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Resumo

RESUMO

Penna de Carvalho MO. Estudo da recuperacdo da funcdo locomotora e
histomorfométrico da lesdo medular em ratos: efeitos da metilprednisolona e do
gangliosideo G(M1) [dissertagcdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo; 2007. 123p.

A metilprednisolona (MP) e o gangliosideo GM-1 sao drogas de uso clinico
estabelecido para o tratamento da lesdo medular em humanos, embora sua eficicia e
seus mecanismos de acdo ainda ndo sejam totalmente entendidos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar os resultados da recuperacdo da func¢do locomotora e
comparar com as alteracOes histomorfométricas da medula de ratos com lesdo
medular medicados com MP; GM-1 e sua associacdo. A lesao medular foi produzida
pelo sistema New York University® em 24 ratos Wistar, divididos em quatro grupos:
controle (n=6), MP (n=6), GM1 (n=6) ¢ MP+GMI1 (n=6). A avaliacdo da
recuperacdo da fungdo locomotora dos ratos foi realizada utilizando-se a escala de
BBB no 2° 7° e 14° dias ap6s lesao medular e sacrificados no 14° dia para andlise
histolégica e morfométrica de &4rea total, drea preservada e percentual de darea
preservada. Concluimos que a MP e sua associacio com o GM-1 mostraram-se
eficazes na recuperacdo da funcido locomotora e que todos os ratos medicados
demonstraram melhora no percentual de drea preservada superior ao grupo controle.
Os Grupos MP e GM1 foram superiores na preservacdo de substancia branca e o
GM-1 demonstrou efeitos benéficos na preservagdo de substincia cinzenta no centro
da lesdo. A substancia cinzenta demonstrou ser mais suscetivel a lesdo que a
substancia branca e ndo houve correlacdo entre os achados histolégicos e a
recuperacgao da fun¢do locomotora.

DESCRITORES: 1.Ratos Wistar 2.Traumatismos da medula espinal 3.Medula
espinal/anatomia & histologia 4.Atividade motora 5.Metilprednisolona

6.Gangliosideo G(M1)
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Summary

SUMMARY

Penna de Carvalho MO. Locomotor function recovering and histomorphometric
study of spinal cord injury in the rat: effects of methylprednisolone and ganglioside
G(M1) [dissertation]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2007. 123p.

The methylprednisolone and the GM-1 ganglioside are drugs with established
clinical usage for the treatment of spinal cord injury in human; however its efficiency
and its active mechanisms are not completely understood yet. The objective of the
present paper has been to evaluate the results from the neurological function
recovering and to compare these with the histomorphometric alterations in rats with
spinal cord injury, prescribed with methylprednisolone; GM-1 and its association.
The spinal cord injury has been done by the New York University system® in 24
Wistar rats which were assigned to one of four groups: control (n=6), MP (n=6),
GM1 (n=6) and MP+GMI1 (n=6). The evaluation of the neurological function
outcome has been carried out using BBB locomotor rating scale on the second,
seventh and fourteenth days after the injury and sacrificed on the fourteenth day for
histological and morphometric analyses of total cross-sectional area, spared area and
percentage of spared area. We concluded that the methylprednisolone and its
association with the GM-1 revealed themselves effective concerning to the
locomotor function recover and that every medicated rat demonstrated an
improvement in the preserved area percentage superior to the control group. The MP
and GMI1 Groups were superior in the white matter preservation and the GM-1
demonstrated beneficial effects regarding the gray matter preservation at the injury
epicenter. The gray matter has been more sensitive for damaged than the white
matter and there has not been correlation between the histological findings and the
locomotor function recovering.

DESCRIPTORS: 1.Rats Wistar 2.Spinal cord injuries 3.Spinal
cord/anatomy & histology 4 Motor activity 5.Methylprednisolone
6.Ganglioside G(M1)
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1-INTRODUCAO

A lesdao medular € um problema devastador que acomete principalmente
jovens do sexo masculino em idade produtiva. Atinge entre 15 e 40 pessoas por
milhdo de habitantes a cada ano e acarreta impacto econdmico anual de mais de
quatro bilhdes de dolares nos Estados Unidos da América (Burney et al. 1993;
Ducker e Zeidman 1994). No Brasil, a incidéncia de trauma raquimedular (TRM)
estimada € de 40 novos casos ano/milhdo de habitantes, aproximadamente 6 a 8 mil
casos novos por ano e a causa mais freqiiente sdo os ferimentos por arma de fogo
(Barros Filho et al., 1990; Greve, 1997). Causa limita¢des funcionais fisicas e
psicoldgicas tanto para o paciente e abala a estrutura de toda a familia (Young,

1993).

A lesdao ao tecido medular ocorre em dois eventos distintos: primério ou
mecanico, decorrente da lesdo traumatica mecanica aguda que lesa e comprime os
elementos neurais e independe de mecanismos celulares, e secundario ou isquémico
em funcdo de lesdes adicionais, devido a uma cascata de eventos que envolvem
edema, altera¢do da perfusao e do fluxo sanguineo, fatores de crescimento, influxo
celular de célcio, peroxidagdo lipidica e, por fim, necrose tecidual, que sdo eventos

bioldgicos desencadeados em decorréncia ao trauma inicial (Ducker et al., 1971;

I
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Sandler e Tator, 1976; Anderson et al., 1982; Hall et al., 1984; Faden et al.,

1987; Noble e Wrathall, 1985, 1989; Tator ¢ Fehlings, 1991; Young, 1993).

O primeiro a estudar e assim postular o conceito de lesdo medular secundaria
foi Allen, em 1911, que desenvolveu a teoria de que agentes nocivos encontrados na
necrose hemorragica sd@o os agentes bioquimicos responsdveis pelos danos
posteriores. Entretanto esses estudos s6 foram retomados apds cinco décadas para
melhor avaliar os mecanismos fisiopatologicos e bioldgicos que sdo atribuidos a
destruicdo pds—traumadtica do tecido medular (Balentine, 1978, Tator ¢ Rowed,
1979; Lohse et al., 1980; Young ¢ Flamm, 1982; Blight, 1983; Tator ¢ Fehlings,

1991; Braughler ¢ Hall, 1992; Young, 1993).

O tratamento dos pacientes com lesdo da medula espinhal aguda iniciou-se no
periodo da Segunda Guerra Mundial, na Inglaterra, onde seu sucesso incentivou a
criacdo de centros de emergéncia e protocolos para promover prevengdo e tratamento
das seqiielas. Com o intuito de melhorar a assisténcia a esses pacientes, estudos tém

sido realizados (Geisler et al., 1991).

Do ponto de vista médico, existem diferentes tipos de abordagens para o
tratamento desses pacientes: a abordagem cirtirgica, que consiste na descompressao e
estabilizacdo das fraturas associadas (Tator et al. 1999; Legos et al., 2002; La Rosa
et al., 2004); por métodos fisicos, como a hipotermia e a terapia com oxigénio

I
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hiperbarico (Albin e White, 1987; Galvao, 2003); abordagem por terapia bioldgica,
que consiste na utilizacdo de células embriondrias progenitoras (células-tronco),
fatores genéticos e estimuladores de proliferacao celular, como a eritropoetina
recombinante humana e o fator de crescimento insulina-/ike (Akesson et al., 2001;
McDonald e Howard, 2002; Kaptanoglu et al., 2004; Kimura et al., 2005; Lee et
al., 2005b; Urdzikova et al, 2006; Cizkova et al., 2006; Cristante, 2007;
Vitellaro-Zuccarello et al., 2007); e com o uso de agentes farmacolégicos, como o
monosialotetraesosilgangliosideo g(ml) (GM-1), a metilprednisolona (MP), a
naloxona, o tilirazade e a nimodipina (Hall e Braugler, 1982; Cuello et al., 1989;
Geisler et al., 1991; 1993, 2001; Geisler, 1993; Walker ¢ Harris, 1993;
Constantini e Young, 1994; Nash et al., 2002; Lee at al., 2005a; Hung et al.,

2007; Tarasenko et al., 2007).

A metilprednisolona, em altas doses, tem sido utilizada nos estudos
experimentais realizados em ratos e gatos, com melhora na perfusao microvascular,
no metabolismo medular e em medidas histomorfométricas (Anderson et al., 1982;
Constantini ¢ Young, 1994). Postula-se que seus mecanismos de agdo sejam a
inibicdo da peroxidacdo lipidica, a diminuicdo da degeneragdo do axoOnio, a
prevencdo de isquemia e a reversdao do acimulo de célcio intracelular (Young e
Flamm, 1982; Hall et al., 1984, 2001; Anderson et al., 1982; Constantini ¢
Young, 1994; Bracken e Holford, 1993). Apesar da maioria dos estudos
experimentais demonstrarem efeito benéfico com a utilizacdo de esterdides, os
mecanismos de acdo da MP na medula lesionada ainda ndo sdo totalmente

compreendidos (Ducker e Zeidman, 1994).

I
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Ensaios clinicos multicéntricos e controlados, como o National Acute Spinal
Cord Injury Study (NASCIS) 1, II e III, realizados a partir de 1979, defendem o uso
da MP dentro das primeiras oito horas apds lesdo medular traumadtica na prética
clinica, sendo o primeiro agente farmacoldgico a demonstrar melhora na recuperacdo
funcional do trauma medular em humanos (Bracken et al., 1990; Ducker ¢
Zeidman, 1994; Bracken et al., 1997; Gebrin, 1997b; Gerndt et al., 1997;
Vaccaro ¢ Singh, 1999; Bracken, 2002; Bracken ¢ Holford, 2002; Tsutsumi et
al., 2006). Entretanto, mesmo o uso da MP sendo adotado clinicamente em diversos

centros de tratamento, ainda ndo é um consenso usado por todos (Lammertse 2004).

Os gangliosideos sao glicolipideos enddgenos derivados do dcido sidlico,
presentes na camada externa das membranas do sistema nervoso central (SNC).
Estudos clinicos mostram agdo terapéutica significante do gangliosideo GM-1 na
recuperacdo neurolégica de pacientes vitimas de trauma raquimedular, tanto na fase
aguda como na fase cronica (Gorio, 1988; Geisler at al., 1991, 2001; Walker e

Harris, 1993; Gebrin et al., 1997a).

O GM-1 tem como propriedades farmacoldgicas a reducdo do edema
neuronal através do aumento da atividade das bombas Na*-K" e Mg"™" ATPases;
homeostase das células nervosas pelo restabelecimento do equilibrio de membrana
(Mahadik et al., 1989; Karpiak et al., 1991) e, principalmente, o aumento de

fatores neurotréficos endégenos (Cuello et al., 1989), que diminuem a perda de
|
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neurdnios apds o trauma, aumentando os mecanismos de plasticidade dos circuitos
medulares lesados, potencializando a recuperacdo de conexdes funcionais (Young,

1995).

Os gangliosideos foram inicialmente utilizados no tratamento de pacientes
com trauma cranio-encefdlico e lesdes diversas do sistema nervoso central. Nos
ultimos anos, t€ém sido utilizados no tratamento do trauma medular agudo, sendo
estudado por diversos autores, porém sua eficicia na recuperacdo de funcdo
neuroldgica ainda é controversa (Gebrin et al., 1997a, 1997b; Geisler et al. 1991,

1993a, 1993b, 2001)

Modelos experimentais de lesio medular aguda sdao fundamentais para o
estudo de drogas utilizadas na pratica clinica (Means et al., 1981; Constantini e
Young, 1994; Basso et al., 1996). Um modelo experimental deve produzir uma
lesdo no sistema nervoso central consistente € com pouca variabilidade (Bresnahan
et al., 1987; Gruner, 1992). No entanto esta lesdo deve apresentar resultados

anatdmicos e de recuperacdo motora e funcional reprodutivel (Basso et al., 1996).

Rodrigues (1999) reproduz e padroniza a lesdo medular utilizando o New
York University (NYU) Spinal Cord Contusion System®, que reproduz lesdo
medular por compressdao em animais de pequeno porte no Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade

I
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de Sao Paulo. Isto nos possibilita estudar em laboratério, de maneira padronizada, a
lesdo medular sempre com resultados idénticos, o que permite a andlise controlada

do uso de farmacos neuroprotetores.

O conhecimento das alteragdes histologicas e fisiopatoldgicas da lesdo
medular secundéria através de estudos experimentais permite o desenvolvimento e o
estudo de drogas que atuem diretamente impedindo a cascata bioquimica, que
culmina com o aumento da les@o inicial. Vérias drogas sdo estudadas no dmbito
experimental e na pratica clinica, em que as duas drogas de uso estabelecido e
reconhecido em humanos sdo a MP e o GM-1. Entretanto 0 mecanismo de acdo € a
eficdcia dessas drogas ainda ndo sdo totalmente entendidos e ainda nao formam

consenso na prética clinica (Taoka e Okajima, 1998, 2000).

Na ultima década, estudos de andalise morfométrica da lesdo medular com
coloracdo especifica para tecido nervoso tém sido realizados com o objetivo de
avaliar o efeito de drogas sobre a medula e sobre a funcdo neuroldgica, entretanto
com resultados divergentes, deixando duvidas, tanto do efeito das drogas, quanto da
correlacdo das alteragdes histomorfométrica com a fungdo neurolégica (Blight,
1983; Behrmann et al., 1992; Delamarter et al., 1995; Basso et al., 1996;

Rabchevsky et al., 2002; Takami et al., 2002).

I
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Tebet e colaboradores tém estudado em nosso meio os efeitos da MP, do
GM-1 e sua associacdo na recuperacdo da funcdo locomotora e nas alteragdes
histolégicas da lesao medular em ratos, utilizando-se da coloracao com hematoxilina-
eosina (HE) (Tebet, 2002; Tebet et al., 2003). Obtém resultados, do ponto de vista
histolégico, divergentes ao encontrado na literatura (Constantini e Young, 1994) e
constatam que a metodologia de seu estudo histolégico foi insuficiente, sugerindo a

realizacdo de outros estudos com metodologia histolégica mais adequada.

Esses estudos tém observado também que os resultados histolégicos nao sdo
comparaveis aos da recuperacdo funcional, suscitando a questdo se, com o estudo
histolégico adequado, essa comparacdo ndo seria positiva. Dessa forma, faz-se
necessdario dar continuidade aos estudos de Tebet e seus colaboradores e de realizar
estudo histoldgico com coloragdo especifica para tecido nervoso, onde os métodos de
colorac¢ao de azul rdpido de luxol e violeta de cresyl tém sido utilizados com éxito na
literatura (Noble e Wrathall, 1985; Bresnahan et al., 1987; Behrmann et al.,

1992; Basso et al., 1995; Delamarter et al., 1995)
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2-OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os resultados da recuperacdo da fungdo
locomotora e comparar com as alteracdes histomorfométricas da medula de ratos

com lesao medular medicados com metilprednisolona, GM-1 e sua associagao.
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3-REVISAO DA LITERATURA

Allen (1911) desenvolve um modelo experimental para produzir lesdao
medular. Utiliza caes com lesdo medular causada por queda de peso sobre a medula,
mantendo a dura-méter integra. Qualifica a gravidade da lesdo como o produto em

gramas pela altura em centimetros, sendo o resultado expresso em g/cm.

Ducker et al. (1971) realizam estudo experimental em 32 macacos Rhesius.
Fazem laminectomia da transi¢do tordcica e lombar (T12 - L1) e produzem lesao
medular por queda livre de um €mbolo colocado a 20 cm de altura. Os grupos sao
divididos de acordo com a massa do émbolo: 10, 15,20 e 25 g.

Analisam os achados histopatoldgicos e observam que quanto maior a carga
aplicada, maior a gravidade da lesdo medular, sendo a drea de necrose também
proporcionalmente maior. Observam haver melhora da fun¢do neuroldgica apesar de

alteracoes histoldgicas significativas.

Sandler e Tator (1976) avaliam o fluxo sanguineo da medula de macacos
com lesdao medular provocada pela técnica experimental de compressdo com baldao
inflavel na regido extradural, 24 horas apds o trauma inicial. Demonstram que ocorre
intensa diminuicdo do fluxo localizada tanto na substancia branca, quanto na
substancia cinzenta, e que € observado tanto em posi¢ao proximal quanto em posicao

|
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distal em relacdo ao centro da lesdo. Concluem que uma compressao aguda da
medula estd associada a longos periodos de isquemia, mesmo apds a retirada do fator

compressivo.

Balentine (1978) estuda lesdo necrética da medula de ratos com lesdo
medular provocada por queda de peso. Avalia as alteragdes histoldgicas, pela
coloragao com hematoxilina-eosina, dos vasos sanguineos e da necrose tecidual da
medula em periodos de tempo de 30 minutos a 1 semana apds a les@o. Confirma a
evolucdo temporal de que a necrose ocorre primeiro na substincia cinzenta
principalmente nas primeiras quatro horas e posteriormente na substancia branca.
Observa que a necrose isquémica € resultante da ruptura dos grandes vasos

sanguineos que ocorrem no momento do impacto.

Tator e Rowed (1979) salientam a importancia da lesdo medular secundéria
ap6s o trauma inicial. Afirmam que raramente uma lesao medular causa transeccao
anatdmica na medula, embora freqiientemente cause paralisia completa ou
incompleta da fun¢do medular.

Descrevem que, inicialmente, pelo exame histolégico da medula, sdo
observados pontos hemorrdgicos na substancia cinzenta e edema na substancia
branca. Semanas apds a lesdo inicial, € observada a substituicdo do tecido medular
necrético por cavidades. Acreditam na hipétese de que o tratamento deve ser
direcionado a fim de impedir o infarto secundério, melhorar a recuperacio e citam os
corticosteréides como drogas a serem utilizadas para impedir essa cascata secunddaria

de lesdes apds o trauma inicial.
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Lohse et al. (1980) realizam estudo experimental em gatos submetidos a
lesdo medular aplicando-se forcas de 100 g/cm ou 260 g/cm para avaliar o fluxo
sangiiineo na medula medido pelo método de clearance de hidrogénio antes e apds a
lesdo.

Observam, apds o trauma, aumento da pressao sangiiinea (137%) e arritmia
cardiaca em todos os grupos. Demonstram que, no grupo com trauma de 100 g/cm,
ndo foi observada diferenga significante quanto ao fluxo sangiiineo, enquanto, no
grupo com trauma de 260 g/cm, houve aumento do fluxo sangiiineo nas seis horas

posteriores ao trauma.

Anderson et al. (1982) utilizam 76 gatos submetidos a lesdo medular
produzida por compressao continua com peso de 170 g durante 5 minutos com o
objetivo de avaliar o efeito do uso da MP na perfusio microvascular e no
metabolismo da medula lesionada através do uso de carbono coloidal. Observam que
o grupo tratado com dose 15 mg/kg/24h de MP apresenta preservacao da
microcirculacdo e afirmam também que essa dosagem propicia ao tecido o substrato

e 0 oxigénio necessdrios para manter um estado energético suficiente.

Hall e Braughler (1982) examinam a habilidade de altas doses de MP,
administradas em dose Unica intravascular, em diminuir a peroxidacdo lipidica e
aumentar a atividade da bomba sdédio, potdssio e ATPase. Realizam estudo

experimental em ratos e avaliam os efeitos dessa droga em diversas doses. Concluem
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que, em doses unicas de 15 a 30 mg/kg, a MP € eficaz na prevencao destes efeitos e

que doses suplementares apresentam efeito contrario.

Young ¢ Flamm (1982) realizam estudo experimental em gatos com lesdo
medular contusa. Avaliam o efeito da metilprednisolona em altas doses quanto a
melhora do fluxo sanguineo, da concentracdo de célcio extracelular e do potencial
evocado somato-sensitivo. Concluem que altas doses de MP promove dilatacdo dos
vasos e melhora do fluxo sanguineo, explicando seus efeitos benéficos na

recuperacgao funcional.

Blight (1983) descreve método sistemdtico para mapeamento e contagem de
axOnios mielinizados em estudo neuropatolégico. Documenta as alteragdes
morfoldgicas cronicas da medula de gatos lesionada por método de queda de peso.
Observa, nestas lesdes, a redugdo intensa do nimero de axonios, eliminagao seletiva
de fibras nervosas e a desmielinizagdo. Salienta que um desses achados ou a sua
combinacdo pode ser responsavel pela paralisia cronica nos animais e demonstra

correlagdo entre os achados morfoldgicos e a fungdo neuroldgica.

Hall et al. (1984) estudam o fluxo sangiiineo medular em 25 gatos adultos
submetidos a contusdo medular, padronizada ao nivel de L3. Apds a lesdo, realizam
estudo do fluxo sangiiineo em todos os gatos com o tempo del0 minutos, 30
minutos, uma, duas, trés e quatro horas apds a lesdo. Dividem os animais em quatro
grupos: o grupo controle e os que receberam metilprednisolona em doses diferentes

15,30 e 60 mg/kg. Concluem que o corticéide diminui a isquemia medular pds-
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traumatica, quando administrado na dose de 30 mg/kg, dentro das primeiras horas

apo6s do trauma, mas ndo reverte a isquemia, quando esta ja ocorreu.

Noble ¢ Wrathall (1985) avaliam as alteragdes histopatoldgicas e funcionais
de lesao medular em ratos provocada pela queda livre de peso de 10g sobre a medula
da altura de 2,5 cm, 5,0 cm, 7,5 cm, 10,0 cm e 17,5 cm ao nivel do oitavo segmento
medular tordcico. Sugerem, baseados na andlise dos resultados, existir uma
correlagdo significante dos parametros morfométricos no centro da lesao (volume da
lesdo, extensdo da lesdo e a area de substincia branca e cinzenta lesionada) com a

altura de queda do peso e déficit funcional apds 4 semanas de lesao.

Albin e White (1987) analisam os fatores epidemioldgicos e as alteragdes
bioldgicas do fluxo sanguineo medular e ressaltam modalidades terapéuticas clinicas
e experimentais desde hipotermia, antagonistas opidides e bloqueadores

adrenérgicos.

Bresnahan et al. (1987) desenvolvem um dispositivo de lesdo medular
experimental através de impacto controlado e direcionado eletromecanicamente, que
provoca graus variados de lesdo tecidual, para avaliar as alteragdes anatdmicas,
comportamentais e determinar a capacidade do dispositivo de produzir graus de
intensidade de lesdo medular consistentes.

A anélise dos resultados demonstra correlagdo significativa das alteragcdes

comportamentais com a intensidade da lesdo e com as alteracdes teciduais.
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Concluem que € possivel produzir lesio medular intermedidria em ratos de forma

consistente e reprodutivel.

Faden et al. (1987) demonstram, em estudo experimental de lesdo medular
em ratos, que o trauma leva a hidrélise da membrana de fosfolipideos precocemente,
o que resulta na liberacdo de 4cidos graxos livres. Salientam que essas alteragcdes
contribuem para a lesdo medular secunddria aoreduzir o fluxo sanguineo medular

através de resposta inflamatoria ao trauma.

Cuello et al. (1989) avaliam os efeitos do fator beta de crescimento neural e
gangliosideo GM-1 sobre o SNC de ratos submetidos a lesdo no cortex cerebral.
Sugerem que o gangliosideo exdgeno pode desencadear respostas tréficas em

neuronios colinérgicos do SNC.

Noble ¢ Wrathall (1989) promovem lesdo medular contusa e graduada em
ratos e examinam a relagdo entre a substancia branca residual e o déficit funcional
através do Escore Motor, que € uma modificacdo do teste de Tarlov e do Escore
Combinado Comportamental (ECC), que varia de zero por cento para o rato normal
até 100% para o rato com paralisia total das patas traseiras, aplicado apds cada sessao
de teste.

Observam interrup¢do na substincia cinzenta com o aspecto de cavidades
uma semana apos a lesdo inicial. A hemorragia é mais evidente entre 15 minutos e 24
horas apds a lesdo. A presenca de areas contendo cavidades ocorre em todos 0s

grupos que sofreram lesdao apds 24 horas.
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Demonstram que hé substancial correlacdo entre a substancia branca residual
e o déficit funcional medido pelo ECC e que isto € observado apds quatro semanas,

quando a lesdo estd totalmente desenvolvida.

Barros Filho et al. (1990) analisam, em estudo epidemiolégico retrospectivo,
428 pacientes com traumatismo da coluna vertebral atendidos no periodo de 1982 a
1987. Atestam que a regido cervical é a mais freqlientemente acometida. Citam,
como fatores causais mais comuns, os ferimentos por projéteis de armas de fogo
(36,7%), seguidos dos acidentes de transito e mergulho em 4gua rasa. Chamam a
atencdo para o dado que mais de 50% dos pacientes foram atendidos em até 24 horas

apos o trauma.

Bracken et al. (1990) realizam ensaio clinico duplo-cego, placebo-
controlado, randomizado com o objetivo de avaliar a eficicia e a seguranca do uso da
MP e da naloxone em pacientes com trauma medular agudo. Concluem que o uso da
MP em altas doses promove recuperacdo neuroldgica quando administrada dentro
das oito primeiras horas do trauma, ndo sendo observado o mesmo com o uso da

naloxone.

Geisler et al. (1991) apresentam estudo prospectivo, randomizado, duplo—
cego, placebo controlado do gangliosideo GM-1 em 37 pacientes com trauma
medular agudo comparados com grupo controle. Evidenciam a existéncia da melhora

da recuperagao da fun¢do motora apds um ano nos pacientes que receberam GM-1.
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Tator e Fehlings (1991) revisam os conceitos das principais causas de lesao
medular secundéria com énfase especial no mecanismo vascular.

Apresentam evidéncias da teoria de que a lesdo secunddria é causada pelo
mecanismo-chave de isquemia pOs-traumdtica e infarto, através de diferentes
métodos angiograficos para avaliar a microcirculagdo e para medir o fluxo sanguineo
medular.

Descrevem as alteragdes histolégicas na medula lesionada incluindo
hemorragia, edema, necrose axonal e neuronal, desmielinizacdo, formacao cistica e o
infarto. Documentam que a hemorragia observada imediatamente apds o trauma
agudo estd associada a zonas isquémicas na substancia branca. Discutem os varios
métodos de tratamento sobre os efeitos vasculares da lesdo medular aguda como os
bloqueadores dos canais de cdlcio, antagonistas opidides e os esterdides. Apresentam
evidéncias de que a isquemia pds-traumadtica € um mecanismo secundario importante

da les@o medular e que pode ser contido com o uso de corticéides.

Behrmann et al. (1992) apresentam um novo método para produzir lesdao
medular em ratos através de deslocamento breve da superficie dural com vérios graus
de deslocamento até a seccdo completa. Realizam anélise histomorfométrica e da
fun¢do locomotora pela modificacdo da escala de Tarlov, observando a marcha dos
animais em campo aberto, em plano inclinado e em grade.

Demonstram haver recuperacao funcional nos animais que sofreram contusao
medular com lesdo parcial quando comparados com os do grupo que foi submetido a

seccdo. Concluem que a drea de les@o e a drea de substancia branca residual integra
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sao os melhores indicadores morfol6gicos da recuperacdo funcional, tendo relacao

direta com a intensidade do trauma.

Gruner (1992) apresenta um novo modelo de aparelho monitorado para
realizar les@o contusa na medula de ratos em estudo experimental, o sistema New
York University® (NYU). Salienta que esse aparelho é uma alternativa melhor aos
modelos anteriormente descritos na literatura, pois permite obter medidas da
velocidade de impacto e da quantidade de contusdo medular, produzindo lesao

controlada e reprodutivel.

Hall (1992) revisa o conhecimento a respeito da acdo neuroprotetora da MP
na lesdo medular, incluindo o mecanismo de acdo, dose requerida e tempo de acao.
Relata que um regime intensivo de MP em altas doses tem melhorado a recuperacao
funcional de pacientes e de animais de laboratério. Ressalta que a acgdo
neuroprotetora da MP envolve a capacidade de inibir os radicais livres de oxigénio
induzidos pela peroxidacdo lipidica e aponta questdes ndo resolvidas incluindo a
janela terapéutica, a duracdo do tratamento € a combinacdo racional com novos
agentes neuroprotetores a fim de diminuir os efeitos colaterais do seu uso em altas

doses.

Bracken e Holford (1993) publicam artigo com os resultados observados no
National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS). Relatam que o NASCIS 1
(1977) conduziu estudo randomizado e controlado das terapias que podem melhorar

a lesdo medular e o NASCIS 2 comparou o uso de altas doses de MP ou nalaxone ao
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placebo e reportou que pacientes que iniciaram tratamento dentro das primeiras oito
horas tiveram melhora significante da funcdo motora com seis semanas, seis meses e
um ano apds a lesao.

Afirmam que a MP, aplicada precocemente apds lesdo medular, melhora a
funcdo motora de pacientes diagnosticados inicialmente com lesdo completa e
incompleta, e. que o tratamento tardio com a MP estd associado a diminuicdo da
recuperacdo neuroldgica e que essa andlise suporta seu uso em altas doses para o

tratamento das lesdes medulares no trauma raquimedular agudo.

Burney et al. (1993) salientam a importancia de programas de prevencao dos
acidentes e de atendimento local primério as vitimas com les@do medular aguda ao
apresentarem os resultados de estudo epidemioldgico de pacientes que deram entrada
nos maiores centros de trauma dos EUA. Reportam que as causas mais comuns de
lesdo medular sdo acidentes com veiculos motorizados, quedas de altura e ferimentos
por projéteis de arma de fogo. Constatam que 80% dos pacientes sao
politraumatizados, sendo o local anatobmico mais freqiiente de les@o a coluna cervical

(65% dos casos).

Geisler (1993) acredita que o tratamento com drogas melhore a restauragao
da funcdo motora em pacientes que sofrem lesdao medular. Relata que estudos
recentes com o uso do GM-1 demonstram melhora da recuperacdo da funcdo
neurolégica um ano apds o inicio do tratamento. Salienta que os pacientes que
receberam dose em bolo do GM-1 e de MP apresentaram melhora funcional, quando

avaliados pela escala de FRANKEL, e que a recuperacdo da funcdo do membro
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inferior € melhor do que com o uso de placebo, o que ndo ocorre nos membros
superiores. Sugere que esse estudo estimule a realizacdo de trabalhos mais amplos

com GM-1 em lesados medulares.

Geisler et al. (1993) resumem os estudos prospectivos, randomizados, duplo-
cego e placebo controlado da associa¢do de MP e do GM-1 no tratamento da lesdao

medular aguda e evidenciam os beneficios de seu uso em pacientes com essa lesao.

Walker ¢ Harris (1993) publicam estudo transversal, randomizado duplo
cego em humanos com lesdo medular cronica que receberam GM-1 ou placebo.
Observam que aqueles tratados com o gangliosideo mostraram melhor resultado
funcional em rela¢do aqueles que receberam placebo. Afirmam que o GM-1 é uma

op¢ao terapéutica no tratamento desses pacientes

Young (1993) revisa a literatura sobre a lesdo medular secunddria, citando
tanto estudos experimentais, quanto estudos clinicos como o NASCIS 2. Critica e
discute também a utilizacdo de novas drogas, além da MP, assim como dosagem,
janela terapéutica e duracdo do tratamento. Conclui que sao necessarios mais estudos
com modelos animais reprodutiveis e ressalta que, em modelos animais, a
preservacdo de numeros relativamente pequenos de axdnios pode suportar

recuperacgao funcional.

Constantini e Young (1994) comparam os efeitos da MP, do GM-1 e da

associacdo dessas drogas em lesdo medular aguda produzida em ratos. Realizam
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andlise i6nica tecidual para estimar o volume da lesdo e avaliagdo histoldgica com
hematoxilina-eosina. Administram a MP e o GM-1 em vérias dosagens 5 minutos e 3
horas apds o trauma medular por meio intravenoso.

Estudos clinicos mostram que a MP melhora a recuperacdo da funcdo
neuroldgica, quando aplicada em altas doses nas primeiras oito horas apds a lesdo
inicial, e que o gangliosideo GM-1 melhora a recuperacao da fun¢do motora, quando
iniciado 48 a 72 horas apds a lesdo medular e apds o tratamento com baixas doses de
MP. No entanto os efeitos da combina¢do de MP e GM-1 nao tém sido estudados em
modelos animais.

Concluem que o GM-1 antagoniza os efeitos benéficos da MP em ratos com
lesdo medular e recomendam que essa associa¢do nao deve ser usada para tratar lesao

medular aguda em humanos até que sejam mais estudados.

Ducker e Zeidman (1994) revisam baseados em evidéncia o papel do uso de
corticosteréide na lesdo medular. Criticam os estudos publicados, fornecem
recomendacao ao seu uso e suas complicagdes e avaliam objetivamente os resultados
do NASCIS 1 e 2. Apesar das controvérsias, defendem o uso do corticéide o mais
cedo possivel apds trauma raquimedular agudo e determinam ndo haver beneficios

apos oito horas do trauma.

Basso et al. (1995) afirmam que a avalia¢ao da fun¢@o locomotora ap6s lesao
medular experimental € importante para avaliar a eficicia terapéutica de drogas.

Apresentam escala de indice de recuperacdo locomotora em ratos que sofreram lesao

|
Marcio Oliveira Penna de Carvalho



24

Revisdo da Literatura
|

medular produzida em laboratério e a denominam escala de BBB (Basso, Beattie ¢
Bresnahan). Demonstram que essa escala é eficiente, ampla e ndo ambigua.
Concluem que € uma medida vélida e previsivel da recuperagdo funcional,
sendo capaz de distinguir resultados comportamentais em diferentes tipos de lesdes e
predizer alteragdes anatOmicas, como a preservacao de substancia branca no centro

da lesdo.

Delamarter et al. (1995) realizam estudo em modelo animal com a utilizacao
de lesdo medular com compressdo de 50% do didametro da medula. Avaliam a
duracdo da compressdo e o tempo de descompressao e a relacdo com a recuperacao
funcional.

Utilizam, para avalia¢do dos resultados, potencial evocado somato-sensitivo,
exame neuroldgico e estudo histopatoldgico. Observam relacdo direta do tempo de
compressao com os achados histolégicos, neurofisiolégicos e com a recuperagiao da

fun¢ao locomotora.

Basso et al. (1996) avaliam as alteracdes anatomicas e funcionais de ratos
submetidos a lesdao medular contusa produzida pelos dispositivo NYU. Realizam
avaliacdo da fun¢@o locomotora pela escala de BBB e estudo histoldgico do centro da
lesdo, avaliando o percentual de drea de tecido preservado.

Afirmam que a escala de BBB € suficiente para discriminar diferencas
locomotoras significativas entre os varios graus de lesdo e confirmam que a maior
quantidade de tecido poupado estd diretamente relacionada com a melhora da funcao

locomotora.

|
Marcio Oliveira Penna de Carvalho



25

Revisdo da Literatura
|

Gebrin et al. (1997a) revisam os avangos clinicos e cientificos existentes
sobre a manipulagdo farmacolégica no tratamento em pacientes com déficit
neurolégico causado por lesdo medular. Descrevem as principais substancias
enddgenas que participam do dano medular secundario e as drogas em estudo para
combater esse efeito. Indicam a MP como a primeira droga a demonstrar melhora
funcional comprovada e citam as pesquisas promissoras com aminoesterdidese e
outras drogas como o tilirazade e o GM-1. Por fim, ressaltam a grande importancia e
contribuicao dos estudos multicéntricos NASCIS 1, 2 e 3, desenvolvidos na América

do Norte.

Gebrin et al. (1997b) publicam artigo de revisdo da literatura discutindo as
perspectivas de recuperacdo do paciente com lesdo medular. Relatam os resultados
do NASCIS, que apontam a MP como droga que melhora a fun¢do neurolégica e
citam o GM-1 como sendo uma substancia eficiente na recuperacdo de pacientes com
lesdes cronicas do SNC.

Afirmam que trabalhos experimentais demonstram que axoOnios integros,
mesmo que poucos, podem propiciar integridade de arco reflexos viscerais, como
vesical, sexual e intestinal; e que 10% de axoOnios remanescentes podem oferecer

condicdes de marcha para o paciente.

Gerndt et al. (1997) revisam retrospectivamente, com controle historico,
todos os pacientes com lesdo medular aguda atendidos dentro de 8 horas do trauma e
que receberam altas doses de corticosterdide segundo o protocolo NASCIS 2 de

maio de 1990 a abril de 1994.
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Comparam os resultados e os parametros demograficos com o grupo de
pacientes admitidos de marco de 1986 a dezembro de 1993, também com lesdo
medular aguda e que ndo receberam terapia com corticéide.

Afirmam que o uso do corticide associa-se com o aumento de 2,6 vezes a
incidéncia de pneumonia e o aumento dos dias de cuidados intensivos. Entretanto seu
uso estd associado com a diminui¢do do tempo de reabilitacio e ndo tem nenhum

impacto significante em outros parametros, inclusive na mortalidade.

Kuhn ¢ Wrathall (1998) afirmam que, em experimentos de lesdo medular,
modelos de ratos desenvolvidos em laboratérios por mutacdes de engenharia
genética podem aumentar o conhecimento basico dos mecanismos envolvidos na
lesdo e na sua recuperagdo funcional. Investigam se os métodos utilizados para
realizar lesdao medular e para avaliar a recuperagdo funcional locomotora podem ser
modificados pela utilizacdo de ratos produzidos geneticamente em laboratério.
Concluem que esse novo modelo de rato e de contusdo do SNC pode ser um caminho

para estudos in vivo.

Rodrigues (1999) padroniza modelo de lesdo de medula espinhal em ratos
Wistar e utiliza equipamento computadorizado para impacto por queda de peso, o
sistema NYU, de acordo com parametros determinados pelo Multicenter Animal
Spinal Cord Injury Study — MASCIS. Verifica a existéncia de correlagao
estatisticamente significante entre o volume de lesdo e os pardmetros mecanicos.
Conclui que o modelo é capaz de gerar lesdes medulares padronizadas e

reprodutiveis.
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Tator et al. (1999) realizam estudo retrospectivo e multicéntrico em 36
centros de atendimento nos EUA para avaliar o uso do tratamento cirdrgico e o
tempo em que a intervencdo deve ser realizada em pacientes com lesdo medular
aguda. Os dados indicam que, apesar da cirurgia ser realizada comumente, um terco
dos casos é conduzido de forma conservadora e que o momento adequado de sua

utilizac¢do ainda nao foi totalmente estabelecido.

Vaccaro e Singh (1999) realizam revisdao da literatura com o objetivo de
avaliar a eficdcia do tratamento farmacoldgico e o momento ideal para a intervencao
cirtrgica.

Ressaltam que o tratamento farmacoldgico visa diminuir os efeitos dos
mediadores inflamatérios produzidos na lesdo medular. Comprovam que ha
beneficios com o uso de MP nas primeiras oito horas apés a lesdo medular e que o
corticéide aumenta a recuperacao neuroldgica entre seis semanas e seis meses apos o
trauma. Documentam que sua administragao apds oito horas do trauma provoca piora
neuroldgica, porque atrapalha as reagdes inflamatérias que sdo vitais para a

regeneracao da célula nervosa.

Yoon et al. (1999) determinam a janela terapéutica do tratamento com MP
em ratos com les@o medular. Estudam a administra¢do de dose predeterminada de 30
mg/kg em diferentes tempos apds lesao provocada pelo sistema NYU (10, 30, 120,
150 e 240 min.) e comparam com medidas estimadas do volume da lesdo através da

bomba de Na" e K* 24 horas ap6s.
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A dose tnica de MP apés 10 minutos reduz significativamente o volume da
lesdo e qualquer outro tratamento iniciado ap6s 30 minutos nao tem efeito no volume
da lesdo ao comparar com o grupo controle e até podem, em alguns casos, aumentar
o volume da les@o. Sugerem que o sistema de lesdao medular com o NYU tem janela

terapéutica curta.

Metz et al. (2000) preocupam-se em verificar se os resultados de estudos de
modelos em ratos com lesdo medular sdo aplicdveis em humanos. Para isso,
comparam parametros funcionais, eletrofisiolégicos e morfoldgicos seguidos de
lesdo medular em ratos e em humanos e sugerem haver uma relacdo andloga entre
eles. Concluem que as técnicas para avaliagdo da extensdo e gravidade da lesdao do
SNC em ratos e humanos sao de valores compardveis e indicam que o rato pode
servir como um animal adequado para pesquisa de alteracdes morfoldgicas e

funcionais e para avaliagdo dos efeitos de novas estratégias terapéuticas.

Short et al. (2000) realizam revisao sistematica da literatura com o fim de
avaliar o efeito do uso de altas doses de MP na melhora da funcdo neurolégica apds
lesdo medular aguda. Evidenciam, nesta revisdo, que ndo hd suporte para seu uso
com o intuito de recuperagdo neuroldgica e que seu efeito deletério, tanto na

morbidade quanto na mortalidade precoce, nao pode ser excluido.

Akesson et al. (2001) concluem que o transplante de células embriondrias de
tecido medular humano para cavitacdo de medulas lesionadas de ratos resulta em

efeitos morfoldgicos benéficos tanto em lesdes cronicas como em agudas.
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Geisler et al. (2001) publicam estudo clinico multicéntrico randomizado,
duplo-cego e seqiiencial para determinar a eficdcia e a seguranca do uso de duas
doses de GM-1 em pacientes com lesdo medular aguda e comparam com o grupo
placebo. Ressaltam que, embora ndo ocorra eficicia primaria do GM-1 nessa anélise,

parece haver beneficios em seu uso em pacientes com lesdo medular grave.

Hall (2001) demonstra que a maioria das lesdes medulares ndo sao lesdes
completas e que parte da substincia branca permanece integra. Salienta que a
recuperacdo neuroldgica depende da preservacdo das estruturas que permaneceram
integras apOs o trauma, principalmente axodnios descendentes e ascendentes da
substancia branca e de sua mieliniza¢ao normal.

Discute que as estratégias farmacoldgicas enfocam o controle do processo de
lesdo secunddria, primariamente a peroxidacdo lipidica e a manuten¢do do maximo
de substancia branca remanescente possivel e afirma que a MP € a tnica droga que
em altas doses melhora a funcdo neurolégica em animais e que essas estratégias de
neuroprotecdo vao ser eventualmente seguidas por agentes restauradores que
estimulam a plasticidade dos tratos sobreviventes como transplantes celulares e

técnicas de terapia genética.

Bracken (2002) revisa artigos randomizados sobre o uso de esterdides no
trauma raquimedular agudo. Utiliza como critérios de selecdo todos os estudos
controlados randomizados publicados e ndo publicados sobre o tema em todas as

linguas. Conclui que a terapia com MP em altas doses € o unico tratamento
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farmacolégico que demonstra eficidcia em estudos randomizados fase trés, quando
administrado dentro das oito primeiras horas do trauma. Um estudo indica beneficio
adicional por estender o tratamento por 24 a 48 horas, se o tratamento se inicia entre
trés e oito horas do trauma. Ressalta também a necessidade de novos estudos

randomizados para avaliar outros protocolos diferentes do uso da MP.

Legos et al. (2002) realizam revisdo da literatura sobre o tratamento nao
cirirgico de pacientes com trauma medular. Enfatizam a importancia do tratamento
da lesdo celular secundéria e que o tratamento farmacolégico sozinho é capaz de

promover recuperacao neuroldgica e facilitar regeneragdo futura.

Nash et al. (2002) avaliam a eficacia do uso de células embrionarias e da MP
em promover recuperagio neuroldgica e regeneracao axonal em medulas lesionadas.
Realizam estudo experimental em ratos com lesio medular apés 6 semanas de
trauma. Concluem que células embriondrias sdo capazes de promover regeneragao

axonal e que o uso da MP em conjunto potencializa seu efeito.

McDonald e Howard (2002) revisam os estudos de seu grupo sobre a
capacidade de células-tronco embriondrias de promover a remieliniza¢do e restaurar
as funcdes neuroldgicas primdria em roedores. Afirmam que essas células sdo
capazes de se diferenciar em oligodendrocitos e mielinizar os axdnios do
hospedeiro tanto in vivo quanto in vitro, assim como de melhorar a func@o neuronal

de ratos.
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Rabchevsky et al. (2002) realizam estudo experimental de lesao medular em
ratos com o objetivo de avaliar a preservacao de tecido, o volume da lesdo, assim
como a recuperacao funcional a longo prazo.

Avaliam a fun¢@o locomotora pelo teste de BBB e produzem lesdo medular
utilizando-se do sistema NYU. Utilizam 80 ratos divididos em dois grandes grupos,
um administrado MP e outro apenas soro fisiol6gico por 24 horas, iniciando-se 5
minutos apos a lesao.

Observaram que o volume da lesdo € extremamente dindmico, o qual apés 6
semanas reduz a um ter¢o do aferido na primeira semana. Afirmam que nao hi
diferenca entre os grupos ao se avaliar a drea de preservacdo e percentual de
preservacdo da substancia branca e cinzenta e que a MP falhou em mostrar melhora

na avaliacdo da recuperagao funcional.

Takami et al. (2002) avaliam o efeito da MP e da interleucina-10 (IL-10)
isoladamente e combinada na recuperacdo funcional, preservacdo axonal e lesdo
tecidual da medula de ratos com trauma medular. Demonstram preservacao tecidual
e diminuicdo do volume de lesdo, principalmente na substancia cinzenta, como uso
da MP isolada e da sua combina¢do com IL-10, o que ndo ocorre com o uso isolado
da IL-10. Concluem que nenhum dos tratamentos melhorou a preservacao axonal ou

a recuperacao funcional.

Tebet (2002) realiza estudo experimental de lesdo medular em ratos e avalia
os efeitos farmacolégicos da MP e do GM-1 e sua associacdo através de testes

funcionais e andlise histoldgica.
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Produz lesdao medular pelo sistema NYU, avalia a recupera¢do da fungdo
neurolégica pelo teste de BBB e analisa os achados histoldgicos utilizando-se do
método de coloragdo hematoxilina-eosina.

Conclui que ndo ha correlagdo entre os achados histolégicos e o resultado da
recuperacao locomotora. Os ratos que receberam MP isolada obtiveram os melhores
resultados funcionais € o grupo que recebeu a associacdo das drogas teve o melhor

resultado histolégico.

Vialle et al. (2002) testam um modelo de escala de avaliacao locomotora para
a lesao medular experimental e propdem um protocolo. Utilizam dois grupos de 10
ratos. O primeiro é submetido a lesdo medular apds laminectomia ao nivel de T9 a
T10 pelo sistema NYU, estabelecendo peso de 10 g e altura de 25 mm. O segundo
grupo, destinado a controle, sofreu apenas laminectomia preservando o saco dural.
Realizam avalia¢do motora dos animais no sétimo, 14" e 21’ dia apos a lesd@o medular,
realizando-se seis testes. Afirmam que o modelo de avaliagdo testado € eficaz e

quantifica de maneira satisfatéria a recuperacdo das fungdes motoras em trés dos seis

testes.

Tebet et al. (2003) realizam estudo experimental em ratos com lesdo medular
para avaliar os efeitos da metilprednisolona na recuperagao da fun¢do locomotora e
nas alteracoes histoldgicas.

Utilizam o método de coloracdo de HE para o estudo histolégico e utilizam o

teste de BBB para a avaliagdo da funcdo locomotora. Observam que a
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metilprednisolona apresentou-se eficaz na recuperacdo da funcdo, nao sendo possivel

compard-la aos achados histol6gicos.

Kaptanoglu et al. (2004) investigam a eficdcia da eritropoetina humana
recombinante (EPO) em atenuar a severidade do trauma medular experimental.
Comparam o uso de diversas doses de EPO com 30 mg/kg de MP em dose unica
intraperitoneal. Demonstram que a EPO apresenta efeitos benéficos na avaliacdo

bioquimica e ultra-estrutural da medula lesionada de ratos.

La Rosa et al. (2004) realizam revisdo da literatura clinica em lesdo medular
com énfase no papel da cirurgia de descompressdo precoce e executam meta-analise
dos resultados. Seus resultados demonstram que 89,7% dos pacientes com déficit
neurolégico incompleto obtiveram melhora funcional apds descompressao medular
precoce e que estatisticamente a descompressdo precoce demonstrou melhores
resultados comparando tanto com o tratamento conservador, como a intervengao

cirtrgica tardia.

Lammertse (2004) revisa os maiores ensaios clinicos sobre o tratamento
farmacolégico no trauma medular agudo. Afirma que, apesar de os resultados
continuarem controversos, a terapia com MP continua sendo adotada por muitos

clinicos no mundo, e que, se ndo € um consenso, talvez seja o tratamento padrao.

McCutcheon et al. (2004) comparam o custo hospitalar e o tempo de

hospitalizagdo em pacientes que receberam MP para o tratamento de lesao medular
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aguda e os que nao receberam. Documentam que 48% dos 1.227 pacientes
selecionados receberam MP e que o tempo de internagdo e o custo hospitalar desses

pacientes sdo significativamente maiores.

Chinnock e Roberts (2005) revisam sistematicamente a literatura com
ensaios clinicos randomizados controlados de pacientes com lesdo medular aguda
com grupo de pacientes que receberam gangliosideo e com grupo controle. Avaliam
a mortalidade, a recupera¢do da funcdo motora, a melhora da funcdo sensitiva, a
atividade funcional geral, a infeccdo e outros eventos adversos. Concluem que a
evidéncia existente ndo suporta o uso do gangliosideo com o objetivo de reduzir a
taxa de mortalidade, assim como o de melhora funcional e de qualidade de vida

desses pacientes.

Kimura et al. (2005) realizam estudo experimental em ratos para avaliar a
eficdcia do uso de células-tronco embriondrias de tecido neuronal. Afirmam ocorrer a
recuperacgao funcional com eficdcia favoravel a sua utilizacdo no trauma medular em

animais

Lee et al. (2005a) avaliam a eficicia da MP na recuperacdo funcional em
ratos com lesdo medular e comparam com os resultados de potencial evocado motor.
Utilizam o teste de BBB para avaliacdo da funcdo locomotora e afirmam resultados

positivos na melhora funcional dos ratos tratados com a MP.

|
Marcio Oliveira Penna de Carvalho



35

Revisdo da Literatura
|

Lee et al. (2005b) realizam investigacdo do potencial terapéutico do
transplante de células astrdcitos oligodendrécitos-tipo 2 em ratos com lesao medular
aguda. Os testes comportamentais, os estudos morfoldgicos e eletrofisioldgicos
demonstram resultados satisfatérios e afirmam que seu uso pode ter papel importante

na recuperagao funcional e na regeneragao axonal.

Oliveira (2005) avalia os efeitos do tempo da descompressao medular em 50
ratos e cria modelo experimental de compressao medular com reduc¢do de 30% do
diametro do canal medular. Realiza descompressao aos 5 minutos, as 24 horas, as 72
horas e sem descompressao até o fim do experimento com quatro semanas. Utiliza o
potencial evocado motor, o teste de BBB e exame anatomopatolégico para avaliar a
recuperacdo neuroldgica. Observa haver relagdo entre o potencial da recuperagao

neuroldgica e o tempo de descompressao medular.

Cizkova et al. (2006) investigam a capacidade de sobrevivéncia, migracio e
diferenciacao de células-tronco humanas mesenquimais transplantadas em ratos nao-
imunosuprimidos com lesdo medular e seu impacto na recuperagdo funcional apds
injecdo endovenosa dessas células. Usam a escala de BBB para avalia¢ao funcional
locomotora semanalmente e andlise imunocitoquimica. Confirmam a sobrevivéncia e
a migracdo das células no local lesado e indicam que elas podem facilitar a
recuperagao funcional pela remielinizacdo da substancia branca preservada e/ou pelo

aumento do crescimento axonal.
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Marcon (2006) realiza estudo experimental com ratos com lesdo medular
para avaliar os efeitos da MP quando administrada previamente a lesdo. Utilizam o
teste de BBB para avalia¢dao da func¢io locomotora de 32 ratos por 28 dias divididos
em quatro grupos:.dois grupos receberam as drogas A (placebo) e B
(metilprednisolona) imediatamente apds a les@o e dois grupos receberam as mesmas
drogas 4 horas antes da lesdo. Conclui que nao ha diferenca entre os grupos e que os
ratos tratados com MP antes da lesdo apresentaram numero de Obitos
significativamente maior quando comparados aos ratos tratados com a mesma droga

apos o trauma.

Molina (2006) produz lesao medular em 30 ratos Wistiar por queda de peso
pelo NYU impactor® para avaliar a sensibilidade e a reprodutibilidade da escala
funcional de BBB. Conclui que a escala de BBB nas lesdes medulares leves e
moderadas tem reprodutibilidade satisfatéria, porém nas lesdes moderadas
apresentam sensibilidade insatisfatéria e nos traumas leves satisfatoria. Nas lesoes

graves, tanto a sensibilidade quanto a reprodutibilidade demonstram-se reduzidas.

Tsutsumi et al. (2006) avaliam, ao realizar estudo retrospectivo, a
recuperacdo da funcdo motora e as complicacdes precoces em pacientes com lesao
medular cervical aguda apos receber altas doses de MP e afirmam que ela deve ser
administrada em todos os pacientes com lesao medular cervical incompleta de acordo

com o protocolo do segundo NASCIS.
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Urdzikova et al. (2006) em estudo experimental de lesdo medular avaliam o
uso de células-tronco mesenquimais de medula éssea. Avaliam a recuperagdao da
fun¢do locomotora pelo teste de BBB e os parametros morfométricos com o uso de
trés diferentes populagdes de células de medula éssea. Demonstram efeito positivo
nos resultados comportamentais € nos achados histopatolégicos com o aumento da

preservacdo de substancia branca da medular.

Hung et al. (2007) investigam o papel da transferéncia do gene produtor de
fator de crescimento insulina-“like” 1 no trauma medular em quarenta ratos.
Demonstram que seu uso melhora significativamente as caracteristicas bioquimicas e

a disfuncao neuroldgica e inibe a apoptose.

Tarasenko et al. (2007) estudam a resposta funcional e histoldgica de ratos
com lesdo medular tratados com células-tronco neurais humanas. Realizam o
transplante das células no dia do trauma, trés e nove dias apds. Observam que as
células sobreviveram trés meses apenas nos ratos que receberam o enxerto nove dias
ap6s o trauma. Concluem, pela andlise histolégica, que ocorre crescimento e
diferenciacdo de células neuronais e oligodendrdcitos no sitio da lesdo, além da

melhora da fun¢do locomotora.

Vitellaro-Zuccarello et al. (2007) investigam o efeito da administrag¢do tinica
de EPO na preservacao de substincia branca ventral em ratos com 4 semanas de
lesio medular. Concluem que essa investigacdo confirma estudos prévios que

demonstram o efeito neuroprotetor da eritropoetina na resposta degenerativa
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secunddria e seu potencial terapéutico para o tratamento de lesdo medular aguda,
assim como a preservagao de substancia branca ventral, a qual contém tratos motores

descendentes, podendo ser critico para a limitagao do déficit funcional.

Marcio Oliveira Penna de Carvalho



4. METODOS




40
Métodos

4 - METODOS

O protocolo de pesquisa deste estudo foi avaliado e aprovado pela Comissao
Cientifica do Departamento de Ortopedia e Traumatologia e pela Comissdao de
Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

A producdo das lesdes e a eutandsia foram realizadas no Laboratério de
Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos Periféricos (LETRAN) do Instituto
de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (IOT-HC-FMUSP). O estudo histologico e a andlise
morfométrica foram realizados no Departamento de Patologia (VPT) da Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo.

4.1 — Modelo de lesao medular

Como modelo de lesdo medular, continuaram-se os estudos de Tebet (2002) e
Tebet et al. (2003), estudando-se os mesmos 24 ratos submetidos a lesdo medular

em 2002. Obtiveram-se os resultados funcionais da recuperacdo da funcdo
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locomotora e os comparou com novos estudos histomorfométricos realizados a partir
do material de tecido medular contidos em blocos de parafina, que foram mantidos e
armazenados no Departamento de Patologia do Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade

de Sao Paulo em condi¢des adequadas com controle de temperatura e umidade.

4.1.1 — Animais de experimentacao

Avaliaram-se 24 ratos machos e adultos jovens da raca Wistar, com peso
entre 300 a 350 g. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo. Na admissdo, todos os ratos
foram avaliados quanto as condicdes gerais de satide e a motricidade conforme rotina
do LETRAN. Os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, em camaras
climatizadas (temperatura ambiente de 25 °C + ou — 1 °C) com controle de luz (ciclo
claro-escuro de 12 horas), sob condicdes de alimentacdo ad libitum e higiene
adequadas, uma semana antes do experimento para se climatizarem e se tornarem

manuseaveis.

Foram adotados os seguintes critérios de inclusio e exclusao:

Critérios de inclusao:
e Ratos da raca Wistar;

e  Peso entre 300 e 350 gramas, inclusive;
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e Machos adultos jovens (entre 19 e 21 semanas de vida inclusive);
e Boa condicdo clinica (pelagem e estado clinico geral);

e  Motricidade normal.

Critérios de exclusdo:

e Obito durante qualquer etapa do experimento (indugio anestésica um
caso);

e Lesdo da medula espinhal acidentalmente durante o procedimento
cirirgico de laminectomia;

¢ Infecc¢do da ferida operatoria;

® Infec¢do urindria (pitria);

e Lesao medular fora dos padrdes estabelecidos pelo sistema NYU

“impactor” ®

4.1.2 — Procedimento anestésico e cirargico

Utilizou-se pentobarbital intraperitoneal na dose de 55-75 mg/kg
(recomendam-se 65 mg/kg para machos) para o procedimento anestésico. O plano
anestésico profundo foi analisado através da auséncia do reflexo corneano e auséncia
de reacdo a compressdo da cauda. Os ratos que se tornaram inaceitavelmente

despertos durante a cirurgia foram descartados do experimento e substituidos.
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A fim de reduzir a taxa de infec¢do das vias urindrias e infeccdes de ferida
operatdria, instituiu-se o regime de 25 mg/kg de cefalotina (Keflin Neutro ®)
subcutaneamente apds a inducdo anestésica e repetida 6 a 8 horas apds e duas vezes

ao dia, por 48 horas.

Cada rato foi preparado com tricotomia do dorso e uma abertura na pele da
linha média dorsal de aproximadamente 5 cm realizada para expor a coluna espinhal
de T8 a T12. Os musculos paravertebrais foram descolados dos processos espinhosos
e das laminas, expondo-se as laminas. Utilizou-se de cautério bipolar para
hemostasia quando necessdrio. Realizaram-se laminectomias de T10 e a metade
distal do processo espinhoso de T9 com micro sacabocados, sem provocar lesao do
saco dural e sem danificar o processo espinhoso de T8, expondo-se a medula o
suficiente para acomodar a cabeca do “impactor” com uma margem maior que 0,2

mm.

4.1.3 — Contusao medular

Adotou-se 0 modelo experimental de lesdo medular do “Multicenter Animal
Spinal Cord Injury Study” (MASCIS) padronizado para ratos Wistar e implantado
no Instituto de Ortopedia do HC-FMUSP por Rodrigues em 1999.

Para realizar a contusdo medular, utilizou-se o sistema NYU “impactor” ®,
desenvolvido por Gruner em 1992, em que o rato é posicionado no sistema

acomodado sobre uma esponja, o segmento T8 e T11 entdo fixados com presilhas
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nos processos espinhosos. Haste de 10 g a altura de 25 mm ¢é solta sobre a medula em
queda livre. O sistema analisa e registra os dados referentes a velocidade da haste,
deformacao relativa e absoluta da medula, carga e tempo de impacc¢ado, de forma a

produzir impacto direto, padronizado e reprodutivel.

Seguiram-se os procedimentos, os cuidados, as regulagens, os controles, a
monitoracdo, a limpeza e a esterilizacdo da haste de forma constante, conforme o

manual e as recomendacdes de Constantini ¢ Young (1994) e Rodrigues (1999).

Uma vez contusa a medula, foi realizada a revisao da hemostasia e a lavagem
do sitio da contus@o com soro fisiolgico 0,9%. A ferida foi suturada por planos e a
pele fechada com pontos simples utilizando-se fio de ndilon monofilamentar niimero

trés zeros.

Ap6s a lesdo contusa da medula, procedimentos padrao de afericdo de
temperatura e esvaziamento de bexiga foram realizados em intervalos de tempo pré-

estabelecidos (Rodrigues, 1999).

4.2 — Formacao dos grupos e tratamento medicamentoso

Os ratos foram identificados um a um e divididos aleatoriamente em quatro
grupos: o grupo MP (n=6) que recebeu metilprednisolona; o grupo GM1 (n=6) que

recebeu o gangliosideo GM-1, o grupo MP+GMI1 (n=6) que recebeu
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metilprednisolona associada ao GM-1, e o grupo controle (n=6) que recebeu placebo

com aplicagao de soro fisiologico a 0,9%.

As medicacdes foram administradas por via intraperitoneal, sendo utilizada a
dosagem de 30 mg/kg de metilprednisolona nos grupos MP e MP+GM1 e 30 mg/kg
de gangliosideo GM-1 nos grupos GM1 e MP+GMI1. Essa dosagem foi administrada
5 minutos apds a contusao medular e repetida 3 horas ap6s, seguindo a metodologia
utilizada por Constantini ¢ Young (1994), Tebet (2002) ¢ Tebet et al. (2003)

(Tabela 1).

Tabela 1 - Protocolo das drogas e dosagens utilizadas em cada grupo

Grupos Numero de Resumo do tratamento
ratos
Controle 06 LM; 1 ml de SF 0,9% com 5 minutos
Experimental
Grupo MP 06 LM; .30 mg/kg de MP com 5 minutos e
repetido com 3 horas
Grupo GM1 06 LM; .30 mg/kg de GM-1 com 5 minutos e
repetido com 3 horas
Grupo MP+GMI1 06 LM; 30 mg/kg de MP + 30 mg/kg de GM-1

com 5 minutos e repetidos com 3 horas.

FONTE: Constantini e Young (1994)
LM = Lesdo Medular; SF = Soro Fisioldgico;
MP = Metilprednisolona; GM-1=Gangliosideo g(ml).

4.3 — Avaliacao da funcao locomotora

A avaliacdo locomotora foi realizada no segundo, sétimo e décimo quarto
dias ap6s a lesdo medular contusa por quatro examinadores, utilizando-se a escala de

Basso; Beattie; Bresnahan (BBB), publicada em 1995. Baseando-se nos itens dessa
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escala, foram observados os movimentos da articulacdo do quadril, joelho e
tornozelo e a posi¢do do tronco, rabo e patas traseiras de cada lado: direito e
esquerdo. A partir dessas observacdes, foram atribuidos pontos de zero a 21, sendo o
zero correspondente a auséncia total de movimentos e o 21 a presenca de
movimentos normais. Os dados foram coletados através de uma ficha propria para a

coleta de dados do teste de BBB e armazenados em banco de dados (Anexo A, B).

Utilizaram-se os resultados de Tebet (2002) e Tebet et al. (2003), cuja
avaliacdo do teste foi realizada por quatro observadores treinados. Foi realizada a
média dos valores atribuidos pelos quatro examinadores para cada rato e para cada

lado.

4.4 — Eutanasia e amostras de tecido

Os animais foram sacrificados no 14  dia ap6s a lesdo, aplicando-se 140
mg/kg de pentobarbital intraperitoneal, conforme as regras legislacio em vigor,
seguindo-se a normatizacdo do Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal —

COBEA (1999).

O segmento de T1 a LS5, contendo todo estojo désseo e os musculos
paravertebrais foram removidos e realizadas laminectomias de TS5 a L5 para remog¢ao
da medula espinhal. A medula fixada numa superficie de papel cartdo e identificada a

regido onde se evidenciavam achados macroscépicos de contusdo medular a qual foi
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denominada “drea da lesao” (zona B). A seguir, identificou-se a drea cefdlica (zona
A) e caudal a lesao (zona C), dentro de 1 cm a partir do epicentro da contusdao, 5 mm
acima e 5 mm abaixo. Os conjuntos foram identificados e armazenados em frascos

contendo formol a 10%.

4.5 — Analise histologica e morfométrica

Ao se seguir a linha de pesquisa iniciada por Tebet (2002), os procedimentos
até o momento foram os mesmos, diferenciando-se apenas no tratamento e andlise
histolégica. Desta forma, os segmentos medulares foram submetidos a cortes
histolégicos seriados em seu plano axial com intervalos de 2 mm e o material
processado e desidratado em bateria de alcodis, depois submetida a processo de

diafanizag¢do em xilol e inclus@o em blocos de parafina.

Uma vez contidos em blocos de parafina, foram realizados cortes histolgicos
transversais ao plano axial da medula, seriados com espessura de cinco micrémetros.
Esses cortes foram realizados em 1 cm de medula lesionada, 5 mm acima e cinco
abaixo do centro da lesdo. Cada quinto corte foi fixado e corado pelo método de
violeta de cresyl (cresyl) e cada sexto, fixado e corado pelo método de azul rapido

de luxol (luxol).

O procedimento de coloragdo com cresyl tem como objetivo demonstrar a

substancia de Nissl, que é perdida apdés lesdo celular, principalmente se ocorre
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degeneracao axonal. Os neurdnios contém substancia de nissl em seu citoplasma, que
¢ primariamente composto pelo reticulo endoplasmatico rugoso, que produz RNA, o
qual é basofilico e bem identificado por corantes de caracteristicas alcalinas. Como

resultado, ocorre coloragdo que varia de azul-escuro a violeta.

As principais etapas da coloracao de violeta de cresyl foram:

1. Desparafinizacdo e hidrata¢cdo com 4gua destilada;

2. Solucgio de violeta de cresyl por dois minutos;

3. Enxégiie com dgua destilada;

4. Desidratagdo com dlcool a 95%, limpeza com xilol, selagem e fixacdo em

lamina de vidro.

O método de coloragdo de azul rapido de luxol tem como objetivo a coloragdo
de bainha de mielina que é uma capa de gordura protetora que envolve as fibras
nervosas. Tem como principio a utilizagdo de reagente composto de solucdo
equivalente de dlcool e dgua solivel em “alcian blue”. A coloraciao ocorre por reacao
acido-base e formacdo de sal com afinidade pelas lipoproteinas. O resultado € a

coloragao das fibras mielinicas em azul-claro e células nervosas em azul-escuro.

O procedimento da coloragcdo de luxol teve como principais etapas apds 0s
cortes:
1. Desparafinizagdo e hidratacdo em dlcool a 95%;

2. Colocacdo em solucdo de azul rapido de luxol toda a noite a temperatura

de 60 °C;
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3. Enxdgiie em dlcool a 95% e apds em dgua destilada;

4. Solucdo em carbonato de litio por 5 segundos e novo enxdagiie com agua
destilada;

5. Eosina por 1 minuto, desidratacdo com dlcool a 95 a 100%, seguida de

limpeza com xilol, selagem e fixacdo em lamina de vidro.

Apb6s o preparo das coloragdes, foi realizado estudo morfométrico com
obtencdo de dados da drea total (drea seccional externa total da medula), drea
preservada (4rea contida dentro da drea total composta apenas de tecido integro) e
percentual de drea preservada (relacdo da drea preservada sobre a drea total) em cada

lamina de cada coloracdo em separado.

As imagens das laminas foram capturadas através do microscépio Nikon
eclipse E800® acoplado a cimera Media Cybernetics® (fabricada por Roper
Scientific) e digitalizadas com auxilio do programa IMAGE-PRO PLUS®, onde os

dados morfométricos foram obtidos e calibrados em milimetros quadrados.

As lesdes foram caracterizadas por areas de formacdo cistica e cavitacdo,
gliose e edema axonal. A substancia branca foi julgada preservada se a coloracdo da
mielina (azul claro), sua densidade e organizacdo tecidual apresentavam-se normais
ou préximas do normal, na auséncia de gliose densa e edema axonal. A substancia
cinzenta foi julgada preservada se a coloracdo se apresentasse proxima do violeta
com organizacao tecidual preservada e se os neurdnios e a glia estivessem presentes

em densidade normal.
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4.6 — Analise estatistica

Para avaliar o efeito das coloragdes (cresyl e luxol), dos grupos (Controle,
MP, GM1 e MP+GMI1) e das zonas da lesao (A, B e C) segundo as varidveis
morfométricas de drea total, drea preservada e percentual da drea preservada, foi
realizada a analise de variancia (ANOVA), onde foi medido o efeito de cada fator de
variacdo e suas respectivas interagdes: tipo e droga, tipo e regido, droga e regido.
Caso o efeito apresentasse significancia estatistica, foram testadas todas as
combinacdes dois a dois, de cada fonte de variacdo, bem como suas respectivas

interacdes, através do teste de Tukey.

Em relacdo as varidveis de drea total e drea preservada, foi realizada uma
transformagao logaritmica para que os dados pudessem ser trabalhados com um teste

paramétrico, pois elas ndo apresentavam distribuicao normal.

Para avaliar a recuperagdo da func@o locomotora através do teste de BBB nos
momentos 2°, 7° e 14° dias pds-lesdao medular (DPLM), em cada um dos grupos
(Controle, MP, GM1 e MP+GM1), foi realizado o teste de Kruskal-Wallis seguido
do teste de Mann-Whitney, caso houvesse diferenca significativa entre os grupos.
Para comparar, dentro de um mesmo grupo, a diferenca entre os momentos foi

realizado o teste ndo paramétrico do sinal.
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A correlacdo entre a drea preservada, percentual da drea preservada, drea total

e o teste de BBB em cada momento foi avaliada através do indice de correlagdo de

Spearman.

Os testes de normalidade dos dados foram realizados através de “normal plot”

e teste de Shapiro-Wilk. Para os cdlculos, foi adotado nivel de significancia de 5% e

utilizado o programa SAS versdo 8.2°.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Funcao locomotora

Os resultados da avaliagdo da fun¢d@o locomotora segundo a escala de BBB
dos ratos no segundo, sétimo e décimo quarto dia apds lesao medular distribuidos em
cada grupo (Controle, GM1, MP e MP+GM1) estdo apresentados com seus valores

absolutos na Tabela 2 e com seus dados de média e desvio padrdo na Tabela 3.

Ao avaliarmos os resultados funcionais comparativos totais em cada
momento, constatamos ter havido diferenca estatistica entre os momentos, pelo teste

do Sinal de Mann-Whitney (p<0,01).

Através do teste de Kruskall-Wallis, observamos que ndo houve diferenca
entre os grupos (Controle, GM1, MP e MP+GM1) no segundo dia de lesdao (p>0,05).
Entretanto, no sétimo (p<0,05) e décimo quarto dias (p<0,01), os valores

apresentaram diferenga entre os grupos em cada momento avaliado (Anexo C).
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No sétimo dia de avaliacdo apds a lesio medular, o grupo MP+GMI
demonstrou melhora da fun¢do locomotora superior ao grupo controle (p<0,05), o
que nao foi observado nos demais grupos. Os grupos MP e MP+GM]1, no décimo
quarto dia de avaliagdo, apresentaram média de recuperacdo funcional acima

(p<0,05) da apresentada pelo grupo controle (Tabela 3, Grafico 1, Anexo C).

Tabela 2 - Distribuicao dos valores do teste de BBB dos 24 ratos divididos em cada
grupo, controle, GM1, MP e MP+GMI1 no 2° 7° e 14° dias pds-lesdo

medular
Grupos Rato 2° DPLM 7° DPLM 14° DPLM
1 1 2 2
2 0 1 4
Controle 3 0 3 3
4 1 1 3
5 0 4 4
6 0 2 2
7 1 1 8
8 0 1 1
GM1 9 0 1 8
10 2 7 12
11 0 8 7
12 0 1 8
13 0 7 10
14 3 7 12
MP 15 6 8 13
16 3 1 5
17 0 7 12
18 0 6 13
19 0 8 12
20 1 7 13
MP+GM1 21 0 4 8
22 0 6 10
23 0 7 8
24 0 8 10

DPLM: dia de pds-lesdo medular
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Tabela 3 - Distribuicdo da média e desvio padrdo da avaliacao funcional de BBB no
2°,7° e 14° dias de p6és-lesao medular em cada grupo: controle, GM1, MP

e MP+GM1
2° DPLM 7° DPLM 14° DPLLM

Grupos L1 desvio- L 1 desvio- L desvio-
média _ média ~ média -

padrdo padrdo padrdo
Total (n = 24) 0,75 1,45 4,50 2,89 7,83 3,97
Controle (n =6) 0,33 0,52 2,17 1,17 3,00 0,89
GM1 (n=6) 0,50 0,84 3,17 3,37 7,33 3,56
MP (n = 6) 2,00 2.45 6,00 2,53 10,83 3,06
MP + GMI1 (n =6) 0,17 0,41 6,67 1,51 10,17 2,04

Anova

p<0,01 para 2° DPLM < 7° DPLM < 14° DPLM

p>0,05 para 2° DPLM: Controle, MP+GM1, GM1e MP
p<0,05 para7° DPLM: MP+GM1 > Controle

p<0,05 paral4®° DPLM: MP+GMI1 e MP > Controle
DPLM: dia de pés-lesdo medular
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Griafico 1 -Evolugao dos valores médios da avaliagdo funcional de BBB no 2°, 7° e
14° dias pds-lesao medular (DPLM)

* k%

* % %k

(= Total

= « = Controle
—— GM1
—C=— MP
—re MP + GM1

22 DPM 72 DPM 142 DPM

* p>0,05 para 2° DPLM: controle, MP+GM1, GM1e MP
** p<0,05 para7° DPLM: MP+GM1 > controle

**%* p<0,05 paral4®° DPLM: MP+GM1 e MP > controle
DPLM: dia de pés-lesdo medular
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5.2 - Histolégicos e Morfométricos

Os achados histolégicos na zona B demonstram que a lesdo ocupou mais
freqiientemente a por¢ao dorsal tanto do corno posterior como da coluna e funiculos
laterais (Figura 1). A demonstracdo das laminas com suas caracteristicas de
coloragcdo, drea total e area preservada, distinguindo-a da &rea lesionada, estd

representada nas Figuras 2, 3,4 e 5.

Os valores absolutos dos dados morfométricos de area total, drea preservada e
percentual de drea preservada de cada rato, distribuidos em cada grupo (Controle,
GMI1, MP e MP+GM1) e em cada zona A, B e C, segundo a coloragdao de Luxol,

estdo demonstrados no Anexo D e segundo a colorag¢do de Cresyl no Anexo E.
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Fotomicrografia com objetiva de 4x demonstrando corte histoldgico de
medula de rato na zona B corado pelo método de azul rapido de luxol.
Notar drea de destrui¢do na por¢do dorsal: corno posterior e funiculos
laterais.

Figura 1 -

Y}
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Figura 2 - Fotomicrografia com objetiva de 10x demonstrando corte histolégico de
medula de rato da zona B corado pelo método de azul répido de luxol.
Notar areas de cavitacdo e necrose.
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medula de rato da zona B corado pelo método de violeta de cresyl. Notar
areas de cavitacdo e necrose tecidual.
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Figura 3 - Fotomicrografia com objetiva de 4x demonstrando corte histolégico de
medula de rato da zona C corado pelo método de violeta de cresyl. Notar
marcacao histomorfométrica de drea de seccao total.
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Figura 4 - Fotomicrografia com objetiva de 10x demonstrando corte histolégico de
medula de rato da zona C corado pelo método de azul répido de luxol.
Notar marcagdo histomorfométrica diferenciando-se area preservada da
area lesionada.
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Figura 5 - Fotomicrografia com objetiva de 10x demonstrando corte histolégico de

medula de rato da zona B corado pelo método de violeta de cresyl. Notar
marcagdo histomorfométrica diferenciando-se drea preservada da drea
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Ao se avaliar os dados morfométricos em cada zona, independente do grupo e
da coloragdo, observou-se que a zona C teve a maior média de area total com
diferenca significante em relacdo as outras zonas (p<0,001). Em relacdo a area
preservada, a zona C obteve a maior média que as outras zonas (p<0,01).

Comparando-se a zona B com as demais, esta foi a que menos (p<0,01) preservou

area (Tabela 4; Grafico 2; Anexo F).

Comparando-se a média dos valores dos dados de percentual de darea
preservada da zona B com as demais, observamos que ela obteve as menores médias
(p<0,05) e a zona A foi a que mais preservou percentualmente (p<0,05), Tabela 4,

Grafico 3 e Anexo F.

Tabela 4 - Distribuicio da média e desvio padrao dos dados morfomértricos (drea
total, drea preservada e percentual de drea preservada) em cada zona: A,
B e C. Efeito isolado da zona, independente do grupo e da coloragao

Zona A Zona B Zona C
média desvi? " média desvi? X média desvi? A Valor-p
padrao padrao padrao
Area total (mm?) 3,38 0,38 3,29 0,52 4,39 0,84 < 0,0001
Area Preservada (mm?) 1,50 0,82 0,88 0,46 1,78 0,69 < 0,0001

Percentual de 4rea preservada 44,23 23,38 27,30 14,41 40,55 14,02 < 0,0001

Anova

p<0,05 para drea total: C>A e C

p<0,05 para drea preservada: C>AeB; AeC>B
p<0,05 para percentual de area preservada: A>B e C
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Grafico 2 - Média e desvio padrao dos valores morfométricos da drea total e area
preservada em mmz, em cada zona: A, Be C

6,00

B Area Total ® Area Preservada

A B C

* p<0,05 para drea total: C > Ae C
** p<0,05 para drea preservada: C>AeB; AeC>B
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Grafico 3 - Média e desvio padrao dos valores do percentual de area preservada, em
cada zona: A, Be C

H Percentual de area preservada

80,00

70,00 -

60,00 -

50,00 1

40,00 1

30,00

20,00 -

A B C

* p<0,05 para percentual de 4rea preservada: A>Be C

I
Marcio Oliveira Penna de Carvalho



67

Resultados
|

Avaliando-se os dados morfométricos de toda a amostra de acordo com os
grupos controle, GM1, MP e MP+GM], independente da zona e da coloragdo,
observamos que nao houve diferenca estatistica (p>0,05) na area total entre os grupos

(Tabela 5; Gréafico 4; Anexo G).

Todos os grupos que receberam medicagdo (GM1, MP e MP+GM1) foram
superiores ao grupo controle (p<0,05) na avaliacdo da 4rea preservada e do
percentual de drea preservada, sendo que o grupo GM1 obteve média superior quanto
ao percentual de preservacdo (p<0,05) ao grupo MP+GMI1 (Tabela 5; Graficos 4 e 5;

Anexo G).

Tabela 5 - Distribuicio da média e desvio padrao dos dados morfométricos (drea
total, drea preservada e percentual de drea preservada) em cada grupo:
controle, GM1, MP e MP+GMI. Efeito isolado dos grupos, independente
da coloracdo e da zona

CONTROLE GM1 MP MP+GM1
e I T R R S Ly S O Valor-p
padrao padrao padrao padrao

Area total (mm?) 3,77 0,76 3,55 0,75 3,55 0,60 3,88 0,97 0,0515

Area Preservada 0,70 1,53 0,68 142 076 1,43 0,90  0,0003
(mm®)
Percentual de

. 30,66 18,29 43,25 17,21 39,36 19,36 36,17 20,04 <0,001
drea preservada

Anova
p<0,05 para érea preservada: controle < GM1, MP e MP+GM 1
p<0,05 para percentual de drea preservada: controle < GM1, MP e MP+GM1; GM1> MP+GM1
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Grafico 4 -Média e desvio padrdo dos valores da drea total e drea preservada em
mm? em cada grupo: controle, GM1, MP e MP+GM 1

6,00 . .
B Area Total ® Area Preservada

CONTROLE GM1 MP MP + GM1

* p<0,05 para drea preservada: controle < GM1, MP e MP+GM 1

Grifico 5 -Média e desvio padrao dos valores do percentual de drea preservada, em
cada grupo: controle, GM1, MP e MP+GM 1

d Percentual de drea preservada

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00

20,00

10,00

0,00 +

CONTROLE GM1 MP MP + GM1

* p<0,05 para percentual de drea preservada: controle < GM1, MP e MP+GM1; GM1> MP+GM1
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Ao analisarmos a média dos valores morfométricos segundo o tipo de

coloracdo utilizada, independentes dos grupos e das zonas, observou-se que nao

houve diferenca estatistica em relacdo a drea total (p>0,05) nas duas coloracdes. Em

relacdo aos dados de drea preservada e percentual de drea preservada, os cortes com

coloracdo de luxol apresentaram nimeros superiores (p<0,01) em comparagdo aoss

cortes com a coloragdo de cresyl (Tabela 6, Graficos 6 e 7).

Tabela 6 - Distribuicio da média e desvio padrao dos dados morfométricos (drea
total, drea preservada e percentual de drea preservada) segundo a

coloragao cresyl e luxol

CRESYL LUXOL
média desvn? A média desvn? A Valor-p
padrao padrao
Area total (mm?) 3,69 0,72 3,68 0,85 0,9308
Area Preservada (mmz) 0,92 0,43 1,86 0,74 < 0,0001
Percentual de drea preservada 24,2 7,06 50,52 18,32 < 0,0001

Anova
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Grifico 6 - Média e desvio-padrdo dos valores da drea total e drea preservada em
2 ~
mm” segundo a coloragdo cresyl e luxol.

5,04 . )3
® Area Total ™ Area Preservada

4.5 1

4,0 H

3,51

3,0 1

2,0

0,54

0,0 7

CRESYL LUXOL

* p<0,01 para drea preservada: luxol > cresyl
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Griéfico 7 - Média e desvio-padrio do valor percentual de drea preservada segundo a
coloragdo cresyl e luxol

80 4 B Percentual de area preservada

70 4

60 1

50.5
50 4
40 1
*
30 4
24,2

20 4

10

0-

CRESYL LUXOL

* p<0,01 para percentual de drea preservada: luxol > cresyl
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Comparando-se os dados morfométricos com os grupos e com o tipo de
coloragdo, independente da zona (Tabela 7), observa-se que, para a coloracdo de
cresyl, o grupo GM1 foi o tnico que teve o percentual de drea preservada superior

(p<0,05) ao grupo controle (Gréfico 8; Anexo H).

Em contrapartida, com a coloracido de luxol, os grupos em que o percentual
de é4rea preservada foi superior ao grupo controle foram os grupos MP e o GMI1
(p<0,01). O grupo MP+GM1 foi superior ao grupo controle, porém sem significancia
(p>0,05) e foi inferior ao grupo que recebeu o GM-1 isolado (p<0,05) (Tabela 7;

Grafico 9; Anexo H)

Tabela 7 - Distribuicio da média e desvio padrdo dos dados morfométricos (drea
total, drea preservada e percentual de d4rea preservada) distribuidos
quanto ao tipo de coloragdo em cada grupo. Efeito do tipo de coloragdo e
dos grupos, independente da zona.

Area total Area Preservada Percentual de Area
(mm?) (mm?) preservada
Coloracio Droga média 9OV i SV g, desvie-
padrao padrao padrao
Cresyl
Controle 3,77 0,75 0,79 0,32 20,27 5,52
GM1 3,61 0,70 1,06 0,47 28,24 6,37
MP 3,53 0,66 0,84 0,33 23,24 5,49
MP + GM1 3,86 0,80 1,00 0,52 25,03 8,47
Luxol
Controle 3,77 0,80 1,56 0,77 41,06 20,73
GM1 3,48 0,82 2,01 0,49 58,25 9,62
MP 3,58 0,56 2,00 0,59 55,48 13,85
MP + GM1 3,91 1,13 1,87 0,99 47,30 22,18
VALOR-P 0,9058 0,1315 0,0004
Anova

p<0,05 para cresyl x percentual de drea preservada: GM 1> controle
p<0,05 para luxol x percentual de drea preservada: GM1e MP > controle ; GM1> MP+GM1
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Graifico 8 - Média e desvio padrdo dos valores do percentual de drea preservada, em
cada grupo (Controle, GM1, MP e MP+GM1) distribuidos segundo a
coloracdo de cresyl

Cresyl

40.00- H Percentual de drea preservada

35,00

30,00
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CONTROLE GM1 MP MP + GM1

* p<0,05 para cresy: GM1> controle

Marcio Oliveira Penna de Carvalho



74

Resultados
|

Grafico 9 - Média e desvio padrdo dos valores do percentual de drea preservada, em
cada grupo (Controle, GM1, MP e MP+GM1) distribuidos segundo a
colorac¢ao de luxol

Luxol

@ Percentual de area preservada
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* p<0,05 para luxol: GM1e MP > controle; GM 1> MP+GM 1
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Analisando-se os dados morfométricos de percentual de area preservada em
cada grupo na zona B, independente da coloracdo utilizada, os grupos MP e GM1

preservaram mais area que o grupo controle (p<0,01) (Tabela 8; Grafico 10; Anexo

D).

Na zona A ndo houve diferenca estatistica no percentual de drea preservada
entre os grupos (p>0,05), e na zona C, os grupos GMI1, MP e MP+GMI
apresentaram médias superiores (p<0,01) as do grupo controle (Tabela 8; Grafico 10;

Anexo I).
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Tabela 8 - Distribuicio da média e desvio padrao dos dados morfomértricos (drea
total, drea preservada e percentual de drea preservada) em relacdo aos
grupos (Controle, GM1, MP e MP+GM1) e as zonas A, B e C. Efeito do
grupo e da zona, independente da coloragcdo

Area total

Area preservada

Percentual de Area

(mmz) (mmz) preservada
Droga Zona  média desvio- média desvio- média desvio-
padrao padrao padrao

Controle

A 3,43 0,39 1,48 0,89 42,94 25,21

B 3,24 0,30 0,61 0,24 18,49 6,62

C 4,64 0,60 1,43 0,43 30,56 7,70
GM1

A 3,26 0,33 1,45 0,73 44,47 21,37

B 3,06 0,30 1,20 0,38 40,18 15,57

C 4,33 0,77 1,95 0,68 45,09 15,09
MP

A 3,42 0,51 1,51 0,90 44,06 25,54

B 3,25 0,36 1,04 0,53 31,38 12,80

C 3,98 0,67 1,70 0,69 42,64 16,49
MP + GM1

A 3,42 0,27 1,56 0,85 45,46 24,24

B 3,42 0,27 1,56 0,85 19,13 9,00

C 4,62 1,14 2,06 0,81 43,91 11,51

VALOR-P 0,3626 0,0007 < 0,0001

Anova

p>0,05 para zona A: comparando-se todos os grupos
p<0,05 para zona B x percentual de 4rea preservada: controle < GM1 e MP

p<0,05 para zona C x percentual de drea preservada: controle < GM1, MP e MP+GM1
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Griafico 10 - Média e desvio padrao dos valores do percentual de drea preservada
em relacdo aos grupos (Controle, GM1, MP e MP+GM1) e as
zonas A, Be C

0 Controle @ GM1 B MP © MP + GM1

60 1 44,06 4546
42,94 ’ 4500 42,64

43,91
44,47 EES
50 1 [ 40,18 *x

40 |
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Percentual de area preservada
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Zona A Zona B Zona C

* p>0,05 para zona A: comparando-se todos os grupos
** p<0,05 para zona B: GM1 e MP > controle
*##% p<(,05 para zona C: controle < GM1, MP e MP+GM1
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Avaliando os dados morfométricos segundo a coloracdo e os grupos na zona
B, o percentual de &4rea preservada segundo o tipo da coloracdo, houve maior
preservacdo de tecido nos grupos GM1 e MP em comparagdo com o grupo controle
na coloracao de luxol (p<0,05). Na coloracdo de cresyl, somente o grupo que recebeu
gangliosideo isolado (grupo GM1) preservou mais substancia cinzenta que o controle
(p<0,05), nao sendo observado o mesmo em relagdo ao grupo MP+GMI1 em

nenhuma coloragdo (p>0,05) (Tabela 9; Gréfico 11, Anexo J).

Tabela 9 - Distribuicio da média do dado morfomértrico de percentual de area
preservada dos grupos em ralagdo a zona B em cada coloracdo: cresyl e

luxol
Percentual de area preservada na zona B
Grupo média desvio-padrao
Cresyl
Controle 17,58 8,32
GM1 26,67 1,59
MP 21,49 4,54
MP + GM1 18,41 7,99
Luxol
Controle 194 5,03
GM1 53,69 9,64
MP 41,28 10,24
MP + GM1 19,85 10,64

Anova
p<0,05 para luxol: controle e MP+GM1 < GM1 e MP
p<0,05 para cresyl: controle e MP+GM1 < GM1 e MP
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Grifico 11 - Média e desvio padrdo dos valores do percentual de drea preservada dos
grupos (Controle, GM1, MP e MP+GM1) na zona B

B Luxol ® Cresyl

53,69

Percentual de area preservada na zona B

Controle GM1 MP MP+GM1

* p<0,05 para luxol: controle e MP+GM1 < GM1 e MP
** p<0,05 para cresyl: GM1> MP, MP+GM1 e controle
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5.3 — Correlacao funciao locomotora e histomorfometria

Avaliamos os resultados dos achados histolégicos e os dos achados da
avaliacdo da fun¢do locomotora de BBB utilizando o indice de correlacdo (r) de
Spearman. Observamos nao haver correlagdo direta ao compararmos tanto os dados
morfométricos, independente da zona, como os dados de percentual de darea
preservada na zona B, isoladamente na coloraciao de luxol ou na coloracio de cresyl

com a avaliac@o da recuperacao da fun¢ao locomotora no décimo quarto dia.
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6 - DISCUSSAO

O conhecimento das alteragdes fisiopatoldgicas da lesdo medular secundéria,
por meio de estudos experimentais, permitiu o desenvolvimento e o estudo de drogas
que agem diretamente impedindo a cascata bioquimica que ocorre apds a lesdo
primdria intensificando o dano tecidual, com o objetivo de diminuir a progressao e
até promover a recuperacdo da funcio neuroldgica (Hall et al., 1984; Faden et al.,

1987; Noble e Wrathall, 1985, 1989; Tator ¢ Fehlings, 1991).

Com este intuito, vérias drogas foram estudadas experimentalmente nas
ultimas trés décadas como a naloxona, tilirazade, nimodipina, GM-1, MP, entre
outras (Hall et al., 1984; Cuello et al., 1989; Hall, 1992; Ducker e Zeidman, 1994;
Constantini e Young, 1994; Geisler et al., 1991, 1993a, 2001; Geisler, 1993a;
Walker ¢ Harris, 1993; Lee at al., 2005a), ¢ mais recentemente células-tronco,
fatores genéticos de proliferacdo celular (GAP-43, Bcl-2, c-Jun), eritropoetina
recombinante humana e fator de crescimento insulina-like (Bregman e Bagden,
1994; Kaptanoglu et al., 2004; Bartholdi ¢ Schwab, 1997; Hung et al., 2007;
Vitellaro-Zuccarello et al., 2007). As duas drogas de uso clinico estabelecido e

reconhecido para o tratamento da lesao medular aguda em humanos sdo a MP e o
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GM-1, e, segundo alguns autores, o uso em conjunto dessas drogas pode promover

acdo sinérgica no tratamento desses pacientes (Taoka e Okajima, 1998, 2000).

O uso da metilprednisolona em estudos experimentais em ratos € bastante
presente na literatura e sua dosagem ja foi bem estudada e estabelecida (30 mg/kg),
variando apenas no tempo em que ¢ utilizada ap6s o trauma (Constantini e Young,
1994; Yoon et al., 1999; Rabchevsky et al., 2002; Takami et al., 2002; Tebet,
2002; Lee et al., 2005a). Estudos tém demonstrado existir janela terapéutica para o
uso da MP em ratos com lesao medular, onde 30 minutos apds o trauma parece ser o

tempo limite para se iniciar o tratamento (Yoon et al., 1999).

A dose ideal do GM-1 em ratos ndo estd bem estabelecida (Fusco et al.,
1986). Os pesquisadores Constantini e Young (1994) realizaram estudo com vdrias
dosagens de GM-1 e concluiram que a dose ideal é a de 30 mg/kg. Dessa forma,
resolvemos seguir o protocolo instituido por esses autores como referéncia, da
mesma forma que Tebet em 2002 ¢ Tebet et al. em 2003, utilizando-se essa
dosagem tanto para o GM-1, quanto para a MP, iniciada cinco minutos e repetida

apos trés horas do trauma.

O mecanismo de agdo, a eficacia e as relacdes entre os achados histolégicos e
funcionais do tratamento, tanto com o GMI1, quanto com a MP, ainda nao sdo
totalmente entendidos e seu uso ainda ndo é um consenso na prética clinica. Dessa

forma, decidimos melhor avaliar seus efeitos experimentais em ratos.
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A necessidade incessante de conhecimento sobre as alteracdes bioldgicas do
trauma medular agudo e de avaliar o potencial terapéutico de novas drogas levou
alguns autores a revisar a evolucdo do desenvolvimento e aprimoramento dos
modelos experimentais de lesao medular em animais como transeccdo parcial e
completa, contusdo, compressao por clipe ou por fita, baldo e impacto por queda de

peso (Kuhn e Wrathall, 1998; Kwon et al. 2002; Oliveira, 2005).

O modelo de impaccdo por queda de peso oferece a vantagem de ser
clinicamente relevante, uma vez que mimetiza a lesdo em humanos, nos quais a
maioria das lesdes teciduais € provocada pelo movimento rapido da coluna posterior
da vértebra com impacto do osso sobre a medula (Kuhn e Wrathall, 1998; Metz et

al., 2000).

O sistema NYU, inicialmente descrito por Gruner em 1992, é o modelo de
queda de haste de 10g de diferentes alturas sobre a medula exposta: 6,25 mm, 12,5
mm, 25 mm e 50 mm. Permite a avaliagdo e o controle de alguns parametros
biomecanicos como a velocidade de impacto, taxa de compressao medular e a forca

dinamica aplicada a medula, promovendo lesdo com poucas varidveis.

Rodrigues, em 1999, padronizou o uso do sistema NYU no Laboratério de
Estudos do Traumatismo Raquimedular e Nervos Periféricos (LETRAN) do Instituto

de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
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Paulo (IOT-FMUSP) segundo os parametros determinados pelo Multicenter Animal

Spinal Cord Injury Study — MASCIS.

Esse modelo é capaz de gerar lesdes medulares controladas e padronizadas
em ratos, sendo o escolhido para realizacdo desse experimento. Optamos pela
utiliza¢do de queda de peso da altura de 25 mm, pois estudos anteriores demonstram
que a altura de 50 mm estd associada a uma alta taxa de mortalidade e provoca lesao
completa impossibilitando estudos de recuperagdo, e na lesdo provocada por 12,5
mm ocorre a recuperacao funcional completa, mesmo nos ratos sem tratamento nos
primeiros dez dias (Basso at al. 1996; Constantini ¢ Young, 1994; Rodrigues,
1999). Pudemos confirmar a ocorréncia de lesdao medular parcial e incompleta uma
vez que observamos melhora progressiva na avaliagdo da funcdo locomotora,
concordando com o encontrado em outras publicacdes (Basso at al. 1995, 1996;

Constantini e Young, 1994; Tebet, 2002; Tebet et al., 2003)

O estudo comportamental para avaliacdo da fun¢ao neurolégica é importante
para determinar a eficdcia terapéutica de drogas experimentais. Os primeiros a
desenvolver uma escala de avaliagdo da func¢do locomotora foram Tarlov e Klinger
em 1954. Depois deles, diversos investigadores desenvolveram testes para avaliagcdo
locomotora, sensitiva e a funcao reflexa de animais com medula lesionada (Lhose et
al., 1980; Gale et al., 1985; Noble ¢ Wrathall, 1989; Basso et al., 1994; Vielle et

al., 2002)
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A maioria dessas escalas é uma descricdo qualitativa simples do
comportamento de marcha, tendo uma limitagdo na avaliagdo da sensibilidade do
teste, 0 que ndo permite uma avaliacdo precisa, consistente e reprodutivel da

evolucdo da recuperacdo funcional (Basso et al., 1995).

O método de avaliagdo da recuperacdo neuroldgica deve idealmente ser de
facil uso, alta sensibilidade, detectar mudangas comportamentais e ser capaz de
acessar rapidamente a fun¢do locomotora de um grande nimero de animais. Esses
métodos, porém, sao geralmente de dificil aplicacdo e interpretacdo, nao havendo um
consenso sobre qual método de avaliagdo € o mais adequado e preciso (Gale at al.,

1985; Basso at al., 1995; Vialle at al., 2002)

Basso at al., em 1995, desenvolveram uma escala de avaliacdo locomotora
com 21 pontos, desenvolvida para avaliar os ratos submetidos a lesdo medular pelo
sistema NYU. Esse modelo de avaliacdo locomotora foi utilizado em nosso meio por
Tebet (2002); Tebet et al., (2003); Marcon (2006) e Molina (2006) que, assim
como Basso et al., concluiram ser um método vélido, aplicavel, preditivo e capaz de
avaliar as medidas de recuperacao locomotora, distinguindo os resultados

comportamentais em varios momentos.

Assim como Tebet (2002) e Tebet et al. (2003), optamos por avaliar a
fun¢do locomotora no segundo, sétimo e décimo quarto dia apds lesdo medular, uma
vez que a recuperacdo da fung@o locomotora em ratos com lesdo medular tem

algumas caracteristicas peculiares, nos quais, nas primeiras 24 horas, praticamente
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nao ocorre melhora funcional (Gale at al., 1985), apés 14 dias da lesdo a melhora é
pequena (Behrmann et al., 1992) e apds 4 semanas todos os ratos apresentam
recuperacdo proximo ao normal, independente do tratamento, dificultando a

avaliacdo do efeito de drogas (Basso et al., 1996).

Os resultados funcionais do segundo dia apds lesdo foram muito baixos, nao
ultrapassando o valor de seis, ndo havendo diferenga entre os grupos, o que sugere
ocorrer uma paralisia funcional transitéria, similar ao choque medular no homem, o
que ndo permite a avaliagdo da acdo das drogas administradas neste momento como

demonstrado por Gale et al. (1985) e Basso et al (1995, 1996).

Analisando os resultados finais da recuperacdo funcional, verificamos que os
ratos tratados com MP e sua associacio com GM-1 (grupos MP e MP+GM1)
obtiveram médias superiores ao grupo controle com diferenca estatistica significante,
sugerindo que as drogas administradas dessa forma podem atenuar as alteragdes
bioldgicas da lesdo medular secundéria as custas de seus efeitos antiinflamatérios e
neuroprotetores tanto da MP (Oudega et al., 1999; Blight ¢ Zimber, 2001; Taoka
et al., 2001; Merola et al., 2002; Lee at al., 2005a) quanto do gangliosideo (Sabel
et al., 1988; Geisler et al., 1991, 1993; Geisler, 1993; Walker ¢ Harris, 1993). No
entanto, contrariando aos achados de Constanini e Young (1994), que concluiram
que o GM-1, quando usado em associacdo com a MP, suprimem-se os efeitos

benéficos da MP.
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Mesmo os efeitos da metilprednisolona na recuperacdo da funcdo locomotora
ainda permanecem controversos, uma vez que Marcon (2006) demonstrou ndo haver
diferenca estatistica entre ratos com lesdo medular que receberam a MP e os que

receberam placebo.

Na comparacdo do grupo que recebeu GM-1 isoladamente com o grupo
controle, apesar de apresentar resultado funcional superior, ndo foi evidenciada
diferenca significativa. Estudos tém demonstrado que os efeitos dos gangliosideos
sdo encontrados mais na fase cronica (Sabel et al., 1988; Borzeix et al., 1989;
Geisler et al., 1991; Walker e Harris, 1993; Constantini ¢ Young, 1994), em
longo prazo, nao podendo ser excluidos seus efeitos benéficos porque o estudo

terminou com quatorze dias.

Resolvemos dividir a medula contusa em zonas, A proximal, B no centro da
lesio e C distal, para avaliarmos as alteracdes secunddrias que ocorrem
perifericamente ao epicentro da contusdo, pois acreditivamos que drogas com a
finalidade de diminuir as alteracdes bioldgicas e se poupar niveis neuroldgicos

agiriam nessas zonas, principalmente na proximal, o que ndo observamos.

Quanto aos achados histoldgicos, observamos que no epicentro da lesdo (zona
B) os achados de tecido lesionado foram mais freqiientemente encontrados na por¢ao
dorsal, principalmente no corno posterior € nos tratos dorsais estendendo-se
lateralmente aos funiculos, concordando com os resultados encontrados por Kuhn e

Wrathall (1998).
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Com relac@o a drea de seccdo total, a zona C apresentou a maior média em
comparacdo com as outras zonas. Delamarter et al., em 1995, também observaram
essas alteracOes distal ao centro da lesdo. Acreditamos que a regido caudal a lesdo
seja mais suscetivel aos efeitos do edema axonal que se inicia no centro e depois se

expande para a periferia, como observado por Rabchevsky et al. em 2002.

Acreditamos que, se o experimento tivesse durado mais tempo, os achados
histolégicos da zona C seriam mais similares aos das zonas A e B, uma vez que
alguns autores tém demonstrado que o edema se inicia e atinge seu auge nas
primeiras 48 horas e depois vai sendo reabsorvido lentamente. O volume do edema
retorna aos padrdes iniciais e as outras lesdes teciduais se desenvolvem e sao
observadas apds quatro semanas na periferia (Noble ¢ Wrathall, 1989; Kuhn e

Wrathal, 1998; Rabchevsky et al., 2002).

Observamos que a zona A apresentou maior preservacdo de drea (maiores
valores de percentual de drea preservada) do que a zona B e C, sem correlagdo
estatistica com a droga administrada ou mesmo o grupo controle, tendo seus valores
semelhantes em todos os grupos, demonstrando que a zona A pouco sofreu com as

alteracoes vasculares secunddrias apds quatorze dias de trauma.
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A zona C apresentou-se mais suscetivel a lesdo secunddria e a acdo das
medicacdes usadas, uma vez que o percentual de drea preservada foi menor que na
zona A e os animais medicados (grupos MP, GM1 e MP+GM1) apresentaram média

de preservacao superior em comparagio ao grupo controle.

Os valores médios de area preservada e percentual de drea preservada na
coloracdo de luxol foram maiores que o encontrado na coloracdo por cresyl com
diferenca estatisticamente significante. Esse achado se deve provavelmente ao fato
de que a coloracdo de cresyl € mais especifica para observacdo de substancia
cinzenta, local onde ocorre a maior parte da destrui¢io tecidual como demonstrado
em outros estudos (Duker et al., 1971; Noble ¢ Wrathaal, 1989; Behrmann et al.,
1992; Kuhn e Wrathall, 1998; Rabchevsky et al., 2002; Takami et al., 2002).
Dessa forma, ao realizarmos o estudo morfométrico com a colorac¢ao de luxol, ndo se
pdde avaliar ao certo a drea de substincia cinzenta lesionada, aumentando a drea

preservada encontrada.

A alteracdo histoldgica que mais se correlaciona com o estado da fungdo
neuroldgica € o percentual de substincia branca remanescente no epicentro da lesdao
(Gale at al., 1985; Noble ¢ Wrathall, 1985; Bresnahan et al., 1987; Basso et al.,
1996; Kuhn e Wrathall, 1998). Observamos que todos os ratos que receberam
medicagdo (Grupos MP, GM1 e MP+GM1) apresentaram um maior percentual de
area preservada em ralagdo ao grupo controle, independente do tipo de coloragdo.

Nao se concorda com os achados histolégicos encontrados por Constantini e Young

I
Marcio Oliveira Penna de Carvalho



91

Discussao
|

(1994), em que a associagdo do GM-1 a MP inibiu a acdo neuroprotetora apresentada

pelos ratos que receberam a segunda droga isoladamente.

Entretanto, quando analisamos os dados de percentual de drea preservada
apenas nos cortes com coloracdo de luxol, especifico para substancia branca,
observamos que os grupos MP e GM1 apresentaram efeitos histoldgicos benéficos ao
compararmos com o grupo controle, o que ndo foi observado com a associagdo das

duas drogas.

A ac3o da metilprednisolona na preservacdo de substincia branca €
controversa, pois da mesma forma que alguns experimentos de lesdo medular em
ratos com andlise de campimetria ttm demonstrado que a utilizagdo da MP aumenta
o volume de substincia branca preservada (Merola et al., 2002; Takami et al.,
2002), outros autores concluem que ocorre diminui¢ao do volume de tecido residual

(Rabchevsky et al., 2002).

O uso da metilprednisolona em ratos com lesdo contusa da medula ndo tem
demonstrado ser capaz de preservar substancia cinzenta (Merola et al., 2002;
Takami et al., 2002), concordando com nossos resultados histolégicos. Ao
utilizarmos a coloracdo de cresyl para substincia cinzenta, observamos que o grupo
que recebeu GMI1 isoladamente obteve o maior percentual de drea preservada,
evidenciando sua ac@o neuroprotetora promovendo fatores neurotréficos endégenos e
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diminuindo a perda de neur6nios apdés o trauma e agindo principalmente na

preservacio de neurdnios.

Esses achados sugerem que o gangliosideo GM-1 tem acdo na preservacao,
tanto de substancia branca quanto de substancia cinzenta, e que a MP age somente na

preservacgdo dos tratos e tecido axonal da substancia branca.

Tebet (2002) observou ndo haver correlagdo entre os resultados da
recuperagdo da funcio locomotora e os da avaliacdo histoldgica, visto que o grupo
com o melhor resultado da fun¢do locomotora foi o grupo que recebeu MP
isoladamente e o grupo que recebeu MP associado ao GM-1. O grupo com menor
pontuacdo de alteragdes histoldgicas foi o que recebeu GM-1 isoladamente,

ressaltando os efeitos histologicos favordveis encontrados como uso do gangliosideo.

Divergindo dos resultados de Tebet, os resultados histomorfométricos mais
favoraveis foram encontrados nos ratos que receberam medicagao (Grupos GM1, MP
e MP+GM1) e, especificamente na preservacao de substancia branca no centro da

lesdo, os ratos que receberam a MP e o GM-1 isoladamente foram mais beneficiados.

Nao observamos correlacdo entre os achados histomorfométricos e a

recuperacdo da funcdo locomotora, concordando com o encontrado por Means et al.
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(1981) e Tebet ( 2002) e contrariando os resultados encontrados por outros estudos
(Gale at al., 1985; Noble e Wrathall, 1985; Bresnahan et al., 1987; Basso et al.,
1995, 1996; Kuhn e Wrathall, 1998), que demonstraram correlacdo direta,
principalmente do tecido de substincia branca residual e a fung¢do neurolégica
remanescente, o que nos faz concluir que essa relacdo ainda é uma divida e nao
podemos correlacionar os efeitos clinicos de uma droga aos seus efeitos biolégicos e

histolégicos.

N

Na literatura, persistem controvérsias quanto a melhora do resultado da
fun¢do locomotora e da preservacdo de tecido nervoso com a utilizacio da MP na
lesdo medular experimental em ratos, tampouco se pode relacionar a diminuicdo de
tecido lesionado em estudos histolégicos com a melhora funcional (Tebet, 2002;
Rabchevsky et al., 2002). Dessa forma, os principios em que ocorre a recuperacao
da funcdo neuroldgica permanecem desconhecidos, podendo envolver diferentes

mecanismos ainda nao entendidos.

O homem tem procurado estudar incessantemente os mecanismos e alteragoes
bioldgicas que ocorrem no paciente com trauma medular agudo. Este presente estudo
abre portas e incentiva novos estudos para o melhor entendimento dessas alteracdes e
para novas pesquisas com essas € outras novas drogas. Talvez um dia a ciéncia
médica consiga encontrar um tratamento que nos possibilite curar ou, a0 menos,

melhorar a qualidade de vida desses pacientes.

I
Marcio Oliveira Penna de Carvalho



7. CONCLUSOES




95

Conclusoes
|

7 - CONCLUSOES

1 - A metilprednisolona isolada e sua associacdo com o gangliosideo GM-1

mostraram-se eficazes na recuperagao da fungao locomotora;

2 - A metilprednisolona, o GM-1 e sua associacdo demonstraram, independente do

tipo de coloragdo e da zona, eficicia na preservagdo de tecido medular;

3 - No centro da lesdo, o gangliosideo GM-1 teve acdo na preservacdo, tanto de
substancia branca como de substincia cinzenta, e a MP agiu somente na

preservagdo da substancia branca;

4 - A substancia cinzenta apresentou-se mais suscetivel a lesdo que a substancia

branca;

5 - Nao houve correlagao entre os achados histomorfométricos e a recuperacdo da

fun¢ao locomotora.

I
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8 - ANEXOS

Anexo A - Ficha de pontuacdo com os atributos que acompanham a escala de
avaliacdo locomotora de BBB

Rat#: Data: DPO: Escore: E D
Posiio Prezgj:‘lgiz(;me é
Movimento do membro Posi¢ao da Pata Passo = | = da pata <]
do Tronco g -8 g % P [Z
£ Plantar PL. ] E £ %] Rabo
3 ] contato E
. ] g . Elevar | S
Quadril | Joelho | Tornoz. < Dorsal | Plantar | 3 Inicial =
Varrer w/o w. ;’%
E D|E D|E D Lado Prop Sup. Sup. E D|E D E D|E DJ|E D é
o 0|0 0|0 O|E D|E D|Amasto |E D|E D|E D|@ 0|06 0|0|0 0|1 1 |1 1
Acima
S S|S S S S Paralelo o 0J0O O]JO)JO O)JE E |E E
E E|E E|E E Alto F F|F F|F|F F|P P |P P
Baixo
c Cc|Cc c|cCc |Cc cC
E= esquedo D=direito Tornoz=tornozelo
Comment:
@ — Sem movimento @ — Nada 0% I - Rotagdo interna
S — Movimento leve 0 — Ocasional <50% E — Rotagdo Externa
E — Movimento extenso F — Freqiiente 51 - 94% P - Paralela

C - Consistente95-100%
FONTE: BASSO et al. (1995)
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Anexo B - Escala de avaliacdo locomotora de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)

0 Sem movimentos observaveis na pata traseira (PT)
Leve movimento de uma das duas articula¢des, usualmente o quadril e/ou o joelho

DN

Extenso movimento de uma articula¢@o ou extenso movimento de uma articulacio e um leve movimento de
outra

Extenso movimento de duas articulagdes

Leve movimento de todas as trés articulacdes da PT

Leve movimento de duas articulagdes e extenso movimento da terceira

Extenso movimento de duas articulagdes e leve da terceira

Extenso movimento de todas as trés articulacdes da PT

Arrastar ou acomodagio plantar da PT sem suporte de peso

O 0 3 N Lt AW

Acomodacdo plantar da PT com suporte de peso somente quando imdvel ou ocasional. Freqiiente ou

consistente apoio dorsal e sem apoio plantar da pata

10 Ocasional suporte de peso plantar, sem coordenaciio PT-PD

11  Freqiiente a consistente suporte de peso plantar e sem coordenagdo PT-PD

12 Freqiiente a consistente suporte de peso plantar e ocasional coordenagdo PT-PD

13 Freqiiente a consistente suporte de peso plantar e freqiiente coordenagdo PT-PD

14 Suporte de peso plantar consistente, consistente coordenacdo PT-PD, posi¢io predominante da pata durante
a locomogdo em rotacdo (interna ou externa), quando realizado contato inicial no solo quando solto, ou
freqiiente suporte plantar, consistente coordenagdo PT-PD e ocasionais passadas dorsais

15 Consistentes passadas plantares e consistente coordenacdo PT-PD e sem limpeza dos pés ou ocasional
limpeza dos pés durante a ascensdo adiante do membro, posi¢do predominante da pata ao contato inicial é
paralela ao corpo

16  Consistentes passadas plantares e consistente coordenagdo PT-PD durante a marcha e freqiiente limpeza dos
pés durante a ascensdo adiante do membro, posi¢do predominante da pata ao contato inicial é paralela ao
corpo e rodada ao se levantar

17  Consistentes passadas plantares e consistente coordenagcdo PT-PD durante a marcha e freqiiente limpeza dos
pés durante a ascensdo adiante do membro, posicdo predominante da pata é paralela ao corpo ao contato
inicial e ao se levantar

18  Consistentes passadas plantares e consistente coordenagdo PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés durante a ascensdo adiante do membro, posi¢cdo predominante da pata ao contato inicial é paralela
ao corpo e rodada ao se levantar

19  Consistentes passadas plantares e consistente coordenagdo PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés durante a ascensdo adiante do membro, posicdo predominante da pata é paralela ao corpo ao
contato inicial e ao se levantar e o rabo estd para baixo parte ou todo o tempo

20  Consistentes passadas plantares e consistente coordenagdo PT-PD durante a marcha e consistente limpeza
dos pés, posicio predominante da pata é paralela ao corpo ao contato inicial e ao se levantar, e instabilidade
dom tronco; o rabo estd para cima consistentemente

21 Consistentes passadas plantares e coordena¢do de marcha, consistente limpeza dos pés. Posicdo

predominante da pata é paralela por todo o instante, e consistente estabilidade do tronco; rabo

consistentemente elevado

Nota. Leve: movimento parcial menor que a metade da amplitude normal. Extensivo: movimento maior que a
metade da amplitude. Varrer: movimentos ritmicos de extensdo para flexdo completa e novamente extensao da
PT. Sem suporte de peso: sem contragdo dos muisculos extensores da PT durante a acomodacdo plantar da pata
ou sem elevagdo do quarto traseiro. Suporte de peso: presenca de contragdo dos musculos extensores da PT
durante a acomodacdo plantar da pata ou elevacdo do quarto traseiro. Apoio plantar: pata em contato plantar
com suporte de peso. Apoio dorsal: peso suportado pela superficie dorsal em alguns pontos do ciclo da marcha.
Coordenacio PT-PD: para cada passo da pata dianteira um passo da pata traseira é dado. Ocasional: menor ou
igual a 50%. Freqiiente: maior que a metade , mas ndo sempre (51-94%). Consistente: quase sempre ou sempre
(95-100%). Instabilidade de tronco: deslocamento lateral do peso que cause balancar de latero-lateral ou
colapso parcial do tronco.

FONTE: BASSO et al. (1995)
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Anexo C - Distribuicdo do valor-P da comparacdo entre os dados da avaliacdo
funcional de BBB no 2° 7° e 14° dias de pds-lesio medular em cada
grupo. Comparagao entre os dias de avalia¢do e entre os grupos. Teste de
Mann-Whitney

Comparacoes Total* 2° DPLM 7° DPLM 14° DPLM

7°X2° < 0,0001

14° X 2° < 0,0001

14°X 7° < 0,0001
Entre os Grupos ** 0,4181 0,0401 0,0030
Controle X MP - 0,0668 0,0165
Controle X GM1 - 0,8020 0,0891
Controle X MP+GM1 - 0,0190 0,0165
MP X GM1 - 0,2939 0,1156
MP X MP+GM1 - 0,1444 0,1238

GM1 X MP+GM1 -

Teste de Mann-Whitney

* teste do Sinal (pareado - antes e depois)
** teste de Kruskall-Wallis

DPLM: dia de pds-lesdo medular
FONTE: LETRAN-IOT-HC-FMUSP
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Anexo F - Distribuicdo do valor-P da comparagao entre os dados morfomértricos
(4rea total, drea preservada e percentual de drea preservada) em cada
zona: A, B e C. Comparacao entre as zonas 2 a 2 - teste de Tukey

ZONAS
A B
Area total (mmz)
A - -
B 0,7418 -
C < 0,0001 < 0,0001
Area Preservada (mm?)
A - -
B <0,0001
C 0,0004 < 0,0001
Percentual de Area Preservada

A - -
B <0,0001 -
C 0,0190 < 0,0001
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Anexo G - Distribui¢do do valor-P da comparacio entre os dados morfomértricos
(4rea total, drea preservada e percentual de drea preservada) e os grupos:
controle, GM1, MP e MP+GM1. Comparacdo entre os grupos 2 a 2 -

teste de Tukey
Controle GM1 MP
Area total (mmz)
Controle - - -
GM1 0,4088 - -
MP 0,4374 1,0000 -
MP + GM1 0,8643 0,0965 0,1076
Area preservada (mmz)
Controle - - -
GM1 0,0002 - -
MP 0,0213 0,5140 -
MP + GM1 0,0121 0,6371 0,9974
Percentual de Area preservada
Controle - - -
GM1 <0,0001 - -
MP <0,0001 0,0635 -
MP + GM1 0,003 < 0,0001 0,1715
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Anexo J - Distribuicdo do valor-P da comparacdo entre os dados morfomértricos
de percentual de drea preservada na zona B e os grupos: controle, GM1,
MP e MP+GM1. Comparagdo entre os grupos 2 a 2 - teste de Tukey

Comparagdes - somente zona B

Cresyl/  Cresyl/ Cresyl/  Cresyl/ Luxol / Luxol / luXol /

Controle GM1 MP MP+GM1 Controle GM1 MP
Cresyl / Controle
Cresyl / GM1 0,0747
Cresyl / MP 1,0000 0,9995

Cresyl/ MP+GM1  1,0000 0,8736 1,0000

Luxol / Controle 1,0000 0,9609 1,0000 1,0000

Luxol/ GM1 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Luxol / MP <0,0001  0,0339 0,0002 <0,0001 <0,0001 0,1716

Luxol / MP+GM1 1,0000 0,9806 1,0000 1,0000 1,0000 <0,0001 <0,0001
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