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Procedimentos para a realizacdo da lesdo medular através de
equipamento computadorizado para impacto medular por queda de
peso - NYU Impactor. A — detalhe da laminectomia, com exposicao
da medula espinal; B — detalhe das garras de fixacdo nos processos
espinhosos e C — vista geral do posicionamento do animal no
dispositivo de impacto.

Equipamento computadorizado para impacto medular por queda de
peso - NYU Impactor. A — diagrama esquematico sem escala e B —
vista geral, CPU, video monitor, teclado, dispositivo de

interfaceamento, “mouse” e dispositivo de impacto.

Camara de oxigenoterapia hiperbarica. A — vista geral do tubo de
oxigénio circuito e camara hiperbérica; B — lateral direita da camara,
valvula de entrada, manémetro diferencial, termémetro e fluximetro
de coluna e C — manutencdo de até 8 ratos simultaneos (1h/dia)

Determinacdo da capacidade locomotora apds lesdo pela escala BBB
de avaliacdo funcional (Basso et al. 1995). A — rato posicionado na
caixa forrada com campo azul para facilitar observacéo e B — rato em
vista lateral, avaliagdo da movimentacdo do quadril, joelho e tornozelo

da pata posterior direita e posi¢do da cauda.
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Analise anatomopatoldgica do grau de hiperemia (ausente, discreto,
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resultado acentuado. Lamina 3B do grupo 1. Coloracédo por HE
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Lamina 4B do grupo 2. Coloracdo por HE
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RESUMO

Marcon RM. Estudo dos efeitos do monossialogangliosidio (GM1) e da camara de
oxigenoterapia hiperbarica na lesdo medular aguda em ratos [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2009.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do monossialogangliosidio (GM1), da
camara de oxigenoterapia hiperbarica e de ambos no tratamento da lesdo medular
experimental em ratos. Trinta e dois ratos Wistar com lesdo medular foram divididos
em 4 grupos: um grupo recebeu o monossialogangliosidio (GM1), um segundo foi
submetido a oxigenoterapia hiperbarica, um terceiro recebeu os dois tratamentos e um
quarto ndo recebeu tratamento (controle). N&o houve diferenca significativa entre os
grupos na andlise histologica, em todas as variaveis (necrose, hemorragia, hiperemia e
degeneracdo cistica, p>0,06). Também ndo houve nenhuma diferenca na comparacao
entre os lados direito e esquerdo nos testes funcionais (p>0,06 para todos). N&o foram
encontradas diferencas nos testes motores, na comparagdo entre 0s grupos apos 2, 7
21 e 28 dias de lesdo medular. Mas, na avaliacdo apo6s 14 dias, o Grupo 3, o qual
recebeu a terapia combinada, mostrou um escore BBB significantemente maior que 0s
outros grupos (p=0,015). Na avaliacao de 28 dias, houve uma tendéncia dos Grupos 1
(GM1) e 3 (terapia combinada) apresentarem um escore BBB maior que o do Grupo 4
(controle), embora sem significancia estatistica (p=0,057). Concluiu-se que, quanto
aos indices motores, a utilizagdo do GM-1 tem efeito benéfico, embora sem diferencga
estatisticamente significante e que o efeito benéfico do GM-1 é antecipado através da
utilizacdo concomitante da oxigénio terapia hiperbarica.

Descritores: traumatismos da medula espinhal, ratos Wistar. oxigenoterapia
hiperbarica, gangliosidio GM1.
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SUMMARY

Marcon RM. Experimental study with GM1 ganglioside and hyperbaric oxygenation
in spinal cord injury in rats [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 20009.

The objectives were to evaluate the effect of GM1 ganglioside, hyperbaric oxygen,
and both in combination, in the treatment of experimental spinal cord lesions in rats.
Thirty-two Wistar rats with spinal cord lesions were divided into four groups: one
group received GM1 ganglioside, one was submitted to hyperbaric oxygen therapy,
the third received both treatments, and the fourth received no treatment (control).
There were no significant differences between the groups in the histological analysis,
for any of the variables (necrosis, hemorrhage, hyperemia, cystic degeneration, p >
0.06). Neither were there any significant differences in the comparison of left and
right sides in the functional tests (p > 0.06 for all). No significant differences were
found in the locomotor ratings, in the comparison of groups at 2 days, 7 days, 21 days
and 28 days after the surgical procedure. However, in the evaluation on day 14, Group
3, which received the combined therapy, showed a significantly higher BBB score
than the other groups (p = 0.015). In the evaluation on day 28, there was a trend to
Group 1 (GM1) and 3 (combined therapy) showed a higher BBB score than the group
4 (control), but with no significance (p=0,057). In conclusion, the is a benefit in the
use of GM1 ganglioside, but with no significance and the therapeutic effect of GML1 in
locomotor evaluation of rats submitted to spinal cord lesion is anticipated by
hyperbaric oxygen therapy.

Keywords: spinal cord injuries, Wistar rats, hyperbaric oxygenation, GM1
ganglioside.



1. INTRODUCAO



INTRODUGAO 2

1

INTRODUCAO

A lesdo medular € incapacitante, irreversivel e de alto custo econémico e social. A
mesma apresenta efeito devastador na qualidade de vida da vitima, com alteracdes
fisiopatoldgicas nos sistemas cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal,
urogenital, neuroldgico e musculo-esquelético. A extensdo destas alteracbes é
relacionada com a gravidade do dano neuroldgico. Tem como causa mais freqiiente
o0 traumatismo, mas também € produzida por tumores, infeccdo, lesdo vascular ou

mesmo produzida iatrogenicamente.

O progresso dos procedimentos terapéuticos depende, no entanto, de um melhor

conhecimento de fisiopatologia da lesdo medular.

A lesdo medular apresenta mecanismos primarios ou secundarios de dano a medula
espinal, sendo primaria a lesdo mecanica e secundéaria a lesdo resultante de um ou
mais processos bioguimicos e celulares desencadeados pela lesdo primaria (Bunge
et al. (1993)). O conceito de lesdo secundaria foi primeiro postulado por Allen em
1911, que propds a existéncia de agentes nocivos presentes no material necrético e
hemorragico que causam danos adicionais a medula espinal e esses agentes sdo

fatores bioquimicos.
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A lesdo primaria consiste da interrupc¢éo fisiologica e estrutural aguda dos axénios
e é resultado de impacto sobre a substancia da medula espinal com conseqiiente
rompimento dos axdnios, com danos as células nervosas e da ruptura de vasos
sanguineos. Na fase aguda, ocorrem a hemorragia e a necrose na substancia
cinzenta central na primeira hora apos a lesdo, seguida de edema e de hemorragia
nas sete horas seguintes. Essa lesdo € resultante da isquemia causada pela reducgéo
do fluxo sangiiineo para o segmento medular afetado. Esta reducdo pode ser
causada por uma alteracdo do canal vertebral, pela hemorragia e pelo edema
significante da medula espinal ou pela reducdo da pressdo sanguinea sistémica. A
isquemia cria uma cadeia de reacdes bioquimicas que resulta em morte celular. Em
seguida, células inflamatérias migram para o local lesado e ocorre,
simultaneamente, a proliferacdo glial. A formacdo de tecido cicatricial e de cisto
ocorre na fase cronica, no periodo de uma a quatro semanas, decorrente da
proliferacdo de astrocitos e da hipertrofia tecidual, formando uma cicatriz glial

(Kakulas (1985)).

Os estudos mais recentes sobre os processos fisiopatologicos ap6s a lesdo do
sistema nervoso central proporcionam um suporte mais racional para as estratégias
de tratamento e demonstram alguma melhora da fungdo neuroldgica em pacientes
com lesdo medular. O melhor conhecimento dos processos fisiopatoldgicos
primarios e secundarios abre campo de pesquisa experimental com modelos de
lesdo da medula espinal provocada em laboratorios (De La Torre (1984); Kunkel-
Bagden et al. (1992)). A padronizacdo da lesdo medular permite a
reprodutibilidade e a analise dos resultados (De La Torre; Boggan (1980) ;

Rodrigues (1999)).
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A frustracdo diante de uma lesdo medular grave ja foi descrita nos papiros egipcios
de Edwin Smith, de 1700 a.C. que relatam as fraturas da coluna vertebral como

sendo uma “enfermidade que ndo deve ser tratada” (Breasted (1930), Hughes

(1988)).

Nas ultimas duas decadas, varias pesquisas foram realizadas na tentativa de se
obter um tratamento mais efetivo para a lesdo medular espinal. Todas essas
pesquisas envolvem basicamente quatro formas de abordagem do paciente com
lesdio medular aguda, a cirdrgica, a por meios fisicos, a biologica e a

farmacoldgica.

As técnicas operatdrias sdo utilizadas desde os ultimos 40 anos (Hansebout
(1987)), contudo os resultados dessas tém sido discutiveis e os dados disponiveis

sdo amplamente questionados.

A tética operatoria mais utilizada é a laminectomia descompressiva com ou sem
artrodese. Contudo, na revisdo dessas tentativas cirdrgicas, Hansebout (1987)
encontra que somente 1% a 1,8% dos pacientes com lesdes medulares cervicais e
toracicas completas tornam-se deambuladores ap0s realizagdo da laminectomia
descompressiva. Outro procedimento utilizado é a mielotomia. Com referéncia a
revisao dos resultados desse procedimento, Hansebout (1987) mostra uma melhora
do déficit neurolégico em 50% dos casos e o retorno a deambulacdo em 17% dos

pacientes, entretanto, essa técnica € acompanhada de uma alta taxa de mortalidade
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(42%) quando comparada com o0s procedimentos convencionais. O papel
desempenhado pela cirurgia na lesdo medular aguda limita-se, na maioria dos
procedimentos, ao alinhamento vertebral, a descompressdo neural e a estabilizacéo
da coluna vertebral impedindo um dano neuroldgico adicional ao paciente. Outras
operacdes sdo: a anastomose direta do segmento lesado, a enxertia de medula
espinal de cadaver e as pontes de nervos periféricos. Até 0 momento, as cirurgias
reparadoras da medula e restauradoras da funcdo neuroldgica tém se mostrado

pouco eficazes ou mesmo inocuas.

Conceitua-se como terapia biolégica a utilizacdo de fatores que estimulam a
regeneracdo neuronal. Com essa finalidade, empregam-se fatores de crescimento
tecidual, de células tronco totipotentes, pluripotentes ou multipotentes, autélogas
ou homologas. Sdo terapias que, devido ao curto prazo de seguimento e de
avaliacdo, ndo apresentam dados concretos sobre os resultados, entretanto, apesar
das controversias, esta € uma possibilidade futura de se obter a cura (Cristante et al.

(2009)).

Os meios fisicos sdo empregados também com o intuito de minimizar os danos
medulares secundarios. Os principais meios pesquisados sdo a hipotermia e a

terapia com o oxigénio hiperbarico.

Varios estudos demonstram os efeitos benéficos locais com o resfriamento medular
por perfusdo ou irrigacdo com solucédo salina hipotérmica (Ducker; Hamit (1969),

Albin; White (1987), Kelly Jr et al. (1970)). Alguns autores relatam taxas de
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recuperacdo semelhantes em magnitude aquelas de cdes tratados com
dexametasona (Hansebout et al. (1975), Kuchner; Hansebout (1976)). Embora
igualmente benéfica, a terapia com resfriamento ndo impede a perda de potassio,
como ocorre na terapia com esterdides e, de acordo com Albin; White (1987), é
benéfica quando iniciada nas primeiras oito horas ap6s o trauma, beneficio que,
apos esse periodo de tempo, se torna menos aparente. Essa abordagem é baseada
na suposicdo de que a temperatura baixa protege os tecidos do sistema nervoso
central contra os efeitos da hipoxia e da isquemia. Entretanto, essa é uma técnica
de dificil aplicacdo e que apresenta alta taxa de mortalidade, tornando preocupante

a sua aplicacao clinica (Schwab; Bartholdi (1996)).

Ja a oxigenoterapia hiperbarica é wuma modalidade terapéutica
fundamentada na obtencdo de pressdes parciais elevadas de oxigénio tecidual, ao
respirar-se 0 oxigénio puro no interior de uma camara hiperbarica, a uma pressédo

superior a da atmosfera (Yeo (1976)).

A oxigenoterapia hiperbarica é usada de longa data para tratar uma condicéao
conhecida como “doenca da descompressao”, que ocorre quando mergulhadores de
aguas profundas vém a superficie muito rapidamente e em aviadores, mineiros ou
operarios de tuneis quando se movem de altas para baixas pressées. O ar normal tem
16% de oxigénio e a terapia em camara com oxigénio hiperbarico usa uma

porcentagem maior que o normal, chegando a 100% de oxigénio.
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No século XVII, Charles Hensaw (1662), um clérigo britanico, ajusta a
pressdo (hipo e hiperpressdo) dentro de uma camara selada chamada domicilium, com
o auxilio de foles, na tentativa de tratar doencas. Em 1670, Robert Boyle explica o
comportamento dos gases (Lei de Boyle). Os efeitos da compressdo, da
descompressao e da recompressao comecam a ser melhor compreendidos em meados
do século XIX (Triger (1845), Pol; Watelle (1854), Bert (1876) apud Morrison). A
terapia hiperbarica comeca a se definir no inicio do século XX. Currigham, apud
Morrison, em Kansas City (EUA), em 1921, instala o primeiro “hospital hiperbarico”,

fechado e demolido alguns anos depois por falta de resultados satisfatorios.

Apenas em 1966, a National Academy of Sciences (EUA) publica os
fundamentos da medicina hiperbarica e em marco de 2000 o American Board of
Medical Specialties (EUA) aprova a medicina hiperbarica e submarina como sub-
especialidade da medicina de emergéncia e da medicina preventiva. A partir de entéo,
a Terapia por Oxigénio Hiperbarico (TOHB) passa a ser aceita, normatizada, e

difundida no meio médico (Desola et al. (1998); Covarrubias; Rodriguez (2002)).

No Brasil, em 1971, médicos utilizam uma camara hiperbarica em operarios
durante a construcdo da Ponte Rio-Niter6i. Em 1973 a Companhia Metropolitana de
Sao Paulo — Metr6 também a utiliza em seus operarios (Medicina do Trabalho). Em
1974, aparecem os primeiros cursos de Medicina Hiperbarica nas disciplinas de Saude
Ocupacional de diversas Escolas de Medicina. Em 1977, realiza-se 0 primeiro uso
clinico de uma camara hiperbarica em um caso de gangrena gasosa, com éxito. Varias
camaras para uso individual ou multiplo (até 10 pacientes) séo instaladas por todo o

Brasil (Historico do Hiperbarismo). Em 1992, o Pronto-Socorro do Hospital das
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Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo instala sua primeira

camara hiperbérica (Histérico da Camara Hiperbarica no PSC-HCFMUSP (1993)).

A utilizacdo de tratamento com oxigénio hiperbarico obtém resultados
positivos (Holbach et al. (1977); Kelly Jr et al. (1972); YEO et al. (1976), Jones et al.
(1978), Gamache et al. (1980), Hansebout (1982) apud Janssen; Hansebout (1987)). A
justificativa para este tipo de abordagem terapéutica baseia-se no fato de que a
diminuicdo da perfusdo pode ser compensada pelo aumento da pressdo parcial de

oxigénio.

A farmacologia desempenha papel relevante no tratamento da lesdo medular e &,
sem davida, o método mais pesquisado. Através de ensaios clinicos e
experimentais, ela contribui efetivamente para o tratamento dos danos medulares
secundarios. Entre as drogas em teste, os bloqueadores dos canais de calcio, o
naloxone, os gangliosideos, os lazardides, o dimetil-sulfoxido e a alfa
metilparatirosina sdo estudadas preferencialmente. Os corticGides e o0s
gangliosideos ja estdo protocolados para uso em humanos. Dentre os corticoides,
0s mais pesquisados sdo a dexametasona e a metilprednisolona. Essa ultima, em
ensaios clinicos randomizados, prospectivos, duplo-cegos, tem comprovacdo
clinica de sua eficacia (Bracken et al. (1992)). Inicialmente, o tratamento com
esterdides baseia-se na acdo antiinflamatdria e na efetividade em tratar o edema
cerebral. Acredita-se que, além desta sua acdo, a metilprednisolona atue
aumentando o fluxo sangliineo, estabilizando a membrana celular e inibindo a

peroxidacao lipidica, com conseqliente diminuigcdo da formacédo de radicais livres.
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Esta contra-indicada a administracdo em pacientes politraumatizados devido aos

seus efeitos sistémicos.

O GM-1 (monosialotetraeosilgangliosideo) é uma opcao terapéutica no
tratamento de lesbes do Sistema Nervoso Central (Walker et al. (1993)). Séo
atribuidas ao GM-1 diversas propriedades, como a reducdo do edema neuronal pelo
aumento da atividade das bombas de sddio, potassio e magnesio, a homeostase das
células nervosas pelo restabelecimento do equilibrio de membrana (Gebrin et al.
(1997b)) e, principalmente, o aumento de fatores neurotroficos enddgenos. Isto
diminui a destruicdo de neurbnios apos o traumatismo, aumentando 0s mecanismos de
plasticidade dos circuitos medulares lesados, e potencializa a recuperacao de conexdes

funcionais (Cuello et al., 1989).

A analise dos resultados dos trabalhos envolvendo o0 GM-1 em humanos revela
melhora de funcdo locomotora (Geisler et al. (2001)), mas a interpretacdo destes
resultados, segundo Blight et al. (2001), é complexa devido ao uso de

metilprednisolona ter ocorrido antes da administracdo do GM-1.

Existem estudos experimentais que buscam elucidar o possivel sinergismo
entre fatores farmacolégicos de intervencdo na lesdo medular (Constantini et al.
(1994)). Oxigenoterapia hiperbarica e GM-1 podem ter efeitos aditivos ou sinérgicos
na lesdo medular contusa. No entanto, os efeitos deste tratamento ainda ndo foram

claramente estudados em modelos de lesdo medular.
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Assim, este estudo tem como objetivo avaliar, em modelo experimental
padronizado, a influéncia do tratamento de ratos submetidos a lesdo medular aguda,
com camara de oxigenoterapia hiperbarica, monossialogangliosideo (GM-1) e uma

combinacéo destes fatores, no resultado funcional e anatomo-patolégico.

Utiliza-se a Terminologia Anatémica em Portugués conforme a TERMINOLOGIA
ANATOMICA INTERNACIONAL DA FEDERATIVE COMMITTEE ON
ANATOMICAL TERMINOLOGY - FCAT (COMISSAO FEDERATIVA DE
TERMINOLOGIA ANATOMICA — CFTA) aprovada em 1998 e traduzida pela
Comissdo de Terminologia Anatdmica da Sociedade Brasileira de Anatomia —

CTA-SBA. 1. Ed. (Brasileira) Sdo Paulo, Editora Manole Ltda 2001. 248p.

A elaboracdo do original desta tese segue as normas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo conforme o GUIA DE APRESENTACAO DE
DISSERTACOES, TESES E MONOGRAFIAS / Universidade de S&o Paulo.
Faculdade de Medicina Servico de Biblioteca e Documentacdo; elaborado por
Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. — 2. ed. —Séo
Paulo: Servico de Biblioteca e Documentacéao, 2005.

Utilizam-se a terminologia e as definicdes estatisticas conforme o GUIA
PARA EXPRESSAO DA INCERTEZA DE MEDICAO, Segunda Edic&o Brasileira do
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As abreviaturas dos nomes das revistas baseiam-se na LIST OF JOURNALS
INDEXED IN INDEX MEDICUS (1992) e na LILACS - LITERATURA LATINO-

AMERICANA E DO CARIBE EM CIENCIAS DA SAUDE (1995).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Schmaus (1890) apud Yeo (1976) € o primeiro a realizar um estudo
experimental em animais para avaliacdo da lesdo da medula espinal, através da
aplicacdo de um golpe em uma tabua presa nas costas de coelhos. Observa o

aparecimento de areas de degeneracdo e cavitacdo no interior da medula espinal.

Kirchgasser (1897) apud Dohrmann (1972) e Scagliosi (1898) apud Dormann
(1972) estudam as altera¢es na medula espinal de coelhos submetidos a traumatismo
da regido dorsal e descrevem a degeneracdo da bainha de mielina e das células
neuronais dos cornos anteriores da medula espinal, ndo havendo, entretanto,

evidéncias de hemorragia intramedular ou fratura da coluna vertebral.

Allen (1911) é o primeiro pesquisador a criar um modelo experimental,
reprodutivel e quantificavel de lesdo da medula espinal, através da queda de peso
direto sobre a dura-mater da medula espinal de cées. Esse modelo é conhecido como
queda do peso. E capaz, assim, de produzir uma lesdo dindmica da medula espinal,
quantificada por meio do produto do peso em gramas, pela altura em centimetros, e o

resultado pelo célculo é expresso em gramas-centimetros (g.cm).
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Allen (1914) relata que um impacto produzido pela queda de 240 g.cm produz
lesdo parcial da medula com recuperacao melhor que aquele produzido pela queda de
400 g.cm. Observa a presenca de edema e hemorragia nas substancias cinzenta e
branca da medula espinhal nos primeiros 15 minutos, sendo que, apds quatro horas do
traumatismo, ha evidéncia de edema dos axdnios na coluna lateral e posterior da
substancia branca da medula espinhal. Salienta que a reducdo da pressao intramedular
por mielotomia melhora a recuperacdo clinica dos animais deste estudo e sugere que 0
aumento da pressdo intramedular causado pelo edema e hemorragia agrava a necrose

isquémica apds a lesao traumatica inicial.

McVeigh (1923) estuda as mudancas ocorridas em cédes submetidos a lesdo da
medula espinal através de compressdo digital no nivel TVII-TVIII e medulas espinais
obtidas de cadaveres frescos que também sdo submetidas a compressdo entre 0s
dedos. Observa edema na coluna lateral e anterior oito horas apds a lesdo, que
progride até o 2° dia. Hemorragia esta presente na substancia cinzenta e se estende
acima e abaixo do nivel da lesdo e atraves da substancia branca anterior e lateral.
Acredita que as lesbes experimentais produzidas em cdes e em medulas espinais
humanas obtidas de necropsia sdo comparaveis as lesdes medulares que ocorrem nos
homens em todos os aspectos, especialmente no que diz respeito aos fatores

mecanicos que causam a lesdo e as mudancas observadas nas alteracdes histoldgicas.
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Holdsworth (1953) apud Holdsworth (1970) revoluciona o tratamento atraves
da classificacao das fraturas em estaveis e instaveis. Define as lesGes completas como
aquelas em que ndo ha funcdo neuroldgica nos niveis distais a lesdo (podendo ser
reversiveis ou irreversiveis), ndo ocorrendo recuperacdo neuroldgica e com a

persisténcia de déficit depois de finalizada a fase de choque medular.

Tarlov (1954) realiza estudo experimental em cées, produzindo compressao
medular gradual, e estuda a perda e recuperacdo da funcdo sensitiva e motora nestes
animais. Utiliza um baldo que ¢ introduzido dentro da regido toracica média, através
de uma laminectomia de T12 e, quando inflado, produz a lesdo medular compressiva
extradural. Apresenta um método de avaliacdo da funcdo locomotora em animais que
sofreram lesdo medular experimental e conclui que a recuperacdo funcional, apos
aumento gradual da compressdo extradural, depende da duracdo do tempo de

compressdo selecionado para produzir a paralisia.

Woodward; Freeman (1956) estudam experimentalmente a isquemia da
medula espinal em 27 cées adultos, através da sec¢do dos vasos sanguineos juntos aos
pares de raizes nervosas de TVI a TXI. Os animais foram sacrificados entre uma e
guatro semanas apos a lesdo. Encontram altera¢fes precoces na avalia¢do histoldgica.
Na isquemia leve, ha a perda de neurdnios no corno dorsal, seguido por reducdo da
substancia cinzenta posterior com separacdo passiva dos elementos neurais

intersticiais e pela formacdo de cavitagdo. Em graus mais graves de isquemia, ocorre
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necrose através dos tratos longos e dos elementos neurais e reducdo no niamero de

neurdnios, produzindo um quadro de mielomalacea com cavitacao.

Ducker; Hamit (1969) avaliam tratamentos experimentais em cédes submetidos
a lesdo experimental por queda de peso de 25 g de uma altura de 15cm. Comparam
quatro grupos: grupo 1: controle, sem tratamento especifico; grupo 2: os animais que
recebem tratamento com hipotermia local através da irrigacdo da ferida com solugéo
salina circulando através de um tubo com agua gelada a 0 °C na taxa de 75 a 100
ml/min.; grupo 3: tratados com administracdo de dexametasona, aplicados por via
intramuscular trés horas apo6s a lesdo. A dose de dexametasona é de 0,5 mg/kg/24h no
dia do trauma e 0,24 mg/kg/24h no 1° dia de pds-operatorio, administrada em doses
divididas. Doses de 1,3mg/kg/24h de metilprednisolona foram administradas nos sete
dias subsequientes; grupo 4: 0s animais recebem uma Unica dose de metilprednisolona
de 8 mg/kg, intratecal, administrada sob visdo direta. A avaliacdo da recuperacao
neuroldgica é baseada na escala de funcdo motora de Tarlov. Observam melhora
estatisticamente significante e melhor recuperacdo neuroldgica, nos grupos que

recebem dexametasona intramuscular e hipotermia local.

Holdsworth (1970) publica artigo baseado na observacdo de mais de 1000
pacientes paraplégicos ou tetraplégicos traumaticos. Descreve a anatomia e 0S
mecanismos de trauma, as caracteristicas radiograficas e o diagndstico da lesdo
neuroldgica. Mostra casos com fraturas estaveis, luxacgdes e fraturas-luxagdes, fraturas

rotacionais e por cisalnamento. Defende que a presenca de sensibilidade sacral e de
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funcdo motora distal a lesdo sdo indicativos de uma lesdo medular incompleta.
Advoga, ainda, a reducdo aberta e a fixagdo interna das fraturas, com placas inseridas
nos processos espinhosos, com o objetivo de restaurar o alinhamento da coluna e
prover melhores condi¢bes de recuperagdo neurolégica. Recomenda, ainda, cautela
quanto a realizacdo de laminectomia em pacientes com lesdo medular, devido a falha
em demonstrarem recuperacdo neuroldgica significativa e ao aumento do potencial
desses pacientes de desenvolverem deformidades espinais tardias e piora do déficit

neuroldgico.

Kelly Jr. et al. (1970) avaliam os efeitos da hipotermia local e os niveis de
oxigénio tecidual em cdes submetidos a lesdo por impacto de queda de peso,
concluindo que a hipotermia oferece uma protecdo a medula espinal traumatizada,

pela diminuicdo da demanda metabdlica.

Ducker et al. (1971) realizam estudo prospectivo, randomizado, com 32
macacos Rhesus pesando entre 4 a 8 kg, submetidos ao trauma por queda de peso de
10, 15, 20 e 25 g, em forma de cilindro, da altura de 20 cm, de forma que a resultante
do impacto sobre a medula é de 200 g.cm, 300g.cm, 400 g.cm, 500 g.cm,
respectivamente. Sdo divididos em quatro grupos de oito animais cada, sendo que
cada grupo é randomizado novamente dentro de categorias agudas e subagudas, sendo
o0s primeiros sacrificados seis horas ap0s a lesdo e os ultimos cinco a seis dias apos a
lesdo. Os achados patoldgicos na microscopia sdo graduados sem conhecimento da

guantidade prévia de trauma. Nos animais categorizados de agudos, o edema, a
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diapedese, a hemorragia petequial, a hemorragia em chama e o hematoma globular
sdo graduados em leve, moderado e grave. Nos animais subagudos, o edema, a
desmielinizacdo, a necrose, a hemorragia, e a deformidade vascular também séo
similarmente graduados. Os animais subagudos também sdo submetidos a teste
neuroldgico motor, sendo o exame sensitivo considerado ndo objetivo. Os niveis
funcionais sdo graduados de zero a quatro, onde 0 = capacidade de correr com
pequeno ou com nenhum déficit motor, 1 = a capacidade de ficar em pé, caminhar e
correr embora com espasticidade, 2 = bom movimento dos membros, 0s quais
permitem ao animal ficar em pé, mas ndo andar e 4 = paraplegia completa sem
nenhum movimento voluntario. Observam que os varios graus de progressdo do
trauma medular, desde uma pequena area de necrose central até uma extensa necrose
central, bem como necrose periférica, sdo dependentes e diretamente relacionados a
gravidade do trauma. N&o concluem porque a substancia cinzenta é mais vulneravel,
mas postulam que provavelmente a anatomia, 0 metabolismo celular, o suprimento
arterial e a drenagem venosa contribuem para o efeito cumulativo da fragilidade do
centro da medula. Concluem que o desenvolvimento das mudancas patolégicas ndo é
paralelo as condigdes clinicas, pois, enguanto pode haver melhora nos achados
clinicos, as mudancas patoldgicas podem ser progressivas em gravidade por
aproximadamente uma semana, mesmo na presenca de melhora clinica e que as
mudancas sdo inicialmente mais proeminentes no centro da medula, mesmo sendo o
trauma dirigido a sua superficie, e que a localizagdo e a progressdo da area medular
lesada sdo dependentes da quantidade de trauma aplicado. Em traumas leves, em que

0 animal se recupera, as mudangas sdo somente centrais. Em traumas moderados, com
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paresia significante, as mudancas também envolvem a substancia branca adjacente.
Em traumas graves, com resultante paraplegia, as mudancas envolvem toda a

substancia medular.

Fairholm; Turnbull (1971) estudam prospectivamente 34 coelhos, pesando
entre 2 e 3 kg, e cinco cédes, com modelo de contusdo por queda de peso. Os animais
sdo sacrificados em tempos variaveis desde 19 minutos até 14 dias ap6s a lesdo. Apos
o sacrificio, sdo infundidos com solucdo coloidal de bario e a microangiografia, feita
sete a 14 dias apos o traumatismo, define duas zonas de lesdo na medula espinal. Na
zona 1, localizada na porcdo postero-central da medula espinal, os capilares perdem
progressivamente a capacidade de conducéo de sangue, e na zona 2, ao redor da zona
1, o padrdo microvascular ¢ normal. Concluem que a recuperacdo dos neurbnios e

axonios danificados depende da preservacdo da microcirculacao.

Wagner Jr. et al. (1971) apresentam um estudo prospectivo com 27 macacos
Rhesus adultos, utilizando o modelo de impacto por queda de peso de 20 g e de uma
altura de 15 cm, gerando uma forca de contusdo de 300 g.cm ao nivel de TX. Esses
animais (n=18) sdo divididos em cinco grupos e 0s segmentos da medula sujeitos ao
trauma sdo removidos em diferentes intervalos de tempo p6s-contusdo: 5 minutos, 15
minutos, 30 minutos, 1 hora e 4 horas. Em nove animais, a laminectomia é realizada,
mas a medula espinal ndo é traumatizada, servindo como grupo controle. Um
adicional de quatro animais sdo traumatizados e mantidos vivos durante seis meses,

durante os quais sdo realizados freqlientemente exames motores. Notam que, neste



REVISAO DA LITERATURA 20

grupo, denominado de grupo crénico, todos 0s animais apresentam paralisia sensitiva
e motora completa dos membros inferiores. Dentro de 12 horas, movimentos isolados
dos dedos estdo presentes, em torno de 24 horas, frageis respostas de reacdo sdo
obtidas aos estimulos dolorosos, entre sete e 10 dias, todos os animais sdo capazes de
se moverem facilmente em suas gaiolas e, em seis meses, 0S animais Sao
indistinguiveis dos ndo operados. Nas observacdes da microscopia em relacdo aos
vasos sanguineos, nota-se que, em cinco minutos, a aparéncia da medula espinal nao
estd grandemente alterada, estando os vasos com menos fibras musculares ao redor do
canal central, distendidos, mas intactos, e foram observados fluidos serosos, mas néo
formacdo de trombos. Em 15 minutos, rupturas isoladas de vasos mais finos, com
extravasamento de eritrocitos para os espacos perivasculares, sdo observadas dentro
da substancia cinzenta central. Em 30 minutos, os eritrocitos e o fluido seroso séo
notados em discretas colecfes nos espacos perivasculares e estendem-se dentro e ao
redor do parénquima. Essas alteracdes concentram-se principalmente nas areas do
canal central, mas incluem também o corno dorsal. Entre uma e quatro horas, as
hemorragias perivasculares, inicialmente discretas, comecam a coalescer. Essas
alteracdes ndo estdo mais confinadas ao canal central e ao corno dorsal, mas séo
evidentes na substancia branca. As alteracbes edematosas menos marcantes
observadas nas camadas mais internas da substancia branca, em contraste com as
mudancas hemorragicas na substancia cinzenta, explicam, em parte, a natureza

transiente da paraplegia.
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Kelly Jr. et al. (1972) publicam um estudo prospectivo em 40 cées adultos,
sem raca definida, submetidos a lesdo por impacto da medula espinal e divididos em
quatro grupos: o grupo controle ndo recebe nenhuma terapia, excluidos os suportes
necessarios, o grupo 1, denominado de tratamento imediato, é exposto, uma hora apds
a lesdo medular, a 100% de oxigénio a 2 atmosferas por quatro horas; o grupo 2,
denominado de tratamento retardado, € submetido, ap6s um periodo de quatro horas
da lesdo, as mesmas condigdes e tempo do grupo 1 e o grupo 3, denominado de
tratamento seriado, recebe, uma hora apos a lesdo, 100 % de oxigénio a 2 atmosferas,
por quatro horas, e esse tratamento é repetido em 24 e 48 horas. Encontram que, no
grupo ndo tratado, nove animais sdo incapazes de caminhar e desses, quatro ficam
completamente paraplégicos. No grupo 1, sete cdes apresentam boa recuperacdo e
desses, quatro sdo considerados normais. No grupo 2, nove animais apresentam boa
recuperacdo e um animal apresenta grande incapacidade e funcdo urinaria anormal.
No grupo 3, a taxa de recuperacdo € idéntica ao grupo 2. Notam que a medula espinal
traumatizada se torna muito hipoxica por um periodo de tempo de 30 minutos apos
lesdo. Inalacdo com oxigénio a 100 %, ndo afeta esses niveis, mas, com oxigénio
hiperbarico a 2 atmosferas, ¢ possivel aumentar a PO, tecidual na medula espinal

traumatizada.

Tator; Deecke (1973) estudam o valor das perfusbes hipotérmica e
normotérmica e da durotomia, em lesdo experimental em macacos Rhesus. Observam
que a perfusdo, hipotérmica ou normotérmica, melhora a recuperacdo neuroldgica

mas, em compressdes maiores, somente a perfusdo normotérmica produz melhora
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significativa. Esses resultados indicam que nao se pode afirmar que a perfusdo exerca
efeito benéfico, mas sugerem que a dialise de substancias nocivas da medula espinal

lesada tem um importante papel na recuperacao neuroldgica.

De La Torre et al. (1975) estudam 32 cdes submetidos a lesdo experimental
por queda de peso e avaliam o tratamento com drogas. Divide em quatro grupos de
oito cdes, que sdo submetidos a tratamento com solucdo salina, manitol,
dexametasona e dimetil-sulfoxido. Encontram que a utilizacdo de solucdo salina
isotonica e de manitol sdo incapazes de reverter a paralisia. Caes que recebem dimetil-
sulfoxido (6 de 8) ou dexametasona (2 de 8) tém recuperacdo parcial ou total da

funcéo.

Hansebout et al. (1975) estudam os efeitos da hipotermia e dos
corticosteroides no tratamento de cdes fémeas adultas submetidas & lesdo
experimental da medula espinal pelo método de compressdo com baldo, por um
periodo de tempo de uma hora. Os animais submetidos a experimentacdo sdo
divididos em cinco grupos: somente laminectomia; laminectomia + aparato de troca
de calor a 37° C; laminectomia + lesdo; laminectomia + lesdo + corticosterdide e
laminectomia + lesdo + resfriamento a 6° C por quatro horas. Observam, em sete
semanas, que 0s grupos que recebem tratamento com qualquer corticosterdide ou com
resfriamento conseguem taxas de recuperagdo motora significativamente superiores
aos do grupo ndo tratado, sendo que o grupo ndo tratado é incapaz de caminhar,

enquanto ambos 0s grupos tratados sé@o capazes. Os grupos que nao sofrem lesédo
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necessitam de duas semanas para total recuperagdo motora, ndo havendo diferenca
significativa entre o grupo em que é realizada a laminectomia e o grupo que recebe 0

aparato de troca de calor a 37° C (normotérmico).

Yeo et al. (1975), estudando autOpsias de pacientes que sofreram lesdo
medular, observam que, embora aparentemente intactos, os neurénios contundidos
tém cessado sua funcdo, que, através de métodos quimicos ou fisicos, pode ser
parcialmente revertida. Procuram diferenciar a concussdo, a contusdo e a laceracdo em
medulas recentemente lesadas em ovelhas, tentam reproduzir a lesdo contusiva
experimental em animais e a seqiiéncia dos eventos patoldgicos e usar a mielografia
com isétopos para definir o grau de lesdo da medula espinal. Observam uma tendéncia
similar nos padrdes de recuperacdo sensitiva e motora, sugerindo que a isquemia e a
hipéxia poderiam contribuir significativamente na patogénese da paraplegia pos-

traumatica.

Dohrmann et al. (1976) descrevem um aparelho para produzir uma lesdo
experimental da medula espinal com monitoracdo do grau do traumatismo em relacéo
a velocidade de deformacdo da medula espinal, ao impulso e a energia, podendo ser
usado em diferentes tipos de animais, com maior acuracia para se poder correlacionar
a quantidade de lesdo, o grau de disfuncdo neuroldgica e a eficacia dos varios métodos
de tratamento. Este aparelho consiste de um modelo de queda de peso com a haste
contida dentro de um tubo de plastico transparente. A orientacdo vertical do impacto

era assegurada através de um nivel colocado no topo do tubo.
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Dohrmann et al. (1976) realizam estudo experimental de lesdo da medula
espinal em 15 gatos, atraves de queda de peso no nivel TV-TVI. Aplica-se um trauma
de 400 g.cm, sendo dividido em cinco grupos, 5 g x 80 cm; 10 g x 40 cm; 20 g x 20
cm; 40 g x 10 cm e 80 g x 5 cm. Comparam o0s parametros biomecanicos e o volume
de lesdo entre os cinco grupos, observando que o volume de lesdo é diferente em
todos grupos, embora todos tenham recebido a mesma lesdo de 400 g.cm. A
quantidade de energia transferida para a medula é dependente de varios fatores como,
altura, velocidade e massa sobre a medula. A energia absorvida pela medula é¢ 100

vezes maior no grupo 4 que no grupo 1.

Kuchner; Hansebout (1976) avaliam cdes com lesdo experimental por
compressdo com baldo extra-dural submetidos a tratamento isolado com
dexametasona, hipotermia sem irrigacdo, ou associacdo de dexametasona e hipotermia
sem irrigacdo. A hipotermia € realizada através da colocacdo de uma bolsa de Silastic
local com conteldo fluido resfriado entre 6 °C £ 3 °C, ndo havendo a possibilidade da
irrigacdo contribuir para a recuperacdo funcional. Os resultados mostram que 0s
grupos que recebem tratamentos isolados com dexametasona e hipotermia apresentam
a capacidade de deambulacdo enquanto o grupo nédo tratado ndo pode caminhar. O
grupo que recebe tratamento associado de hipotermia e dexametasona &€ 0 que

apresenta melhor indice de recuperacdo motora final.

YEO (1976) realiza estudo prospectivamente do uso de terapia com oxigénio

hiperbarico para controlar o inicio de paraplegia depois de lesdo medular espinal
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recente em ovelhas. Os relatos preliminares sugerem que a terapia com oxigénio
hiperbarico instituida dentro de duas horas apds a lesdo, resulta em melhora da

recuperacdo motora.

YEO et al. (1976) estudam o grau de recuperacdo motora em ovelhas
submetidas a uma contusao controlada da medula espinal toracica e comparam com a
recuperacdo em ovelhas tratadas com oxigénio hiperbarico. Confirmam os resultados
preliminares previamente publicados. O grau de necrose cistica central da medula
espinal e a degeneracédo ao redor da substancia branca sdo comparados nos animais do
grupo controle e de tratamento. A melhora na recuperacdo motora e o grau de
degeneracdo medular depois do tratamento com oxigénio hiperbarico sugerem que a
isquemia tem um papel significante nos animais experimentados com uma leséo de

contusédo da medula espinal.

Holbach et al. (1977) estudam prospectivamente 15 pacientes, sendo 13
homens e duas mulheres, entre 18 e 65 anos com média das idades de 44 anos, com
lesbes compressivas da medula espinal No pdés-operatorio sdo incluidos aqueles
pacientes em que o déficit neurolégico pré-operatério permanece ou se agrava. A
terapia é administrada diariamente por 10 a 15 sessfes por 40 minutos cada a uma
pressdo de 1,5 atmosferas. Os critérios de avaliacdo baseiam-se em exames clinicos
realizados imediatamente antes, durante e apds as sessdes de oxigénio hiperbarico, na
avaliacdo através da eletroneuromiografia (ENMG) e na avaliacdo da pressdo de

oxigénio (PO,) arterial e do liquido cerebrospinal. Encontram melhora do déficit
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neuroldgico em seis dos 13 pacientes e aumento consideravel da PO, arterial e no
liquido cerebrospinal. Nos pacientes em que é realizada a ENMG encontram aumento
significante na amplitude dos sinais, resultante do aumento do recrutamento dos
neurdnios motores. Concluem que o tratamento com oxigénio hiperbarico pode ser
atil no tratamento das lesGes compressivas da medula espinal, mas que estudos
clinicos adicionais tém de ser realizados para demonstrar a eficacia dessa modalidade

de tratamento.

Rivlin; Tator (1977) desenvolvem um novo método de avaliacdo clinica da
funcdo motora em ratos, que consiste em colocar o rato em plano inclinado. O método
permite o ajuste da inclinacdo em varios graus e a verificacdo do plano do angulo
minimo que o animal pode sustentar-se na posicao, sem cair. Esse método é utilizado
para quantificar a funcdo motora em ratos normais (controle) e ratos sujeitos a

mielectomia e demonstra consistente diferenca entre os dois grupos.

Yeo et al. (1977) estudam os resultados das mudancas patoldgicas associadas
com a necrose central pos-traumatica da medula espinal em ovelhas submetidas a
lesdo experimental pelo modelo de queda de peso. Foram divididos em grupo
controle, isto é, sem tratamento algum a ndo ser os cuidados basicos, e animais
tratados com metilprednisolona intratecal, alfa metil paratirosina e oxigénio
hiperbarico. Encontram, no grupo sem tratamento, intensa necrose da substancia
cinzenta central e microcistos e desmielinizacdo ao redor e na substancia branca, com

varios graus de fibrose, gliose, e extensa degeneracdo cistica central. Apesar do
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intenso grau de degeneracdo, havia recuperacdo motora significante, com todos
animais desse grupo recuperando pelo menos 0s movimentos antigravitacionais.
Nenhum animal do grupo controle ou dos grupos tratados obtém recuperacdo motora
total. No grupo dos animais tratados com metilprednisolona intratecal, o grau de
degeneracdo cistica central e desmielinizacdo parecia idéntico ao do grupo nao
tratado. No grupo tratado com alfa-metil-paratirosina, ha recuperacdo motora
significante e menor degeneracdo cistica central e microcistos na substancia branca.
Nos animais tratados com oxigénio terapia hiperbarica, ha melhora significante da
recuperacdo motora por um periodo de oito semanas depois da lesdo e menor
degeneracdo cistica central e formacdo de microcistos nas colunas anterior e lateral.
Na analise estatistica, hd melhora em todas as semanas, com exce¢do da quinta
semana. A possivel aplicacdo clinica da alfa-metil-paratirosina é impedida, pela sua

toxicidade renal, em pacientes com lesdo medular.

Balentine (1978) estuda a lesdo necrotica da medula espinal em ratos adultos,
submetidos a lesdo experimental pelo modelo de queda de peso atraves da andlise da
mudanca patoldgica sequencial das alteracdes dos vasos sanguineos e da necrose
tecidual da medula espinal, em periodos de tempo que variam de trés a cinco minutos,
30 minutos, uma hora, duas horas, quatro horas, oito horas, e uma semana apos a
lesdo. Esse estudo confirma a evolucdo sequencial do desenvolvimento de necrose,
primeiro na substancia cinzenta e depois na substancia branca. A observacdo dos
vasos sanguineos demonstra que a necrose € devida a ruptura dos vasos sanguineos,

tanto artérias quanto veias principais, lesadas durante o traumatismo.
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Ducker et al. (1978) medem os niveis de oxigénio tecidual e o fluxo sangliineo
na medula em cées paraplégicos, decorrentes de traumatismo medular. Documentam
que a lesdo medular produz grande diminuicdo do fluxo sangliineo. Sugerem que 0s
esforcos terapéuticos devem ter como objetivo melhorar a oxigenacdo e aumentar o

fluxo sanglineo para medula.

Rivlin; Tator (1978) estudam prospectivamente o fluxo sanguineo regional em
12 ratos Wistar, pesando entre 350 e 400g, sendo o fluxo regional medido em cinco
minutos, duas horas e 24 horas apos a lesdo. Utilizam a técnica radiografica com C-
antypirina para avaliacdo do fluxo sanguineo. Concluem que lesdes por compressao
medular grave produzem grave isquemia pos-traumatica na medula espinal, por pelo
menos 24 horas. Descrevem um novo modelo de lesdo medular através da utilizacéo
de clipes de aneurisma modificados para compressao, colocados ao redor da medula,

extra-duralmente.

Tator; Rowed (1979) salientam a importancia da lesdo medular secundéaria
apos o trauma inicial. Afirmam que, raramente, uma lesdo medular causa transecgao
anatdmica na medula, embora freqlientemente cause paralisia completa ou incompleta
da funcdo medular.

Descrevem que, inicialmente, pelo exame histoldgico da medula, sao
observados pontos hemorragicos na substancia cinzenta e edema na substancia branca.

Semanas apos a lesdo inicial, é observada a substituicdo do tecido medular necrotico
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por cavidades. Observam haver dois tipos de lesdo vascular apés o trauma medular. O
primeiro é a lesdo imediata de pequenos vasos medulares, especialmente vénulas da
substancia cinzenta, o que resulta em hemorragia poucos minutos apés o trauma. O
segundo tipo de lesdo vascular € mais destrutivo, com isquemia grave e infarto das
substancias branca e cinzenta. Acreditam na hipotese de que o tratamento deve ser
direcionado para a fase aguda, a fim de impedir o infarto secundario e melhorar a
recuperacdo. Citam os corticoesteroides como drogas a serem utilizadas para impedir

a cascata secundaria de lesdes apds o trauma medular agudo.

Gamache et al. (1980) avaliam prospectivamente 25 pacientes com lesédo
aguda da medula espinal por um periodo de 18 meses, sendo submetidos a terapia
com oxigénio hiperbarico, aproximadamente sete horas e trinta minutos apos a lesao.
Todos os pacientes de ambos os grupos recebem metilprednisolona. Sdo comparados
0s escores motores pré e pos-tratamento. Observam que apesar de apresentarem 0s
mesmos escores motores ao final da avaliacdo em quatro meses e um ano em relacao
aos que recebem terapia tradicional (realinhamento 6sseo com ou sem estabilizacao
cirurgica), o grupo submetido a oxigénio terapia hiperbarica obteve uma velocidade
de recuperacdo mais rapida. Concluem que existe, portanto, evidéncia de que o
tratamento com oxigénio hiperbarico altera o tempo de recuperacdo sem alterar o

resultado final.

Lohse et al. (1980) realizam estudo experimental em 24 gatos que Sdo

submetidos a lesdo medular na coluna torécica ao nivel de T5, aplicando forcas de 100
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g.cm ou 260 g.cm. O fluxo sangiiineo na medula foi medido pelo método de clearence
de hidrogénio antes e ap06s a leséo.

Observam, ap6s o trauma, aumento da pressdo sangiinea (137%) e arritmia
cardiaca em todos os grupos. Demonstram que, no grupo com trauma de 100 g.cm,
ndo foi observada diferenca significante quanto ao fluxo sangiineo, enquanto no
grupo com trauma de 260 g.cm, houve aumento do fluxo sangliineo nas seis horas
posteriores ao trauma. Concluem ndo existir isquemia da substancia branca nas lesdes
medulares, assim, a paraplegia resultante deve ser transitoria. Estes dados suportam o
conceito de que a isquemia da substancia branca, na fase aguda de um trauma medular
grave, deve estar relacionada a lesdo secundéria e, subsequentemente, a paraplegia

permanente.

Means et al. (1981) comprovam, em estudo experimental de lesdo medular
aguda em gatos, que a metilprednisolona apresenta efeitos benéficos quanto a
recuperacdo motora. Avaliam pardmetros morfométricos da medula lesada,
porcentagem de area cavitaria e porcentagem ocupada pela cavidade na medula, e
comparam estes parametros com a avaliacdo da recuperacao neuroldgica dos animais.
Observam uma correlagdo negativa entre o tamanho da cavidade e o indice de

recuperacdo motora.

De La Torre (1981), em artigo de revisdo sobre as estratégias de pesquisa
basica e aplicada sobre lesdo medular, analisa 0s modelos experimentais, as técnicas

de avaliagdo do trauma medular experimental, os estudos neurofisiologicos e
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morfologicos, o mecanismo vascular, o fluxo sanguineo medular, as mudancas
bioquimicas e metabdlicas e o tratamento da lesdo medular aguda e crénica. Na lesdo
crbnica, destaca trés possiveis caminhos de regeneracdo axonal no sistema nervoso
central: 1- brotamento colateral, 2- plasticidade e 3- regeneracdo axonal. Refere que a
regeneracdo pode ser conseguida através de transplante de tecido neural (células
fetais) e do uso de fatores de crescimento. Cita a existéncia de evidéncias de

sobrevivéncia e crescimento dessas células.

Young et al. (1981) estudam, prospectivamente, os efeitos do naloxene em 25
gatos adultos submetidos a lesdo traumatica da medula espinal, em modelos de
impacto por queda de peso. Estudam o fluxo sanguineo da medula espinal através da
depuracdo de hidrogénio, observando melhora do fluxo sangliineo no grupo tratado
com naloxene em comparagdo com o grupo controle sem tratamento e com grupo que
recebe solucdo salina. Observam também a preservacdo da funcdo sensitiva e o
potencial evocado somato-sensitivo, registrados de eletrodos bipolares no espaco

epidural, em 24 horas pds-lesdo no grupo tratado com naloxene.

Anderson et al. (1982) produz estudo prospectivo em gatos adultos fémeas,
com lesdo medular produzida e divididos em trés grupos. O primeiro grupo nao
recebe tratamento, o segundo € tratado com altas doses de metilprednisolona (15
mg/Kg/24h) e o terceiro, com megadose de metilprednisolona (60 mg/Kg/24h).
Avaliam a microvascularizacdo no sitio da lesdo por método indireto, atraves do uso

de carbono coloidal. Observam que o grupo tratado com altas doses de
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metilprednisolona apresenta preservacdo substancial da perfusdo microvascular

quando comparado com o grupo néo tratado.

Young; Flamm (1982) relatam estudo prospectivo com 15 gatos adultos
submetidos a lesdo traumatica pelo modelo de contusdo de impacto por queda de peso
de 400 gm.cm. Os animais foram divididos em trés grupos: 1° grupo sem tratamento,
2° grupo, que recebe a dose de 15 mg/Kg de succinato sddico de metilprednisolona 45
minutos apds a lesdo; e o0 3° grupo, que recebe a dose de 30 mg/Kg de succinato
sodico de metilprednisolona. Observam que, no grupo tratado com altas doses de
metilprednisolona (30 mg/Kg), ocorre melhora do fluxo sangiiineo na primeira hora
apos lesdo, medido pela depuracdo de hidrogénio. HaA melhora da concentracdo de
calcio extracelular e do potencial evocado somato-sensitivo ativado pela estimulacao
do nervo ciatico e registrado bipolarmente por eletrodos colocados no espaco epidural
sobre o cortex somato-sensitivo. Esses dados sugerem que o tratamento com altas
doses de corticosterdide causa dilatacdo dos vasos sanguineos da medula espinal. O
conseqiiente aumento do fluxo sanguineo pode explicar os efeitos benéficos das altas

doses de corticosterodide na recuperacao funcional.

Braughler; Hall (1983) publicam estudo de lesdo medular em 87 gatos
submetidos a laminectomia de L2 a L5. Aplicam uma carga compressiva de 400 g.cm
para produzir lesdo medular. Alguns animais recebem uma dose Unica de succinato de
metilprednisolona, que varia de 7,5 a 60 mg/kg, em bolo, 30 min. ap6s a lesdo.

Relatam que a lesdo produz uma répida elevacdo do lactato, duas vezes maior, ap0s
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cinco minutos, e trés vezes maior, ap6s duas horas, sendo que seu valor declina apds
quatro e oito horas da lesdo. O piruvato diminui na primeira hora ap6s a lesdo, mas
sua concentracdo aumenta entre duas e oito horas depois. Sugerem que 0 uso do

corticdide pode melhorar o fluxo sangliineo nas lesGes medulares.

Ford (1983) modifica 0 método de lesdo medular descrito por Allen (1911) e
realiza lesdo medular em 33 gatos. Avalia a recuperacdo funcional dos membros
inferiores e observa os achados histoldgicos da medula lesada apds 6 semanas do
traumatismo medular. Comprova que as modificacdes realizadas no método de
ALLEN séo efetivas para causar lesdo medular e que este método reduz as variaveis.
Revela que a metodologia utilizada para avaliar a recuperacdo motora nao satisfaz as

necessidades de uma avaliacdo completa e detalhada.

Hall et al. (1984) estudam o fluxo sangliineo 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 10 minutos, 30 minutos, uma, duas, trés
e quatro horas apds a lesdo. Estes animais sdo divididos em quatro grupos, o primeiro
sendo o grupo controle, o segundo recebendo 15 mg/Kg de metilprednisolona, o
terceiro recebendo 30 mg/kg e o quarto recebendo 60 mg/Kg de metilprednisolona.
Demonstram que 0s gatos que recebem 30 mg/Kg mantém o fluxo sangiiineo dentro
da normalidade, os que recebem 15 mg/Kg apresentam beneficios menores e aqueles

qgue recebem 60 mg/Kg ndo tém nenhum beneficio. Concluem que o corticoide
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diminui a isquemia medular pds-traumatica, quando administrado na dose de 30
mg/Kg, dentro das primeiras horas ap0s o trauma, mas nao reverte a isquemia, quando

esta ja ocorreu.

Anderson et al. (1985) descrevem uma série de eventos fisiopatoldgicos que
ocorrem no tecido medular lesado, subsequientes ao trauma raquimedular agudo, que
acarretam destruicao tecidual e paraplegia. Citam, como evento secundario ao trauma
medular agudo, necrose hemorragica, isquemia, edema, inflamacéo, perda de célcio
no espaco extracelular e perda de potdssio no espaco intracelular. Lembram a
importancia da peroxidacao lipidica, que pode lesar, direta e indiretamente, as células.
Afirmam que a metilprednisolona, em estudos experimentais de lesdo medular em
animais, tem sido efetiva na prevencdo da ocorréncia desta cascata de eventos
secundarios que leva a lesdo medular, atenuando a acdo de radicais livres de oxigénio

na peroxidacao lipidica.

Bracken et al. (1985) publicam um estudo multicéntrico da eficacia do uso de
altas doses de metilprednisolona (1000 mg em bolo e diariamente por 10 dias)
comparado com a dose padronizada (100 mg em bolo e diariamente por 10 dias).
Relatam ndo haver diferenca significativa entre os grupos em relacdo a recuperagao
motora num prazo de seis semanas a seis meses apos a lesdo. Observam que houve
maior indice de infeccdo no trato cirdrgico e maior mortalidade no grupo que recebeu

altas doses, mas ressaltam que estes dados néo foram estatisticamente significativos.
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Gale et al. (1985) realizam um estudo da andlise comportamental em ratos
submetidos a lesdo por contusdo da medula espinal. Com base nessas analises,
desenvolvem um protocolo para avaliacdo do déficit funcional. Esse protocolo é
administrado por pessoas treinadas e consiste de uma contagem comportamental
combinada de varios testes em que 0 componente principal da avaliacdo
comportamental é a escala motora, que envolve uma avaliacdo passiva das patas
traseiras (membros posteriores) dos animais e consiste de uma versdo modificada da
escala descrita por Tarlov. Os animais sdo observados em campo aberto, sendo cada
membro traseiro observado individualmente e graduado em: 0- nenhum movimento
das patas traseiras e nem suporte de peso; 1- movimento fracamente perceptivel dos
membros traseiros, mas sem suporte de peso; 2- movimentos freqientes e/ou
vigorosos nos membros traseiros mas sem suporte de peso; 3- suporte de peso nos
membros traseiros, podendo trocar um ou dois passos; 4- caminhar com déficit leve;

5- caminhar normal.

Noble; Wrathall (1985) estudam as alteracbes morfométricas da medula
espinal em 51 ratos Sprague-Dawley submetidos a lesdo medular experimental pela
técnica de queda de peso de 10 gramas, das alturas de 2,5; 5,0; 7,5; 10; 17,5 cm.
Quatro semanas ap6s a lesdo, o volume, a extensdo e as dimensdes do tecido no
epicentro da lesdo (area de lesdo, area da substancia branca e &rea da sustancia
cinzenta), sdéo medidos e correlacionados com a altura da queda do peso e 0s
resultados do déficit comportamental, motor e sensitivo. Concluem que a técnica de

queda de peso pode ser usada em ratos para produzir lesdes leves, moderadas e
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graves, sendo, portanto, uma técnica apropriada para prover estudos em modelos de

ratos para estudar a lesdo contusa da medula espinal.

Albin; White (1987) demonstram que o traumatismo da medula espinal, além
da destruicdo mecanica, desencadeia hemorragia, diminuicdo da perfusdo, hipoxia

tecidual, edema e finalmente necrose dos elementos neurais.

Bresnahan et al. (1987) desenvolvem um aparelho de impaccdo com funcao
eletromecéanica. Afirmam que a lesdo medular experimental reprodutivel depende de
uma resposta imediata das propriedades mecanicas do impacto. Documentam que o
aparelho apresentado é sensivel as caracteristicas do tecido lesado e permite
manipulacdo continua da forca de impacto ou do deslocamento tecidual. Descrevem
os resultados anatdmicos e comportamentais de um determinado indice de impacto e

examinam a capacidade do aparelho em produzir uma lesdo traumatica consistente.

Hansebout; Janssen (1987), em revisdo da literatura, analisam a patogénese da
lesdo da medula espinal e os novos tratamentos quimicos e fisicos que podem
diminuir o dano secundario entre eles e encontram que a terapia com oxigénio
hiperbarico tem demonstrado resultados positivos. A razdo pela qual é explicada essa
abordagem é que a diminuicdo da perfusdo tecidual pode ser compensada pelo
aumento dos niveis de oxigénio no sangue. Concluem que, nos casos onde ocorre
cessacdo completa da circulagdo na area medular lesada, esse tratamento pode ndo ser

efetivo.
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Noble; Wrathall (1987) descrevem um modelo de aparelho para provocar lesao
experimental por contusdo da medula espinal em ratos, utilizando a queda de peso.
Utilizam pincas para fixar 0s processos espinhosos adjacentes e, com essas
modificagdes, diminuem as variaveis que podem produzir lesdes assimétricas, sendo a
energia de impacto direcionada mais para a medula espinal, com diminuicao do efeito
de amortecedor da caixa toracica, da coluna vertebral e dos movimentos respiratorios,

tornando-se um dos modelos mais utilizados atualmente.

Barros Filho et al. (1990) em estudo retrospectivo, analisam 428 casos de
trauma raquimedular no periodo de 1982 a 1987, encontrando como etiologias mais
freqlientes os ferimentos por arma de fogo (36,7%), acidentes em agua rasa (7,7%),
gueda de objeto sobre o paciente (4,2%), e outras causas (2,3%). Chama a atencdo o
fato de que, neste estudo, 28% dos pacientes sdo atendidos nas primeiras 6 horas,
33,3% sdo atendidos no hospital um dia apds o acidente e 3,3% sao atendidos no

hospital com 15 dias ou mais depois do acidente.

Goldberger et al. (1990) propbem critérios para avaliacdo da recuperacao da
funcdo depois da lesdo da medula espinal, através de métodos comportamentais.
Discutem a necessidade de reconhecimento das capacidades comportamentais
especificas ndo conhecidas durante a recuperagdo neuroldgica e que, na maioria dos
casos, néo se distingue entre a recuperagdo das funcdes inicialmente perdidas e 0 uso

de mecanismos de compensacdo. Acreditam e sugerem meétodos pelos quais se possa
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analisar a natureza particular do déficit comportamental e definir qual capacidade
comportamental retorna e qual falha em se recuperar. A melhora da analise

comportamental leva a hipoteses sobre 0s mecanismos de recuperacéo da funcao.

Geisler et al. (1991) realizam estudo prospectivo randomizado duplo-cego com
gangliosideo GM1 em 37 pacientes com lesdo medular. Desses, 34 completam o
experimento. Iniciam o tratamento nas primeiras 72 horas apds a lesdo e passam a
receber, diariamente, 100 mg de GM1 por um periodo de 18 a 32 dias. Sao avaliados
pelas escalas de Frankel e da American Spine Injury Association — ASIA. Observam,
neste estudo, evidéncias de que o0 GM1 aumenta a recuperacdo da funcéo neurolégica
apos 1 ano. Sugerem gque um grande estudo deva ser conduzido antes de se considerar

eficaz e seguro o tratamento da lesdo medular com GM1.

Tator; Fehlings (1991) procuram comprovar, através de estudos
microangiogréaficos, a lesdo isquémica secundaria através do uso de angiograma de
carbono coloidal com o uso de varios modelos de lesdo medular experimental, na
tentativa de simular o trauma medular agudo tipo compressdo: modelo de queda de
peso, tracdo e o grampo de compressdo extra-dural. Concluem que existem fortes
evidéncias de que a isquemia pds-traumatica € um importante mecanismo de lesdo

secundaria e que esses efeitos vasculares podem ser tratados.

Behrmann et al. (1992) apresentam um aparelho para produzir contusdo

medular em ratos que sd&o comparados com um outro grupo que foi submetido a
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seccdo anatdmica da medula. Realizam andlise histologica e comportamental da
recuperacdo locomotora pela modificacdo da escala de TARLOV. Observam a marcha
dos animais em campo aberto, em plano inclinado e em grade. Demonstram haver
recuperacdo funcional nos animais que sofreram contusdo medular quando comparado

com o grupo que foi submetido a seccéo.

Bracken et al. (1992), em estudo prospectivo, randomizado, duplo-cego,
multicéntrico, em pacientes com lesdo medular aguda, observam que 0s pacientes que
recebem metilprednisolona dentro de oito horas apds a leséo, na dose de 30 mg/kg em
bolo na primeira hora e 5,4 mg/kg/h por 23 horas, apresentam melhora da funcéo
neuroldgica nas primeiras seis semanas e no sexto més. O grupo tratado com naloxene
(5,4 mg/kg em bolo na primeira hora e 4,0 mg/kg/h por 23 horas), ndo apresenta
recuperacdo significativamente maior. Os pacientes tratados apds oito horas,
recebendo metilprednisolona ou naloxene, apresentam menor recuperacdo da funcgédo
motora quando comparados ao grupo placebo. Concluem que o tratamento com a dose
utilizada de metilprednisolona esta indicado para o trauma agudo da medula espinal,

mas somente se iniciado dentro de oito horas da lesao.

Hall (1992) relata que um regime intensivo de metilprednisolona em altas
doses dentro de oito horas ap06s o traumatismo medular tem melhorado a recuperacédo
funcional de pacientes e de animais de laboratdrio. Ressalta que a acdo neuroprotetora
da metilprednisolona envolve a capacidade de inibir os radicais livres de oxigénio

induzidos pela peroxidacdo lipidica e discute a possibilidade de novas drogas ou
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associacdo de drogas diminuir os efeitos colaterais do uso de altas doses de

metilprednisolona.

Nockels; Young (1992), em artigo sobre estratégias farmacoldgicas no
tratamento experimental da lesdo medular espinal aguda e cronica, relatam que, na
fase cronica, a mielina possui fatores de inibicdo da regeneracdo axonal. O bloqueio
destes fatores aumenta a regeneracdo da medula espinal, constituindo-se em nova

possibilidade terapéutica.

Basso et al. (1993), em nota publicada na Sociedade de Neurociéncia, afirmam
que existe recuperacdo incompleta da funcdo motora em ratos. Sugerem que grandes
lesbes do SNC resultam em recuperacdo incompleta da coordenacdo com

concomitante perda dos neurénios vestibuloespinhais e propriceptivos.

Bracken; Holford (1993) publicam artigo em que apresentam os resultados
observados pela National Acute Spinal Cord Injury Study (NASCIS). Relatam que o
NASCIS1 (1977) conduziu estudo randomizado e controlado das terapias que podem
melhorar a lesdo medular e 0 NASCIS2 comparou o0 uso de altas doses de
metilprednisolona ou nalaxone ao placebo e reportou que pacientes gque iniciaram
tratamento dentro das primeiras oito horas tiveram melhora significante da funcao
motora com seis semanas, seis meses e um ano apos a leséo.

Afirmam que a metilprednisolona, aplicada precocemente apds lesdo medular,

melhorou a funcdo motora de pacientes diagnosticados inicialmente com leséo
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completa ou incompleta. Destacam que o tratamento tardio com metilprednisolona
estd associado a diminuicdo da recuperacdo neuroldgica. Concluem que esta analise
suporta 0 uso de metilprednisolona em altas doses para o tratamento das lesdes

medulares no traumatismo raquimedular.

Walker; Harris (1993) publicam estudo randomizado e duplo cego em
humanos que apresentavam lesdo medular crénica. Observam que aqueles que foram
tratados com o gangliosideo GM1 mostraram melhora funcional em relacdo aqueles
que receberam placebo. Afirmam que o GM1 é uma opcdo terapéutica no tratamento

destes pacientes

Constantini; Young (1994) estudam os efeitos do tratamento com a
metilprednisolona, gangliosideo GM1 e da associacdo metilprednisolona e
gangliosideo GM1, em modelos experimentais de lesdo medular por queda de peso
em ratos. O peso utilizado € de 10 g e as alturas de 12,5 mm, 25 mm e 50 mm, ao
nivel de TX. A metilprednisolona administrada em dose Unica de 30mg/kg, cinco
minutos apos a lesdo, teve efeito significativo em reduzir o volume da leséo e impedir
a hiponatriemia induzida pela lesdo. O GM1 administrado isoladamente na dose de 10
a 30mg/kg teve pouco ou nenhum efeito em qualquer das variaveis medidas. A
associacdo da metilprednisolona e GM1 bloqueia os efeitos da metilprednisolona.
Concluem, portanto, que o GM1 antagoniza ambos efeitos, central e periférico, da

metilprednisolona em ratos com lesdo medular, e recomendam que ambos ndo sejam
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usados concomitantemente para tratar lesdo medular aguda em humanos, até que essa

interacdo seja mais bem conhecida.

Basso et al. (1995) verificam o comportamento depois da lesdo medular contusa em
ratos fazendo uma modificacdo da escala locomotora desenvolvida por TARLOV et
al. (1953). Os dados obtidos indicam que a escala é valida e é uma medida preditiva
da recuperacdo motora, sendo capaz de distinguir resultados comportamentais devido
as diferentes lesdes e de predizer alteracGes anatdmicas no centro da lesdo. Os testes
inter-ratos indicam que examinadores com experiéncia no seu uso conseguem aplica-
la consistentemente e obter resultados similares. A escala BBB oferece aos
avaliadores uma medida mais discriminatoria dos resultados comportamentais para

avaliar o tratamento depois da lesdo da medula espinal.

Basso et al. (1996) padronizam um aparelho, o New York University,
desenhado para realizar lesdo medular contusa em ratos. Citam o teste BBB (Basso,
Beattie e Bresnahan) como sendo mais sensivel que os demais até entdo descritos para
avaliar a recuperagdo da fungdo locomotora em ratos que sofreram lesdo medular
contusa. Demonstram que o sistema NYU permite produzir uma contusdo medular
graduada, consistente e reprodutivel em todos os ratos. Afirmam que um exame dos
efeitos terapéuticos para indices lentos e rapidos de recuperacdo € mais evidente nos
grupos graduados com 12,5 e 25 mm de altura da queda do peso de 10 g sobre a
medula. Confirmam que uma maior quantidade de tecido poupado esta diretamente

relacionada com melhor fungdo locomotora final quando aplicada a escala BBB.
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Documentam aumento dos movimentos dos membros inferiores em duas semanas
apos lesdo compressiva ou por transeccdo medular e concluem que a escala BBB €
aplicavel, apos a utilizacdo do sistema NYU, na analise da recuperacdo da funcéo

locomotora em ratos com lesdo medular contusa.

Chen et al. (1996) investigam se a regeneracdo axonal em enxertos de células
de Schwann é aumentada quando a metilprednisolona é administrada no momento da
transeccdo medular e da implantacdo de células de Schwann. Nos resultados deste
estudo, evidenciam que a metilprednisolona melhora a regeneracdo axonal na medula

com enxerto de células de Schwann.

Schwab; Bartholdi (1996) realizam estudo de revisdo dos conhecimentos dos
mecanismos envolvidos na degeneracdo e regeneracdo axonal apds lesdo da medula
espinal, particularmente, em mamiferos e humanos. Concluem que as pesquisas
enderecadas ao tratamento da lesdo primaria e secundaria podem, no futuro, levar a
uma alta porcentagem de lesGes incompletas, possibilitando melhores condicGes de
reabilitacdo. Portanto, a reducdo do dano secundario associado com a otimizacdo do
uso das conexdes remanescentes, 0 aumento da plasticidade e a regeneracdo a longa

distancia dos ax6nios lesados sdo os ideais a serem obtidos no futuro.

Bracken et al. (1997), em ensaio clinico randomizado duplo-cego,
multicéntrico, em 499 pacientes com lesdo medular aguda diagnosticada dentro das

primeiras oito horas, comparam a eficacia da metilprednisolona, administrada por 24



REVISAO DA LITERATURA 44

e 48 horas, e do mesilato de tirilazade, administrado por 48 horas. Concluem que
pacientes com lesdo medular aguda que recebem metilprednisolona nas primeiras trés
horas devem manter o tratamento por 24 horas, enquanto, naqueles que iniciam o
tratamento entre trés e oito horas, a metilprednisolona deve ser mantida por 48 horas.
Os pacientes que sdo tratados com mesilato de tirilazade tém taxas equivalentes de

recuperacdo motora as taxas daqueles que recebem metilprednisolona por 24 horas.

Bregman et al. (1997) realizam estudo experimental em ratos adultos
submetidos a hemisseccdo medular nos niveis cervical e tordcico e que foram
transplantados com tecido medular espinal fetal e tiveram fatores neurotroficos
injetados no sitio da lesdo. Observam, neste estudo, um claro aumento das interacdes
entre as celulas hospedeiras do sistema nervoso central e o tecido medular fetal
transplantado. Os fatores neurotroficos podem exercer uma influéncia no tropismo dos
neurbnios maduros do sistema nervoso central, aumentando a extensdo do
crescimento axonal das células transplantadas e a densidade destas (numero e
ramificacbes das fibras), levando, em alguns aspectos, a melhora da funcéo

locomotora.

Gebrin et al. (1997a) revisam as pesquisas existentes sobre drogas para
tratamento da lesdo medular aguda e descrevem as principais substancias enddgenas
que participam do dano medular secundario e as drogas, em estudo, para combater
este efeito. Indicam a metilprednisolona como droga com efeitos positivos

comprovados e citam as pesquisas promissoras com aminoesterdides. Encerram o
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artigo ressaltando a grande importancia e contribuicdo dos estudos multicéntricos

NASCIS I, Il e Ill, desenvolvidos na América do Norte.

Gebrin et al. (1997b) publicam artigo de revisao da literatura, discutindo as
perspectivas de recuperacdo do paciente lesado medular. Chamam atencao para o fato
de que o SNC adulto ndo apresenta a mesma capacidade de regeneracdo que 0S nervos
periféricos. Descrevem os resultados da National Acute Spinal Cord Injury Study
(NASCIS), apontando a metilprednisolona como droga que melhora funcéo
neuroldgica, e citam o0 GM — 1 como sendo uma substancia eficiente na recuperacéo
de pacientes com lesbes crénicas do SNC. Concluem, afirmando que trabalhos
experimentais demonstram que axénios integros, mesmo que poucos, podem propiciar
integridade de arco reflexos viscerais, como vesical, sexual e intestinal, e que 10% de

axonios remanescentes podem oferecer condi¢cdes de marcha para o paciente.

Bracken et al. (1998) realizam ensaio clinico randomizado, duplo-cego, com
intuito de comparar a recuperacdo funcional e neuroldgica e as taxas de morbidade e
mortalidade um ano apds a lesdo medular aguda, em pacientes que recebem
metilprednisolona por 24 horas ou por 48 horas ou mesilato de tirilazade por 48 horas.
Observam a recuperacdo neuroldgica similar nos trés grupos de pacientes que
recebem o tratamento dentro das primeiras trés horas da lesdo. Nos pacientes que
recebem tratamento apds trés horas da lesdo, o grupo que recebe metilprednisolona
por 24 horas apresenta menor recuperacdo da funcdo motora e os que recebem

metilprednisolona por 48 horas, apresentam maior recuperagdo da fungcdo motora em
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um ano. O grupo que recebe mesilato de tirilazade teve recuperacdo semelhante
aqueles que recebem metilprednisolona por 24 horas. As taxas de mortalidade e
morbidade sdo iguais nos trés grupos. Concluem que, nos pacientes que iniciam o
tratamento dentro das primeiras trés horas, a manutencéo do tratamento por 24 horas é
apropriada. Nos pacientes que iniciam a terapia trés a oito horas apos a leséo, o
regime de tratamento deve ser mantido por 48 horas, a menos que haja contra-

indicacdes clinicas.

Ramon-Cueto et al. (1998) estudam o transplante de células olfatdrias gliais,
em ratos adultos submetidos a seccdo medular. Observaram que as células olfatdrias,
transplantadas através de pontes de células de Schwann, atravessam a fibrose glial e
migram longitudinalmente e lateralmente na distancia maxima de 1,5 cm através das
substancias branca e cinzenta. Crescimento a longa distancia, de pelo menos 2,5 cm,
ocorre na porc¢ao rostral da medula espinal. Concluem que esta forma de estudo criara
novas possibilidades para tratamento das lesdes do sistema nervoso central que

requeiram regeneracao axonal.

Amar; Levy (1999) revisam a patogénese e estratégias farmacoldgicas para
atenuar o dano secundario na lesdo medular aguda. Através de observacdes em
modelos experimentais e clinicos, acreditam que os conceitos de lesdo primaria e
secundaria estdo bem estabelecidos e tém amplas implicagdes no tratamento da lesdo
medular aguda. Avaliam os efeitos de varios agentes farmacologicos, entre eles dos

glicocorticéides, lazeroides, gangliosideos, antagonistas dos opidides, blogueadores
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dos canais de célcio, antagonistas dos receptores do glutamato, agentes antioxidantes,
radicais livres e outros agentes farmacoldgicos, em experimentos em modelos animais
e humanos. Concluem que, dentro de um espaco de tempo limitado, esses agentes
podem ser Uteis e enfatizam que, futuramente, é provavel que a terapia envolva a

combinacéo de varios desses agentes.

Delamarter; Coyle (1999) relatam que o NASCIS Il concluiu que a
metilprednisolona melhora a recuperacdo neuroldgica apos lesdo medular aguda e
recomendam que os pacientes que recebem metilprednisolona dentro de trés horas da
lesdo inicial devem ser mantidos em regime de tratamento por 24 horas. Quando a
terapia € iniciada entre trés a oito horas apos a lesdo, deve ser mantida por 48 horas.
Adotam, como conduta, o uso da metilprednisolona e a imediata reducdo e

estabilizacdo da lesdo que causa compressdo medular.

Jeffery; Blakemore (1999) afirmam que, até o momento, apenas a cirurgia
descompressiva e 0 uso de metilprednisolona tém se mostrado eficazes no tratamento

do traumatismo medular agudo.

Rodrigues (1999) padroniza um modelo de lesdo de medula espinhal em ratos
Wistar e utiliza equipamento computadorizado para impacto por queda de peso, de
acordo com parametros determinados pelo Multicenter Animal Spinal Cord Injury

Study — MASCIS. Verifica a existéncia de correlacdo estatisticamente significante
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entre 0 volume de leséo e os parametros mecanicos. Conclui que o modelo é capaz de

gerar lesdes medulares padronizadas em ratos.

Vialle et al. (1999), em estudo experimental de lesdo medular em ratos Long-
Evans, utilizando o modelo de queda de peso com NYU-Impactor, avaliam a
histologia da lesdo da medula espinal dos ratos sacrificados a cada seis horas até 48
horas apos a lesdo. Utilizam a coloracdo com hematoxilina — eosina. Observam, nos
ratos sacrificados, em seis horas, uma reducdo volumétrica dos neurbnios, em 24
horas pds-lesdo, reducdo no numero de neurdnios e indicios de vacuolizacdo e, em 48

horas, intensa degeneracdo neuronal e vacuolizagao.

Yoon et al. (1999) comprovam que, em lesdo medular produzida pelo sistema
NYU, uma dose Unica de 30 mg/Kg de metilprednisolona, aplicada 10 minutos apds o
traumatismo medular, reduz significantemente o volume de lesdo em 24 horas,
guando comparado com o grupo controle. Afirmam que, no modelo de lesdo medular

produzido pelo sistema NYU, exista uma janela terapéutica muito curta.

Bracken (2000) apresenta uma revisdo randomizada dos agentes
farmacoldgicos para o tratamento da lesdo medular aguda. Conclui, nesta revisdo, que
altas doses de metilprednisolona sdo a Unica terapia farmacoldgica que mostra ter

eficacia no tratamento da lesdo medular aguda.
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Debrovner (2000) publica artigo, em meio eletrénico, sobre o uso de células
tronco, células primitivas capazes de formar muitos tipos diferentes de células do
corpo, como chaves para a cura de doencas fatais ou crénicas. Define os diferentes
tipos de ceélulas, sitio e momento da evolucdo nos quais sdo encontradas, suas
caracteristicas, processo de especializacdo e de crescimento tecidual e possiveis
aplicacdes: celulas tronco, totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Aborda
aspectos éticos, morais e religiosos, riscos e controversias. Refere algumas
recomendacdes do “American Association for the Advancement of Science” e do
“Institute for Civil Liberty” quanto ao uso dessa tecnologia. Chama a atencdo quanto

a possiveis riscos de criacdo de expectativas miraculosas e dos dilemas morais.

Short et al. (2000) realizam revisao sistematica da literatura utilizando critérios
de inclusdo, exclusdo e validade pré-definidos. Fica evidente, nesta revisao
sistematica, ndo haver suporte para o uso de altas doses de metilprednisolona na leséo

medular aguda a fim de melhorar a recuperagdo neurologica.

Blight, Zimber (2001) chamam atencdo para o fato de ndo haver drogas
especificas que ajam diretamente na lesdo medular. Discutem a importancia de drogas
gue possam evitar a cascata de efeitos secundarios apds o traumatismo medular e

ressaltam a importancia da metilprednisolona como droga de escolha.

Bracken (2001) utiliza o método de medicina baseada em evidéncias para

verificar a eficacia do uso de metilprednisolona no traumatismo medular agudo.
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Baseado em evidéncias, conclui que a metilprednisolona, quando utilizada até oito
horas apos lesdo medular aguda, € uma terapia segura e efetiva, podendo resultar em
importante recuperacdo funcional clinica de alguns pacientes. Sugere que novos
estudos com outras drogas ou drogas de uso concomitante com a metilprednisolona

devem ser estimulados.

Geisler et al. (2001) publicam estudo clinico multicéntrico radomizado, duplo
cego e seqliencial de duas doses do GM1, comparado com placebo, para determinar a
eficacia desta droga na lesdo medular aguda. Ressaltam que, embora ndo provem a
eficacia primaria do GM1 nesta andlise, parece haver beneficios em seu uso em

pacientes com lesdo medular grave.

Hall (2001) demonstra que a maioria das lesbes medulares ndo sdo lesbes
completas e que parte da substancia branca permanece integra. Salienta que a
recuperacdo neuroldgica depende da preservacdo das estruturas que permaneceram
integras ap0s o traumatismo, principalmente axdénios descendentes e ascendentes da
substancia branca e de sua mielinizacdo normal. Discute que as estratégias
farmacoldgicas enfocam o controle do processo de lesdo secundaria, primariamente a
peroxidacdo lipidica e a manutencdo do maximo de substancia branca remanescente
possivel. Afirma que a metilprednisolona € a Gnica droga que, em altas doses, melhora

a funcdo neuroldgica em animais.
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Hurlbert (2001) revisa a literatura com métodos de medicina baseada em
evidéncia para avaliar o uso de metilprednisolona na lesdo medular aguda. Seus
resultados mostram que a metilprednisolona ndo deve ser recomendada como um uso
rotineiro na lesdo medular aguda ndo penetrante. O uso prolongado pode ser de risco

para o paciente e considera a metilprednisolona uma droga sob investigacao.

Legos et al. (2001) estudam os efeitos da metilprednisolona e da solucgéo salina
nos resultados funcionais e de fluxo sangiiineo apos lesdo da medula. Mostram que a
solucdo salina pode aumentar a liberacdo de metilprednisolona e prevenir
imunossupressao, levando a melhora da funcéo neuroldgica e elevando os indices de

sobrevida, apos a lesdo medular.

Taoka; Okajima (2001) salientam a importancia dos eventos secundarios ao
traumatismo medular, como eventos vasculares progressivos e dano celular endotelial.
Enfatizam que poucos agentes farmacoldgicos possuem acdo no sistema nervoso
central lesado e destacam a acdo da MP e do GML, dizendo ser estas as Unicas duas

drogas que estdo disponiveis para o uso clinico.

Cristante et al. (2002), em estudo prospectivo, experimental, com 20 ratos
adultos submetidos a lesdo hemimedular, transplantam células do sistema nervoso
fetal no sitio da lesdo em 15 destes ratos. Cinco animais permanecem como grupo
controle sem transplante. Os ratos sdo sacrificados apOs 48 horas e submetidos a

exame histolégico. Encontram que, em 60 % dos casos, as células fetais
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transplantadas permanecem viaveis e observam que a reacdo inflamatoria é maior do

que no grupo controle.

Merola et al. (2002) publicam estudo da resposta histologica da medula de
ratos que foram submetidos a lesdo medular contusa. Demonstram que,
histologicamente, a metilprednisolona reduz o desenvolvimento de edema grave e
preserva a arquitetura da medula adjacente ao local da lesdo, mas, em contraste, a
metilprednisolona ndo altera o desenvolvimento de necrose medular ou a resposta

astrocitica na zona de leséo.

Galvdo (2003) avaliou a eficacia da aplicacdo da oxigenoterapia
hiperbarica em ratos Wistar, com lesdo medular contusa produzida por
equipamento computadorizado para impacto por queda de peso, NYU Impactor.
Os ratos foram divididos aleatoriamente em grupo controle e grupo oxigénio
hiperbarico. Observou melhora na recuperacédo locomotora nos ratos tratados
com oxigénio hiperbarico nas fases iniciais de avaliacdo mas no final da avaliacéo
ndo havia diferenca estatisticamente significante entre ambos grupos. O exame
anatomopatologico comprovou as alteracdes estruturais da medula espinal nos

dois grupos.

Marcon (2006) em estudo experimental de lesdo medular em ratos Wistar,
utilizando o modelo de queda de peso com NYU-Impactor e a escala de avaliagdo

funcional BBB, estuda o0s possiveis efeitos benéficos da utilizagdo da
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metilprednisolona utilizada previamente ao trauma raquimedular, como forma de
prevenir provaveis lesdes associadas a algumas intervencgdes cirargicas. Nao so nédo
observa nenhum efeito benéfico da utilizacdo prévia ao traumatismo raquimedular

como descreve possiveis complicacfes associadas ao uso da mesma.

Cristante (2009), em estudo experimental de lesdo medular em ratos Wistar,
utilizando o modelo de queda de peso com NYU-Impactor, a escala de avaliacdo
funcional BBB e avaliacdo anatomopatoldgica, mostra possiveis efeitos benéficos da
utilizacdo da combinacdo das vitaminas C e E nas analises anatomopatoldgicas, por
provavel efeito antioxidante e menor resposta inflamatoria, apesar desta diferenca ndo

se refletir em uma melhora funcional.

Hita (2008) estudou os efeitos de= fator neurotrofico, proteina que auxilia na
maturacdo e desenvolvimento do sistema nervoso, no traumatismo medular. Conduziu
testes que propiciaram a andlise dos efeitos da recuperacdo funcional locomotora e
regeneracdo axonal em ratos submetidos a testes experimentais com a utilizacdo da
substancia neurotropina-4. Concluiu que a neurotropina-4 promove a recuperacao
locomotora funcional e diminui os efeitos secundarios da lesdo medular,

comparativamente ao grupo controle.

Cristante (2009) avalia o efeito da infusdo de células tronco indiferenciadas
autodgenas no sitio de lesdo, através de arteriografia, em pacientes com lesdo medular

cronica (mais de 2 anos). Através de avaliagdo com potencial evocado sdémato
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sensitivo, observou-se que 66,7 % dos pacientes apresentaram melhora do mesmo, em

2 anos e meio de seguimento.
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3 MATERIAL E METODOS

O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Andlise de Projetos de
Pesquisa — CAPPesq — do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Séo Paulo.

31 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO MEDULAR

Animais de Experimentacéo

Avaliaram-se 32 ratos Wistar machos, com peso variando de 300 a 340 g, com
20 a 21 semanas de vida, oriundos do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo. No momento da recep¢do, todos os ratos foram
avaliados quanto as condigdes gerais e a motricidade e identificados (grupo e
namero). Acondicionaram-se até 5 ratos de uma mesma ninhada por gaiola (40 x 60

cm)’. Mantiveram-se as gaiolas em ambiente climatizado, sob condicdes de higiene,

! Ratos Wistar néo familiarizados tendem a ser agressivos e podem mutilar-se.
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alimentacdo e hidratacdo adequadas no Laboratério de Estudos do Traumatismo
Raquimedular e de Nervos — LETRAN - do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do

Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Realizou-se 0 manuseio continuo dos animais antes da lesdo para acostuma-los

ao manejo dos experimentadores e para estimula-los a movimentarem-se

(condicionamento), facilitando a avaliacdo da capacidade motora apos a leséo.

Adotaram-se os seguintes critérios de inclusao e excluséo:

Critérios de inclusao:

o Ratos da raca Wistar

o Machos adultos jovens (20 a 21 semanas de vida, inclusive);

o Peso entre 300 a 340 gramas, inclusive;

o Condicao geral (pelagem e estado clinico) e motricidade normais;

Critérios de exclusdo:

. Obito ap6s lesdo;
o Anomalias da medula na area lesada observada macroscopicamente;

o Autofagia ou mutilagéo entre os animais;
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o Movimentacdo normal na primeira avaliacdo ap6s lesdo (21 pontos na
escala BBB (BASSO, BEATTIE e BRESNAHAN) de avaliacdo

funcional).

Todas as complicacbes foram analisadas estatisticamente para a detecgdo de

possiveis complicacGes estatisticamente significantes.

Formacé&o dos grupos experimentais

Os ratos foram separados aleatoriamente (por sorteio) e formaram quatro

grupos de oito animais cada:

o Grupo 1 — ratos submetidos a lesdo medular moderada através de um
equipamento computadorizado para impacto medular por queda de
peso — NYU Impactor® (“New York University Spinal Cord Contusion
Sistem - Impactor”), a 12,5 mm de altura, submetidos a tratamento
monossialogangliosideo (GM1) na dose de 30mg/kg durante sete dias,
com inicio 24 horas apds o trauma;

o Grupo 2 — ratos submetidos ao mesmo protocolo de lesdo moderada
com o NYU Impactor, os quais foram submetidos a sessbes de
oxigenoterapia hiperbarica com 2 atmosferas e duracdo de uma hora,

durante sete dias, com inicio 24 horas ap06s o trauma;
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o Grupo 3 — ratos submetidos ao mesmo protocolo de lesdo moderada
com o NYU Impactor, submetidos a terapia combinada com GM1 e
oxigenoterapia hiperbéarica, conforme o protocolo aplicado nos grupos
le?2;

o Grupo 4 — ratos submetidos ao mesmo protocolo de lesdo moderada
com o NYU Impactor, os quais ndo foram submetidos a nenhum

tratamento, servindo de grupo controle.

No grupo 1 ocorreram 2 ¢bitos (na primeira e na segunda semana de estudo),
ficando o grupo 1 com 6 ratos ao final; no grupo 2 ocorreu 1 6bito (na segunda
semana de estudo), ficando o grupo 2 com 7 ratos ao final; no grupo 3 ocorreram 2
Obitos (ambos na primeira semana de estudo), ficando o grupo 3 com 6 ratos ao final;
no grupo 4 ocorreram 2 Obitos (na primeira e na segunda semana de estudo), ficando o

grupo 4 com 6 ratos ao final.

Dos 6bitos do grupo 1, um estava relacionado a infeccdo do trato urinario
(ITU) e o outro ndo teve motivo identificavel; o ébito do grupo 2 estava relacionado a
infeccdo urinaria; dos 6bitos do grupo 3, um estava relacionado a infeccdo do trato
urinario (ITU) e o outro ndo teve motivo identificavel; dos ébitos do grupo 4, um
estava relacinado a infeccdo do trato urinario (ITU) e o outro foi relacionado a

autofagia.
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Protocolo de Anestesia

Previamente a lesdo, anestesiaram-se 0s ratos com 55 a 75 mg/kg de
pentobarbital intraperitoneal. O efeito anestésico iniciou-se em 5 minutos e durou no
minimo 2 horas, tempo suficiente para a lesdo. O plano anestésico profundo foi
confirmado pela auséncia dos reflexos da cdrnea e pela auséncia de reacdo a

compressdo da cauda.

Laminectomia

A exposicdo da medula para contusdo controlada foi realizada com o auxilio
de um microscopio cirargico. Apos tricotomia, realizou-se uma incisdo na linha média
dorsal para expor os arcos posteriores da coluna vertebral, de TVIII a TXII.
Descolaram-se 0s musculos inseridos nos processos espinhosos e nas laminas de TIX
a TXI. Expuseram-se 0s processos articulares destas vértebras. A hemostasia, quando
necessaria, foi realizada com um coagulador bipolar. Removeram-se, com um micro
sacabocados, 0 processo espinhoso e a lamina da vértebra TX e a metade distal do
processo espinhoso da TIX até expor a medula e permitir o posicionamento da ponta

da haste (puncéo) do NYU Impactor (New York University (1993)).

Respeitaram-se todos os demais cuidados relacionados por Rodrigues (1999)

(Figura 1).



METODOS 61

FIGURA 1 Procedimentos para a realizacdo da lesdo medular através de
equipamento computadorizado para impacto medular por queda de
peso - NYU Impactor. A — detalhe da laminectomia, com exposi¢ao
da medula espinal; B — detalhe das garras de fixagcdo nos processos
espinhosos e C — vista geral do posicionamento do animal no

dispositivo de impacto.
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Lesdo Medular (contusdo moderada controlada pelo NYU Impactor)

Adotou-se o modelo experimental de lesdo medular do MASCIS (“Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study”) padronizado para ratos Wistar (RODRIGUES,

1999).

Decidiu-se pela producdo de lesbes moderadas através do equipamento
computadorizado para impacto por queda de peso NYU Impactor. O teste de impacto
consistiu na queda de uma haste de impacto de 10 g de peso de uma altura pré-
determinada de 12,5 mm entre a ponta da haste (puncdo) e a superficie da medula
espinal, em queda livre, através de um tubo guia, monitorado por computador
(velocidade da haste, deformacdo absoluta e relativa da medula, instante de contato

efetivo e tempo de contato), de maneira a reduzir os fatores de impreciséo.

O equipamento foi construido de maneira a produzir um impacto direto de alto
rendimento, reduzir atritos e a resisténcia do ar e a permitir uma contusdo

reproduzivel (Figura 2).
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EQUIPAMENTO COMPUTADORIZADO PARA IMPACTO POR QUEDA DE PESO
(NYU Weight - Drop Impactor)
A Diagrama Esquematico Semn Escala

Potencidraetro Gtico digital para raedigio da posigéo das hastes
de impacto e de monitoragdo do movireento vertebral

e

N

Alturas prefixadas

—
—

N

Hastes de conexdo

¥

® Pino de liberagio
Aguisigéo, mostradores,
Haste de impacto armazenamento e  analise
computadorizadas.
Conecgéio D" Conector

9 pinos

Microcompu
taclor [BM
ramnativel

Sisterna de Conecgéo "D
interfaceamenta 37 pinos

2
-~ Circuito detector de contato da haste de impacto com a coluna
vertebral (detecta com precisdo o instante de impacto)

<==Peso de impacto
(10 gms X didmetro nominal de 2,5 mm — pode ser alterado)
(resolugdo aproximada: 0,075 rm e 10 ps)

e Haste de monitoragdo do movimento vertebral

{pino de tungsténio posicionado no processo lateral da vértebra no ponto
do impacto)

(resolugdo aproximada: 0,015 mm e 10 ps)

FIGURA 2 Equipamento computadorizado para impacto medular por queda de
peso - NYU Impactor. A — diagrama esquematico sem escala e B —
vista geral, CPU, video monitor, teclado, dispositivo de

interfaceamento, “mouse” e dispositivo de impacto.
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Os ratos foram posicionados no NYU Impactor de maneira a permitir o
contato pleno da ponta da haste (puncdo) na superficie exposta da medula (folga de
0,2 mm de cada lado), na altura de TX. Ajustaram-se as duas garras regulaveis, para a
fixacdo da coluna vertebral, presas aos processos espinhosos das vértebras TVIII e
TXI, respectivamente. As garras diminuiram as deformacgdes do corpo do rato (baixa
rigidez) e, conseqlientemente, o0 movimento da coluna, quando ocorre a queda do
peso, reduzindo-se os fatores de erros. Assim, produziram-se leses homogéneas e

repetiveis.

A contusdo medular moderada foi produzida pelo NYU Impactor (haste com
10g de peso e a 12,5mm de altura) seguindo os procedimentos, cuidados, regulagens,
controles, monitoracao, limpeza e esterilizacdo da haste constantes em seu manual e

os recomendados por Constantini; Young (1994) e Rodrigues (1999).

O equipamento computadorizado para impacto medular por queda de peso

monitorada NYU Impactor (Figura 2) compde-se de:

o Dispositivo de impacto (haste de 10 g a 12,5 mm de altura pré-
determinada para contusdo moderada, tubo guia e sistema de
monitoracdo de posicdo, velocidade de queda, instante de contato,
periodo de contato, deformacdo da coluna e deformacdo absoluta e
relativa da medula);

o Dispositivos de interfaceamento (instrumentacao);
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o Microcomputador IBM-PC compativel,
. Video monitor VGA;

o Placa de interface com saida paralela e temporizador.

Procedimento apds lesdo

Apbs a lesdo, o rato foi colocado em uma superficie aquecida, ndo excedendo
a temperatura de 38 °C. Inspecionou-se o sitio da lesdo da contusdo. Na presenca de
hemorragia, realizava-se a hemostasia. Em seguida, lavou-se o sitio da contusdo com
solucdo fisioldgica de cloreto de sodio a temperatura ambiente. Realizou-se a
aproximacdo dos planos teciduais musculares e fasciais e da pele com sutura de

pontos simples com fio nylon monofilamentado 2.0.

Transferiram-se 0s ratos para cadmaras com temperatura controlada de 25 a

28°C, durante 30 minutos, para controle de provavel hipotermia pds-operatoria.

Espremeu-se a bexiga dos ratos, para esvaziamento vesical.

Antibioticoterapia

Os ratos foram submetidos a antibioticoterapia para prevenir e/ou reduzir a

infeccdo na ferida cirdrgica a nas vias urinérias. Administrou-se, subcutaneamente, 25
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mg/kg de cefalotina (Keflin Neutro® - Ely Lilly) imediatamente apés a lesdo e uma
vez ao dia durante os 7 dias seguintes. Naqueles que apresentassem infeccdo,
estender-se-ia o tratamento até o 10° dia e esta era entdo considerada como uma

complicacdo, sendo a mesma entdo utilizada para fins estatisticos.

Manutencéao

Os ratos retornaram as mesmas gaiolas de origem (40 x 60 cm), mantidos nos
mesmos grupos de até 5 animais, nas mesmas condi¢cdes ambientais (manejo sob as
mesmas condi¢des, com agua e racdo ad libitum, com troca da maravalha e limpeza
das gaiolas periddicas) até o final do experimento, quando foram submetidos a

eutanasia.

Durante o periodo de avaliacdo pela escala BBB, os ratos foram observados
quanto a mutilagbes, infeccdes ou outras alteracdes (critérios de exclusdao e

complicagdes).
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3.2 TRATAMENTO MEDICAMENTOSO E  OXIGENOTERAPIA

HIPERBARICA

Os grupos utilizados no estudo foram denominados Grupo 1, 2, 3 e 4. Foi
utilizado como tratamento medicamentoso 0 monossialogangliosidio (GM1) na dose
de 30 mg/kg/dia e como tratamento com oxigenoterapia hiperbarica uma camara
hiperbarica a 2 atmosferas por 1 hora/dia. A forma, o tempo de tratamento e a divisdo
dos grupos encontram-se descritos anteriormente, no item 3.1 - Formacgdo dos

grupos experimentais.

Utilizou-se uma camara hiperbérica tubular com 770 mm de comprimento, 180
mm de diametro interno e altura atil de 150 mm (entre a plataforma e a parede
superior), especialmente dimensionada para ratos, com paredes de acrilico
transparente de 10mm de espessura. A camara hiperbarica dispunha de uma valvula
de controle na entrada, de um mandmetro diferencial (kgf/cm?) (barémetro aneréide)
para controle da pressdo interna, de um fluximetro na saida (I/min calibrado a 3,5
kgf/cm? ou 345 kPa e 21°C) e de termdmetro (°C). O fluxo de oxigénio (O-) provinha

de um cilindro através de tubulacéo flexivel (plastico) (Figura 3).

Adotaram-se as seguintes regulagens:
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o Capacidade - até 10 ratos simultaneos;
. Fluxo de - 14 1/min de Oy;
oxigénio

o Presséo interna 2 atmosferas (atmosfera absoluta, manémetro =

+ 1,0 atmosfera de diferanga); (SHIOKAWA et

al. 1986)
. Temperatura - ambiente;
o Tempo - 1 hora/dia (continua) ap06s equalizagdo da

pressdo (excluindo o tempo de pressurizacéo e

de despressurizagao);

o Descompressao continua, de 2 atmosferas (atmosferas
absolutas) a 1 atmosfera (atmosfera absoluta),

em 5 minutos.

(1 atmosfera = 1,033 kgf/cm®= 101,3 kPa)
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FIGURA 3 Camara de oxigenoterapia hiperbarica. A — vista geral do tubo de
oxigénio circuito e cAmara hiperbéarica; B — lateral direita da camara,
valvula de entrada, manémetro diferencial, termémetro e fluximetro

de coluna e C — manutencdo de até 8 ratos simultaneos (1h/dia)
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3.3 PROTOCOLO DA CAPACIDADE LOCOMOTORA PELA ESCALA

BBB DE AVALIACAO FUNCIONAL

A recuperacdo da capacidade locomotora apos lesdo medular foi medida pela
escala BBB (BASSO; BEATTIE; BRESNAHAN) de avaliacao funcional (BASSO et

al., 1995).

A escala BBB de avaliacdo funcional baseia-se em critérios observacionais
especificos, definicbes simples e ndo ambiguas dos termos e permite uma rapida e

precisa descricdo do desempenho locomotor.

Esta escala foi adotada pelas instituicbes que integram o MASCIS e pelo
LETRAN. Decidiu-se pela avaliacdo visual por time treinado (2 observadores), as

cegas e pela menor avaliacdo.

Todos os ratos dos grupos Droga A T-0, Droga A T-4, Droga B T-0 e Droga B

T-4 foram avaliados no 2°, 7°, 14°, 21° e 28° dias de pos-operatorio.

A avaliagéo consistiu em colocar o rato no centro de uma caixa de observagao

de 80x80 cm e borda com 17 cm de altura forrada com um campo cirdrgico azul



METODOS 71

turquesa (escuro) para maior contraste durante o periodo de observacdo (ratos

brancos, fundo azul escuro) (Figura 4).

FIGURA 4 Determinacdo da capacidade locomotora apos lesdo pela escala BBB
de avaliacdo funcional (Basso et al. 1995). A — rato posicionado na
caixa forrada com campo azul para facilitar observacéo e B — rato em
vista lateral, avaliagdo da movimentacdo do quadril, joelho e tornozelo

da pata posterior direita e posi¢éo da cauda.
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Avaliou-se a capacidade locomotora do rato. As observacGes sobre o
movimento das articulaces da pata posterior (quadril, joelho e tornozelo), a posicdes
do tronco e do abdome, o deslocamento da pata (balango) e 0 modo de contato da pata
com o solo, a coordenacdo, os dedos, o0 contato e a liberacdo da pata com o solo, a
instabilidade do tronco e a posicédo relativa da cauda, em relacdo aos lados direito e

esquerdo, foram anotadas em formulario proprio.

O formuléario permitiu o registro da identidade, do nimero de dias pos-
operatorio e dos comentarios (Anexo I) e facilitou a descricdo do movimento e a
definicdo da pontuacdo. A escala BBB varia de 0 a 21 pontos para cada lado, esquerdo

e direito.

A avaliacdo de cada rato foi realizada por dois observadores simultaneos,
adequadamente treinados, neutros, sem conhecimento do grupo de origem do rato, de

maneira a ndo interferir nos resultados.

Caso o rato, posicionado no centro da caixa, permanecesse imovel por 15 a 20

s, era estimulado a movimentar-se através de toques com um lapis.

A avaliacdo da capacidade locomotora do rato demorou de 4 a 5 minutos,
durante 0s quais anotaram-se, no respectivo formulario, as caracteristicas do

movimento executado.
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Anotaram-se as caracteristicas de consenso entre os observadores. Caso
houvesse discordancia, decidiu-se pela anotacdo da pior caracteristica (menor

pontuacéo).

Apresentam-se, em anexo, 0 modelo traduzido do formulario e as pontuacoes
possiveis com as respectivas definicdes operacionais das categorias e atributos da
escala BBB de avaliacdo funcional (Anexo | e Il). Tém-se, nos anexos Ill e 1V, as
pontuacdes dos ratos em estudo, obtidas na escala BBB de avaliacdo funcional e as

listas de complicages e achados relevantes de necropsia.

3.4 EUTANASIA

Ao final do periodo de experimentacdo todos os ratos foram submetidos a
eutanasia conforme legislacdo em vigor e seguindo os preceitos do Colégio Brasileiro

de Experimentacdo Animal — COBEA (1999).

Utilizou-se dose letal de pentobarbital (140 mg/Kg) por via intraperitoneal.
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35 EXAME NECROSCOPICO E ANATOMOPATOLOGICO

O exame necroscopico dos ratos foi realizado de modo a permitir a

identificacdo macroscépica de possiveis alteracdes em relacdo ao padrao normal.

Na inspecao inicial, observou-se externamente a presenca de possiveis lesdes

associadas a autofagia ou multilacéo.

Quanto a inspecdo interna, iniciou-se a mesma com a retirada da coluna
vertebral, realizando-se uma nova incisdo dorsal extensa, onde se exp6s a coluna e

cortou-se, com uma tesoura, um segmento desde TVIII a TXII.

Com um micro-sacabocados, retiraram-se, cuidadosamente, todas as estruturas

0Osseas e de partes moles adjacentes a medula até exp6-la completamente.

Realizou-se uma avaliacdo visual macroscopica da medula no local da

contusdo para se verificar qualquer anomalia (critério de exclusao).

Realizou-se incisdo ventral, com toracotomia e laparotomia associadas. Os
pulmd@es foram inspecionados para a identificacdo de possiveis alteracBes, como a

presenca de empiema ou condensacdo. No abddmen, focalizou-se a inspecdo da
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bexiga, para a identificacdo de bexiga neurogénica flacida (com aumento importante
do volume da mesma) ou de alteracbes sugestivas de infeccdo (hiperemia e
hematuria). Os dados assim coletados foram listados para posterior analise estatistica

de complicacdes associadas.

A seguir, a medula retirada foi encaminhada individualmente em frasco,
devidamente identificado, com solucdo de formaldeido (10%) para o Servico de
Anatomia Patologica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

O estudo anatomopatologico consistiu de uma analise microscépica (6ptica) de

laminas coradas pela hematoxilina-eosina (HE).

Realizaram-se cortes histologicos no plano axial, no segmento medular, com
intervalos de dois milimetros, representando toda a area lesada, numa extenséo de um
centimetro a partir do centro da lesdo. Este material foi processado e desidratado em
bateria de alcoois, depois sofreu processo de diafanizacdo em xilol e, posteriormente,
foi incluido em parafina. Uma vez contido no bloco de parafina, foram feitos cortes
histologicos de cinco micra em micrétomo. Estes cortes foram realizados meio
centimetro acima e meio centimetro abaixo da area central da lesdo. Este material foi

entdo fixado em laminas de vidro e corados pela técnica de hematoxilina -eosina.
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Assim, foram preparadas 3 laminas para cada medula, denominadas A, B e C.
Os laminas A e C corresponderam, respectivamente, as regides proximal e distal ao
sitio de lesdo e foram colhidas como forma de controle individual, em cada rato. Ja o
fragmento B corresponde ao sitio de lesdo propriamente dito, sendo diferente dos

fragmentos A e C.

O Servico de Patologia avaliou e graduou (ausente - 0, discreto - 1, moderado -

2 e acentuado - 3) todos os fragmentos quanto a:

- Necrose

- Hemorragia

- Hiperemia

- Degeneracao da Substancia Nervosa (degeneracao cistica)

- Infiltrado Celular

Os patologistas ndao foram informados quanto ao grupo de origem a que

pertenciam as medulas dos ratos (avaliacdo cega).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram resumidas e representadas pelas estatisticas descritivas
pertinentes: freqliéncia absoluta (n) e relativa (%) ou média, desvio padrdo (dp),

mediana, valores minimo e maximo.
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Foram utilizados testes ndo parametricos devido a natureza das variaveis.

Foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis na comparacdo entre os grupos de
estudo quanto ao escore BBB em cada momento de avaliagcdo. As diferencas entre os
grupos, quando significantes, foram localizadas pelo teste de comparacGes multiplas
de Dunn.

As distribuicdes dos escores da analise andtomo-patoldgica foram comparadas
entre os grupos pelo teste de Kruskal-Wallis.

Os grupos foram comparados quanto a mortalidade pelo teste do qui-quadrado
da razdo de verossimilhanca.

Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (o = 5%) e niveis descritivos (p)

inferiores a esse valor foram considerados significantes e representados por *.
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A amostra foi composta por 32 animais com média de idade de 20,5 semanas e variacdo

entre 20 e 21 semanas. Os animais apresentavam média de peso de 355,8 g e variacdo entre 302 e

419 g.

Os 4 grupos foram comparados quanto ao peso, idade e as medidas pos-operatorias. As

medidas descritivas desses parametros por grupo de estudo se encontram nas tabelas abaixo.

Tabela 1 — Peso e Idade dos animais segundo o grupo de estudo

Variaveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=18) (n=8) (n=8) (n=8)
Peso (g)
média (dp) 373,9 (27,3) 364,1 (32,3) 335,6 (27,8) 349,9 (30,3)
mediana 375,0 375,0 323,55 346,0
minimo — maximo 321 -419 312 — 398 302 — 375 309 — 392
comparacao p =0,075
Idade (semanas)
média (dp) 20,5 (0,5) 20,6 (0,5) 20,4 (0,5) 20,5 (0,5)
mediana 20,5 21,0 20,0 20,5
minimo — maximo 20-21 20-21 20-21 20-21

comparagéo

p = 0,809
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N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos quanto as médias

de peso e de idade dos animais (p > 0,05 em ambas as comparagdes).

Os 4 grupos foram comparados quanto aos indices BBB

e anatomopatologicos  poés-

operatorios. As medidas descritivas desses parametros por grupo de estudo se encontram nas tabelas

abaixo.

Tabela 2 — Escore BBB segundo o grupo de estudo e lado

Varidveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=8) (n=28) (n=8) (n=8)
Escore BBB — E — 2 dias
média (dp) 0,00 (0,00) 0,50 (1,07) 0,13 (0,35) 0,25 (0,46)
mediana 0 0 0 0
minimo — maximo 0-0 0-3 0-1 0-1
comparagéo p = 0,460
Escore BBB — D - 2 dias
média (dp) 0,13 (0,35) 0,63 (1,06) 0,13 (0,35) 0,13 (0,35)
mediana 0 0 0 0
minimo — maximo 0-1 0-3 0-1 0-1
comparacao p = 0,444
Escore BBB — E — 1 semana n="7 n==6 n="7
média (dp) 2,71 (1,80) 2,50 (2,56) 5,67 (3,67) 2,43 (0,79)
mediana 3 1,5 6 3
minimo — maximo 0-5 0-7 0-11 1-3
comparagéo p=0,189
Escore BBB — D — 1 semana n="7 n==6 n=7
média (dp) 2,43 (2,07) 2,50 (2,00) 4,83 (3,19) 3,86 (2,55)
mediana 2 3 4,5 4
minimo — maximo 0-5 0-5 1-9 0-7
comparagéo p=0,333

(continua)
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Tabela 2 — Escore BBB segundo o grupo de estudo e lado (continuagéo)

Varidveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=8) (n=28) (n=8) (n=8)
Escore BBB — E — 2 semanas n==6 n=>7 n==6 n==6
media (dp) 4,83 (2,86) 5,86 (3,63) 10,17 (4,17) 5,17 (4,02)
mediana 4,5 7 10,5 3,5
minimo — maximo 1-9 1-10 3-14 2-12
comparagéo p=0,130
Escore BBB — D — 2 semanas n==6 n="7 n==6 n==6
média (dp) 4,83 (4,07) 5,71 (4,15) 9,83 (3,66) 6,50 (4,55)
mediana 4,5 4 10 6
minimo — maximo 1-12 1-13 5-14 2-14
comparacao p=0,177
Escore BBB — E — 3 semanas n==6 n="7 n==6 n==6
média (dp) 9,17 (4,12) 9,71 (4,11) 13,33 (4,18) 9,67 (4,84)
mediana 11 12 14,5 12
minimo — maximo 4-13 3-14 5-16 3-14
comparagéo p = 0,068
Escore BBB — D — 3 semanas n==6 n=7 n==6 n==6
média (dp) 10,17 (3,31) 11,71 (3,90) 13,00 (3,35) 10,83 (5,38)
mediana 9,5 13 13,5 115
minimo — maximo 7-14 617 7-16 2-16
comparacao p = 0,669
Escore BBB — E — 4 semanas n==6 n="7 n==6 n==6
média (dp) 14,67 (3,08) 12,29 (4,35) 15,67 (2,81) 12,17 (3,19)
mediana 15,5 14 16,5 13
minimo — maximo 10 - 18 4-16 11-19 615
comparagéo p=0,165
Escore BBB — E — 4 semanas n==6 n="7 n==6 n==6
média (dp) 15,50 (2,07) 13,71 (4,19) 15,17 (2,56) 12,33 (4,76)
mediana 16,5 15 16 13,5
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minimo — maximo

12 -17

5-17 12-18

4-16

comparagéo

p = 0,340

Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos em

nenhuma das avaliagdes nos lados esquerdos e direitos dos animais (p > 0,05 em todos os testes

aplicados).

Tabela 3 — Escore BBB segundo o grupo de estudo

Varidveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n =16) (n =16) (n =16) (n =16)
Escore BBB — 2 dias
média (dp) 0,06 (0,25) 0,56 (1,03) 0,13 (0,34) 0,19 (0,40)
mediana 0 0 0 0
minimo — maximo 0-1 0-3 0-1 0-1
comparagéo p=0,239
Escore BBB — 1 semana n=14 n=12 n=14
média (dp) 2,57 (1,87) 2,50 (2,22) 5,25 (3,31) 3,14 (1,96)
mediana 2,5 2 5 3
minimo — maximo 0-5 0-7 0-11 0-7
comparacao p=0,074
Escore BBB — 2 semanas n=12 n=14 n=12 n=12
média (dp) 4,83 (3,35) 5,79 (3,75) 10,00 (3,74) 5,83 (4,15)
mediana 4,5 55 10,5 5
minimo — maximo 1-12 1-13 3-14 2-14
comparagéo p=0,015*
Escore BBB — 3 semanas n=12 n=14 n=12 n=12
média (dp) 9,67 (3,60) 10,71 (3,99) 13,17 (3,61) 10,25 (4,92)
mediana 10,5 12 14 12
minimo — maximo 4-14 3-17 5-16 2-16
comparagéo p=0,077
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Escore BBB — 4 semanas n=12 n=14 n=12 n=12
média (dp) 15,08 (2,54) 13,00 (4,17) 15,42 (2,58) 12,25 (3,86)
mediana 16 14,5 16 13
minimo — mazimo 10 - 18 4-17 11-19 4-16
comparagéo p = 0,057

Na comparacdo entre 0os grupos quanto ao Escore BBB foram encontrados os seguintes
resultados:
. Né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos na avaliacéo de 2
dias (p = 0,239);
. Né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos na avaliacéo de 1
semana (p = 0,074);
. Foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos na avaliacdo de 2
semanas (p = 0,015), onde o Grupo 3 apresentou escores significantemente maiores do que os dos
demais grupos;
. Né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos na avaliacéo de 3
semanas (p = 0,077);
. Né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos na avaliacédo de 4
semanas (p = 0,057), onde o resultado é marginalmente significante indicando tendéncia a
diferenca. O grupo 4 apresentou escores menores do que 0s dos grupos 1 e 3, porém sem
significancia estatistica nessas diferencas.

Os graficos abaixo representam os resultados apresentados na tabela 3.
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Gréfico 1 — Boxplot do escore BBB na avaliacdo de 2 dias segundo o grupo de estudo
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Gréfico 2 — Boxplot do escore BBB na avaliacdo de 1 semana segundo o grupo de estudo
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Gréfico 3 — Boxplot do escore BBB na avaliagdo de 2 semanas segundo o grupo de estudo
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Gréfico 4 — Boxplot do escore BBB na avaliacdo de 3 semanas segundo o grupo de estudo
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Graéfico 5 — Boxplot do escore BBB na avaliacdo de 4 semanas segundo o grupo de estudo
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Tabela 4 — Obitos segundo o grupo de estudo
o Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Variaveis
(n=28) (n=8) (n=8) (n=28)
Obito — n (%)
Né&o 6 (75,0) 7 (87,5) 6 (75,0) 6 (75,0)
Sim 2 (25,0) 1(12,5) 2 (25,0) 2 (25,0)

comparagéo p =0,908
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Né&o foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos quanto a ocorréncia de

Obitos dos animais (p = 0,908).

Tabela 5 — Analise anatomo-patolédgica da medula espinal dos ratos — regido A: proximal ao sitio

de leséo
Varidveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=6) (n=7) (n=6) (n=6)
Necrose — n (%)
0 5( 83,3) 6 ( 85,7) 3 ( 50,0) 5( 833)
1 1( 16,7) 1( 14,3) 3( 50,0) 1( 16,7)
comparagéo p=0,420
Hemorragia — n (%)
0 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0)
comparagéo
Hiperemia —n (%)
0 0( 0,0 1( 14,3) 0( 0,0 0( 0,0
1 4 ( 66,7) 2 ( 28,6) 5( 833) 4 ( 66,7)
2 1( 16,7) 2 ( 28,6) 0( 0,0 2( 333)
3 1( 16,7) 2 ( 28,6) 1( 16,7) 0( 0,0
comparagéo p=0,801
Degeneracao cistica — n (%)
1 2( 333) 3( 429 3 ( 50,0) 3 ( 50,0)
2 4 ( 66,7) 3( 42,9 3 ( 50,0) 3 ( 50,0)
3 0( 0,0 1( 14,3) 0( 0,0 0( 0,0
comparacao p =0,908
Infiltrado celular — n (%)
0 3 ( 50,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 5( 833)
1 3 ( 50,0) 0( 0,0 0( 0,0 1( 16,7)
comparagéo p = 0,062
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N&o foram encontradas diferencgas estatisticamente significantes entre os grupos em nenhum dos

fatores na regido A (p > 0,05 em todos os testes aplicados).
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Tabela 6 — Analise anatomo-patoldgica da medula espinal dos ratos — regido B: no sitio de leséo

Varidveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=6) (n=7) (n=6) (n=6)
Necrose —n (%)
0 1( 16,7) 5(71,4) 2( 333 2( 333
1 3( 50,0 1( 14,3) 2( 333) 2( 333)
2 1( 16,7) 0( 0,0 2( 333) 2( 333)
3 1( 16,7) 1( 14,3) 0( 0,0 0( 0,0
comparagéo p=0,412
Hemorragia — n (%)
0 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0)
comparagéo
Hiperemia —n (%)
0 0( 0,0 1( 14,3) 0( 0,0 0( 0,0
1 2( 333) 1( 14,3) 2( 333) 3 ( 50,0)
2 2( 333) 1( 14,3) 0( 0,0 3 ( 50,0)
3 2( 333) 4 (57,1) 4 ( 66,7) 0( 0,0
comparagéo p =0,382
Degeneracao cistica — n (%)
1 0( 0,0 3( 42,9 0( 0,0 0( 0,0
2 3( 50,0) 2 ( 28,6) 5( 833) 6 (100,0)
3 3 ( 50,0) 2 ( 28,6) 1( 16,7) 0( 00
comparacao p=0,276
Infiltrado celular —n (%)
0 1( 16,7) 5(71,4) 5(71,4) 3( 50,0)
1 4 ( 66,7) 1( 14,3) 0( 0,0 3 ( 50,0)
2 1( 16,7) 1( 14,3) 1( 14,3) 0( 0,0
comparagéo p=0,221

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos em nenhum dos

fatores na regido B (p > 0,05 em todos os testes aplicados).
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Tabela 7 — Anélise anatomo-patoldgica da medula espinal dos ratos — regido C: distal ao sitio de

leséo
Varidveis Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
(n=6) (n=7) (n=6) (n=6)
Necrose — n (%)
0 2( 333) 5(714) 3 ( 50,0) 2( 333)
1 3 ( 50,0) 0( 0,0 2( 333) 1( 16,7)
2 0( 0,0 1( 14,3) 1( 16,7) 3 ( 50,0)
3 1( 16,7) 1( 14,3) 0( 0,0 0( 0,0
comparagéo p=0,697
Hemorragia — n (%)
0 6 (100,0) 7 (100,0) 6 (100,0) 6 (100,0)
comparagéo
Hiperemia —n (%)
0 0( 0,0 1( 14,3) 0( 0,0 0( 0,0
1 2( 333 2 ( 28,6) 2( 333) 4 ( 66,7)
2 1( 16,7) 2 ( 28,6) 2( 333) 2( 333)
3 3( 50,0 2 ( 28,6) 2( 333) 0( 0,0
comparacao p=0,415
Degeneracao cistica — n (%)
0 0( 0,0 1( 14,3) 1( 16,7) 0( 0,0
1 1( 16,7) 2 ( 28,6) 1( 16,7) 0( 0,0
2 2( 333) 2 ( 28,6) 3 ( 50,0) 6 (100,0)
3 3 ( 50,0) 2 ( 28,6) 1( 16,7) 0( 0,0
comparacao p=0,543
Infiltrado celular — n (%)
0 1( 16,7) 5(71,4) 5(71,4) 3( 50,0)
1 5( 833) 2 ( 28,6) 0( 0,0 3 ( 50,0)
2 0( 0,0 0( 0,0 1( 14,3) 0( 0,0
comparagéo p=0,197
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N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos em nenhum dos

fatores na regido C (p > 0,05 em todos os testes aplicados).
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Analise anatomopatologica do grau de degeneragdo da substancia
nervosa (ausente, discreto
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FIGURA 6  Analise anatomopatoldgica do grau de hiperemia (ausente, discreto,
moderado e acentuado) do tecido medular lesado dos ratos. Imagem
tipica de microscopia Optica com aumento de 200 vezes de um
resultado acentuado. Lamina 3B do grupo 1. Coloragéo por HE



FIGURA 7

RESULTADOS

Analise anatomopatologica do grau de infiltrado celular e degeneracéo
cistica (ausente, discreto, moderado e acentuado) do tecido medular
lesado dos ratos. Imagem tipica de microscopia éptica com aumento
de 50 vezes de um resultado moderado e acentuado, respectivamente.
Lamina 4B do grupo 2. Coloracéo por HE
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FIGURA 8

RESULTADOS

Analise anatomopatoldgica de uma regido sem alteracfes (controle).
Imagem tipica de microscopia Optica com aumento de 50 vezes.
Lamina 2C do grupo 2. Coloracéo por HE

97



5. DISCUSSAO



DISCUSSAO 99

5 DISCUSSAO

Desde as classicas publicacdes de Allen (1911) e Allen (1914), varios modelos
experimentais tém sido desenvolvidos para simular a lesdo medular produzida por
peso em queda livre sobre a medula de animais (Ford, 1983, Noble; Wrathall, 1985,

Bresnahan et al., 1987, Noble; Wrathall, 1987 e Behrmann et al., 1992).

O modelo experimental através de queda de peso, em ratos Wistar, para a
producdo de lesdo medular mediana foi o selecionado porque permite a padronizacao
e a uniformizacdo da amostra. A escolha de ratos Wistar deveu-se a maior
disponibilidade e utilizacdo em laboratdrios brasileiros, a sua disponibilidade pelo
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e,
principalmente, devido a padronizacdo realizada e adotada pelo Laboratério de
Estudos do Traumatismo Raquimedular e de Nervos — LETRAN do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sdo Paulo — I0T-HC-FMUSP (Rodrigues (1999)).

A obtencdo de uma lesdo medular mediana sistematizada e homogeneizada,

desejada, foi feita através de um equipamento de impacto controlado por
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microcomputador, liberando uma haste com um peso de 10 gramas a uma altura de
12,5 mm (“New York University Impactor System”), desenvolvido por Gruner (1992)
e avaliado e utilizado inicialmente por Constantini; Young (1994) e Basso et al.

(1996).

Outro método de contusdo medular controlado possivel de ser comparado seria
0 “Ohio State University Impactor System — OSU Impactor”. BASSO et al. (1995)
demonstram que ambos 0s sistemas sdo eficazes e equivalentes na producéo da leséo
medular. Os dois métodos apresentam desenvolvimento e evolucdo similares. Nesse
experimento, o desenvolvimento, a progressdao e a estabilizacdo da capacidade
funcional atingiram seu patamar definitivo no periodo de quatro semanas. Esta foi
uma experiéncia pioneira e sua metodologia ficou consagrada, referida em diversos

outros estudos e aqui, também.

A avaliagio dos ratos nos 2°, 7°, 14°, 21° e 28° dias do periodo pds-operatorio
contempla todos os aspectos da sequéncia de eventos ocorridos ap6s o traumatismo
raquimedular. Dessa maneira, pbde-se observar e comparar a progressdo dos

resultados até a sua estabilizacdo (patamar definitivo).

O equipamento computadorizado “NYU Impactor”, disponivel no LETRAN,
assim como nos principais centros de pesquisa que integram o “Multicenter Animal
Spinal Cord Injury Study — MASCIS”, permite a comparacdo interinstitucional dos

resultados.
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A regulagem, os cuidados e a operacdo seguiram o método preconizado por

Rodrigues (1999) e os que constam no manual de operacdo do equipamento.

O ndmero de ratos por grupo (n) baseou-se nas experiéncias anteriormente
descritas, que utilizaram o mesmo modelo experimental (Basso et al. 1996,
Constantini; Young 1994, Rodrigues 1999, Vialle et al. 1999, Marcon 2006, Narazaki

2006, Cristante 2009).

Um critério de inclusdo rigido é necessario para se eliminarem fatores de
interferéncia, que sao: ratos de raca e sexo Unicos, idades entre 20 a 21 semanas, peso
variando de 302 a 419 gramas, e sem alteracdo de motricidade ou do estado geral,
avaliado pela pelagem. A homogeneizacdo da amostra é essencial para se obter

confiabilidade e reprodutibilidade.

A escolha do nivel de lesdo em TX e com intensidade média (12,5 mm) é
baseada ainda na técnica proposta por Rodrigues (1999). As justificativas para esta
opcao baseiam-se na obtencdo de ratos paraplégicos apds a contusdo medular, porém
com capacidade locomotora suficiente para garantir sua subsisténcia (alimentacédo e
hidratacdo) e facilitar a avaliacdo da capacidade funcional residual. O sistema pode
ser graduado com a queda da haste de altura de 6,25, 12,5, 25 e 50 mm. Escolhemos a
altura de 12,5 mm (intensidade média), porque a altura de 50mm causa lesdo medular

completa com mortalidade alta na primeira semana, e o0s ratos lesados a 6,25 mm
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apresentavam recuperacao quase completa em 10 dias, independente de qualquer
intervencao (Basso et al. 1996, Constantini; Young 1994, Rodrigues 1999 e Vialle et
al. 1999, Marcon 2006, Narazaki 2006, Cristante 2009). Ainda em relacdo a altura
utilizada, nestes trabalhos anteriores, utilizou-se a altura de 25 mm; mas, em trabalhos
recentes, observou-se que a lesdo obtida com a altura de 12,5 mm, além de também
promover a paraplegia nos ratos, possibilitava a observacdo mais rapida de possivel
melhora dos mesmos, sem que 0s mesmos obtivessem melhora completa ao final do

estudo (Narazaki 2006).

O protocolo de oxigenoterapia hiperbarica escolhido levou em consideracdo a
manutencdo de uma pressao suficientemente elevada para produzir o efeito desejado
(elevacdo da pressdo parcial de oxigénio no sangue), estabelecida entre duas e trés
atmosferas absolutas. Porém, minima o suficiente para reduzir a ocorréncia de lesdes
ou efeitos colaterais (Balantine (1978)). Adotou-se, assim, da mesma maneira que
Shiokawa et al. (1986), a pressdo de duas atmosferas absolutas, a minima admitida

para terapia por oxigénio hiperbarico.

O fluxo de oxigénio foi fixado em 14 litros por hora, volume suficiente para

manter pelo menos 10 ratos na camara utilizada.

A escolha do periodo de uma hora diaria, a partir do primeiro dia pés-
operatorio e durante 7 dias consecutivos, é baseada nos trabalhos de Shiokawa et al.

(1986) em ratos e posteriormente no de Murakami et al. (2001) em coelhos. Tanto em
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animais, quanto em humanos, empregam-se protocolos entre 30 minutos e trés horas
de duracdo diaria (Shiokawa et al. (1986)). A duracdo da sessdo e o0 tempo de
tratamento ideais sdo controversos, portanto a ado¢do de uma hora por sete dias

encontra-se dentro destes limites.

Utilizamos o GM1 porque alguns estudos clinicos documentam as acgdes
benéficas do uso desses gangliosideos, melhorando a funcdo neuroldgica de pacientes
com trauma raquimedular nas fases aguda e crénica (Geisler et al. 1991, Geisler 1993,
Walker JB, Harris M, 1993). Outros autores descrevem os efeitos benéficos na
recuperacdo neuroldgica, atribuidos ao aumento dopaminérgico axonal, associado a
remocao de fatores que inibem a regeneracéo de fibras nervosas (Toffano et al. 1983)
e a capacidade do GM1 em reduzir a degeneracdo retrograda dos axdnios (Sabel et al.
1988). Borzeix et al. (1989) observam ainda aumento do fluxo sangiiineo na medula

lesada, ap6s o uso de GM1.

Tentou-se ainda, num terceiro grupo, a combinacdo destes dois tratamentos
anteriores. A utilizacdo de um meio fisico (oxigenioterapia hiperbarica) associada a
um meétodo farmacoldgico (GM1) foi feita na tentativa de potencializacdo destes
tratamentos. Tal combinacdo ndo encontra similar na literatura, o que torna o

experimento inédito.
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A ferramenta de avaliacdo ideal da funcdo locomotora deve ser de facil
utilizacdo, sensivel e ter a capacidade de, rapidamente, mostrar mudancas, mesmo em

um limitado nimero de animais experimentais.

Embora sabedores de que toda avaliacdo de resultado funcional apresenta
aspectos discutiveis e controvertidos (Rivlin; Tator (1977)), resolveu-se adotar o
critério mais aceito e difundido dentre os centros de pesquisa que utilizam modelos de

experimentacao em ratos, ou seja, a escala BBB.

A escala BBB ¢ adotada pelos centros de pesquisa que integram o MASCIS e
permitem, da mesma maneira que a utilizacdo do “NYU Impactor”, a padronizagdo
dos métodos e a comparacdo dos resultados, além disso, a vantagem € a rapida e
objetiva avaliacdo visual, que permite a afericio por uma equipe de dois
examinadores simultaneos. De acordo com Basso et al. (1995), o pior resultado em
caso de discordancia é o adotado. Ainda a favor da escala BBB, que é uma evolucéo
daquela desenvolvida por Tarlov; Klinger (1954) apud Basso et al. (1995), constatam-
se niveis superiores de reprodutibilidade e defini¢cbes formais precisas que facilitam a

observacao com maior poder discriminatorio.

Para a avaliacdo da recuperacdo locomotora dos membros posteriores,
procederam-se mensuracdes dos lados direito e esquerdo, dos grupos 1, 2, 3 e 4, no 2°,

7°, 14°, 21° e 28° dias do periodo pos-operatério. Compararam-se, assim, as diferencas
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entre os resultados motores dos diversos grupos, bem como a presenca de

intercorréncias ao longo do estudo.

Apdbs a eutanasia, 0 exame necroscopico dos ratos foi realizado de modo a
permitir a identificacdo macroscopica de possiveis alteracdes em relacdo ao padrao
normal. Varios estudos realizados no LETRAN mostram que a metodologia
atualmente disponivel neste laboratério (coloracdo de hematoxilina-eosina) para o
exame anatomopatolégico de amostras do sitio de lesdo medular ndo tem se mostrado
suficientemente sensivel para a visualizacdo de diferencas significativas (Rodrigues
(1999)). Mesmo assim, ap6s a eutanasia, amostras dos tecidos medulares foram
retirados do sitio da lesdo e submetidos ao exame anatomopatoldgico, pelo método de
coloracdo de hematoxilina e eosina, com a finalidade de comprovar estigmas da leséo
tecidual. Este estudo se fez necessario para certificacdo de que o traumatismo fora

efetivo na producédo da contusdo medular.

Como esperado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa em todas as
analises anatomopatoldgicas. Ndo houve diferenca comparando-se 0S grupos nos
fragmentos A, C e destacadamente o B (sitio de lesdo), em todos os itens analisados
(necrose, hemorragia, hiperemia, degeneracdo da substancia nervosa (degeneracao
cistica) e infiltrado celular). Este fato ja era previsto, como dito anteriormente, pelo
fato do metodo de analise disponivel ser pouco sensivel para a detecgdo de possiveis
diferengas entre os grupos. Além disso, a utilizagdo da graduacéo de lesdo provocada

por queda do peso de altura de 12,5mm de altura, menor inclusive que a utilizada pela
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maioria dos trabalhos, priorizou as possiveis alteracdes funcionais em detrimento das

alteracdes anatomopatoldgicas.

Os resultados da capacidade locomotora, obtidos pela escala BBB, do grupo 3
(oxigénio hiperbarico e GM1) foi significativamente superior aos demais grupos na
segunda semana de analise. Na terceira semana esta diferenca nédo foi observada. Na
quarta semana, novamente ndo houve diferenca estatisticamente detectavel mas
existiu uma diferenca marginalmente significativa dos grupos 1 (GM1) e 3 (oxigénio

hiperbarico e GM1) quando comparados ao grupo controle (grupo 4).

A observacdo destes resultados demonstra que existe um efeito benéfico na
recuperacdo funcional dos ratos com a utilizacdo de GM1 e que 0 mesmo parece ter
sido potencializado pela utilizacdo do oxigénio hiperbarico. Este efeito benéfico do
GM1 aparece novamente na quarta semana de evolucdo, atraveés da diferenca
marginalmente significativa dos grupos que o utilizaram (grupos 1 e 3). Esta diferenca
aparece como marginalmente significativa devido provavelmente a um tamanho
pequeno da amostra para 0 estudo em questdo ou a um tempo de segmento nédo
suficiente para que estas diferencas se estabelecessem definitivamente. Como dito
anteriormente, o tamanho da amostra e o tempo de estudo basearam-se nas
experiéncias anteriormente descritas com este modelo, ndo sendo possivel prever que,
neste estudo, os mesmos pudessem ndo ser suficientes.

Ainda, em relacdo a recuperagdo funcional, o que o oxigénio hiperbarico

parece ter feito foi acelerar momentaneamente a recuperagdo motora que o GM1
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ocasionaria (grupo 3 — GM1 e oxigénio hiperbarico, na segunda semana), aceleracao
esta que ndo se manteve nas semanas subsequentes. Pode-se, inclusive, entender que a
evolucdo, no grupo 3, alcangou antes um estagio final (ou quase) e que, nas semanas
seguintes, a evolugdo no outro grupo (grupo 1 — somente GM1) chegaria a um estagio

equivalente.

Ja o oxigénio hiperbarico utilizado isoladamente (grupo 2) parece nao
promover nenhum beneficio. Mostrou-se, como dito anteriormente, eficaz num
possivel efeito acelerador na recuperacdo no grupo 3, o qual utilizou GM1 associado
ao mesmo. Mesmo este efeito acelerador ndo se manteve na analise das semanas
subsequentes. Cabe, neste momento, a discussdo se o tempo de utilizacdo da oxigénio

terapia hiperbarica ndo deveria ter sido maior.

Em experimentos com modelos animais, foram utilizados diversos tempos de
aplicacdo da terapia com oxigénio hiperbarico. A variacdo foi desde 15 minutos apds
a lesdo, como sugerido por Murakami et al. (2001), de 15 minutos a duas horas por
Higgins et al. (1981) e de uma a quatro horas (Kelly Jr. et al. (1972)). Em humanos,
Gamache et al. (1980) recomendam iniciar a terapia hiperbarica dentro das quatro
horas sucessivas a lesdo medular espinal. A opcdo pelo inicio da terapia em camara
hiperbarica, 24 horas ap6s a lesdo medular espinal, nos animais, deveu-se ao fato que,
em nosso meio, a maioria dos pacientes lesados medulares (72%) chega aos hospitais
de referéncia muito depois de encerrada a fase aguda da lesdo primaria (BARROS

FILHO et al. (1990)), isto €, até oito horas ap0s o traumatismo, e, portanto, apos a
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janela de tempo ideal para aplicacdo da terapia com oxigénio hiperbarico nas

primeiras horas apos a leséo.

Com relacdo a quantidade administrada de oxigénio sob pressdo, em animais
submetidos a lesdo medular provocada, Higgins et al. (1981), Kelly Jr. et al. (1972) e
Balentine (1975) utilizaram 2 a 5 atmosferas, da mesma forma que Murakami et al
(2001). Acima destes limites, os efeitos colaterais, como a necrose das células do
corno anterior da medula espinal de ratos ou ainda a degradacdo enzimaética por
oxidacdo no cérebro, podem ocorrer. Embora ndo haja dados precisos e definitivos
sobre a pressdo ideal para a experimentacdo em ratos, optou-se pela pressdo de 2

atmosferas, a semelhanca de Kelly Jr. et al. (1972) e Shiokawa et al. (1986).

Entre as alternativas hoje disponiveis para o tratamento da lesdo medular,
destacam-se as que atuam reduzindo o dano neural, aqui incluidos todos 0s aspectos
de prevencdo do dano medular secundario. As principais op¢fes sao a operatoria e a
farmacoldgica, que tém sido aplicadas nos tratamentos clinicos atuais. A farmacologia
tem empregado preferencialmente a metilprednisolona, por seus efeitos
neuroprotetores. Citam-se a inibicdo da lesdo oxidativa da célula pela formacdo de
radicais livres, a inibicdo da peroxidacdo lipidica, a diminuicdo da liberacdo de
aminoacidos excitatérios, a diminuicdo do influxo de célcio intracelular e 0 aumento
do fluxo sanguineo para a medula lesada (Anderson et al. (1982)). O protocolo do
“National Acute Spinal Cord Injury Studies” (NASCIS-2 e NASCIS-3), amplamente

utilizado, resulta em melhora da funcdo neuroldgica na lesdo medular aguda. Os
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gangliosideos (GM1) tém demonstrado um efeito neurotrofico, mas parecem inibir os
efeitos neuroprotetores da metilprednisolona e seu mecanismo de a¢éo ainda nédo esta
bem elucidado, estando esta droga ainda em carater experimental (Geisler et al.
(1991), Constantini; Young (1994)). Percebe-se que, na pratica clinica, o emprego dos
farmacos se restringe a uma acéo coadjuvante na lesdo medular aguda, necessitando

de maiores evidéncias quanto ao mecanismo de acéo e eficacia.

As técnicas cirargicas tém tido um grande avango. O uso de materiais de
implante aperfeicoados tem propiciado a realizacao de cirurgias de reconstrucdo com
fixacdo de colunas instaveis. A prevencdo de danos adicionais e facilitacdo da
reabilitacdo precoce é vantagem consagrada. Entretanto, isoladamente, ela ndo conduz

a melhora do estado neurologico, necessitando de terapias complementares.

As duas linhas de pesquisa dirigidas para a regeneracdo do dano medular séo a
modificacdo do ambiente do sitio de lesdo e a ativacdo da capacidade neuronal
intrinseca. A primeira se faz através do implante de pontes acelulares semeadas com
células de tecido fetal, células gliais e neutralizacdo das moléculas de inibicdo do
crescimento neuronal. O segundo ramo de pesquisa diz respeito a utilizacdo de genes
estimuladores da regeneracdo neuronal intrinseca (GAP-43, Bcl-2, c-Jun), ou através
do implante de fatores neurotréficos (NGF, BDNF, NT-3, NT-4, fatores de
crescimento derivados das plaquetas e fatores de crescimento dos fibroblastos).
Sabemos que a regeneracdo ocorre mais facilmente no sistema nervoso periférico do

que no sistema nervoso central e esta diferenca esta em parte relacionada a proteinas
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associadas a mielina. A neutralizacdo dessas proteinas por anticorpos monoclonais

(IN-1) pode levar a regeneracdo em ratos adultos (Bregman et al. (1997)).

Muitos estudos encontram-se em andamento em relacdo a regeneracdo do
sistema nervoso central, com o uso de fatores neurotréficos, do enxerto de nervos
periféricos associados ou ndo a fatores neurotroficos (Bregman et al. (1997)), de
anticorpos bloqueadores dos fatores inibitorios da regeneracao, do enxerto de células
do sistema nervoso central (Ramon-Cueto et al. (1998)), e de células tronco (Nockels;
Young (1992), Schwab; Bartholdi (1996), Amar; Levy (1999) e Cristante et al.

(2002)).

Estes novos recursos terapéuticos proporcionam, pela primeira vez, uma
perspectiva de cura, ainda que controversa pelas suas implicacdes éticas (Debrovner
(2000)). Devido aos pequenos resultados praticos do uso de medicamentos e ainda do
longo caminho a ser percorrido com estes novos estudos sobre a regeneracao

neuronal, ndo ha presuncao da terapia Unica.

A contribuicdo dessa pesquisa experimental foi a comprovacdo de que parece
haver efeito benéfico na utilizacdo do GM1 na recuperacdo funcional na lesdo
medular, efeito este que parece ser potencializado através da combinacdo do GM1

com a OXxigénio terapia hiperbarica.
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CONCLUSOES

Quanto aos indices motores, a utilizagdo do GM1 tem efeito benéfico, embora sem
significancia estatistica.

O efeito benéfico do GM1 ¢é antecipado através da utilizagdo concomitante da oxigénio terapia
hiperbarica.



7. ANEXOS
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ANEXO |
ESCALA BBB DE AVALIACAO FUNCIONAL
“BASSO, D.M.; BEATTIE, M.S. E BRESNAHAN, J.C., 1995
Rato: Data / / 200 Dias P6s-Operatorio Pontuagdo Esquerdo: Direito
Movimento do Membro . i |
; : Pisada Posicao
Posterior MOVlm-entO-da Pata C Predominante da n
Dianteira 0 Pata s d
Posicdo do o | Liberacéo dos t o
Quadril | Joelho | Tornozel fronco Dorsal | PI A B a
IQuadril | Joelho | Tornozelo orsal | Plantar
. d Contato s Ib T
A P icial | E!
Abdome poio da Pata e Inicial evagao ir Cauda
n I o
Balango a in
Sem Com ¢ d c
DIE|D| E | D Lado | Apoio Suporte | Suporte] E | D | E | D}}a E D E|D|E|DJao
de Peso | de Peso 0 d
e
0(0|0]| O 0 0|0|O0|0O}Jjo0} oO* 0* |1 | | ;
E|D Arrastandol Palra C:jma
s|s|s|s|s olo|o]|o]lo] o o |E|E|E|E (elevada)
E|D E|D|E|D|E|D
Paralelo FIF|F|FIF| F** == _
E|E|E| E | E |Central PlP|P|P Pat;a.Baéxo
Alto clclclcllc] c C (abaixada)
Comentarios:
Movimento + Pisada Dorsal > 4 passos da pata posterior 0  Nunca (0%) I Rotagdo Interna
0 Nenhum * Liberacdo < 50% O Ocasional (< 50%) E Rotacdo Externa
S Suave (discreto) **  Dedos Arrastando > 4 passos da pata posterior | F  Freqliente (51-94%) P Paralelo
E Extenso C Consistente (95-100%)
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ANEXO Il

QUADRO 1 ESCALA BBB DE AVALIAGAO FUNCIONAL DE 21 PONTOS DE BASSO ET AL. (1995)°
PONTUACAO DEFINIGOES OPERACIONAIS DE CATEGORIAS E ATRIBUTOS

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior.

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

5 Movimento extenso de uma articulagdo ou movimento extenso de uma articulagéo e discreta de uma
outra.

3] Movimento extenso de duas articulagdes.

4 Movimento discreto de todas as trés articulagdes do membro posterior.

5) Movimento discreto de duas articulagdes e movimento extenso da terceira.

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

7 Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior

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

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

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

1 Passo plantar com suporte de peso fregiente a consistente e nenhuma coordenagdo dos membros
anterior e posterior

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

13 Passo plantar com suporte de peso fregiiente a consistente e coordenagao freqiiente dos membros
anterior e posterior.
Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenagéo consistente dos membros anterior e
posterior e posicdo predominante da pata rodada (interna ou externamente) durante a locomocéo, no

14 instante do contato inicial com a superficie (piso) bem como, antes de liberar os dedos no final da

fase de apoio ou passada plantar freqiiente, coordenagao consistente dos membros anterior e posterior
e passada dorsal ocasional.
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(continuacéo)

PONTUACAO

DEFINICOES OPERACIONAIS DE CATEGORIAS E ATRIBUTOS

15

16

17

18

19

20

21

Passada plantar consistente e coordenacédo consistente dos membros anterior e posterior e nenhuma
liberac&o dos dedos ou liberagéo ocasional durante 0 movimento do membro para frente, posicéo
predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros anterior e posterior durante a marcha e a
liberag&o dos dedos ocorre freqiientemente durante 0 movimento do membro para frente, a posi¢éo
predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada no instante da
liberago.

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

Passada plantar consistente e coordenagdo dos membros anterior e posterior durante a marcha e a
liberagdo dos dedos ocorre consistentemente durante 0 movimento do membro para frente, a posi¢éo
predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodada na liberacdo dos
dedos.

Passada plantar consistente e coordenacéo dos membros anterior e posterior durante a marcha e a
liberagdo dos dedos ocorre consistentemente durante o0 movimento do membro para frente; a posicéo
predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberagdo dos dedos e
apresenta a cauda para baixo parte do tempo ou por todo o tempo.

Passada plantar consistente e coordenacéo dos membros anterior e posterior durante a marcha e a
liberag&o dos dedos ocorre consistentemente durante o movimento do membro para frente; a posi¢do
predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato e da liberacédo dos dedos e
apresenta a cauda consistentemente elevada e instabilidade do tronco.

Passada plantar consistente e marcha coordenada, liberagéo consistente dos dedos, a posigao
predominante da pata é paralela ao corpo durante toda a fase de apoio, estabilidade consistente do
tronco, cauda consistentemente elevada.
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DEFINICOES

Discreta

Extensa

Pedalada

Sem suporte de peso

Com suporte de peso

Passada plantar

Passada dorsal

Coordenagdo dos membros anterior
e posterior

Ocasional
Freqliente
Consistente

Instabilidade do tronco

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

Movimento parcial da articulagdo, superior a metade da amplitude de movimento da
articulacdo

Movimento ritmico do membro posterior no qual suas trés articulacdes estéo
estendidas, em seguida completamente flexionadas e novamente extendidas, o animal
geralmente inclina-se lateralmente, a superficie plantar da pata pode ou nao tocar o
solo, nenhum suporte de peso corp6reo € evidente por toda a pata posterior

Nenhuma contracdo dos musculos extensores do membro posterior durante pisada
plantar da pata ou nenhuma elevagdo da coxa

Contragdo dos musculos extensores do membro posterior durante a pisada plantar da
pata ou elevacéo da coxa

A pata estd em contato plantar com suporte de peso, em seguida ocorre 0 movimento
do membro para a frente até ser restabelecido o contato plantar com suporte de peso

O peso é suportado pela superficie dorsal da pata em qualquer ponto do ciclo do passo

Para todo passo do membro anterior ocorre um passo do membro posterior e 0s
membros posteriores se alternam

Menos do que ou igual a metade das vezes, < 50%
Mais do que a metade, mas ndo sempre, 51- 94%
Quase sempre ou sempre, 95 — 100%

Lateralizacdo do peso que causa oscilagdo de um lado a outro ou colapso parcial do
tronco
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CAPACIDADE LOCOMOTORA PELA
ESCALA BBB DE AVALIAGAO FUNCIONAL

ANEXOS 119

2 Dias 1 Semana 2 Semanas 3 Semanas 4 Semanas
Grupo 1 E D E D E D E D E D
RATO 1 0 0 1 0 3 1 10 8 17 16
RATO 2 0 0 0 3 1 5 4 7 10 12
RATO 3 0 0 5 0 4 1 4 7 12 14
RATO 4 0 0 4 2 ++++ ++++ - - - -
RATOS5 0 0 ++++ ++++ - - - - - -
RATO 6 0 0 4 2 5 4 12 11 18 17
RATO 7 0 0 3 5 7 6 12 14 15 17
RATO 8 0 1 2 5 9 12 13 14 16 17
Grupo 2
RATO 1 0 0 4 4 I 4 12 13 16 17
RATO 2 0 0 1 0 1 1 8 10 16 17
RATO 3 1 1 1 4 7 8 14 15 15 15
RATO 4 0 0 0 2 2 3 3 6 4 5
RATOS5 0 1 5 4 10 8 12 13 11 13
RATO 6 0 0 0 1 ++++ ++++ - - - -
RATO 7 0 0 2 0 4 3 6 8 10 13
RATO 8 3 3 7 5 10 13 13 17 14 16
Grupo 3
RATO 1 1 0 4 2 9 I 14 12 17 16
RATO 2 0 0 ++++ ++++ - - - -
RATO 3 0 0 0 1 3 5 5 7 11 12
RATO 4 0 0 5 4 9 8 14 13 14 12
RATO5 0 0 Il 5 14 12 16 14 16 17
RATO 6 0 0 I 8 12 14 16 16 17 16
RATO 7 0 1 11 9 14 13 15 16 19 18
RATO 8 0 0 ++++ ++++ - - - - - -
Grupo 4
RATO 1 0 1 3 6 2 6 12 13 15 16
RATO 2 0 0 ++++ ++++ - - - - - -
RATO 3 0 0 3 5 3 6 4 8 12 11
RATO 4 0 0 1 0 2 2 3 2 6 4
RATOS5 1 0 3 I ++++ ++++ - - - -
RATO 6 0 0 2 4 12 14 13 16 14 16
RATO 7 0 0 3 4 8 9 14 16 13 16
RATO 8 1 0 2 1 4 2 12 10 13 11

Legenda )
Grupo 1 - GM1 ++++ Obito

Grupo 2 — Camara Hiperbérica

Grupo 3 — GM1 + Camara Hiperbarica

Grupo 4 - Controle
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ANEXO IV

COMPLICACOES E
ACHADOS RELEVANTES DE NECROPSIA

OBITOS:

GRUPO 1: 2 (1 INFECCAO URINARIA, 1 SEM MOTIVO APARENTE)
GRUPO 2: 1 (INFECCAO URINARIA)

GRUPO 3: 2 (1 INFECGAO URINARIA, 1 SEM MOTIVO APARENTE)
GRUPO 4: 2 (1 INFECCAO URINARIA, 1 AUTOFAGIA)

TODOS APRESENTARAM URINA TURVA NAS PRIMEIRAS SEMANAS.
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ANEXO V

ANALISE ANATOMOPATOLOGICA

REGIAO A: PROXIMAL AO SITIO DE LESAO
REGIAO B: NO SITIO DE LESAO

REGIAO C: DISTAL AO SITIO DE

LESAO

FATORES ESTUDADOS:

Necrose

Hemorragia

Hiperemia

Degeneracao substancia Nervosa (Degeneracgao Cistica)
Infiltrado Celular

I OBITOS
Degenerag

Necrose Hemorragia Hiperemia ao Inf. Celular
GRUPO 1
1A 0 0 1 2 1
1B 1 0 1 2 1
1C 1 0 1 2 1
2A 0 0 1 1 0
2B 1 0 2 3 1
2C 1 0 3 3 1
3A 0 0 1 2 1
3B 2 0 3 2 2
3C 0 0 1 1 1
6A 0 0 1 1 0
6B 1 0 2 3 1
6C 1 0 2 3 1

7A 0 0 2 2 0
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7B 0 0 1 2 0
7C 0 0 3 2 0
8A 1 0 3 2 1
8B 3 0 3 3 1
8C 3 0 3 3 1
GRUPO 2

1A 0 0 0 1 0
1B 0 0 0 1 0
1C 0 0 1 1 0
2A 0 0 2 2 0
2B 0 0 3 2 0
2C 0 0 0 0 0
3A 0 0 1 1 0
3B 0 0 2 1 0
3C 0 0 1 1 0
4A 0 0 3 2 0
4B 3 0 3 3 2
4C 3 0 3 3 1
5A 1 0 3 3 0
5B 1 0 3 3 0
5C 2 0 3 3 1
7A 0 0 2 2 0
7B 0 0 3 2 1
7C 0 0 2 2 0
8A 0 0 1 1 0
8B 0 0 1 1 0
8C 0 0 2 2 0
GRUPO 3

1A 0 0 1 2 0
1B 0 0 1 2 0
1C 0 0 1 0 0




3A
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3C

4A
4B
4C

5A
5B
5C

6A
6B
6C

7A
7B
7C

GRUPO 4
1A
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4A
4B
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6A
6B
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ANEXO VI

PESO E IDADE DOS ANIMAIS

Rato Peso (g) Idade (semanas)
1
2
3
4 Grupo 1
5
6
7
8
9 398 21
10 374 21
11 312 20
12 390 21 Grupo 2
13 388 21
14 321 20
15 376 21
16 354 20
17
18
19
20
21 Grupo 3
22
23
24
25 .~ 314 20
26 . 89 20
27 348 20
28 | 344 21  Grupo4
20 3 21
30 [ 82 21
3t | s 21
32 [se4a 200
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