/kg, diluido em 0,2 ml de soro fisiolégico, por 42 dias.

Os ratos dos grupos 3 e 4 foram submetidos a sessfes diarias de

laser, com durac&o de 3 minutos.

O equipamento utilizado era formado por um gerador interligado ao
dispositivo de aplicacdo por um cabo transmissor de fonte emissora dos

raios laser (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Equipamento Laser Ice

Figura 12 - Demonstragéo do raio laser
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Nesse dispositivo, acoplam-se um tubo preenchido por gel de base
aguosa, congelado. A aplicacdo do laser foi realizada por um periodo de 3

minutos por animal (Figura 13).

Figura 13 - Aplicag&o do Laser Ice. Observe a solugéo

congelada em contato com o rato

No grupo 4, o GM1 foi misturado ao gel no dia anterior a aplicacao. A
quantidade de GML1 aplicada por animal foi calculada baseando-se em dois
guesitos: concentracdo de 30 mg/kg e tempo de aplicacdo do laser. Desta

forma, pode-se obter a administracéo da posologia desejada.
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4.3 Protocolo de avaliacéo funcional pela escala BBB

Todos os animais foram submetidos a avaliacdo locomotora nos

seguintes dias pos-operatorios: 7°, 14°, 21°, 28°, 35° e 42°.

A recuperacdo locomotora ap0s o trauma medular foi avaliada pela
escala Basso, Baettie, Bresnahan (BBB) (Basso et al., 1995), adotada pelos

centros de pesquisas que integram o MASCIS e pelo LETRAN.

Esta escala permite avaliar o aparelho locomotor de forma objetiva,

simples, rapida e precisa, mediante critérios observacionais.

Esse procedimento foi realizado colocando-se o rato do interior de
uma caixa de observacdo de 80 x 80 cm, com paredes de 17 cm de altura,

forrada com campo cirargico azul.

Os dados foram analisados e anotados em formulario proprio.
Avaliaram-se 0s movimentos da pata traseira (quadril, joelho e tornozelo), as
posicoes do tronco e do abdome, o balanco (deslocamento da pata), 0 modo
de contato da pata com o solo e a liberagédo, os dedos, a coordenacéo,

posicdo da cauda dos lados direito e esquerdo.

Os seguintes dados eram anexados ao formulario: identidade (tipo e
coloragdo das marcas na cauda), numero de dias pOs-operatorios,

comentarios (Anexo ).
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A avaliacdo de cada animal foi conduzida por dois observadores,
simultaneamente, adequadamente treinados, neutros, sem conhecimento do
grupo de origem do animal, para que nao houvesse interferéncia nos
resultados. A pontuacdo da escala BBB varia de 0 a 21 para cada lado
(direito e esquerdo). A duracdo média da avaliacdo era de 4 a 5 minutos por
animal (Anexos 1l e |lll). Foi registrado o menor valor observado,
desprezando-se 0 maior, na auséncia de consenso. As pontuacfes estdo

apresentadas no ANEXO IV.

4.4 Avaliacdo pelo potencial evocado motor

Os animais foram submetidos novamente ao procedimento anestésico
com a dose de 55 a 75 mg/kg de pentobarbital, via intraperitoneal. Esta

avaliacdo segue o protocolo padronizado por Ferreira et al. (2005).

Os equipamentos necessarios para a realizagdo desse exame

consistem em:

a) um 1 aparelho de eletromiografia de 4 canais;

b) dois eletrodos de agulhas monopolares do tipo corkscrew, para

estimulacao transcraniana;
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c) um eletrodo de agulha monopolar para ser utilizado como terra;

d) quatro pares de eletrodos de agulhas monopolares utilizados na
captacdo das respostas motoras nos musculos-alvo das patas

dianteiras e traseiras.

A captacdo das respostas musculares foi efetuada com a colocacgao
de pares de eletrodos de agulha monopolar (captador e referéncia), das
patas dianteiras e traseiras. O eletrodo terra foi colocado na regido lombar

através de um eletrodo de agulha monopolar.

A estimulacgéo elétrica transcraniana foi realizada com a colocacao de
dois eletrodos de agulha tipo corkscrew, na pele da cabeca, nas regides
frontal (&4nodo) e occipital (catodo), na linha inter-hemisférica, para
estimulacdo bilateral simultdnea. Ap6s o estimulo, as respostas foram
captadas das patas dianteiras e traseiras (Figuras 14 e 15). Ver anexos V,

VI, VII, VIII.
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Figura 15 - Posicionamento para a realizacéo do estimulo
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4.5 Eutanasia

Os animais do experimento foram submetidos a eutanasia conforme
legislacdo vigente e seguindo os preceitos do Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal, COBEA (1999).

A dose letal de pentobarbital empregada foi de 140 mg/Kg, via

intraperitoneal.

4.6 Exame necroscopico e anatomopatolégico

Foram realizados o0s exames necroscépicos observando-se a
possibilidade de alteracdes macroscépicas, fora dos padrdes normais. Esses
exames foram efetuados apds a eutanasia ou a morte dos animais durante o

periodo da pesquisa, como por exemplo, por autofagia (Figura 16).

Figura 16 - Ratos excluidos por autofagia ou canibalismo
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A coluna vertebral dos ratos submetidos & eutanasia na sexta semana
foi abordada por incisdo longitudinal, sendo removida entre os segmentos T8
e T12. Foram retiradas as estruturas 0sseas e de partes moles, com auxilio

de saca-bocado, até a exposicdo completa da medula espinal.

Procedeu-se a avaliagcdo macroscopica da medula, observando-se a

presenca de possivel anomalia (critério de exclusédo).

Em seguida, foi feita incisdo longitudinal ventral, com toracotomia e
laparotomia, inspecionando-se o0s pulmdes (infeccbes, derrames) e o
abddémen, a procura de alteracfes, visceromegalias, tumoracdes ou outras

alteracodes.

A medula extraida foi identificada, acondicionada individualmente em
frasco contendo formaldeido a 10%, e encaminhada para o Servico de
Anatomia Patoldgica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

O estudo anatomopatologico foi realizado por meio de avaliacéo

microscopica das laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE).

Foram feitos cortes histologicos no plano axial do segmento medular,
com espessura de 2,0 mm, um centimetro proximal e um distal ao centro da
lesdo. Os segmentos foram processados e desidratados em sequéncia de
alcoois, seguindo-se a diafanizacdo em xilol, e incluidos em parafina. Foram

realizados cortes histologicos de cinco micra de espessura em microtomo, de
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5,0 mm proximal a 5,0 mm distal ao centro da lesdo. Esse material entéo foi

fixado em laminas de vidro e corados pela técnica de hematoxilina-eosina.

Desta forma, foram preparadas trés laminas de cada medula,
nomeando-as da seguinte maneira: A: regido proximal a lesdo; B: centro da

leséo; C: regido distal a leséo.

Esse material foi avaliado separadamente pelo Servico de Patologia
do 10T, com documentacdo da graduacdo de cada lamina, e com a seguinte
classificagdo : 0 — ausente; 1 — discreto; 2 — moderado; 3 — acentuado,

seguindo os parametros que se seguem:

a) necrose;

b) hemorragia;

c) hiperemia,

d) degeneracado da substancia nervosa (cistica);

e) infiltrado celular.

Os avaliadores n&o foram informados quanto ao grupo de origem dos

animais (avaliagéo cega) (ANEXO IX).
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4.7 Analise estatistica

4.7.1 Avaliacao funcional

Os valores médios dos escores BBB foram comparados com uso de
um modelo de efeitos mistos com dois fatores: grupo (1, 2, 3, 4) e semana
de avaliacao (12, 23, 32 42 52 62), considerando medidas repetidas ao
longo das semanas. A existéncia de um possivel efeito de interacdo entre
esses fatores também foi avaliada. O modelo de efeitos mistos foi ajustado
considerando matrizes de covariancias iguais nos diferentes grupos e com

forma nao estruturada.

4.7.2 Potencial evocado

Inicialmente, as distribuicdes das medidas da amplitude e da laténcia
nos quatro grupos de estudo foram comparadas com uso do teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Em seguida, um modelo de anélise de
variancia (ANOVA) foi utilizado para comparar as médias das amplitudes e

das laténcias nos diferentes grupos.

Nota-se que as medidas analisadas correspondem as médias dos
valores observados nas patas traseiras esquerda (PTE) e direita (PTD) de

cada animal.
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4.7.3 Dados histologicos

Os dados histologicos correspondem as variaveis: necrose,

hemorragia, hiperemia, degeneracéo da substancia e infiltrado celular.

Para cada uma destas variaveis e cada uma das trés regides da
coluna (nomeadas por A, B e C), foram calculadas os indices de escores
ausentes, discretos, moderados e intensos segundo os grupos de estudo. A
associacdo entre o nivel de escore e os grupos foi avaliada por meio do

teste exato de Fisher.

Neste estudo, valores de p menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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No grupo 1 ocorreram dois Obitos (um na primeira e um na ultima
semana); no grupo 2 verificaram-se trés Obitos (um na primeira, um na
segunda e um na terceira semana); no grupo 3 também houve trés Obitos
(dois na segunda e um na quinta semana); no grupo 4 ocorreu apenas 1

Obito na penultima semana.

Foram avaliados 31 animais, com peso médio de 347 g, variando de

311 g a 402 g, distribuidos da seguinte forma:
a) Grupo 1: oito animais;
b) Grupo 2: sete animais;
c) Grupo 3: sete animais;

d) Grupo 4: nove animais.

5.1 Avaliacao funcional

A Tabela 1 apresenta medidas descritivas do escore BBB para cada

grupo de estudo e semana de avaliacao.

Os valores médios estdo demonstrados na Figura 17.
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O ajuste do modelo indicou efeito significante de interacdo® entre

grupo e semana, com p<0,001.

Tabela 1 - Medidas descritivas para o escore BBB, segundo grupo e semana

de avaliacdo
Semana de avaliacéo
Grupo 12 22 32 42 52 62
Grupo 1 Média 1.3 1,8 5,8 7,5 9,8 14,8
Desvio padréo 1,6 1,7 2,3 2,4 3,2 4,2
(N=8) Mediana 0,5 2,0 50 7,0 9,5 15,0
Minimo 0 1 4 7 8 7
Maximo 4 4 11 13 15 20
Grupo 2 Média 0,7 2,3 54 7.4 9,0 12,3
Desvio padréao 15 2,3 19 3,3 4.4 4,2
(N=7) Mediana 0,0 3,0 6,0 7,0 9,0 13,0
Minimo 0 0 3 3 4 5
Maximo 4 5 8 13 15 17
Grupo 3 Média 0,6 2,7 51 7,3 7,7 11,4
Desvio padréo 15 2,0 2,6 3,3 4,5 4,9
(N=7) Mediana 0,0 3,0 6,0 6,0 6,0 13,0
Minimo 0 0 0 3 2 4
Méximo 4 5 8 11 14 18
Grupo 4 Média 0,9 4,1 7,7 9,6 10,8 12,1
Desvio padrédo 1.4 3,1 3,4 3,9 4,4 4,6
(N=9) Mediana 0,0 3,0 7,0 9,0 11,0 12,0
Minimo 0 0 3 5 6 7
Maximo 3 9 13 16 19 19
Total Média 0,9 2,8 6,1 8,0 9,4 12,7
(N=31) Desvio padréo 14 2,4 2,7 3,3 4,1 4,4
Mediana 0,0 3,0 6,0 7,0 9,0 13,0
Minimo 0 0 0 3 2 4
Maximo 4 9 13 16 19 20

%0 efeito de interagdo ocorre quando a diferenca entre os grupos ndo é a mesma para todos os momentos de
avaliacdo ou, de forma equivalente, quando as diferengas entre os momentos de avaliagdo ndo sdo as mesmas
para os diferentes grupos.
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Figura 17 - Valores médios da funcéo locomotora (Escala BBB)

A Tabela 2 demonstra os valores de p na comparagao das semanas

dentro de cada grupo e dos grupos dentro de cada semana.

Tabela 2 - Valores de p correspondentes a comparacdo das semanas dentro

de cada grupo e dos grupos dentro de cada semana

Valor de p
Comparacao entre Na 12 semana de avaliagédo 0,829
0S grupos Na 22 semana de avaliagdo 0,215
Na 32 semana de avaliacédo 0,448
Na 42 semana de avaliag&do 0,448
Na 52 semana de avaliagédo 0,530
Na 62 semana de avaliacdo 0,492
Comparacéo entre ~ Nogrupo 1 <0,001
as semanas No grupo 2 <0,001
No grupo 3 <0,001
No grupo 4 <0,001

Valores de p obtidos do modelo de efeitos mistos.
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A tabela 3 retrata o crescimento da média semanal dentro de cada

grupo

Tabela 3 - Valores de p correspondentes a comparacéo entre duas semanas

consecutivas, dentro de cada grupo

Grup e consecutvas | méa VAoTdep
Grupo 1 28 Semana - 12 Semana 0,5 0,492
32 Semana - 22 Semana 4,0 <0,001
42 Semana - 32 Semana 1,8 <0,001
52 Semana - 42 Semana 2,3 <0,001
62 Semana - 52 Semana 5,0 <0,001
Grupo 2 22 Semana - 12 Semana 1,6 0,043
32 Semana - 22 Semana 3,1 <0,001
43 Semana - 32 Semana 2,0 <0,001
52 Semana - 42 Semana 1,6 0,025
62 Semana - 52 Semana 3,3 <0,001
Grupo 3 22 Semana - 12 Semana 2,1 0,006
32 Semana - 22 Semana 2,4 <0,001
42 Semana - 32 Semana 2,1 <0,001
52 Semana - 42 Semana 0,4 0,540
62 Semana - 52 Semana 3,7 <0,001
Grupo 4 23 Semana - 12 Semana 3,2 <0,001
32 Semana - 22 Semana 3,6 <0,001
42 Semana - 32 Semana 1,9 <0,001
52 Semana - 42 Semana 1,2 0,048
62 Semana - 52 Semana 1,3 0,086

Valores de p obtidos do modelo de efeitos mistos.
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5.2 Potencial evocado

A Tabela 4 apresenta medidas descritivas para os dados das

variaveis amplitude e laténcia, segundo os grupos de estudo.

Tabela 4 - Medidas descritivas da amplitude e da laténcia, segundo grupos

Potencial _ . : .

evocado Grupos N Media D.P. Mediana Minimo Maéaximo
Amplitude  Grupo 1 8 5446 596,2 2435 81,0 1840,0
p=0,921 Grupo 2 7 3929 4425 270,5 120,0 1384,5
Grupo 3 7 684,4 1085,0 270,0 187,5 3140,5
Grupo4 9 5633 8695 262,5 150,0 2848,0
Total 31 5473 7544 262,5 81,0 3140,5

Laténcia Grupo 1 8 6,7 2,2 6,2 3,30 10,95

p=0,335 Grupo 2 7 6,0 0,4 6,1 5,30 6,35

Grupo3 7 6,1 0,3 6,1 5,50 6,50

Grupo 4 9 5,6 0,6 54 4,85 6,85

Total 31 61 1,2 6,0 3,30 10,95

Valor de p obtido da ANOVA.

O teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis ndo mostrou diferencas
significantes entre as distribuicdes dos quatro grupos, tanto para as medidas
de amplitude (p=0,884, Figura 18), quanto para as medidas de laténcia

(p=0,118, Figura 19).
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Figura 18 - Boxplot para as medidas da amplitude, segundo grupos
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Figura 19 - Boxplot para as medida da laténcia, segundo grupos
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O modelo ANOVA para os dados da amplitude néo indicou diferencas

significantes entre as médias dos 4 grupos, com p=0,921.

A Tabela 5 apresenta os valores das médias das amplitudes nos
quatro grupos. A Tabela 6 demonstra as médias das laténcias nos grupos de

estudo.

Tabela 5 - Valores de p referentes ao teste de comparacdo das médias das
amplitudes nos quatro grupos de estudo

Total de casos
Modelo _ Valor de p
considerados

sem caso #1 do Grupo 3 30 0,791
sem caso #7 do Grupo 4 30 0,647
sem os dois casos acima 29 0,509

Valor de p obtido da ANOVA.

Tabela 6 - Valores de p referentes ao teste de comparacédo das meédias das

laténcias nos quatro grupos de estudo

Total de casos
Modelo Valor de p
considerados

(A) sem caso #1 do Grupo 1. 30 0,034
(B) sem caso #2 do Grupo 1 30 0,530
(C) sem os dois casos acima 29 0,044

Valor de p obtido da ANOVA.
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A Figura 20 ilustra os grupos homogéneos do estudo.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

I ———

Figura 20 - Esquema ilustrando os grupos homogéneos entre si, com
coeficiente de confianca global de 95%. Cada cor indica quais sdo 0s grupos

homogéneos em relacdo a média. (Modelos A e C.)

5.3 Dados histoldgicos

As Tabelas 7 a 11 apresentam os indices de escores ausentes,
discretos, moderados e intensos, segundo grupos de estudo e regido da
medula, respectivamente, para as variaveis: necrose, hiperemia, hemorragia,

degeneracéo de substancia e infiltrado celular.

Associacoes estatisticamente significantes entre os niveis de escore e
os grupos foram observadas apenas para a variavel necrose obtida na
regido B (p<0,001, Tabela 7) e hiperemia, também obtida na regido B

(p=0,015, Tabela 8).
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Tabela 7 - Distribuicdo dos escores de necrose, segundo grupos e regido da

medula

Escore de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

necrose N % N % N % N %
Regido A Ausente 6 75,0 4 57,1 2 28,6 6 66,7
p=0,186 Discreto 2 25,0 3 42,9 2 28,6 3 33,3
Moderado 0 0,0 0 0,0 3 42,9 0 0,0

Regiéo B Ausente 3 37,5 0 0,0 1 14,3 0 0,0
p<0,001 Discreto 5 62,5 2 28,6 0 0,0 6 66,7
Moderado 0 0,0 5 71,4 6 85,7 3 33,3
Regido C  Ausente 5 62,5 1 14,3 3 42,9 3 33,3
p=0,282 Discreto 3 37,5 2 28,6 3 42,9 3 33,3
Moderado 0 0,0 4 57,1 1 14,3 3 33,3
Total 8 100%| 7 100%| 7 100%| 9 100%

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.

Tabela 8 - Distribuicdo dos escores de hiperemia, segundo grupos e regido

da medula
Escore de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
hiperemia N % N % N % N %
Regido A  Ausente 2 25,0 0 0,0 0 0,0 2 22,2
p=0,132 Discreto 4 50,0 7 100,0f 5 71,4 3 33,3
Moderado 2 25,0 0 0,0 2 28,6 4 44,4
Regi&o B Ausente 1 12,5 0 0,0 1 14,3 0 0,0
p=0,015 Discreto 7 87,5 2 28,6 1 14,3 4 44,4
Moderado 0 0,0 4 57,1 5 71,4 5 55,6
Intenso 0 0,0 1 14,3 0 0,0 0 0,0
Regido C  Ausente 1 12,5 0 0,0 0 0,0 1 11,1
p=0,390 Discreto 6 75,0 3 42,9 6 85,7 5 55,6
Moderado 1 12,5 4 57,1 1 14,3 3 33,3
Total 8 100%| 7 100%| 7 100%| 9 100%

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.
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Tabela 9 - Distribuicdo dos escores de hemorragia, segundo grupos e regiao

da medula
Escore de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
hemorragia| N % N % N % N %
Regido A Ausente 4 50,0 5 71,4 3 42,9 4 44 .4
p=0,763 Discreto 4 50,0 2 28,6 3 42,9 5 55,6
Moderado 0 0,0 0 0,0 1 14,3 0 0,0
Regiéo B Ausente 2 250 O 0,0 1 14,3 1 11,1
p=0,450 Discreto 6 75,0 5 714 | 3 42,9 6 66,7
Moderado 0 0,0 2 28,6 3 42,9 2 22,2
Regiéo C Ausente 4 50,0 1 143 | 4 57,1 2 22,2
p=0,209 Discreto 4 50,0 | 4 57,1 1 14,3 6 66,7
Moderado 0 0,0 2 28,6 2 28,6 1 11,1
Total 8 100% | 7 100% | 7 100%| 9 100%

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.

Tabela 10 - Distribuicdo dos escores

segundo grupos e regido da medula

de degeneracédo de substancia neural,

Escore de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

deg. subst. N % N % N % N %

Regido A Ausente 1 12,5 0 0,0 0 0,0 1 11,1
p=0,755 Discreto 2 250]| 5 714 4 571| 5 55,6
Moderado 4 500 2 286 | 3 429 | 3 33,3

Intenso 1 12,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0

Regi&o B Ausente 1 12,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
p=0,896 Discreto 1 12,5 1 14,3 1 143 | 3 33,3
Moderado 5 62,5 4 57,1 3 42,9 4 44,4

Intenso 1 125 | 2 286 | 3 429 2 22,2

Regido C Discreto 5 62,5 2 28,6 3 42,9 4 44 .4
p=0,666 Moderado 3 375| 5 714 4 571| 5 55,6
Total 8 100%| 7 100%| 7 100%| 9 100%

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.
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Tabela 11 - Distribuicdo dos escores de infiltrado celular, segundo grupos e

regido da medula

Escore de Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

infiltr. cel. N % N % N % N %
Regido A  Ausente 4 50,0 3 42,9 1 14,3 4 444
p=0,229 Discreto 1 12,5 4 57,1 5 71,4 4 44,4
Moderado 3 37,5 0 0,0 1 14,3 1 111

Regido B Ausente 1 12,5 0 0,0 0 0,0 0 0,0
p=0,249 Discreto 4 50,0 2 28,6 1 14,3 5 55,6
Moderado 2 25,0 5 71,4 3 42,9 2 22,2
Intenso 1 12,5 0 0,0 3 42,9 2 22,2
Regido C  Ausente 3 37,5 0 0,0 1 14,3 3 33,3
p=0,119 Discreto 4 50,0 2 28,6 5 71,4 5 55,6
Moderado 1 12,5 5 71,4 1 14,3 1 11,1
Total 8 100%| 7 100%| 7 100%| 9 100%

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.

5.4 Avaliacdo dos Obitos

As causas de mortalidade dos 9 animais foram: autofagia em 6 casos

e causas indeterminadas em 3, distribuidos nos grupos da seguinte forma:
a) Grupo 1: dois 2 Obitos;
b) Grupo 2: trés obitos;
c) Grupo 3: trés obitos;

D) Grupo 4: um obito.
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Avaliou-se a influéncia dos grupos no surgimento dos casos de Obitos

dos animais. Foi utilizado o teste exato de Fisher (p<0,05).

Tabela 12 - Distribuicdo dos grupos de acordo com a freqiiéncia de 6bitos

dos animais dos grupos 1 e 2

Grupo Grupo 1 % Grupo 2 % Total p
Obito

Nao 8 80,0 7 70,0 15

Sim 2 20,0 3 30,0 5

Total 10 100,0 10 100,0 20 1,000

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.

Tabela 13 - Distribuicdo dos grupos de acordo com a frequiéncia de ébitos

dos animais dos grupos 1 e 3

Grupo Grupo 1 % Grupo 3 % Total p
Obito

Nao 8 80,0 7 70,0 15

Sim 2 20,0 3 30,0 5

Total 10 100,0 10 100,0 20 1,000

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.

Tabela 14 - Distribuicdo dos grupos de acordo com a frequéncia de 6bitos

dos animais dos grupos 1 e 4

Grupo Grupo 1 % Grupo 4 % Total p
Obito

Nao 8 80,0 9 90,0 17

Sim 2 20,0 1 10,0 3

Total 10 100,0 10 100,0 20 1,000

Valor de p referente ao teste exato de Fisher.
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Pela revisdo da literatura e os experimentos realizados, pode-se
verificar que a ciéncia possui conhecimento apenas de pequena parcela dos
eventos que ocorrem durante e apds a lesdo medular traumatica. O controle
dos mecanismos celulares e imunologicos que desencadeiam 0S processos
inflamatorio, degenerativo e regenerativo ndo € satisfatoriamente conhecido,
0 gque provoca grande expectativa da comunidade cientifica, das vitimas e de

suas familias.

Uma vez instalada a lesdo medular, o individuo passa por uma
drastica mudanca do estilo de vida, pois, além das limitacdes fisicas, séo

desencadeadas altera¢gGes psiquicas, sociais e trabalhistas.

A incidéncia anual de lesGes espinais traumaticas varia de 11,5 a 53,4
por milhdo de habitantes, com prevaléncia de 583 por milhdo. As causas
mais comuns sdo o0s acidentes automobilisticos (40 a 50%), as quedas
(20%) e os acidentes de trabalho, as praticas esportivas e a violéncia, que
varia e 10 a 25% (Sekhon e Fehlings, 2001; Ho et al., 2007). No Brasil,
estudos demonstram que os individuos do sexo masculino foram vitimados
em mais de 90% dos casos, e causas mais frequentes foram os acidentes
automobilisticos, seguidos pelos ferimentos por arma de fogo (Barros Filho

et al.,1990; Tuono, 2008; Campos et al., 2008).
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A lesdo medular determina a propenséo para o desenvolvimento de
inimeras doencas, como a depressdo, os disturbios do sono, a
espasticidade, as alteracdes vesicais e as gastrointestinais, as escaras, a
disfuncdo sexual, os movimentos involuntarios, a obesidade, as doencas
vasculares e as respiratérias (Da Paz et al., 1992; Brito, 2007; Sodre, 2007,
Kabatas et al., 2008; Singh et al., 2008; Noonam et al., 2008; Dionyssiotis et

al., 2011).

A dor crénica é muito prevalente nestas situacdes (98,4%), sendo
mais comuns as queixas de dores nos ombros (61%) e as lombalgias (57%).
Sdo subdivididas uniformemente entre as intensidades de dor severa,

moderada e leve (Raichle et al., 2007; Hanley et al., 2008).

ApOs o0 evento traumético, os pacientes lesados necessitam de
cuidados especiais e de acompanhamento multiprofissional e multidisciplinar

em centros de referéncia por longos periodos.

Rabeh (2007) afirma que 50% dos pacientes apresentam
dependéncia minima, ao passo que 27% necessitam de cuidados constantes

(cervicais altos).

O impacto econémico apés uma lesdo medular € muito significativo,
variando do atendimento inicial (740 mil dolares) até as modificacdes
domésticas, sucessivas internacdes, dentre outros (Cardenas et al., 2004,

Priebe et al., 2007; Lidal et al., 2007a).
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Em muitos casos, o0s pacientes com lesdo medular possuem
diminuicdo da auto-estima, ndo praticam atividades fisicas, tornando-se
alvos potenciais de acometimento ou agravamento de diversas doencas
graves, que podem ser fatais. Dentre as mais comuns, destacam-se as
doencas respiratérias, como a pneumonia e a influenza, as doencas
cardiovasculares isquémicas e as doencas urogenitais (Lidal et al., 2007b;

Krause et al., 2008).

As fraturas da coluna vertebral que provocam lesdo medular
geralmente sdo instaveis, e a descompressao com estabilizacdo cirirgica
tornam-se imperativas. Esta conduta proporciona a diminuicdo do risco de
novas lesdes, confere a possibilidade de mobilizacdo precoce, facilita o
transporte e a reabilitacdo, cujos principais objetivos sdo a fisioterapia
motora e respiratoria, reeducacdo dos esfincteres, e acompanhamento

psicolégico (Holdsworth, 1953; Holdsworth, 1970; Cristante, 2007).

A lesdo medular é um dos grandes desafios da medicina. O desejo de
desvendar o mistério do trauma secundario e o ausente potencial de
regeneracdo nas lesdes completas levam a comunidade cientifica a
desenvolver inumeros protocolos de pesquisa, testar novas drogas,
associacdes de drogas e de meios fisicos e quimicos. E desapontador,
entretanto, que nao haja medicamentos efetivos aceitos por consenso
(Bolton, 1899; Allen, 1911; Nockels e Young, 1992; Hall e Springer, 2004,

Trivedi et al., 2006; Cristante, 2007).
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A grande maioria das lesfes sao incompletas, de forma que o
principal objetivo da terapéutica nas leses medulares € a inibicdo da
cascata de eventos que ocorre no trauma secundario (Tator e Fehlings, 1991;

Nockels e Young, 1992; Hall, 2001).

Atualmente € do conhecimento médico que, apds o trauma mecanico
da medula espinal, ocorre hemorragia, hipoxia, edema, inflamacao, necrose,
acumulo de glutamato, aspartato, migracédo celular, respostas imunologicas
divergentes e morte de células neurais (Ducker et al., 1971; Balentine, 1985;
Albin e White, 1987; Schnell et al., 1999; Amar e Levy, 1999; Taoka et al., 2001,

Freund et al., 2011).

InUmeras drogas tem sido pesquisadas. Estudou-se a dexametasona, o
transplante de células fetais e as células-tronco, o0 GM1, a metilprednisolona,
a eritropoetina, as neurotropinas, as vitaminas, dentre outras (Ducker e
Hamit, 1969; De La Torre, et al, 1975; Roisen et al, 1981; Young e
Flamm, 1982; Karpiak et al., 1991; Wyss-Coray et al., 1997; Jeffery et al., 1999;
Barros Filho, 2000; Sribnick et al., 2005; Thuret et al., 2006; llyas e Chen, 2007;

Akdemir et al., 2008; Cristante et al., 2009a).

Ha necessidade de novas pesquisas cientificas rigorosas, pois nao
existem bases solidas para a elucidagdo do complexo sistema de reagfes que

ocorrem apos a lesdo espinal (Amador e Guest, 2005; Rossignol et al., 2007).

Os estudos de novas drogas ou métodos terapéuticos devem ser
embasados, primeiramente, em pesquisas experimentais, utilizando animais

da mesma linhagem genética. Com base nos resultados de varios testes
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favoraveis e com morbidade controlada é que se pode-se empregar o projeto

na pratica clinica.

Estes foram os fundamentos utilizados para o desenvolvimento do

presente projeto.

A homogeneizacdo da amostra € importante para que haja aumento
da confiabilidade e da reprodutibiidade do método. Os ratos Wistar
empregados no estudo foram oriundos do Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, obedecendo a
padronizacdo adotada pelo Laboratério de Estudos do Traumatismo
Raquimedular e de Nervos (LETRAN) do Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina na

Universidade de Sao Paulo (I0OT-HC-FMUSP) (Rodrigues, 1999).

O sistema de lesdo medular adotadoseguiu o protocolo conferido para
o New York University Impactor System (NYU Impactor), padronizado pela
publicacdo de Constantini e Young (1994) e reproduzido por Basso et al.
(1995). Este equipamento é formado por uma torre que libera uma haste
com peso de 10g para a contusdo medular. A altura da queda é padronizada
de acordo com o projeto de pesquisa. As possibilidades séo de 6,25 mm,
12,5 mm, 25 mm e 50 mm. Estas alturas crescentes sdo diretamente
proporcionais a gravidade da lesdo. O equipamento € interligado ao

computador, que analisa e grava todas as informacdes do procedimento.

O NYU Impactor encontra-se disponivel no LETRAN. Todo o processo

foi conduzido de acordo com o padréao internacional adotado pelos centros
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de pesquisas que integram o Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study
(MASCIS) (Rodrigues, 1999; Vialle et al., 1999; Young, 2002; Tebet et al.,
2003; Marcon, 2006, 2009; Rodrigues et al., 2010; Galvado et al.,, 2011;

Santos et al., 2011).

O numero de animais (n) para a formacédo dos grupos baseou-se em
pesquisas anteriores, que adotaram modelo experimental semelhante

(Marcon, 2006; Cristante et al., 2009b).

Utilizaram-se ratos da raca Wistar, machos, entre 20 e 21 semanas,
com peso variando de 300 a 340 gramas, com bom estado geral, boa
mobilidade e sem alteracdes na pelagem (Rodrigues, 1999; Barros Filho e

Molina, 2008).

As avaliacdes pela escala locomotora de Basso, Beattie e Bresnahan
(Basso et al., 1995) foram realizadas no 7°, 14°, 21°, 28°, 35°, 42° dias apds
a lesdo espinal. Em grande parte dos estudos realizados no LETRAN, as
avaliacdes foram efetuadas no 2° 7°, 14°, 21° e 28° dias. Optou-se em
estender a avaliagdo para duas semanas, em virtude do aumento da
intensidade da lesao adotada (25 mm). Tal padronizacdo pode permitir que a

evolucéo locomotora seja mais fidedigna.

A opcgéo pelo nivel de lesdo em T9-T10 esta de acordo com o

protocolo de Rodrigues (1999).

Seguindo o mesmo protocolo, admitiu-se a realizagédo da lesdo com

gueda da haste a uma altura de 25 mm, produzindo contusdo medular

Fabiano Inacio de Souza



Discussao 91

moderada, incompleta. Ratos com lesdes graves, com altura de 50 mm,
apresentam alta mortalidade na primeira semana. Ja nas lesdes provocadas
pela queda da haste com altura de 6,25 mm, verifica-se a recuperacéo
completa em poucos dias, independentemente de meios adjuvantes

(Basso et al., 2006; Barros Filho e Molina, 2008; Marcon, 2009).

O estudo histologico foi realizado com 3 cortes em cada segmento
medular: proximal, na topografia da lesédo e distal. Das laminas, coradas com
hematoxilina e eosina, foram graduados os parametros: necrose, hiperemia,
hemorragia, degeneracdo de substancias (formacéo cistica) e infiltrado
celular, conforme padronizacdo do LETRAN (Cristante et al., 2009b; Marcon,

2009; Galvao et al., 2011).

O potencial evocado motor por meio de estimulacdo elétrica
transcraniana € um método de avaliacdo da propagacdo dos impulsos
elétricos medulares, com a captacdo nos musculos-alvo das patas dianteiras
e traseiras. Na pratica, determinam-se dois valores importantes: a laténcia,
qgue significa velocidade, tempo para aparecer o sinal e a amplitude, mais

importante, que expressa a recuperacao, ou ganho de fibras, e quanto mais

elevada, melhor (Ferreira et al., 2005).

O potencial somatosensitivo pode ser utilizado nas avaliagbes
medulares, mas possui grande limitacdo quando h& predominancia da
sindrome da medula anterior. O potencial evocado motor ndo demonstra

esta limitagéo (Curt et al., 1998).
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Dentre as inumeras drogas pesquisadas com possibilidade de
atuacado na lesdo medular, apenas o GM1 e a metilprednisolona podem ser

prescritas em humanos (Taoka e Okajima, 1998; Taoka et al., 2001).

A metilprednisolona € recomendada por alguns cirurgides na fase
aguda do trauma, até oito horas da lesdo, mas encontra-se cada vez mais
distante do consenso da comunidade cientifica. Algumas questées referem-
se desde a ineficacia até ao aumento de complicacdes, como as infeccbes

(Gerhart et al., 1995; Pointillart et al., 2000; Hurlbert, 2001; Marcon, 2006).

Também distante do consenso da comunidade cientifica, 0o GM1 pode
ser uma nova opc¢ao terapéutica, sobretudo se a sua acéo for potencializada

por outros meios, como agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos.

O GM1 é uma glicoproteina contida nas membranas celulares e nos
ndcleos, em alta concentracdo nas células de linhagem neural. Ele é
responsavel por diversas funcées no metabolismo, no desenvolvimento, na
maturacdo e na regeneracdo celular, e um importante neuroprotetor com
funcbes anti-inflamatorias. O GML1 é fundamental para a modulacao elétrica e
na excitabilidade neuronal, na reducdo dos efeitos téxicos da alta
concentragcdo de calcio e sbédio e na melhora da atividade colinérgica
(Karpiak et al.,, 1991; Coombs et al., 1993; Vogelsberg et al., 1997,
Hadjiconstantinou e Neff, 1998; Oliveira e Langone, 2000; Fang et al., 2000;
Silva et al., 2000; Weber et al., 2000; Fighera et al., 2006; Furian et al., 2007;
Ledeen e Wu, 2007; Sokolova et al.,, 2007; Qiao et al., 2008;

Duchemin et al., 2008).
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O GML1 foi utilizado em diversos estudos clinicos em portadores de
lesdo medular. Foi confirmada a sua seguranca, com poucas complicacdes,
e com alguns resultados demonstrando melhora na recuperacdo motora
(Geisler et al., 1991; Walker e Harris, 1993; Barros Filho e Silva Filho, 2003;

Chinnock e Roberts, 2009).

Geisler et al. (2001) reafirmam, em estudo multicéntrico, em que
foram avaliados 760 pacientes portadores de lesbes medulares traumaticas
agudas, a seguranca do uso do GM1 e a sua ineficacia nas lesdes

completas.

A dose de GM1 adotada neste estudo (30 mg/kg) estd condizente

com outros estudos experimentais (Goettl et al., 2003; Carvalho et al., 2008).

Nelson et al. (1991) publicam, pela primeira vez, estudo que
comprova a capacidade do laser de realizar ablacdo do estrato cérneo da

pele, possibilitando a absorcédo mais eficiente de substancias quimicas.

O laser pode promover a absorcdo transdérmica de proteinas,
peptideos, e outras moléculas, transformando-se em uma grande alternativa
de via de administragcdo de medicamentos (Benson e Namjoshi, 2008;

Bachhav et al., 2010; Bachhav et al., 2011).

O emprego do laser € um procedimento seguro, ndo invasivo e com

baixa morbidade (Kalluri e Banga, 2011).

Santos et al. (2010) apresentaram, no Congresso Europeu de

Neurociéncias, os resultados preliminares da utilizacdo do laser de baixa
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temperatura associado a GM1 nas lesbes medulares e dos nervos
periféricos. Afrimam que os resultados foram favoraveis e que ha a

necessidade de novos estudos.

A metodologia da pesquisa de Santos et al. (2010) difere deste estudo
pois eles nado utilizaram avaliacdo por potencial evocado, a contusdo
medular foi de menor energia, com a altura da haste de impacto de 12,5 mm
(e ndo 25 mm), e o tempo de evolucdo for menor, de quatro semanas

apenas, e nao de seis semanas como nhesta pesquisa.

Os resultados histolégicos realizados na presente pesquisa, apds seis
semanas da contusdo medular, ndo demonstraram associacfes
estatisticamente significantes entre os niveis de escore e 0s grupos, exceto
em duas situacfes: necrose da regido B (Tabela 7) e hiperemia da regido B

(Tabela 8).

Em relacdo a necrose, na regido B, os grupos 2 e 3 tiveram maiores
concentracfes de resultados moderados (71,4% e 85,7%, respectivamente),
ao passo que o grupo 1 e 4 tiveram os resultados concentrados em niveis

discretos (62,5% e 66,7%).

Pbdde-se verificar que, na sexta semana, houve semelhanca dos
achados de intensidade discreta de necrose B, entre os grupos 1 e 4 (62,5%

e 66,7%, respectivamente).

No caso da hiperemia, na regido B, a grande maioria das

observacées do grupo 1 teve resultados discretos (87,5%). Os demais
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grupos apresentaram porcentagens de resultados discretos menores, sendo
44,4% (grupo 4), 28,6% (grupo 2) e 14,3% (grupo 3). Por outro lado, o grupo
1 n&o apresentou nenhum caso moderado/intenso, ao passo que os demais
grupos tiveram seus dados concentrados nesses niveis, 55,6% no grupo 4, e
71,4%, tanto no grupo 2 quanto no grupo 3. Novamente evidencia-se maior

correlacéo entre os grupos 1 e 4.

Os quesitos analisados foram necrose, hiperemia, hemorragia,
degeneracdo de substancia e infiltrado celular. Cada um deles foi avaliado
em trés situacdes: segmento proximal a lesdo (A), sitio da lesdo (B) e porcéo
distal a lesdo (C), totalizando quinze avaliagcbes. Deste total, houve
significAncia estatistica em apenas dois segmentos, que correspondem a

13,33% do total de laminas analisadas.

Marcon (2009) afirma que esta técnica de avaliacéo histolégica possui

baixa sensibilidade para aferir alteracfes entre os grupos.

Este método de avaliacdo histologica é empregado nos projetos de
pesquisas realizados no LETRAN, determinando experiéncia aos avaliadores.
Atualmente ha novos métodos de avaliacdo histolégica, como a contagem de

células por microscopia eletronica e a coloragdo de células neurais viaveis.

Na avaliacdo por potencial evocado motor, analisaram-se a amplitude
e a laténcia. Os valores medianos da amplitude, que sdo os dados mais
importantes, variaram de 2435 (grupo 1) a 270,5 (grupo 2). Nao se

observaram resultados estatisticamente significantes entre 0s grupos.

Fabiano Inacio de Souza



Discussao 96

No entanto, encontraram-se dois valores extremos: 3140,5 no grupo 3 e

2848, no grupo 4 (Figura 18).

Em ambos os casos, foi empregado o Laser Ice (grupos 3 e 4). Nao
foi possivel estabelecer uma relagcdo entre os achados extremos e a

histologia ou a avaliacao funcional.

Nas medidas de laténcia, os menores valores médio (5,6) e mediano
(5,4) foram observados no grupo 4, ao passo que a maior média (6,7) e

mediana (6,2), no grupo 1.

No caso das medidas da laténcia, o menor valor médio (5,6) e
mediano (5,4) foram registrados no grupo 4, e o maior valor médio (6,7) e
mediano (6,2), no grupo 1. Destaca-se uma maior variabilidade dos dados
nesse ultimo grupo, sobretudo, em virtude de um valor extremo alto, igual a

10,95, conforme mostra a Figura 19.

Vale notar que o valor extremo alto de laténcia (10,95) observado no
grupo 1 (caso #2, cujos valores originais para os lados esquerdo e direito séo,
respectivamente, 11,8 e 10,1), corresponde a0 mesmo caso que apresentou
valor extremo baixo para a amplitude, igual a 81,0 (valores originais para os

lados esquerdo e direito, respectivamente, iguais a 89,0 e 73,0).

Uma analise dos residuos do modelo foi feita para avaliar a
adequacao dos dados e, de uma forma geral, ndo indicou fugas importantes
das suposi¢cdes necessarias para a aplicagdo do modelo. Além disso, esta

analise detectou dois pontos a serem investigados com cuidado, que
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correspondem aos valores extremos dos grupo 3 (caso #1, amplitude

3140,5) e 4 (caso #7, amplitude 2848,0), conforme ressaltado anteriormente.

Assim, novos ajustes do modelo ANOVA foram feitos, e se
desconsideraram cada um desses pontos e, também, os dois pontos
simultaneamente. Desconsiderando o caso #1, a média e o desvio padrao
para o grupo 3 foi reduzida para 275,0 e 70,6. No grupo 4, sem o caso #7, 0S
valores cairam para 277,7 e 158,2. Em todas essas analises, ndo houve

indicacdo de diferencas significantes entre os grupos (Ver Tabela 5).

Também em relacdo a laténcia, a analise também né&o indicou
diferencas significantes entre as médias dos quatro grupos (p=0,335). No
entanto, a analise dos residuos indicou ajuste pouco razoavel dos dados,
com variancias desiguais entre os grupos (isto é, fuga da suposicdo de
homocedasticidade), devida, sobretudo, a grande variabilidade do grupo 1,
gquando comparada aos demais grupos. O problema manteve-se mesmo
apos tentativas de transformacao dos dados. A analise dos residuos apontou
dois casos a serem investigados com cautela, correspondentes aos dois

valores extremos do grupo 1: caso #1 (3,30) e #2 (10,95).

A média (e desvio padrdo) do grupo 1 mudaram para: 7,1 (1,9) sem o
valor extremo baixo; 6,0 (1,5) sem o valor extremo alto; e 6,5 (0,9) sem

esses dois valores.

Os resultados das analises, desconsiderando esses pontos sao
apresentados na Tabela 6. Nota-se que a retirada do valor extremo alto

(Modelo B) ndo muda as conclusdes, uma vez que nao indica diferengas
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significantes entre os grupos (p=0,530). Ja a retirada do valor minimo
(Modelos A e C) resulta em modelos que indicam diferencas significantes
entre 0s grupos. Investigando quais grupos seriam diferentes entre si, 0s
dois modelos indicaram, com coeficiente de confianca global de 95%, que as
meédias das laténcias dos grupos 1 e 4 sédo diferentes entre si, no entanto,
ambos ndo sao diferentes dos demais grupos considerados, conforme
esquematizado na Figura 17. Vale ressaltar que os resultados apresentados
devem ser encarados como indicativos, e ndo conclusivos. Outros modelos
estatisticos devem ser estudados a fim de obter um melhor ajuste dos dados
(por exemplo, considerando um conjunto maior de observacdes), além de

conclusdes menos suscetiveis a retirada de valores da amostra.

Os exames observacionais das avaliacbes motoras foram realizados
semanalmente, da primeira a sexta. Tais avaliacbes expressaram melhora
crescente da funcdo motora em todos os grupos, com demonstrado na

Figura 17.

Em relacéo aos resultados histoldgicos, de uma forma geral, tanto os
valores médios e medianos quanto a variabilidade dos dados aumentaram
com o decorrer das semanas. Este padrdo foi observado em todos os
grupos, e, no total, o valor médio (e desvio padrédo) aumentou de 0,9 (1,4),

na primeira semana, para 12,7 (4,4), na sexta semana de observacéo.

A Figura 17 demonstra que, em todos 0s grupos, havia uma tendéncia
de aumento ao longo das avaliagcdes. No entanto, o grupo 4 destaca-se dos

demais grupos por ter apresentado valores médios mais elevados da
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segunda até a quinta semanas, e, nos extremos (isto €, primeira e sexta
semanas), esses valores eram proximos aos observados nos demais
grupos. Além disso, na sexta semana, o grupo 1 destacou-se dos demais,

apresentando a maior média observada no estudo (14,8).

O efeito significante de interacdo entre grupos e semanas determina
gue a comparacdo entre os grupos deve ser feita em cada semana, e a
comparacao ao longo das semanas, em cada grupo. Os resultados dessas

comparacdes sao mostrados na Tabela 2. Conclui-se, portanto, que:

a) para todas as semanas de avaliacdo, ndo existem evidéncias de
diferencas significantes entre as médias dos grupos (todas as

comparagdes com p=0,215);

b) para todos os grupos, as médias nas semanas nao sdo todas

iguais entre si (todas as comparac¢des com p<0,001).

Com base nesses resultados, a continuidade da anélise foi feita com
0 objetivo de comparar o crescimento da média semanal em cada grupo,
conforme apresenta a Tabela 3. Em relacdo ao grupo 1, o aumento medio
passou a ser estatisticamente significante a partir da segunda semana.
No grupo 2, todas as semanas apresentaram aumentos consecutivos
significantes. No caso do grupo 3, observou-se um aumento semanal
significante da primeira até a quarta semana, seguido de um pequeno platd

na quinta semana, voltando a apresentar aumento da quinta para a sexta
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semana. Finalmente, o grupo 4 apresentou aumentos significantes até a
quinta semana, e as duas ultimas (quinta e sexta semanas) ndo apresentaram

diferencas em relacdo aos escores medios.

Observou-se que entre a primeira e a segunda semanas, na fase sub-
aguda, o grupo 1 obteve a pior evolucdo, ao passo que a evolucdo do grupo

4 foi superior aos demais.

Entre a segunda e a quarta semanas, 0s grupos 1, 2 e 3

apresentaram evolucao similar.

Obervou-se a tendéncia de superioridade do escore funcional do
grupo 4 em relacdo aos demais, até a quarta semana. A partir deste
momento, ocorreu uma diminuicdo da intensidade de melhora clinica. Na
quinta semana, o escore de grupo 1 ultrapassou o grupo 4. Na sexta
semana, o0 grupo 4 encontrava-se no mesmo patamar da fungéo locomotora

dos grupos 2 e 3.

Pode-se interpretar estes resultados sugerindo em que o Laser Ice
com GM1 melhoram a fungdo locomotora nas primeiras semanas,

diminuindo a intensidade de recuperacéo a partir da quarta semana.

Com as bases cientificas atuais, € impossivel compreender
claramente o comportamento da evolugcdo da fungdo locomotora destes
animais. Pode-se supor que na fase aguda e subaguda da lesdo medular,
ocorreria um sinergismo entre o laser e o GM1. E, apés um determinado

periodo, esta combinacao surtiria efeito contrario.
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A administracdo de GM1 e do Laser Ice separadamente nao
apresentou diferenca na evolucdo, quando comparado ao grupo controle,
também até a quarta semana. A partir de entdo o grupo Laser Ice sem GM1
se estabilizou até a quinta semana, finalizando na sexta semana com pouca

melhora.

N&o ha publicacdes referentes a associacao entre o Laser Ice e 0
GM1, exceto a apresentacdo, em congresso, de resultados preliminares
do tratamento de lesdo de nervos periféricos e contusdo medular

(Santos et al., 2010).

Neste contexto, pode-se afirmar que a evolucdo do grupo 4 foi
superior aos demais até a quarta semana, assemelhando-se aos grupos 2 e
3 na sexta semana. A evolucdo motora do grupo 1 foi inferior as demais na

primeira semana e superior aos demais grupos no final do experimento.

A variabilidade dos dados obtidos € relativamente grande (Tabelal).
Este fato, somado ao numero reduzido de amostras, podem explicar a nao
deteccao de diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. Nesse
sentido, os resultados nao significantes devem ser encarados como indicativos,

sendo interessante reavalia-los com base em uma amostragem maior.

O potencial evocado motor demonstrou correlagdo com essas

afirmacdes, visto que o melhor escore de laténcia foi obtido pelo grupo 1.

Vérios autores afirmam que o potencial evocado motor possui alta
correlagcdo com os resultados do exame clinico (Kameyama et al., 1995; Curt

et al.,1998; Alisauskiene et al., 2005; Ferreira et al., 2005; Tator, 2006).
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Na avaliacdo do numero de Obitos, o grupo 1 foi comparado aos

demais, ndo se observando diferenca estatisticamente significante.

Em todas as avaliacbes empregadas nesta pesquisa (histologica,
potencial evocado motor e BBB), ndo se demonstravam resultados

estatisticamente significantes entre 0s grupos na sexta semana.

Com base nessa analise, reitera-se que devem ser realizadas novas
pesquisas, na busca de maior conhecimento dos fatores promotores e
inibidores da regeneracdo neuronal. A descoberta de novas drogas, a
evolucdo terapéutica entre associacdo de medicamentos e meios fisicos

devem direcionar o desenvolvimento de novos estudos.
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O emprego de GM1 associado ao laser em baixa temperatura
demonstra resultados funcionais superiores nas primeiras semanas, mas

sem evidenciar diferenca estatisticamente significante.

N&o houve diferenca estatisticamente significante, entre os grupos,

nas avaliacfes funcional, histoldgica e por potencial evocado motor.
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ANEXO |

Escala BBB

ESCALA BBB DE AVALIACAO FUNCIONAL

“BASSO, D.M.; BEATTIE, M.S. E BRESNAHAN, J.C., 1995”

Rato: Data / /200 Dias Pos-Operatorio Pontuagdo Esquerdo: Direito
Movimento do Membro < o 1
s . Pisada Posigio
Posterior Momcnto_da Pata C Predomininteda 12
Dianteira o Pata s d
Posigio do o | Liberagio dos t o
il Fetiisl i Tronco e r Dedos a
uadril | Joelho | Tornozelo Dorsal | Plan g
n d Contato | - fb T
Aidiie Apoio da Pata A Tiicial Elevagdo i ol cauda
n I o
alango a in
Sem | Com ¢ dc
D|E|D| E | D | Lado |Apoio Suporte | Suporte | E [D | E [ Djja] E D E|D|E|Djao
de Peso | de Peso 0 d
e
0j0jO0f 0O 0 6—- 0]0fj0y o* 0* Ti1 1]
E|D Arrastands PalI‘aC:ima
s|s|s[s]|s olojo|ollo] o | o |E|E|E|E (clevada)
E|D E|D|E|D|E|D P = o
Paralelo F|F|F|FlIF] F F ;
E|E|E|E| E | Central = plp|p|ep bats Bar
Alto clciciclic} ¢ | ¢ (abaixada)
Comentarios:
Movimento +  Pisada Dorsal > 4 passos da pata posterior 0 Nunca (0%) I Rotagio Interna
0  Nenhum i Liberagdo < 50% O Ocasional (< 50%) E  Rotagdo Externa
S Suave(discreto) |**  Dedos Arrastando > 4 passos da pata posterior |F  Freqiente (51-94%) P Paralelo
E  Extenso C _ Consistente (95-100%)
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ANEXO Il

Escala BBB de avaliacéo funcional, com 21 pontos (Basso et al., 1995)

Pontuacéo

Definicdes operacionais e categorias e atributos

0

Nenhum movimento observavel do membro posterior.

1

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

N

Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma
articulacdo e discreta de uma outra.

Movimento extenso de duas articulacoes.

Movimento discreto de todas as trés articulagcbes do membro posterior.

Movimento discreto de duas articulacdes e movimento extenso da terceira.

Movimento extenso de duas articulacdes e movimento discreto da terceira

Movimento extenso das trés articulacées do membro posterior

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

O NOO|A~ W

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

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

11

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

14

Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenacao consistente dos
membros anterior e posterior e posi¢cdo predominante da pata rodada (interna ou
externamente) durante a locomoc¢ao, no 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, coordenagéo consistente dos membros anterior e
posterior e passada dorsal ocasional.

15

Passada plantar consistente e coordenagédo consistente dos membros anterior e
posterior e nenhuma liberagéo dos dedos ou libera¢do ocasional durante o
movimento do membro para frente, posi¢do predominante da pata paralela ao
Corpo no instante do contato inicial.

16

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberag@o dos dedos ocorre frequentemente durante o
movimento do membro para frente, a posi¢éo predominante da pata € paralela
a0 corpo no instante do contato inicial e rodada no instante da liberacéo.

17

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberagédo dos dedos ocorre frequentemente durante o
movimento do membro para frente, a posi¢do predominante da pata é paralela
ao corpo nos instantes do contato inicial e da liberacdo dos dedos.

18

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberagédo dos dedos ocorre consistentemente durante o
movimento do membro para frente, a posicao predominante da pata € paralela
ao corpo no instante do contato inicial e rodada na liberacdo dos dedos.

19

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberagédo 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 liberacao dos dedos e apresenta a cauda
para baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

20

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior
durante a marcha e a liberagédo dos dedos ocorre consistentemente durante o
movimento do membro para frente; a posicao predominante da pata € paralela
ao corpo nos instantes do contato e da liberacao dos dedos e apresenta a cauda
consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

21

Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberacéo consistente dos
dedos, a posi¢do predominante da pata é paralela ao corpo durante toda a fase
de apoio, estabilidade consistente do tronco, cauda consistentemente elevada.
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ANEXO Il

Definicdes da escala BBB

DEFINICOES

3 Movimento parcial da articulagdo, inferior a metade da amplitude de movimento da
Discreta articulagdo

Movimento parcial da articulagdo, superior 4 metade da amplitude de movimento da
Extensa articulacdo

Movimento ritmico do membro posterior no qual suas trés articulagdes estdo
estendidas, em seguida completamente flexionadas e novamente extendidas, o animal
Pedalada geralmente inclina-se lateralmente, a superficie plantar da pata pode ou ndo tocar o
solo, nenhum suporte de peso corpéreo é evidente por toda a pata posterior

Nenhuma contragdo dos musculos extensores do membro posterior durante pisada

Sem suporte de peso plantar da pata ou nenhuma elevagéo da coxa
Contragio dos musculos extensores do membro posterior durante a pisada plantar da
Com suporte de peso pata ou elevagdo da coxa
A pata esta em contato plantar com suporte de peso, em seguida ocorre 0 movimento
Passada plantar do membro para a frente até ser restabelecido o contato plantar com suporte de peso
Passada dorsal O peso ¢ suportado pela superficie dorsal da pata em qualquer ponto do ciclo do passo
Coordenagdo dos membros anterior || Para todo passo do membro anterior ocorre um passo do membro posterior e 0s
¢ posterior membros posteriores se alternam
Ocasional Menos do que ou igual a metade das vezes, < 50%
Freqiiente Mais do que a metade, mas ndo sempre, 51- 94%
Consistente Quase sempre ou sempre, 95 — 100%
Instabilidade do tronco Lateralizagdo do peso que causa oscilag@o de um lado a outro ou colapso parcial do
tronco
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ANEXO V

GRUPO 1

Potencial evocado motor

PDE PTE PDD PTD

LAT AMP LAT AMP LAT AMP LAT AMP
Rato 1 2.1 2.180 3.2 2.180 1.9 2.600 3.4 1.500
Rato 2 2.8 676 11.8 89 1.7 924 10.1 72.6
Rato 3 2.8 4.039 5.7 855 3.3 1.561 5.9 930
Rato 4 2.6 2.878 59 734 2.9 1739 10.3 659
Rato 5 3.2 1.739 7.5 329 3.3 4.167 6.2 180
Rato 6 2.9 2.443 7.1 135 2.6 4.507 4.7 330
Rato 7 4.3 4.812 6.4 270 3.1 1.500 6.6 180
Rato 8 2.9 2.443 55 120 2.6 1.005 6.1 150

PDE: pata dianteira esquerda

PTE: pata traseira esquerda

PDD: pata dianteira direita

PTD: pata traseira direita

LAT: laténcia

AMP: amplitude
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ANEXO VI

GRUPO 2

Potencial evocado motor

PDE PTE PDD PTD

LAT AMP LAT AMP LAT AMP LAT AMP

Rato 1 3.5 2.459 59 330 3.6 2.743 6.8 271

Rato 2 2.8 3.178 6.1 149 2.9 2.983 6.1 91

Rato 3 3.1 4.393 5.7 361 3.8 4.767 6.4 180

Rato 4 2.6 2.593 5.7 209 2.6 1.304 6.2 2.560

Rato 5 3.6 839 5.7 120 2.4 2.938 6.1 195

Rato 6 3.3 4.123 6.1 405 2.4 3.809 6.6 179

Rato 7 2.4 2.383 5.7 180 2.6 3.089 4.9 270

PDE: pata dianteira esquerda
PTE: pata traseira esquerda
PDD: pata dianteira direita
PTD: pata traseira direita
LAT: laténcia

AMP: amplitude
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ANEXO VI

GRUPO 3

Potencial evocado motor

PDE PTE PDD PTD

LAT AMP LAT AMP LAT AMP LAT AMP
Rato 1 3.1 4.392 6.2 1.994 3.8 2.023 6.8 4.287
Rato 2 2.8 3.883 5.4 315 2.8 4.887 5.6 225
Rato 3 2.9 3.733 5.5 300 2.6 1.604 6.4 75
Rato 4 2.8 5.007 6.9 480 3.6 4.722 5.7 315
Rato 5 2.9 3.373 6.9 255 2.6 4.902 5.9 255
Rato 6 3.5 1.064 6.4 180 2.8 4.362 5.7 420
Rato 7 2.9 1.994 5.9 195 2.8 1.560 6.1 285

PDE: pata dianteira esquerda
PTE: pata traseira esquerda
PDD: pata dianteira direita
PTD: pata traseira direita
LAT: laténcia

AMP: amplitude
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ANEXO VI

GRUPO 4

Potencial evocado motor

PDE PTE PDD PTD

LAT AMP LAT AMP LAT AMP LAT AMP
Rato 1 2.32 2.893 5.0 300 2.4 1.512 5.2 105
Rato 2 2.8 4.228 5.4 285 3.1 3.463 5.4 195
Rato 3 2.8 2.638 4.9 195 2.6 4.468 5.2 105
Rato 4 2.9 1.890 6.4 288 2.4 4.872 5.0 255
Rato 5 2.6 2.384 5.9 210 2.6 3.238 5.0 135
Rato 6 2.6 1.244 4.9 270 2.6 1.394 5.9 270
Rato 7 2.6 2.863 6.9 3.463 2.4 2.743 6.8 2.233
Rato 8 2.8 4.078 6.4 435 2.9 3.793 6.1 870
Rato 9 2.9 2.144 5.0 375 2.1 900 4.7 150

PDE: pata dianteira esquerda

PTE: pata traseira esquerda

PDD: pata dianteira direita

PTD: pata traseira direita

LAT: laténcia

AMP: amplitude
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ANEXO IX
A- proximal B- central C-distal
Variaveis N-Necrose Escore  0O-ausente
He-Hemorragia 1-discreto
Hi-Hiperemia 2-moderado
D-Deg Subst 3-intenso

I-Infiltr celul
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