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Barbosa MO. Efeito neuroprotetor da hipotermia epidural apés a lesao
medular contusa em ratos [dissertacdo]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina

da Universidade de S&o Paulo; 2013.

Resumo

Introducao: A lesdo da medula espinhal é uma entidade clinica grave e
extremamente incapacitante. Muitos esforcos estdo sendo realizados para
melhorar a resposta neurolégica ao trauma da medula espinhal. Dentre eles,
destacamos o uso de agentes farmacologicos, a descompressao e
estabilizacdo cirargica precoces e a hipotermia. A hipotermia pode ser
induzida de forma sistémica ou local. Varias complicagcdes, como arritmias
cardiacas, coagulopatias e infecgdes, foram associadas ao uso sistémico da
hipotermia. Porém, sua aplicacdo local demanda a necessidade de
intervencado cirdrgica de emergéncia e manejo poés-operatério complicado.
Objetivo: Avaliar o efeito neuroprotetor da hipotermia epidural em ratos.
Material e método: Foram arrolados 30 ratos Wistar pesando entre 320-360
g e divididos aleatoriamente em dois grupos: o grupo da hipotermia epidural
e 0 grupo controle, com 15 ratos cada. Uma contusdo medular produzida por
queda padronizada de peso de 10 g, a 25 mm de altura, usando o New York
University (NYU) Impactor, foi realizada ap6s a laminectomia em T9-10 em
todos os ratos. Os ratos do grupo da hipotermia foram submetidos ao
resfriamento a 9-10 °C por um periodo de 20 minutos, logo apds a contusao

medular. Os grupos foram analisados durante seis semanas quanto a fungao
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motora utilizando-se a escala BBB e o teste do plano inclinado. Ao final da
sexta semana, foi realizado ainda o exame de potencial evocado motor dos
ratos, cujos resultados foram comparados entre o0s dois Qrupos.
Resultados: A avaliacdo da funcdo motora através da aplicacdo da
pontuacdo da escala BBB ao longo das seis semanas nao evidenciou
diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos. N&ao
encontramos diferencas estatisticas na avaliacdo motora através da
pontuacgao do teste do plano inclinado ao longo das seis semanas do estudo.
Os valores de laténcia e amplitude do potencial evocado motor nao
mostraram diferengas estatisticas significantes entre os grupos ao final da
ultima semana do estudo. Conclusao: A hipotermia ndao apresentou efeito
neuroprotetor quando aplicada no sitio da lesdo, logo apés a contusao

medular, no espaco epidural de ratos Wistar.

Descritores: Traumatismos da medula espinal; Hipotermia; Farmacos

neuroprotetores; Ratos Wistar.

vii



Barbosa MO. Neuroprotective effect of epidural hypothermia after spinal cord
lesion in rats [dissertation]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo; 2013.

Abstract

Introduction: Spinal cord injury (SCI) is a critical and extremely disabling
clinical condition. Considerable effort has been made to improve the
neurological response to the spinal cord lesion. We must highlight
pharmacological agents, early surgical decompression and stabilization and
hypothermia. Therapeutic hypothermia can be achieved systemically or
locally. Many complications have been associated to the systemic
hypothermia, such as cardiac arrhythmias, coagulopathies and infection.
However, local application demands surgical intervention and difficult post-
operative care. Objetive: To evaluate the neuroprotective effect of epidural
hypothermia in rats. Methods: Wistar rats (n = 30; weighting 320-360 Q)
were randomized in two groups: the hypothermia and the control group, with
15 rats in each. A spinal cord lesion was produced by the standardized drop
of a 10 g-weight from a height of 2,5 cm, using the New York University
Impactor, after the laminectomy at the T9-10 level. Rats of the hypothermia
group underwent epidural hypothermia for 20 minutes immediately after
spinal cord injury. Motor function was assessed during six weeks using the
BBB motor scores and inclined plane test. At the end of the last week,

neurologic status was monitored by the motor evoked potential exam and the
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results were compared between the two groups. Results: Analysis of the
BBB scores during the six-weeks period did not show any statistically
significant difference between the two groups. We did not find any significant
difference between the groups in the scores of the inclined plane test during
the six-weeks period. Latency and amplitude values of the motor evoked
potential exam did not show any statistically significant difference between
the two groups at the end of the study. Conclusion: Hypothermia did not
produce any neuroprotective effect when applied immediately after spinal

cord contusion, at the injury level and in epidural space of Wistar rats.

Descriptors: Spinal cord injuries; Hypothermia; Neuroprotective agents;

Rats, Wistar.
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1. INTRODUCAO

A cada ano nos Estados Unidos, aproximadamente 11.000 a 12.000
individuos sofrem uma lesdo da medula espinhal devido a acidentes com
veiculos automotores, lesbes relacionadas aos esportes e trauma direto.
Muitas das vitimas sao adultos jovens do sexo masculino e em sua maioria
estes individuos permanecem com paralisia grave e déficits funcionais para
o resto da vida.! No Brasil, somente em 2012, o Sistema Unico de Salde
(SUS) atendeu pelo menos 6.517 vitimas de traumatismo raquimedular ou
fratura da coluna vertebral com lesdo da medula espinhal.?

Muitos casos de paralisia apdés trauma raquimedular resultam da
isquemia secundaria aos efeitos do aumento da pressao venosa epidural e
espasmo arterial, que podem ser reversiveis.> Técnicas usadas para
maximizar a recuperacao neurolégica depois de um traumatismo
raquimedular tém sido objeto de intensa pesquisa durante décadas.*® Varios
métodos foram postulados no intuito de melhorar a recuperacao neuroldgica
de pacientes vitimas de lesdo medular, dentre eles a descompressao
medular e estabilizacdo precoces, 0 uso de varios agentes farmacolégicos, a
modificacdo de certos moduladores do processo inflamatério celular e a
hipotermia.>® A questdo é saber se estes métodos de fato contribuem
significativamente para a recuperacao neuroldgica.

O primeiro resfriamento da medula espinhal aplicado

experimentalmente com sucesso apods lesdo medular foi realizado por Albin



e colaboradores em 1967.” A partir desse estudo inicial, o efeito
neuroprotetor da hipotermia tem sido demonstrado em diferentes modelos
experimentais de lesdo medular. Resultados preliminares de ensaios clinicos
e estudos experimentais na década de 1970 mostram-se promissores.*>”’
Atualmente, a hipotermia vem sendo usada em estudos com modelos
animais e humanos para o tratamento de lesdes decorrentes de
traumatismos no cérebro e na medula espinhal por alguns investigadores.
Ela pode ser induzida de forma sistémica ou local.*® Tradicionalmente, até a
década de 80, vinha sendo aplicada de forma sistémica, uma técnica
limitada no que se refere a temperatura a ser alcangada (32 °C a 33 °C)
devido as complicagdes que podem surgir a medida que esta diminui, como
a dessaturacdo da hemoglobina, que leva a isquemia em pacientes
politraumatizados.>®

Considerando tais riscos e a aplicabilidade clinica limitada desse
método, outros pesquisadores publicaram resultados favoraveis usando a
hipotermia diretamente no local da lesdo, através da pele, tecido
subcutaneo, musculos paravertebrais e arco neural posterior.’> Por outro
lado, o resfriamento local da medula espinhal ao nivel da lesdo requer o uso
de dispositivos especiais, cirurgia de emergéncia e manejo pds-operatorio
complicado.® Devido a dificuldade da aplicagdo clinica de ambos, ainda
existem incertezas sobre qual delas, hipotermia local ou sistémica,

apresenta vantagem no efeito neuroprotetor.



1.2. Objetivos

Avaliar o efeito neuroprotetor da hipotermia aplicada ao nivel da lesédo

medular em ratos.



2. REVISAO DA LITERATURA

A primeira descrigdo intencional da indugdo de hipotermia foi, na
verdade, uma tentativa de retardar a progressdo de uma doenca
metastatica em uma mulher com um carcinoma ulcerado de mama cuja
doenca local havia mostrado uma resposta marcante ao resfriamento da
mama e do pescoco. O procedimento foi realizado pelo Dr. Temple Fay em
novembro de 1938.%2 Em seguida, ele descreveu, com colaboracdo de
outras equipes, o0 uso da hipotermia em um grande numero de pacientes
com cancer’ e lesdes cerebrais.®

Bigelow e cols. introduziram a ideia do uso da hipotermia na cirurgia
cardiaca apds extensos experimentos em caes, e, no final da década de 50,
ela ja estaria sendo publicada com varias indicagdes, incluindo o trabalho

pioneiro de reparo do aneurisma cerebral."

Naquelas circunstancias, o
tratamento com hipotermia consistia em manter temperaturas corporais
entre 24 °C e 33 °C. O entusiasmo com a indugdo da hipotermia foi
diminuindo com o passar das décadas e abandonado na década de 80
devido, em grande parte, as complicagbes associadas, que incluiram as
arritmias cardiacas, hipotensdo, coagulopatias, infeccdes sistémicas e
disttrbios hidroeletroliticos.'?

Em 1987, Busto e cols. publicaram um modelo de isquemia em ratos

no qual o dano neuronal poderia ser muito atenuado pela diminuicao

relativamente pequena da temperatura corporal comparada aos estudos



anteriores, sugerindo portanto que a hipotermia requerida para a protecéao
neuronal seria talvez ndo tdo grande como inicialmente demonstrado.’® Esse
potencial para o beneficio neurolégico com reducdes menores da
temperatura corporal levou a renovacao do interesse pela hipotermia, que
pode ser genericamente categorizada em leve (33°-36 °C), moderada (28 °-
32 °C), intensa (16°-28°C) e profunda (< 15 °C),"* embora as temperaturas
que variam de 32 °C a 34 °C sejam compativeis com hipotermia leve a
moderada na literatura. Nas duas Ultimas décadas, o interesse pela
hipotermia tem sido substancial, particularmente no traumatismo
cranioencefélico agudo, no trauma raquimedular, no acidente vascular
cerebral, na parada cardiorrespiratéria, na cirurgia cardiaca e no reparo
cirirgico dos aneurismas cerebrais e da aorta toracoabdominal.'?'

A hipotermia sistémica pode ser alcancada de duas formas: externa,
através do resfriamento da superficie corporal, ou interna, através do
resfriamento endovascular.’® O resfriamento da superficie corporal com
sacos de gelo aplicados ao corpo do paciente ou a lavagem gastrica usando
fluidos com gelo sdo as técnicas mais simples de inducdo de hipotermia'” e
foram utilizadas por investigadores em importantes ensaios de trauma
cranioencefalico'® e parada cardiorrespiratéria.’® Sistemas de resfriamento
da superficie corporal que usam circulacdo de ar ou agua gelados através
de dispositivos colocados na pele foram popularizados como resultado da
sua facilidade de uso. Um desses dispositivos, que usa um colchdo e uma
manta especiais, foi usado no estudo multicéntrico: Hipotermia ap6s Parada

Cardiorrespiratéria (estudo HACA — Hypothermia After Cardiac Arrest).?°



O resfriamento da superficie corporal, embora relativamente simples,
requer horas até alcancar a hipotermia moderada e, em individuos obesos,
sua eficacia em reduzir a temperatura corporal é limitada.'*"®> Um
resfriamento mais rapido pode ser alcancado através da infusdo endovenosa
de solucdo salina gelada ou utilizando uma conexdo com sistemas de
resfriamento extracorpéreo. Em individuos saudaveis, a infusdo de 40 ml/kg
de solucao salina a 4 °C por 30 minutos reduziu a temperatura corporal em
2,5 °C.2" Bernard e cols. publicaram que a infusdo de 30 ml/kg de solucao de
ringer lactato gelado, em pacientes comatosos que sobreviveram a parada
cardiorrespiratéria fora do ambiente hospitalar, reduziu a temperatura
corporal em 1,6 °C por mais de 25 minutos.”® Essas redugdes sdo,
claramente, mais rapidas do que as alcancadas com o resfriamento da
superficie corpérea. Uma comparacdao randomizada entre um sistema de
resfriamento endovascular e um sistema de resfriamento da superficie
corporea em pacientes submetidos a cirurgia para reparo de aneurisma
cerebral revelou que a temperatura alvo de 33 °C foi alcangcada mais
rapidamente, a sua manutengdo foi mais efetiva e o reaquecimento do
paciente foi mais rapido quando a abordagem com o sistema endovascular
foi usada.?

O tremor é uma resposta termorregulatéria natural a hipotermia
sistémica induzida pelo resfriamento e esta presente usando-se ambos os
sistemas, endovascular ou da superficie corpérea. Quando usamos essa
abordagem terapéutica, é importante considerarmos esse fator, pois o

tremor impede a reducdo da temperatura corpérea, além de ser muito



desconfortavel para o paciente. Varios métodos tém sido desenvolvidos para
o tratamento dos tremores decorrentes da indugé&o da hipotermia, incluindo
sedacdo e paralisia.?®> A meperidina, um agente particularmente eficaz na
reducdo dos tremores, é digna de nota®* e amplamente usada para permitir
reducdes significativas na temperatura corporal sem a necessidade de
anestesia geral ou mesmo drogas paralisantes.

A hipotermia regional € interessante por evitar as complicacoes
sistémicas associadas a reducao da temperatura do corpo como um todo. O
resfriamento regional da medula espinhal pode ser alcancado, por exemplo,
com a infusdo de solucéo salina gelada no espaco epidural ou intradural ou
mesmo usando dispositivo (cateter) resfriado e colocado no espaco
epidural.?®>?® Esta é a forma usual através da qual a hipotermia da medula
espinhal é clinicamente alcancada durante o reparo do aneurisma da aorta
toracoabdominal, embora ndo seja a Unica.?’ O resfriamento regional do
cérebro pode ser alcangado com um capacete ou dispositivo tipo boné,?®%
embora a eficacia em atingir temperaturas significativamente baixas seja
limitada com essa técnica em adultos. Técnicas endovasculares também
permitem a possibilidade de resfriamento de areas especificas do cérebro
com a colocacéao de cateteres em artérias dentro do cranio, uma estratégia
que pode ser aplicada em vitimas de acidente vascular cerebral (AVC) e
traumatismo cranioencefalico (TCE).**'

Embora a primeira investida de Fay com a hipotermia tenha sido feita

objetivando a parada do crescimento tumoral, a principal raz&o para a indugéo

da hipotermia nos ultimos 50 anos tem sido a prote¢do neuronal do cérebro e



da medula espinhal em situacdes como lesdes isquémicas e traumaticas.' E
interessante considerar o quanto esse efeito neuroprotetor é estimado,
embora de um ponto de vista pragmatico, os esforgos e acdes para alcanca-lo
sejam menores do que a preocupacao dos clinicos pela procura de um regime
terapéutico no contexto de uma condigdo neuroldgica grave.*

Sabendo que o sistema nervoso central é muito sensivel a pequenas
quedas na producao energética, é razoavel supor que a hipotermia age
geralmente para manter as concentragdes fisiolégicas de adenosina-
trifosfato (ATP). De uma forma geral, a frequéncia das reacdes biol6gicas
enzimaticas é substancialmente influenciada pela temperatura, e sendo
assim, a hipotermia confere protecdo da integridade celular, diminuindo a
atividade celular enzimatica, reduzindo a demanda celular de energia e
portanto mantendo as concentracdes de ATP." Tem sido divulgado que,
para cada grau de temperatura corpérea que é reduzido (em Celsius), o
metabolismo cerebral diminui em 5 a 7%.%® Para resumir a extensa e
detalhada revisdo de Erecinska sobre os efeitos da hipotermia no
metabolismo, a hipotermia reduz as taxas de metabolismo da glicose e
oxigénio de duas para quatro vezes por cada 10 °C de redugcdo na
temperatura corpérea, reduzindo também o fluxo sanguineo cerebral.®* A
subsequente manutencao de ATP por ambos, o consumo celular reduzido e
a producdo aumentada através da glicélise provavelmente tém papel
significante na preservagao da fungao neurolégica.

Muitos outros efeitos neuroprotetores da hipotermia tém sido

demonstrados, principalmente em modelos animais de isquemia do sistema



nervoso central.®*® Embora a fisiopatologia da isquemia cerebral seja
diferente daquela causada pelo trauma contuso a medula espinhal, a
isquemia ainda é considerada um fator importante que contribui para a leséo
secundaria na lesdo da medula espinhal,*® e portanto, é provavel que muitas
acles referentes ao mecanismo da hipotermia documentados em ambientes
de isquemia sejam relevantes para a lesdo da medula espinhal. Por
exemplo, na lesdo cerebral isquémica, a hipotermia tem reduzido os niveis
extracelulares de glutamato e portanto atenuado a toxicidade excitatoria, que
também é um importante colaborador da lesdo secundaria ap6s a lesao
medular.*”* Quebra da barreira hematoencefélica e o edema vasogénico
subsequente sdo diminuidos.***° A liberagdo do citocromo 3 e da caspase-3,
responsaveis pela morte celular é inibida.*® A hipotermia também reduz o
acumulo e ativacao de neutréfilos e da micréglia, importantes constituintes

29,41

da resposta neuroinflamatéria ao trauma. O estresse oxidativo é

reduzido pela inibicdo da producao de radicais livres.***

Embora nao exista um grande corpo literario disponivel sobre a
experiéncia clinica com a hipotermia no trauma raquimedular em humanos,
existe literatura substancial para outras condicées nas quais a hipotermia é
induzida para proteger o cérebro e a medula espinhal. Dentre os mais
relevantes para esta discussdo, destacamos o uso da hipotermia como
neuroprotetor cerebral no TCE, na parada cardiorrespiratéria, no acidente

vascular cerebral e na lesdo medular isquémica durante a cirurgia de

reparagao do aneurisma toracoabdominal.
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Marion e cols. publicaram, em 1997, estudo prospectivo randomizado
envolvendo mais de 80 pacientes, em que obtiveram melhora
significativamente maior em pacientes submetidos a hipotermia moderada
(32-33 °C) apods TCE grave (escala de coma de Glasgow de 5-8) apds 12
meses de seguimento.** Eles constataram 62% de bons resultados contra
38% no grupo controle. Um estudo maior, que também €& mais
frequentemente citado quando o assunto é hipotermia no TCE, foi publicado
por Clifton e cols., que randomizaram 392 pacientes vitimas de TCE para a
inducdo da hipotermia (33 °C por 48 h)."® Esse ensaio clinico néo
demonstrou beneficio significativo para os pacientes tratados com
hipotermia. Porém é importante mencionar que, nesse ensaio, a hipotermia
foi instituida em média apo6s oito horas do trauma, relativamente tarde,
portanto. Os pacientes com hipdxia persistente foram excluidos e variacoes
significativas no manejo clinico do balango hidrico existiram entre os centros
que participaram do estudo. Uma metanalise em 2002 concluiu que a
hipotermia n&o era benéfica no TCE, embora encorajasse estudos futuros.*
Uma revisdo sistematica da Cochrane em 2004 concluiu que nao havia
evidéncia de que a hipotermia fosse benéfica no tratamento do TCE*® e
estaria associada a aumento significativo na incidéncia de pneumonia.
Embora os estudos anteriores tenham abordado o TCE em adultos, a
hipotermia vem sendo ativamente estudada em pacientes pediatricos.

O New England Journal of Medicine publicou dois ensaios clinicos
randomizados em fevereiro de 2002, em que a hipotermia foi induzida em

pacientes nos quais a circulacao espontanea foi reestabelecida apdés uma
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parada cardiorrespiratoria devido a fibrilacdo ventricular ou taquicardia. Esse
estudo, denominado HACA, foi um ensaio randomizado, multicéntrico que
envolveu 275 pacientes divididos em dois grupos: o que foi submetido a
hipotermia (32-34 °C por 24 h) e o controle. Foi utilizado um sistema de
resfriamento da superficie corpérea.’® Apds seis meses da parada
cardiorrespiratéria, o grupo submetido a hipotermia apresentou taxa de
resultado neurolédgico favoravel maior (55% versus 39% com intervalo de
confianca de 95%, IC 95%: 1.08-1.81). A taxa de mortalidade apods os
primeiros seis meses também foi maior no grupo da hipotermia (55% versus
41% IC 95%: 0.58-0.95). Havia uma tendéncia em direcdo a uma proporcao
aumentada de complicagdes nos pacientes do grupo da hipotermia somada
a uma taxa mais alta de sepse e sangramento. O estudo australiano
desenvolvido por Bernard e cols. randomizou 77 pacientes para normotermia
e hipotermia de 33 °C por 12 horas usando resfriamento da superficie

corporal com colchdo de gelo.”

O percentual de pacientes que
sobreviveram com bom resultado (liberados para casa ou para reabilitagao)
foi significativamente maior no grupo da hipotermia (49% versus 26%). Uma
revisdo sistematica da literatura publicada em 2006 concluiu que a
hipotermia leve diminui a mortalidade hospitalar e melhora a condicao
neuroldgica em pacientes que sobreviveram a parada cardiorrespiratéria.*’
Embora a hipotermia tenha demonstrado aparente beneficio
neuroprotetor na isquemia cerebral global secundaria a parada

cardiorrespiratéria, o seu uso em vitimas de acidente vascular cerebral, nos

quais a area isquémica é mais localizada, ndo tem sido extensivamente
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estudado. Uma revisdao da Cochrane realizada em 1999 mostrou que, até
entdo, ndo havia nenhum ensaio clinico prospectivo e randomizado relativo a
hipotermia no derrame cerebral.® O grupo COOL-AID (Cooling for Acute
Isquemic Brain Damage) conduziu dois estudos seguros e viaveis no acidente
vascular cerebral agudo. O primeiro avaliou o resfriamento de 32 °C da
superficie corpérea por 12 horas em 19 pacientes®® e o segundo avaliou o
resfriamento endovascular de 33 °C por 24 horas em 40 pacientes.”® Ambos
mostraram seguranca e a viabilidade da hipotermia nesta condigcdo, mas
nenhum deles foi capaz de demonstrar beneficio neurolégico. Apesar do
beneficio clinico ndo comprovado, dados de um grande nimero de estudos em
animais teriam sugerido que a hipotermia é benéfica no AVC agudo,’’ e ela é
encarada como tendo potencial neuroprotetor promissor nesta situacao clinica
pela “American Stroke Association”.”® Curiosamente, existem alguns dados de
estudos que sugerem um melhor resultado neurolégico em pacientes vitimas
de AVC que ja chegam ao hospital em leve estado de hipotermia.>>*

Seguindo essa linha, a hipotermia tem sido investigada como um
adjuvante neuroprotetor na cirurgia para correcao do aneurisma cerebral, em
que o déficit neuroldgico pode decorrer da hemorragia intra-operatéria, da
oclusdo vascular e da manipulacao direta ou retracdo do parénquima
cerebral. Com esse proposito, um estudo prospectivo, randomizado, foi
conduzido para avaliar os beneficios da hipotermia sistémica intra-
operatéria. Participaram do estudo 1.001 pacientes, submetidos ao
resfriamento de 33 °C. Todd e cols. publicaram em 2005 no New England

Journal of Medicine que a hipotermia nado resultou em melhora dos
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resultados quando comparada & normotermia.>® Os autores ainda
publicaram uma frequéncia aumentada de bacteremia nos pacientes
submetidos a hipotermia (25 versus 13 pacientes com p = 0,05). Por outro
lado, nao houve diferenca significativa na incidéncia de efeitos adversos.

A paraplegia resultante da lesao isquémica a medula toracica durante
0 reparo do aneurisma da aorta toracoabdominal ocorre em 5 a 10% dos
casos e é uma das mais temidas complicacées desse procedimento.’® A
hipotermia sistémica ou local € reconhecida como uma das muitas
intervencées com potencial neuroprotetor, e que também incluem a
drenagem do liquido cefalorraquidiano e o uso do naloxeno.”” O uso do
resfriamento epidural no reparo do aneurisma da aorta toracoabdominal tem
sido defendido na ultima década, em grande parte pelos cirurgides do
Hospital Geral de Massachusetts.’®®® Solucdo salina a 4 °C é infundida
através de um cateter para alcancar uma temperatura de 25 a 27 °C na
regiao toracica da medula espinhal. Na ultima revisdo de 445 reparos de
aneurismas da aorta toracoabdominal consecutivos e analisados
prospectivamente entre 1987 e 2005, os cirurgides do Hospital Geral de
Massachusetts publicaram um numero significativamente menor de
pacientes com aneurismas tipo I, Il ou Ill de Crawford que sofreram paralisia
isquémica dos membros inferiores quando tratados com hipotermia regional
(29/211[13,7%)] versus 25/86 [29%]).°° A hipotermia sistémica também tem
sido avaliada no reparo do aneurisma toracoabdominal e, enquanto carrega
consigo os riscos das complicagdes associadas ao resfriamento sistémico

(isto é, coagulopatias, infeccao, arritmias), também confere alguma protecéao
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a outros 6rgdos além da medula espinhal, como o cérebro e 0s rins.
Kouchoukos e cols. publicaram uma casuistica de 211 pacientes que
apresentavam extensos aneurismas e foram submetidos a hipotermia
profunda de 15°a 19 °C em associagdo com bypass cardiopulmonar.®’ A
frequéncia de paraplegia isquémica foi de 2,9%, que os autores sugerem
que € muito menor do que aquela vista em outras intervencdes, como a
drenagem do liquido cefalorraquidiano. Em contraste, von Segesser e cols.
publicaram estudo prospectivo ndo randomizado com 100 pacientes nos
quais a incidéncia de paraplegia isquémica nao foi diferente no grupo que
recebeu hipotermia e bypass cardiopulmonar parcial quando comparado
com pacientes normotérmicos (8% em ambos os grupos).®> Nenhum estudo
prospectivo e randomizado da hipotermia epidural ou sistémica nessa area
foi conduzido até o momento.

Os efeitos adversos graves da hipotermia, como as arritmias
ventriculares, coagulopatias e susceptibilidade a infecgdes, contribuiram
para o abandono dessa terapia dos anos 60 aos anos 80. Deve-se notar que
0 uso contemporaneo da hipotermia sistémica frequentemente almeja uma
temperatura em torno de 32 a 34 °C, o que diminui mais o0 risco para esses
efeitos do que quando sdo usadas temperaturas abaixo de 30 °C, muito
comuns nos primeiros estudos com hipotermia. Porém, a hipotermia
sistémica apresenta efeitos fisioldgicos variados e as preocupacoes relativas
aos potenciais efeitos adversos ndo podem ser ignoradas.

A hipotermia pode levar a aumento da susceptibilidade a infec¢des

41,63,64

pela inibicdo da migracdo e ativacao dos neutrofilos e aumento da
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liberagdo de citocinas imunossupressoras.®® No estudo HACA, os pacientes
tratados com hipotermia tiveram taxa de pneumonia e sepse maiores
quando comparados com 0s pacientes normotérmicos, embora a diferenca
nao tenha sido estatisticamente significante.?’ Taxa significativamente maior
de bacteremia foi encontrada em pacientes tratados com hipotermia
comparada a taxa dos controles normotérmicos (5% versus 3%, p = 0,05)
em estudo prospectivo randomizado envolvendo 1001 pacientes submetidos
a cirurgia para reparo de aneurisma cerebral.>®> A hipotermia induz a
disfuncdo plaquetéria reversivel e aumenta o tempo de sangramento,®
somando-se a inibicao de reacdes enzimaticas da cascata de coagulacao,
levando a aumento do tempo de protrombina e tromboplastina parcial.®” A
hipotermia entre 32 e 34 °C diminui a frequéncia cardiaca e aumenta a
resisténcia vascular periférica, embora a bradicardia usualmente néao
demande nenhum tratamento especifico.’® Arritmias cardiacas mais graves
nao foram observadas em grandes estudos prospectivos e randomizados de
hipotermia leve (em torno dos 33 °C) na parada cardiorrespiratéria.’®?
Guest e cols. estudaram essas potenciais complicagdes (infeccao,
sangramento e outras) em um trabalho retrospectivo de revisdo de 70
pacientes adultos submetidos a cirurgia eletiva da coluna vertebral.®® Nesses
pacientes, a hipotermia n&o foi induzida: foi permitido que esta ocorresse ao
absterem-se de reaquecer 0s pacientes durante o procedimento cirlrgico.
Os autores publicaram que periodos curtos de hipotermia ndao foram

associados com aumento da perda sanguinea, infeccoes de ferida

operatéria ou outras complicagdes relativas ao tratamento instituido. A
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temperatura média observada durante a cirurgia foi de 35.8 °C e variou de
34.4 °C a 37.3 °C, enquanto a temperatura mais baixa durante a operacao
estava em torno de 35.2 °C e variou de 33.2 °C a 36.5 °C. Assim, o grau de
hipotermia n&do foi tdo intenso quanto o usado em ensaios de inducao de
hipotermia neuroprotetora para TCE ou parada cardiorrespiratéria.

A maioria dos estudos experimentais envolvendo a lesdo da medula
espinhal foi publicada usando a hipotermia sistémica. Ratos adultos da raca
Sprague-Dawley de ambos os sexos foram usados nesses estudos, embora
0 peso dos animais diferissem substancialmente, de 225-275 g no estudo de
Yu e cols.®® para 350-500 g nos animais dos estudos de Westergren e

cols.”%"

e Yu e cols.”? Um Unico experimento com 15 ratos Sprague-Dawley
machos pesando 387 + 37 g submetidos a lesdo compressiva toracica da
medula espinhal é descrito em quatro publicacbes distintas que trazem
diferentes resultados de medidas histolégicas e bioquimicas.”*”® Todos os
investigadores produziram a lesdo na medula toracica, com excecao do
estudo de Jou e cols., no qual foi produzida lesao cervical ao nivel de C6/7.
Os mecanismos de lesdo da medula foram o uso do New York University
(NYU) Impactor,®®’® clipes aneurismaticos’” ou compressdo dorsal
continua.”®"2"87 Muitos desses estudos avaliaram a hipotermia na lesdo da

medula espinhal e em controles que nao foram lesionados para determinar o

efeito fisiolégico da hipotermia.”®"#"® A inducdo da hipotermia comegou

77,78 76,79

antes da leséo, imediatamente apo6s ou entre 15 e 30 minutos apés a

lesd0.%°"" Temperaturas entre 30 a 34 °C foram alcancadas e mantidas por

20 minutos’? até 4 horas.?®"®
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Nesses estudos, a hipotermia sistémica teve uma ampla variacao de
efeitos bioquimicos, histologicos e fisiolégicos. Westergren e cols. citaram
que, para cada grau de temperatura corpérea reduzido, o fluxo sanguineo
para a medula espinhal era significativamente reduzido em 2,8% a 3,5% nos
animais nao lesionados, o que ndo ocorreu nos lesionados.”’ Na hipotermia
induzida antes da lesao, Jou e cols. publicaram que a sequela neuroldgica da
compressdo aguda da medula espinhal foi amenizada nos animais
hipotérmicos e o dano tecidual resultante e a paralisia das extremidades
inferiores foram reduzidos.”” Yu e cols.®® também obtiveram redugéo do dano
secundario no sitio da lesdo medular nos animais tratados com hipotermia,
somada a menor edema vasogénico local.”?”® As andlises bioquimica e
histol6gica da medula espinhal dos animais hipotérmicos revelaram reducao
da atividade da mieloperoxidase e da reacdo imunoldgica, indicando
atenuacdo na invasdo dos neutréfilos no sitio de lesdo medular.”® O
tratamento com hipotermia foi associado a aumento da reacéo imunolégica
MAP2 (microtubule-associated protein 2) no sitio da lesdo quando comparado
a normotermia, indicando alguma preservacao desse importante componente

do citoesqueleto neuronal.”

Ao contrario, a hipotermia foi associada com uma
reacao imunolégica reduzida ao marcadores da lesao axonal no sitio na lesao,
incluindo b-APP, ubiquitina e PGP9.5.”® Yamamoto e cols. publicaram niveis
reduzidos de glutamato no liquido cefalorraquidiano (LCR) em animais
tratados com hipotermia quando comparados ao controle normotérmico.®® Por

outro lado, uma avaliacao por microdialise do sitio de lesdo medular revelou

nao haver diferenca nas concentracdes de lactato nos pacientes tratados com
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hipotermia. De fato, as concentragdes extracelulares de glutamato e aspartato
foram realmente maiores do que nos controles normotérmicos.”® Os autores
propuseram que, enquanto a hipotermia reduz a liberacdo de aminoacidos
excitatérios no modelo de lesdo isquémica, isso ndo deve ser tao efetivo em
condigcbes traumaticas.

Em relacdo a recuperacao funcional, os resultados da hipotermia

sistémica sdo variados. Curiosamente, embora Yu e cols.”*"*

e Westergren
e cols.” tenham publicado repetidamente os beneficios histolégicos e
bioquimicos da hipotermia no trauma raquimedular agudo, eles nao
encontraram melhora na pontuacao da avaliagdo motora e no teste do plano
inclinado dos animais tratados com hipotermia, usando o mesmo modelo de
lesdo medular e tratamento.” Em contrapartida, usando um modelo de
contusdo medular reconhecido (NYU Impactor) e um teste de locomocéao
padrao, Yu e cols. obtiveram melhora significativa da fungdo motora apés
seis semanas da lesdo medular nos animais submetidos a hipotermia
quando comparados ao controles normotérmicos [pontuacdo de Basso,
Beattie and Bresnahan (BBB) de 13,3 + 0,47 versus 10,8 £ 0,44, p =
0,0024].%° Esse autores induziram a hipotermia sistémica 30 minutos apés a
lesédo medular.

A hipotermia local da medula espinhal foi a estratégia terapéutica
inicial usada por pesquisadores nos anos 60 e inicio da década de 70, pois
eles procuravam determinar o potencial neuroprotetor da hipotermia apés a

lesdo medular. Nos primeiros estudos, que frequentemente usavam animais

de grande porte como modelo (cides ou macacos), a dura-mater era
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usualmente aberta e uma solugdo salina gelada, infundida no espaco

intratecal,”®"

0 que levantou questdes sobre se o beneficio observado
estava relacionado a hipotermia ou simplesmente ao fato de se retirar os
metabolitos deletérios pela irrigacdo.®?® A herniacdo da parte lesada da
medula espinhal através do local da durotomia levou ao abandono dessa
técnica, e o estudos contemporaneos usam o resfriamento do espaco
epidural. Os primeiros pesquisadores nao tinham a sua disposicao os
sistemas de pontuacdo da locomocao padronizados ou o formato de
mensuracao dos resultados histolégicos que existem hoje. Assim como nas
publicacdes da hipotermia sistémica apds a lesdo da medula espinhal, esses
estudos da hipotermia local utilizaram varios modelos animais, varios
mecanismos de lesdo, varias janelas de intervengcao e parametros distintos
de inducéao da hipotermia.

Os primeiros estudos envolvendo a hipotermia regional produziram
analises mostrando vantagens e desvantagens sobre seus beneficios na
lesdo medular aguda, tornando dificil a interpretacdo do potencial
terapéutico dessa intervengcdo. No final da década de 60, Albin e cols.
publicaram que a infusdo de solucdo salina muito gelada no espaco epidural
em cdes e no espaco intradural em macacos’® resultou em boa
recuperacao neurolégica em quase todos os animais tratados. De modo
contrario, apenas alguns anos mais tarde, Black e Markowitz publicaram que
a infusdo da solucdo salina gelada através do espaco epidural em macacos
resultou em uma recuperacdo levemente pior do que nos controles,® um

resultado corroborado por Howitt € Turnbull, que ndo observaram nenhuma
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recuperacdo motora da patas posteriores ou neuroprotecao histolégica em
um modelo de lesdo medular em coelhos.®® Tator e Deecke trouxeram algum
esclarecimento na questao da infusao intratecal versus epidural de solugao
salina gelada quando compararam os efeitos da solucdo salina em
diferentes temperaturas, gelada e a 36 °C, infundidas no espaco

intratecal.®283

Eles publicaram que a recuperacao neurolégica foi
significativamente maior com a solucéo salina a 36 °C, sugerindo que o ato
de infundir o espaco intratecal teria sido mais responsavel pelos efeitos
neuroprotetores do que a hipotermia exatamente. Embora isso tenha
refutado o potencial beneficio da hipotermia epidural, Hansebout e cols.®® e

Kuchner e Hansebout®’

em seguida publicaram que a hipotermia epidural
resultou em recuperacdo motora significativa em um modelo de compressao
medular toracica em caes.

Os estudos mais recentes que foram publicados na ultima década
também nao tém mostrado um quadro claro do papel da hipotermia local na
lesdo da medula espinhal. Tlzgen e cols. observaram diminuicdo da
concentracdo de produtos finais da peroxidacado lipidica na medula de
animais tratados com hipotermia local apds a lesdo medular, porém nao
publicaram nenhum resultado funcional.®® Kuchner e Hansebout, usando o
seu antigo modelo de compressdao da medula toracica em caes,
demonstraram novamente que a hipotermia epidural € o uso de esteroides
resultaram em melhor funcdo motora dos membros posteriores quando

comparados aos controles normotérmicos, porém nao houve nenhum

beneficio funcional ou bioquimico na combinacdo deles.®® Dimar e cols.
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desenvolveram um estudo no qual o resfriamento epidural foi avaliado em
trés ambientes distintos: em um modelo de compressao medular com um
espacador, contusdo medular com o NYU Impactor e contusdo medular com
o NYU Impactor seguida da compressdo com o espacador.’ Esse estudo
demonstrou beneficio neuroprotetor da hipotermia local no modelo de
compressdo epidural, porém isso nao foi demonstrado quando a leséao
medular foi produzida pela contusdao do NYU Impactor. Isto sugere que a
eficacia da hipotermia é fortemente influenciada pela natureza da leséao
produzida na medula espinhal e que sendo a hipotermia efetiva na leséo
medular caracterizada por compressdo e isquemia, ela ndo o deve ser
quando uma contusao subita é utilizada para produzir a lesdo. Casas e cols.,
sustentando esta premissa, conduziram um estudo de resfriamento epidural
com trés diferentes temperaturas (24,1 °C, 30.5 °C e 35,3 °C) apdés uma
contusdo medular padrdo na regido toracica e publicaram que nao houve
melhora na pontuacao locomotora do BBB e ndao houve redugdo no dano
tecidual secundario nos animais tratados com a hipotermia.®° Tais resultados
sugerem que o resfriamento epidural deve ter de fato um efeito
neuroprotetor na compressdo isquémica da medula espinhal, porém
limitado, ou nenhum efeito quando a lesdo é traumatica. Infelizmente, o
trauma raquimedular é reconhecido como o principal componente da maioria

das lesdes medulares em humanos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais de experimentacao e cuidados

Neste estudo, foram seguidos protocolos éticos na experimentagao
animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e
pelo Institute of Laboratory Animal Resources, U. S. National Academy of
Sciences. O estudo foi submetido & Comissdo de Etica da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

Os ratos usados no presente estudo foram selecionados do Centro de
Bioterismo da FMUSP. Os animais foram acondicionados em grupos de até
cinco ratos de uma mesma ninhada por gaiola. As gaiolas foram mantidas
em ambiente climatizado, sob condicdes de higiene, racdao (Nuvilab CR-1) e
agua ad libitum, no biotério do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do
Hospital das Clinicas da FMUSP.

Foram arrolados 30 ratos Wistar com 12 semanas de idade, de ambos
0s sexos, pesando entre 320 e 360 g, para este estudo. Eles foram
aleatoriamente separados em dois grupos: o grupo A, de ratos submetidos a
hipotermia epidural induzida por gotejamento, e o grupo B, de ratos controle.
Foram provocadas lesées na medula espinhal dos ratos de ambos os grupos.

Foram adotados os seguintes critérios de exclusdo: 6ébito

imediatamente apdés o procedimento cirdrgico, ratos com anomalias da
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medula na area de lesdo a avaliagdo macroscépica ou que apresentaram
movimentacao normal na primeira avaliacao apés a lesao.

Para as lesbes experimentais na coluna e para exame de potencial
evocado motor, os ratos foram anestesiados com 55 a 75 mg/kg de pentobarbital
intraperitoneal associado com 55 a 75 mg/kg de ketamina intramuscular.

A eutanasia foi realizada induzindo-se plano anestésico com tiopental
intraperitoneal. Ap6s a confirmagdo deste, administrou-se cloreto de
potassio por via endovenosa no 42° dia, conforme legislagdo em vigor e
seguindo os preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo em Animais
(COBEA).” Apés eutanasia, as carcacas foram colocadas em sacos brancos
devidamente identificados e encaminhados para empresa responsavel pelo

descarte de materiais biolégicos da Universidade de Sao Paulo.

3.2. Intervencoes em estudo: lesao medular e resfriamento

As lesbes na medula em ambos os grupos foram produzidas, em
ratos anestesiados, através de ensaios padronizados de impacto, por meio
da queda de peso de 10 g, a partir de 25.0 mm de altura, controlada por
computador, utilizando o equipamento New York University (NYU) Spinal
Cord Contusion, o Impactor. Previamente a contusdo, a medula foi exposta
através da realizacdo de uma laminectomia ao nivel de T9-T10, realizada

com o auxilio de microscopio cirurgico (Figura 1). Apés a cirurgia, foram
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administrados 25 mg/kg de cefalotina a cada rato, do primeiro ao sétimo dia,
para profilaxia de infeccao de ferida operatoria.

O resfriamento da medula foi realizado somente nos 15 ratos do
grupo A, apds a lesao medular, ao nivel da laminectomia em T9-T10, por
sistema de gotejamento. Foi realizado o gotejamento de agua gelada
retirada de um pequeno tanque de isopor, infundida na regido da lesao
utilizando-se uma sonda, e foi mensurada a temperatura local usando-se um
termdmetro com ponta a laser (InfraBRed Thermometer TI-860)
continuamente (Figura 2). A agua do tanque foi resfriada e mantida a
temperatura de 9-10 °C. A agua saia do tanque através de uma sonda e
gotejava na medula dos ratos do grupo A ao nivel da lesdo, por um periodo
de 20 minutos (Figura 3). Para o gotejamento, o tanque de isopor foi
posicionado em altura superior a do rato, de maneira que nao foi necessario

0 uso de bomba de infusao.
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Figura 1. Exposicdo da medula do rato apds afastamento dos musculos

paravertebrais e laminectomia ao nivel de T9-T10.

Figura 2. Mensuracao da temperatura da medula utilizando-se o termémetro
com ponta a laser. O termdmetro é apontado para a regido da
lesdo e, ao emitir o feixe de laser, mensura a temperatura do alvo

para o qual esta apontado.
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Figura 3. Sistema de gotejamento de solugao salina gelada armazenada em
caixa de isopor. A solugao era gotejada na medula, no sitio da lesao,
através de sonda utilizada para cateterismo do espaco epidural.
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3.3. Avaliacoes realizadas

Para a andlise da funcdo motora, foram utilizados a escala BBB, o
teste do plano inclinado e o exame do potencial evocado motor, conforme
detalhado adiante.*’

O estudo teve duragado de seis semanas. A escala BBB foi aplicada
diariamente ap6s a lesdo medular, durante as seis semanas. O teste do
plano inclinado foi aplicado ao final de cada semana do estudo. O teste do
potencial evocado motor foi realizado ao final da ultima semana do estudo.

Foram medidos o peso, o comprimento e a temperatura do animal
antes da obtencao do potencial evocado motor dos ratos. A pesagem do rato
foi utilizada tanto para calculo da dose do anestésico a ser aplicada quanto
para manter a uniformidade nos pesos dos animais utilizados no
experimento. O comprimento craniocaudal do animal foi medido entre a
regiao occipital e a base do inicio da cauda. Este dado foi usado para
comparar as laténcias observadas nos diferentes ratos. A temperatura do

rato foi medida no membro posterior com termémetro digital.
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3.3.1. Avaliacao da funcao

Os ratos foram liberados para se movimentar livremente e um
observador monitorou cada rato por pelo menos um minuto ao dia, e registrou
0 movimento das articulagcbes do quadril, joelho e tornozelo dos membros
posteriores durante seis semanas. Para cada dia de analise, foi conferida uma

pontuacao aos ratos de acordo com a escala BBB (Anexo 1).°’

3.3.2. Avaliacéao do plano inclinado

O teste do plano inclinado mediu a capacidade do animal de manter-
se em cima de uma rampa que aumentava a sua inclinacao a cada 15 graus.
O teste também foi usado como um indice da forca dos membros
posteriores dos ratos. O angulo maximo no qual o rato manteve-se sobre a
rampa sem escorregar por pelo menos cinco segundos foi definido como a
pontuagdo do plano inclinado. A pontuagdo foi de zero para rampa sem
inclinacdo, um ponto para rampa com até 15 graus de inclinacdo, dois

pontos para até 30 graus e trés pontos para até 45 graus.
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3.3.3. Potencial evocado motor

O procedimento de obtencao do potencial evocado motor consistiu no
uso de aparelho de eletromiografia de quatro canais, dois eletrodos de agulha
monopolares do tipo corkscrew EO401 da Neuromedical Supplies para
estimulacéo transcraniana, um eletrodo de agulha monopolar para ser utilizado
como terra e quatro pares de eletrodos de agulha monopolares para serem
utilizados na captacdo das respostas motoras nos membros anteriores e
posteriores. A calibracdo do aparelho foi feita em dois aspectos. A estimulagéao
elétrica transcraniana, através de estimulo Unico de 0,2 ms de duragao, e a
captacdo das respostas musculares com varredura, com janela de 20 ms,
sensibilidade de 2 mV/div, filtro de baixa frequéncia de 10 Hz e filtro de alta
frequéncia de 10 Khz. A intensidade de estimulo considerada foi supramaxima.

A captagcao das respostas musculares foi realizada com a colocacao
de pares de eletrodos de agulha monopolar (captador e referéncia), com
distancia inter-eletrodos definida e fixa, inseridos na musculatura proximal e
ventral dos membros anteriores e posteriores dos ratos. O eletrodo terra foi
colocado na regido lombar, utilizando-se um eletrodo de agulha monopolar.
A estimulagao elétrica transcraniana foi realizada com a colocagéo de dois
eletrodos de agulha tipo corkscrew, no couro cabeludo na regido frontal
(anodo) e occipital (catodo) na linha inter-hemisférica, para estimulagéao
bilateral simultanea (Figura 4). Ap6s a colocagao dos eletrodos no rato, o

equipamento foi ligado e feita a verificacdo da impedancia destes eletrodos,
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para comprovar a boa adaptabilidade deles, a fim de obter respostas mais

nitidas, seguras e fidedignas.

Figura 4. Posicionamento dos eletrodos na face ventral nos membros
anteriores e posteriores dos ratos e na regiao cefalica para

mensuragao do potencial evocado motor.

3.4. Analise estatistica

Os dados continuos, como o peso do animal, a pontuacdo na escala
BBB, e os potenciais evocados, tanto na sua caracteristica de laténcia como

de amplitude, foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov e
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demonstraram comportamento normal. O teste do plano inclinado, dado sua
caracteristica escalar, foi submetido diretamente ao teste de Friedman para
analise dos resultados ao longo da semana e uma analise post hoc,
Wilcoxon signed rank. Para verificar a diferenga entre os grupos, foi utilizado
o teste U de Mann-Whitney. Para a comparacao da pontuacdo da escala
BBB ao longo das semanas, a analise de variancia (ANOVA) foi utilizada
para verificar a diferenca entre as semanas e, dada a diferenca entre as
semanas de ambos o0s grupos, um teste post hoc de Bonferroni foi realizado
para verificar em que semana os indices eram diferentes. Para analise da
pontuacdo do BBB entre os grupos e dos potenciais evocados de amplitude
e laténcia, foi utilizado o teste t de Student. Em todas as analises foi
considerado como erro alfa qualquer valor menor ou igual a 5%, erro

aceitavel para diferengas estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS

Os pesos dos ratos dos dois grupos foram analisados e ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos.

Calculamos a média das pontuacdes conforme a escala BBB ao final
de cada semana nos dois grupos e, quando comparados os valores de cada
grupo, ndo encontramos diferengas estatisticamente significantes entre eles

(Tabela 1 e Grafico 1).

Tabela 1. Média + desvio padrdo dos valores da escala BBB atribuidas

semanalmente aos grupos

Resultado BBB Grupo 1 (n =15) Grupo 2 (n =15) Valor de p
Semana 1 0,47 + 0,834 0,8+1,014 p=0,334
Semana 2 2,87 + 1,506 1,93 + 0,961 p = 0,053
Semana 3 4,93 + 1,907 4,47 +1,767 p = 0,493
Semana 4 72 6,73 £ 1,831 p =0,706
Semana 5 10 £ 2,591 9,07 + 2,463 p = 0,321

Semana 6 12,27 + 2,62 11,27 £ 3,173 p = 0,347
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Grafico 1. Andlise comparativa da pontuagdo do BBB nos dois grupos ao

longo das seis semanas.

As médias das pontuacdes do plano inclinado foram comparadas
entre os dois grupos, semana por semana, e nao foi evidenciada nenhuma
diferenca estatisticamente significante durante cada semana e ao final da

ultima semana (Tabela 2 e Grafico 2).
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Tabela 2. Média * desvio padrdao das pontuagcdées do plano inclinado

atribuidas semanalmente aos grupos

Resultado plano inclinado Grupo1(n=15) Grupo2(n=15) Valordep
Semana 1 1,2 £0,41 120 p =0,073
Semana 2 1,47 + 0,51 1,27 £ 0,45 p = 0,264
Semana 3 1,4+0,5 1,53+ 0,64 p=0,616
Semana 4 1,47 + 0,51 1,93+ 0,7 p = 0,062
Semana 5 2 +0,65 2,13+ 0,64 p=0,57
Semana 6 2,67 + 1,05 2,13+ 0,74 p=0,101

3
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Grafico 2. Analise comparativa da pontuacado do teste do plano inclinado

nos dois grupos ao longo das seis semanas.
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Foram realizadas as médias das amplitudes dos potenciais evocados
motores dos membros posteriores direito e esquerdo dos ratos de ambos o0s
grupos ao final da ultima semana. Quando comparados os dois grupos, nao
encontramos diferencas estatisticamente significantes na amplitude do
potencial dos membros posteriores (Tabela 3 e Grafico 3). A laténcia de
resposta motora foi analisada nos membros posteriores direito e esquerdo
em cada grupo. Quando comparadas as médias de laténcia dos membros
posteriores entre os grupos, ndo encontramos diferenca estatisticamente

significante entre eles (Tabela 4 e Grafico 4).

Tabela 3. Média e desvio padrao das amplitudes de potencial evocado motor
para membros posteriores esquerdo (MPE) e direito (MPD) ao final

da ultima semana de estudo

Resultado potencial evocado Grupo1(n=15) Grupo2(n=15) Valordep

Amplitude (mv) MPE 4,62 +1,37 3,95 +0,77 p=0,11

Amplitude (mv) MPD 4,15+ 1,36 3,93 £1,03 p=0,63




36

& hipotermia

HE controle

Amplitude

MPD

MPE

Grafico 3. Amplitude do potencial evocado motor estratificada por membro nos

dois grupos: membro posterior esquerdo (MPE) e direito (MPD).

Tabela 4. Média e desvio padrdo das laténcias de resposta motora para

membros posteriores esquerdo (MPE) e direito (MPD) ao final da

Ultima semana de estudo

Resultado potencial evocado Grupo 1 (n=15) Grupo 2 (n = 15) Valor de p
Laténcia (ms) MPE 4,93 +1,58 4,33 + 0,61 p=0,182
44+1.24 4,26 + 0,88 p=0,737

Laténcia (ms) MPD
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Grafico 4. Laténcia do potencial evocado motor estratificada por membro nos

dois grupos: membro posterior esquerdo (MPE) e direito (MPD).

Como nao foram encontradas diferencas entre as amplitudes nos
membros posteriores direito e esquerdo em cada grupo, reunimos as amostras
e comparamos as amplitudes e laténcias de membros posteriores entre os
grupos. Nao encontramos diferencas estatisticas na amplitude do potencial

evocado motor e na laténcia de resposta nos membros posteriores (Tabela 5).

Tabela 5. Média e desvio padrdao das amplitudes de potencial e laténcia de

resposta nos membros posteriores (MP) dos dois grupos

Resultado potencial evocado Grupo 1 (n=30) Grupo 2 (n=30) Valor de p

Amplitude MP 4,39 + 1,36 3,94 £ 0,89 p=0,143

Laténcia MP 4,66 + 1,42 4,3+0,75 p=0,217
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5. DISCUSSAO

Existem numerosas pesquisas sendo conduzidas no intuito de
minimizar ou prevenir a lesdo secundaria apés o traumatismo raquimedular.
Porém a viabilidade das terapias pesquisadas ainda é limitada. O conceito de
inducao de hipotermia sistémica ou local surgiu ha mais de 40 anos com
ensaios clinicos e experimentais para lesdées isquémicas secundarias a
procedimentos vasculares. Os resultados desses estudos demonstraram que,
em se diminuindo a temperatura medular ou do encéfalo, diminuia-se o
metabolismo e era promovida, portanto, protecao contra essas lesdes. Por
outro lado, as reacdes provocadas pela lesdao isquémica da medula sao
diferentes das provocadas pelo traumatismo raquimedular. Verificamos uma
grande dificuldade na comparacao entre os estudos cientificos, pois 0 modelo
de inducdo da hipotermia, sua temperatura alvo, sua duracdao e o método
usado para provocar a lesdo medular sdo distintos entre as pesquisas.

Adotando como critério de avaliacdo motora a escala BBB, utilizada
neste estudo, o mesmo método para produzir a lesdo medular (NYU-
Impactor) e o mesmo tempo de seguimento, Casas e cols. demonstraram
nao haver efeito neuroprotetor da hipotermia epidural em ratos apoés seis
semanas de avaliacdo.®® Naquele estudo, a hipotermia foi aplicada apés 30
minutos da contusdo da medula dos ratos, durante um periodo de 3 horas.
Foram utilizados quatro grupos de estudo, dos quais trés foram submetidos

a diferentes graus de hipotermia (leve, moderada e grave) e um grupo
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controle. Tal estudo, desenvolvido pela universidade de Miami, corrobora o
que foi verificado no nosso trabalho. Eles afirmaram que o resfriamento
regional nao foi benéfico em termos de preservagdo neuronal, ndo poupou
tecidos da medula espinhal e ndo produziu melhora da atividade locomotora.
Ao contrario, afirmaram que o método de resfriamento deve reduzir o fluxo
sanguineo na area lesada da medula, exacerbando a lesdao secundaria.

No presente estudo, usamos a hipotermia profunda da medula
espinhal com resfriamento que variou de 9 a 14 °C, e contusao medular com
o NYU Impactor utilizando o dobro da altura (25 mm) empregada no estudo
de Casas e cols.® e aplicamos a hipotermia imediatamente apés a
realizacdo da contusdo medular durante 20 minutos. Optamos pelo
resfriamento epidural profundo por entendermos que, para atingir
temperaturas medulares baixas, em torno de 25 °C, seria necessario um
resfriamento ainda maior do espacgo epidural, considerando que a medula é
banhada pelo liquido cefalorraquidiano e protegida pelas membranas dura-
mater, pia-mater e aracnoide. Escolhemos a altura de 25 mm por
considerarmos que € a necessaria para produzir uma lesao medular efetiva.
Desenvolvemos o sistema de gotejamento descrito por ser de baixo custo e
facil aplicagao, pois um unico dispositivo foi utilizado para todos os ratos.
Iniciamos a hipotermia imediatamente apés a lesédo, pois 0 nosso intuito foi
interferir nos efeitos decorrentes da lesdo secundaria que se inicia logo apés
a contusao medular. Utilizamos o tempo de 20 minutos de resfriamento, pois
o modelo desenvolvido nao nos permitiu manté-lo por mais tempo sem

comprometer a temperatura epidural estimada.
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Em outro estudo, Dimar e cols.® dividiram os ratos em trés grupos
distintos: o grupo submetido a colocacdo de espacador no espaco epidural
com compressdao de 50% do canal medular, outro grupo submetido a
contusdo medular com o NYU Impactor a uma altura de 25 mm (a mesma
utilizada no presente estudo), e um terceiro grupo no qual foi realizada a
combinacdo dos dois modelos citados. Cada grupo foi constituido de 16 ratos.
Os grupos foram subdivididos em dois pequenos grupos de oito ratos. Cada
subgrupo recebeu uma temperatura distinta: normotermia a 37 °C ou
hipotermia a 19 °C através de um recipiente confeccionado especificamente
para ser colocado no dorso dos ratos e aquecido a 37 °C ou resfriado a 19 °C.
Para avaliagdo da funcdo motora, foram aplicadas a escala BBB e o potencial
evocado motor. O seguimento do estudo foi de cinco semanas. Os autores
publicaram que houve melhora significativa na pontuacdo motora dos ratos
submetidos a hipotermia, nos quais foi colocado o espacgador epidural quando
comparados com os controles normotérmicos. Quando foram comparadas as
pontuagbes da escala BBB e do potencial evocado motor dos ratos
submetidos a hipotermia com as pontuacdes dos controles normotérmicos do
segundo grupo, submetido a contusdo medular grave (10 g a 2,5 cm de
altura), ndo foi verificada melhora significativa. Também nao foi verificada
melhora na avaliacdo das pontuacdes do terceiro grupo submetido ao modelo
de compressdo combinado ao modelo de contusdo medular caracterizada
como grave. Percebemos que os parametros utilizados no segundo grupo
foram praticamente os mesmos usados no nosso estudo com pequenas

diferengas no seguimento, de cinco para seis semanas, e na temperatura
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usada, que foi de 19 °C para 9°-14 °C. Novamente verificamos que 0s
resultados do estudo de Dimar e cols.” foram muito semelhantes aos
resultados do nosso estudo. Isso sugere que a hipotermia epidural leve,
moderada, intensa ou profunda ndo produz o efeito que € observado no
modelo de isquemia da medula quando se utiliza o modelo traumatico.

Por outro lado, é interessante citar o estudo de Ha e Kim* que induziu
a hipotermia epidural moderada (30 °C) por 48 horas em ratos apods leséo
medular traumatica usando o NYU Impactor a uma altura de 25 mm.
Naquele estudo, os ratos foram divididos em dois grupos: 0 grupo controle,
submetido a contusdo medular apenas e o outro grupo, submetido a
contusdo medular e hipotermia. Para avaliacdo da funcdo motora, foram
utilizadas a escala de Gale e cols.?? que varia de 0 a 6, e o teste do plano
inclinado. O seguimento do estudo foi de sete dias. Os autores encontraram
melhora significativa da funcdo motora na avaliacdo da escala de Gale (1,0
versus 2.12 £ 0.6, p < 0,05) e no teste do plano inclinado (22.5 + 2.6 versus
28.8 £ 3,5; p < 0,05). Os autores atribuiram a melhora ao fato de a leséao
secundaria ao trauma raquimedular se estender por pelo menos uma
semana e o tempo maximo de apoptose dos oligodendrédcitos ser de 48
horas. Com isso, justificaram o fato de a hipotermia ter sido aplicada por um
periodo prolongado para produzir efeitos neuroprotetores. Esses autores
justificaram ainda o uso da hipotermia moderada por ela ser mais segura e
produzir menores efeitos adversos.

Esse estudo traz um dado novo que seria a necessidade de manter a

hipotermia epidural por um periodo mais longo para se obterem os efeitos
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neuroprotetores na lesédo traumatica da medula espinhal. Porém, o método
de avaliacao motora é distinto do aplicado neste e nos outros trabalhos que
estudaram a hipotermia epidural na lesdo traumatica da medula espinhal,
pois nenhum deles utiliza a escala de Gale. Além disso, 0o seguimento
apresentado no estudo de Ha e Kim* pode ser considerado pequeno em se
tratando de lesdo medular por contusdo. Nao se pode afirmar que o efeito
neuroprotetor da hipotermia foi prolongado, pois os ratos foram sacrificados
no sétimo dia. Considerando que a fisiopatologia do trauma raquimedular
apresenta duas fases distintas, a lesdo primaria e a secundaria, o que a
diferencia da lesao isquémica por compressdao medular, é razoavel supor
que a reacao de ambas a hipotermia seja diferente. A atividade inflamatéria
€ um dos mecanismos envolvidos na lesdo secundaria bem como a
apoptose de células neuronais e da glia. A hipotermia ja demonstrou uma
reducao da migracao de células inflamatérias ao sitio da lesdo e um efeito
na expressao de marcadores envolvidos na apoptose celular. Porém os
mecanismos que de fato produzem uma lesdo medular irreversivel ainda
nao foram esclarecidos.

O potencial evocado motor, através da estimulacdo elétrica
transcraniana, € um método de avaliacdo da propagacao dos impulsos
elétricos medulares, com a captacdo nos musculos-alvo dos membros
anteriores e posteriores. No nosso estudo, como a lesdo medular ocorreu ao
nivel de T9-T10, devemos considerar a leitura do potencial dos membros
posteriores apenas e desprezar as leituras encontradas em membros

anteriores cuja inervacao se da por raizes que emergem bem acima do local
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da contusdo medular. Dois valores sao determinados com esta avaliacédo: a
laténcia, que expressa o tempo decorrido entre o estimulo elétrico e o
aparecimento do sinal, e a amplitude, que expressa a “recuperacao” ou
“‘ganho” de fibras musculares que estao sendo testadas, sendo que, quanto
maior a amplitude, melhor é a atividade motora daquele segmento ou
membro. O potencial somato-sensitivo tem grande limitacdo quando ha
predominancia da sindrome medular anterior, 0 que nao ocorre com 0
potencial evocado motor. O potencial evocado motor tem estreita relagao
com os achados do exame clinico. Os valores de amplitude e laténcia
encontrados no nosso estudo demonstraram correlacdo com a pontuacéo do
BBB e do plano inclinado em ambos os grupos. Isso aumenta a
confiabilidade da avaliacdo da funcdo motora que foi realizada através
desses trés métodos, com resultados similares entre eles: ndo foi observada
a melhora da fungdo motora em nenhum deles.

Apesar de os resultados do presente estudo estarem em
conformidade com os de outros estudos realizados, o modelo de
resfriamento do presente estudo ndo permitiu o controle da temperatura da
solucdo que foi infundida na medula dos ratos, gerando oscilagdes que
foram compensadas pelo gotejamento. Assim, nao foi possivel manter com
precisdao a temperatura almejada no espacgo epidural. Além disso, o estudo
histopatoldégico da area do sitio da lesdo ndo foi realizado. Ele permite
avaliar a eficacia da contusdo medular dos ratos, bem como as diferencas
celulares entres os grupos. O modelo de resfriamento desenvolvido também

impediu a inducao da hipotermia epidural por periodos mais longos. Cientes
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de que a apoptose dos oligodendrécitos tem duracdo de no maximo 48
horas, como ja mencionado, é possivel que a hipotermia epidural realizada
por um periodo mais duradouro possa interferir na morte celular e alterar os
resultados da avaliacéo funcional dos ratos.

Com isso, podemos esperar que novos estudos mais uniformes e
com modelos de resfriamento mais sofisticados sejam realizados e novas
descobertas possam esclarecer quais fatores determinam a lesao
medular irreversivel e qual o papel da hipotermia na lesdo traumatica da

medula espinhal.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo nao demonstrou efeito neuroprotetor da
hipotermia epidural quando aplicada no sitio da lesdo, imediatamente apés

a contusao medular.
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Anexo 1. Escala BBB de avaliagao funcional de 21 pontos de Basso e cols.”’

Pontuacao

Definicoes operacionais de categorias e atributos

0

Nenhum movimento observavel do membro posterior.

1

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

2

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

w

Movimento extenso de duas articulacoées.

=Y

Movimento discreto de todas as trés articulagdes do membro posterior.

Movimento discreto de duas articulagbes e movimento extenso da
terceira.

Movimento extenso de duas articulagbes e movimento discreto da
terceira.

Movimento extenso das trés articulagdes do membro posterior.

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

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

10

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

11

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

12

Passo plantar com suporte de piso frequente a consistente e
coordenacao ocasional dos membros anterior e posterior.

13

Passo plantar com suporte de peso frequente a consistente e
coordenacao frequente dos membros anterior e posterior.

14

Passo plantar com suporte de peso consistente, coordenacao
consistente dos membros anterior e posterior e posi¢do predominante
da pata rodada (interna ou externamente) durante a locomogdo, no
instante do contato inicial com a superficie (piso) bem como, antes de
liberar os dedos no final da fase de apoio ou passada plantar frequente,
coordenacado consistente dos membros anterior e posterior e passada
dorsal ocasional.

15

Passada plantar consistente e coordenagéo consistente dos membros
anterior e posterior e nenhuma liberacdo dos dedos ou liberacao
ocasional durante o movimento do membro para frente, posicdo
predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial

16

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

17

Passada plantar consistente e coordenacdo dos membros anterior e
posterior durante a marcha e a liberacdo dos dedos ocorre
frequentemente durante 0 movimento do membro para frente, a posi¢ao
predominante da pata é paralela ao corpo nos instantes do contato
inicial e da liberacdo dos dedos.

18

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

19

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

20

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

21

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