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Resumo

RESUMO

Cristante AF. Emprego das células progenitoras no tratamento da leséo
medular crénica em humanos: analise do potencial evocado somato-
sensitivo em 39 pacientes [tese]. Sado Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2007. 120p.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da infusdo de células
progenitoras indiferenciadas autégenas no tratamento de pacientes com
lesdo medular crénica. Foram selecionados trinta e nove pacientes com
diagnostico de lesdo medular completa cervical e toracica ha pelo menos
dois anos. Os pacientes foram submetidos a mobilizacdo e coleta das
células progenitoras em sangue periférico. O concentrado de células
progenitoras foi criopreservado e reinfundido por arteriografia no paciente
doador caracterizando o momento zero do experimento. Estes pacientes
foram entédo avaliados por dois anos e meio, sendo submetidos a exames de
potencial evocado somato-sensitivo para avaliar a recuperagao neurolégica
apos a infusado de células indiferenciadas. Vinte e seis pacientes (66,7%)
apresentaram positivagao e/ou melhora do tempo de laténcia do exame de
potencial evocado, ou seja, apresentaram resposta cortical aos estimulos
periféricos. Assim, apdés dois anos e meio de seguimento, o protocolo
descrito mostrou-se seguro e levou a positivagdo do exame de potencial

evocado somato-sensitivo em pacientes com lesdo medular completa.

DESCRITORES: 1.paralisia 2.traumatismos da medula espinal 3.células-

tronco 4.sistema nervoso central/lesdes 5.humanos



Summary

SUMMARY

Cristante AF - Use of stem cells in the treatment of chronic spinal cord injury
in humans: evaluation of somatosensitive evoked potential in 39 patients
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2007, 120p.

The objective of this study was to evaluate the effect of autogenous
undifferentiated progenitor cell infusion in the treatment of patients with
chronic spinal cord injury. Thirty-nine patients were selected among those
diagnosed with complete cervical and thoracic spinal cord injury for at least
two years. Patients underwent peripheral blood stem cell mobilization and
collection. The progenitor cell concentrate was cryopreserved and reinfused
through arteriography into the donor patient, characterizing the time zero of
the experiment. These patients were then evaluated during two and a half
years, being submitted to examinations with somatosensitive evoked
potential to evaluate neurological recovery after undifferentiated cell infusion.
Twenty-six patients (66,7%) were positive for evoked potential, that is, they
presented cortical response to peripheral stimuli. In two and a half year, this
protocol was safe for the patients and cause positive answers for evoked

potentials in patients with complete spinal cord lesion.

DESCRIPTORS: 1.paralysis 2.spinal cord injuries 3.stem cells 4.central

nervous system/injuries 5.humans
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Estima-se que a incidéncia anual das lesbes medulares através dos
varios paises do mundo esteja em torno de 15 a 40 casos novos por milhdo
(Fardon et al., 2002). Nos Estados Unidos, a incidéncia dessas lesdes
aumenta progressivamente nos ultimos 20 anos: em 1957 é de 10 casos
novos/ano/milh&do de habitantes e em 1995, de 28 a 50 casos novos/milh&o
de habitantes, cerca de 10 a 20 mil casos novos por ano (Greve, 1995). No
Brasil, a incidéncia do traumatismo raquimedular encontra-se em torno de 40
casos novos/ano/milhdo de habitantes, cerca de 6 a 8 mil casos novos/ano
(Greve, 1997). No Estado de Sao Paulo, dados da Secretaria de Estado da
Saude do Estado de Sao Paulo, mostram aproximadamente 1.750 casos
novos/ano e uma populacao atual de aproximadamente 250.000 pacientes

com lesdo medular.

Historicamente, a mais antiga descricao da lesdo da medula espinal
encontra-se nos papiros de Edwin Smith, datado de 1700 a.C., que relatam
que as fraturas da coluna vertebral como sendo uma “enfermidade que nao
deve ser tratada” (Breasted, 1930; Hughes, 1988). Credita-se a Hipdcrates
0 avango no tratamento das lesbes da coluna. O método Hipocratico de
tratamento com o uso da tracdo axial para a redugdo e o alinhamento
vertebral, aplicando-se uma forga anterior a gibosidade, perdura por séculos.

Durante a primeira metade do século XX, com o advento da radiologia, foi
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possivel um melhor entendimento da fisiopatologia das fraturas da coluna
vertebral. Novo avanco no tratamento cirdrgico das fraturas da coluna
vertebral ocorreu com a estabilizacdo das fraturas com placas e parafusos.
O desenvolvimento dos equipamentos e dos materiais cirurgicos tem
permitido a redugao e a estabilizagao dessas e, por consequéncia, melhores

resultados funcionais.

A observacgao clinica mostra que a evolugado das lesdes do sistema
nervoso central é totalmente diferente daquela observada nas lesdes do
sistema nervoso periférico. InUmeros estudos experimentais demonstram
que o microambiente criado apos a lesao do sistema nervoso central seria
desfavoravel e até mesmo inibidor das tentativas de regeneracédo e
crescimento axonal, ao contrario do observado no sistema nervoso periférico

(Gebrin et al., 1997).

No inicio deste século, sdo realizados os primeiros experimentos
acerca da fisiopatologia da lesdo medular por Allen (1911,1914). Contudo,
esses trabalhos s6 sdo retomados na década de oitenta por investigadores
que comegam a valorizar as mudangas tempo dependentes na patologia do

trauma raquimedular (Anderson, 1982; Balantine, 1985).

O déficit neurolégico decorrente da lesao da medula espinal advém da
somatéria de dois eventos distintos: a lesdo mecanica inicial ou primaria e a

lesdo enddgena secundaria consequente a primeira (Goodkin e Campbell,
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1969; Kakulas e Bedbroock, 1976; Balantine, 1978; Wagner et al., 1978;

Demapoulos et al., 1980; Balantine, 1985).

A lesao primaria é produzida pelo trauma em si, com morte celular e
liberacdo de eletrélitos, metabdlitos e enzimas, sendo, portanto um processo
mecanico que independe de controle celular. A lesdo secundaria da medula
espinal envolve complexas mudangas bioquimicas, surgindo como cascata
de eventos envolvendo edema, inflamacao, isquemia, reperfusao, fatores de
crescimento, metabolismo do calcio e peroxidase lipidica na qual tém se
concentrado os esforgos cientificos para possibilitar seu controle (Green e
Wagner, 1973; Sandler e Tator, 1976; Ducker et al., 1978; Rivlin e Tator,
1978; Wagner et al., 1978; Balantine, 1985; Janssen e Hansebout, 1989;
Holtz et al., 1989; Noble e Wrathall, 1989; Tator e Fehlings, 1991; Dusart

e Schwab, 1994).

Individuos com lesdes medulares incompletas apresentam
recuperagcao neuroldgica, mas pacientes com lesdo medular completa
apresentam recuperagdao muito mais limitada e restrita aos primeiros dois

anos de lesao (Waters et al., 1995; Becker et al., 2003).

O tratamento ideal para a lesdo medular propriamente dita seria

aquele que nao apenas diminuisse a lesdo, mas que também estimulasse o

processo de reparacdo. Ao contrario do que se acredita, esta provado que
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neurénios fora do sistema nervoso central, na medula espinal imatura e em

meios especiais de cultura podem se regenerar (McDonald, 1999).

Para melhoria da qualidade de vida do paciente com lesdo medular, a
medula nd&o necessariamente precisa ser totalmente reconstruida.
Beneficios desproporcionais podem ser obtidos de minimas reparagdes
anatémicas (Blight, 1983). O paciente pode nao readquirir a capacidade de
deambular, mas a melhora de controle esfincteriano, a recuperagdo da
musculatura respiratéria ou da fungcdo da mao representam melhorias

importantes para estes pacientes.

Nas ultimas duas décadas, realizam-se varias pesquisas na tentativa
de obter um tratamento mais efetivo para a lesdo da medula espinal. Todas
essas pesquisas envolvem basicamente quatro formas de abordagem do
paciente com lesdo medular: a cirurgica, a farmacoldgica, a biolégica e a

com meios fisicos.

Cirurgicamente, a descompressdao medular e a estabilizacdo da
coluna sdo os métodos mais comumente empregados. O papel da
estabilizagcdo da coluna é ressaltado por Legos et al. (2002) em artigo de
revisdo, mas o papel da descompressao medular bem como o momento
ideal para a realizagdo do procedimento cirurgico permanecem controversos

na literatura (Fehlings e Tator, 1999; La Rosa et al., 2004). Até o momento,
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as cirurgias reparadoras da medula e restauradoras da fungao neurolégica

mostram-se pouco eficazes (McDonald,1999; Barros et al., 2003b).

Quanto a abordagem farmacolégica, a proposta é o emprego de
drogas moduladoras das respostas enddgenas na lesdo primaria a fim de
limitar o dano tecidual e melhorar o potencial de recuperagédo funcional
destes pacientes. Estas drogas visam interromper 0s mecanismos

fisiopatolégicos de lesdo neuronal secundaria.

Avangos clinicos e cientificos indicam que as lesbes agudas na
medula espinal podem ser manipuladas por terapéuticas farmacologicas
utilizadas num curto espago de tempo. A metilprednisolona administrada
dentro das primeiras oito horas pods-trauma foi o primeiro agente
farmacoléogico a demonstrar melhora na recuperacdo do trauma
raquimedular em seres humanos. A metilprednisolona tem como fator de
contra-indicacdo a administracdo em pacientes politraumatizados devido aos
seus efeitos sistémicos (Hall e Braughler, 1981, 1982; Braughler, 1985;
Hall et al., 1984; Anderson et al.,, 1988; Hall et al., 1987; De Ley e
Leybaert, 1993; Bracken, 1993; Hall, 1993). Outras drogas, como tirilizade
(Hall et al., 1987; Anderson et al., 1988; Hall, 1988) e os gangliosideos
(Gorio, 1987; Cuello et al., 1989; Geisler et al., 1991; Karpiak et al., 1991;
Geisler et al., 1993; Walker e Harris, 1993; Young, 1995), ainda sob
investigacao clinica, apresentam resultados preliminares promissores. Em

ultima analise a farmacologia contribui na prevencao do dano secundario.
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Os meios fisicos também sao empregados com o intuito de minimizar
os danos medulares secundarios. Os principais meios pesquisados sao a

hipotermia e o oxigénio hiperbarico.

Varios estudos demonstram os efeitos benéficos locais com o
resfriamento medular por perfusdao ou irrigagdo com solugdo salina
hipotérmica (Ducker e Hamit, 1969; Albin e White, 1987; Kelly et al., 1970,
1972). Essa abordagem é baseada na suposicdo de que a temperatura
baixa protege os tecidos do sistema nervoso central contra os efeitos da
hipéxia e da isquemia. Entretanto, € uma técnica de dificil aplicagao que
apresenta alta taxa de mortalidade, tornando preocupante a sua aplicagao

clinica (Schwab e Bartholdi, 1996).

A terapia com oxigénio hiperbarico € uma modalidade terapéutica
fundamentada na obtengdo de pressbes parciais elevadas de oxigénio
tecidual, ao se respirar o0 oxigénio puro no interior de uma camara hiperbarica
a uma pressao superior a da atmosfera (Galvao, 2003). A justificativa para
este tipo de abordagem terapéutica baseia-se no fato de que a diminuigéo da
perfusdo pode ser compensada pelo aumento da pressao parcial de oxigénio.

Contudo, os dados sao ainda apenas experimentais.

Conceitua-se como terapia biolégica a utilizacdo de fatores que
estimulam a regeneragdo neuronal. Com essa finalidade empregam-se

fatores de crescimento tecidual e células tronco (totipotentes, pluripotentes
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ou multipotentes; autélogas ou homodlogas). Sao terapias que, devido ao
curto prazo de seguimento e de avaliagdo, ainda ndo apresentam dados
concretos sobre os resultados, entretanto, apesar das controvérsias,

consiste numa possibilidade futura de se obter a cura.

Restaurar a integridade dos circuitos neuronais tem-se demonstrado a
principal forma de recuperagcdo neurolégica em pacientes com lesao
medular. No entanto, a reconstrugcao destes circuitos ainda nao foi bem
sucedida, nem em cobaias, nem em humanos. Contudo, existem evidéncias
de reconstrugbes parciais, como em tecido do nucleo estriato fetal
transplantado para tratar Doenca de Huntington em ratos e seres humanos
(Bachoud-Levi et al., 2000; Hauser et al., 2002); e transplante de
neurénios dopaminérgicos de fetos humanos para pacientes com Doencga de

Parkinson (Piccini et al., 1999, 2000; Freed et al., 2001).

Células tronco sao células indiferenciadas, multipotentes, com
capacidade de proliferar e originar células de qualquer linhagem, formando
qualquer tecido do organismo. O crescente entusiasmo em sua utilizagao
deve-se também a artigos que provam que tais células, a partir de
sinalizacbes recebidas do tecido em que sao implantadas, podem se
diferenciar em células destes tecidos e desempenhar suas fungdes (Potten

e Loeffler, 1990; Gage et al., 1995; Pittenger et al., 2000).
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As células tronco classificam-se em embrionarias, achadas na massa
celular interna do blastocisto (embrido), ou em células tronco somaticas ou
adultas, encontradas em tecidos desenvolvidos do feto, recém-nascido ou no
adulto. As células tronco somaticas sé&o obtidas da medula 6ssea, do sangue

periférico, do cordao umbilical e do figado fetal.

Na medula 6ssea do adulto existem pelo menos duas populacdes de
células tronco progenitoras: as células progenitoras hematopoéticas e as

células progenitoras mesenquimais.

As células progenitoras hematopoéticas expressam uma glicoproteina
de membrana que permite sua identificacdo e quantificacdo, o antigeno
CD34. Outras células que a expressam sao: célula endotelial, fibroblasto
embribnico e algumas células do tecido nervoso fetal e adulto. As células
progenitoras mesenquimais nao apresentam nenhum marcador de superficie

celular conhecido, sendo identificadas somente pela cultura celular.

Essas duas populagdes de células estdo presentes na medula 6ssea
e em condi¢gées normais apenas 0,1% delas circulam no sangue periférico.
Este numero pode ser aumentado em aproximadamente 30-50 vezes apds a
administracdo de fatores estimuladores de colbnias hematopoéticas,
especialmente o fator estimulador de colénias de granulécitos humanos

metionil recombinante n&o glicosado (Filgrastima, G-CSF).
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A utilizagdo de implantes de células tronco prova sua utilidade no
tratamento da Doenca de Parkinson e na Doenca de Huntington (Bjoklund e

Lindvall, 2000).

Recentemente, varios artigos sao publicados contrariando a antiga
tese de que células do sistema nervoso central sdo incapazes de se renovar
e de multiplicar (Reynolds e Weiss,1992; Morshead et al., 1994; Doetsch
et al., 1997; Johansson et al., 1999; Kempermann e Gage, 1999; Temple

e Alvarez-Buylla, 1999).

A utilizacdo de transplante de células indiferenciadas e células
precursoras em estudos para tratamento da lesdo medular tem cerca de dez
anos. O modo como tais células podem vir a atuar na reparagdo de uma
lesdo do sistema nervoso ainda permanece controversa, mas certamente
envolve fenbmenos como a reconstrugdo funcional de circuitos neuronais
com o restabelecimento de sinapses ou interconexbes com as células
hospedeiras; a producdo de substancias neuroquimicas como
neurotransmissores, fatores de crescimento e anticorpos; na remielinizagao
de axbnios integros que deixaram de conduzir impulsos elétricos por

estarem desmielinizados (Freed et al., 2001; Okano, 2002).

Em animais, prova-se que células indiferenciadas transplantadas na
medula normal ou lesada podem se diferenciar em neurdnios ou em células

da glia (McDonald, 1999). Células precursoras de neurdnios sao isoladas e
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expandidas em culturas na presencga de mitdbgenos, e quando transplantadas
originam neurbnios e oligodendrécitos. Podem ainda diferenciar-se em
astrdcitos, evidenciando que os sinais do ambiente sdo determinantes na

especificagao da linhagem (Akiyama et al., 2001; Cao et al., 2001).

Células progenitoras transplantadas em ratos com lesdo medular
sobrevivem, migram e diferenciam-se em células do sistema nervoso como
neurdnios, astrocitos e oligodendrécitos. A diferenciagdo depende da
sinalizacdo do tecido hospedeiro e tais células continuam dividindo-se,
diminuem a reacgao inflamatéria em lesées agudas e melhoram o desempenho

de marcha dos ratos transplantados (McDonald e Howard, 2002).

Enxertos de medula de embrides humanos ja demonstraram que
quando transplantados na cavidade da lesdo medular de adultos causam

efeitos morfoldgicos benéficos (Akesson et al., 2001).

Altera-se outro conceito ao provar-se que células adultas podem ser
reprogramadas para expressar genes tipicos de células diferenciadas de
qualquer uma das trés linhagens: mesoderma, ectoderma e endoderma.
Este fato permite a constatagcdo de que o estado diferenciado das células é
reversivel e que requer regulagcéo continua do meio, possibilitando estudos
cComo 0 que prova que, apos irradiacao letal, células derivadas da medula
O0ssea administradas endovenosamente originam células que expressam

genes especificos de neurbnios (Brazelton et al., 2000).
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da infusdo de
células progenitoras indiferenciadas autégenas no tratamento de 39

pacientes com lesdo medular crénica.
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Revisdo da Literatura 15

McVeight (1923) estuda as mudangas ocorridas em cées submetidos
a lesdo da medula espinal através de compressao digital no nivel TVII-TVIII e
medulas espinais obtidas de cadaveres frescos que também sao submetidas
a compressao entre os dedos. Observa edema na coluna lateral e anterior
oito horas apos a lesdo que progride até o 2° dia. A hemorragia esta
presente na substancia cinzenta e se estende acima e abaixo do nivel da
lesdo e através da substancia branca anterior e lateral. Acredita que as
lesdes experimentais produzidas em cdes e em medulas espinais humanas
obtidas de necropsia sdo comparaveis as lesées medulares que ocorrem
nos homens em todos os aspectos, especialmente no que diz respeito aos
fatores mecanicos que causam a lesdao e as mudangas observadas nas

alteragdes histoldgicas.

Holdsworth (1953) citado por Holdsworth (1970) padroniza o
tratamento através da classificagdo das fraturas em estaveis e instaveis.
Define as lesbes completas como aquelas em que nao ha funcao
neuroldégica nos niveis distais a lesdo podendo ser reversiveis ou
irreversiveis, nao ocorrendo recuperagao neuroldgica na persisténcia de

déficit depois de finalizada a fase de choque medular.
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Woodward e Freeman (1956) estudam experimentalmente a
isquemia da medula espinal em 27 caes adultos, através da seccado dos
vasos sanguineos juntos com os pares de raizes nervosas de TVl a TXI, e os
animais sacrificados entre uma e quatro semanas ap6és a lesdao. Encontram
mudancgas precoces na avaliagao histolégica. Na isquemia leve ha a perda
de neurdnios no corno dorsal, seguida da reducdo da substancia cinzenta
posterior com separagao passiva dos elementos neurais intersticiais e pela
formagao de cavitagdo. Em graus mais graves de isquemia, ocorre necrose
dos tratos longos e dos elementos neurais, e redugdo no numero de

neurdnios, produzindo quadro de mielomalacea com cavitagao.

Ducker e Hamit (1969) avaliam tratamentos experimentais em caes
submetidos a lesao experimental por queda de peso de 25g 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 irrigagao da ferida com solugao salina circulando através de
um tubo com agua gelada a 0°C na taxa de 75 a 100ml/min.; grupo 3:
tratados com administragdo de dexametasona, aplicados por Vvia
intramuscular trés horas apos a lesdo. A dose de dexametasona é de
0,5mg/kg/24h no dia do trauma e 0,24 mg/kg/24h no 1° dia de pés-operatoério
administrada em doses divididas e doses 1,3mg/kg/24h de metilprednisolona
nos sete dias subsequentes. No grupo 4: os animais recebem uma unica
dose de metilprednisolona de 8mg/kg intratecal administrada sob visado

direta. A avaliagdo da recuperacédo neurolégica € baseada na escala de
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funcdo motora de Tarlov. Observam melhora estatisticamente significante e
melhor recuperagcdo neurologica, nos grupos que recebem dexametasona

intramuscular e hipotermia local.

Holdsworth (1970) publica artigo baseado na observacédo de mais de
1000 pacientes paraplégicos ou tetraplégicos apds trauma. Descreve a
anatomia e os mecanismos do trauma, as caracteristicas radiograficas e o
diagndstico da lesao neurologica. Mostra casos com fraturas estaveis,
luxacgdes e fraturas-luxagdes, rotacionais e por cisalhamento. Defende que a
presenca de sensibilidade sacral e da fungdo motora distal a lesdao séo
indicativos de uma lesdao medular incompleta. Advoga ainda, a redugao
aberta e a fixagao interna das fraturas, com placas inseridas nos processos
espinhosos, com o objetivo de restaurar o alinhamento da coluna e prover
melhores condigdes de recuperagcdo neurologica. Recomenda também
cautela quanto a realizacdo da laminectomia em pacientes com leséo
medular, devido a falha em demonstrar recuperagao neuroldgica significativa
e aumento do potencial desses pacientes de desenvolverem deformidades

espinais tardias e piora do déficit neurolégico.

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

traumatizada pela diminuicdo da demanda metabdlica.
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Ducker et al. (1971) realizam estudo prospectivo, randomizado, com
32 macacos Rhesus pesando entre 4 a 8kg, submetidos ao trauma por
queda de peso de 10, 15, 20 e 25g em forma de cilindro da altura de 20cm,
de forma que a resultante do impacto sobre a medula é de 200g/cm,
300g/cm, 400g/cm, 500g/cm respectivamente. Sao divididos em quatro
grupos de oito animais cada, sendo que cada grupo é randomizado
novamente dentro de categorias agudas e subagudas, sendo os primeiros
sacrificados seis horas apds a lesdo e os ultimos cinco a seis dias apos a
lesdo. Os achados patolégicos na microscopia sdo graduados sem
conhecimento da quantidade prévia de trauma. Nos animais categorizados
como agudos, o0 edema, a 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 desmielinizagdo, a necrose, a
hemorragia e a deformidade vascular também sao similarmente graduados.
Os animais subagudos também s&o submetidos a testes neurolégicos motor,
sendo o0 exame sensitivo considerado nao objetivo. Os niveis funcionais sao
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 os
quais permitem ao animal ficar em pé, mas nao 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 com necrose periférica sédo

dependentes e diretamente relacionados a gravidade do trauma. N&o
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concluem porque a substancia cinzenta é mais vulneravel, mas que
provavelmente a anatomia, o 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 condi¢gdes clinicas, enquanto pode haver
melhora nos achados clinicos, as mudangas patologicas podem ser
progressivas em gravidade por aproximadamente uma semana mesmo na
presenca de melhora clinica, que as mudancas sao inicialmente mais
proeminentes no centro da medula, mesmo sendo o trauma dirigido a sua
superficie e que a localizagao e a progressao da area medular lesada sao
dependentes da quantidade de trauma aplicado. Em traumas leves, o animal
se recupera e as mudangas sao somente centrais. Em traumas moderados
com paresia significante, as mudancas também envolvem a substancia
branca adjacente. Em traumas graves com resultante paraplegia, as

mudangas envolvem toda a substancia medular.

Fairholm e Turnbull (1971) estudam prospectivamente 34 coelhos,
pesando entre 2 e 3kg e cinco caes com modelo de contus&o por queda de
peso. Os animais sao sacrificados em tempos variaveis desde 19 minutos
até 14 dias apods a lesdo. Apds o sacrificio sdo infundidos com solucéo
coloidal de bario e a microangiografia de sete a 14 dias apds o trauma define
duas zonas de lesdo na medula espinal: zona 1, localizada na porgao
postero-central da medula espinal os capilares dessa regido perdem

progressivamente a capacidade de condugao de sangue, e a zona 2 ao
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redor da zona 1 com padrdao microvascular normal. Concluem que a
recuperacao dos neurbnios e axbnios danificados depende da preservacgao

da microcirculagao.

Wagner et al. (1971) apresentam estudo prospectivo com 27
macacos Rhesus adultos, utilizando o modelo de impacto por queda de peso
de 20 g e de uma altura de 15cm, gerando uma for¢ca de contusao de 300
g/cm ao nivel de TX. Esses animais (n=18) s&o divididos em cinco grupos e,
0os segmentos da medula sujeitos ao trauma sdo removidos em diferentes
intervalos de tempo poés-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 é traumatizado e mantido vivo durante seis meses, durante
0s quais sao realizados exames motores frequentemente. Notam que, neste
grupo, denominado de grupo cronico todos os animais apresentam paralisia
sensitiva e motora completa das extremidades inferiores. Dentro de 12
horas, movimentos isolados dos dedos sao presentes, em torno de 24 horas
frageis respostas de reacédo sao obtidas aos estimulos dolorosos entre sete
e 10 dias, todos os animais sdo capazes de se mover facilmente em suas
gaiolas e em seis meses 0s animais sao indistinguiveis dos ndao operados.
Nas observacbes da microscopia, nota-se apds cinco minutos que a
aparéncia da medula espinal ndo estd grandemente alterada, estando os
vasos distendidos, mas intactos, e sdo observados fluidos serosos, mas nao

formacao de trombos. Apds 15 minutos, constatam-se rupturas isoladas de
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vasos mais finos com extravasamento de eritrocitos para os espacgos
perivasculares dentro da substancia cinzenta central. Apés 30 minutos, os
eritrocitos e o fluido seroso sdo notados em discretas cole¢cdes nos espacos
perivasculares e estendem-se dentro e ao redor do parénquima. Entre uma e
quatro horas, as hemorragias perivasculares inicialmente discretas comegcam
a coalescer, essas alteragdes nao estdo mais confinadas ao canal central e
corno dorsal, mas sao evidentes na substancia branca. Essas alteragdes
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.

Tator e Deecke (1973) estudam o valor da perfusdo hipotérmica,
normotérmica e da durotomia, em lesdo experimental em macacos Rhesus.
Observam que a perfusao hipotérmica e a normotérmica melhoram a
recuperagcao neurolégica, mas em compressdées maiores somente a
perfusdo normotérmica produz melhora significativa. Esses resultados
indicam que o modo como a perfusdo exerce seu efeito benéfico é
desconhecido, mas sugestivo que a dialise de substancias nocivas da

medula espinal lesada tem um importante papel na recuperagao neuroldgica.

Hansebout et al. (1975) estudam os efeitos da hipotermia e dos
corticosterdides no tratamento de caes fémeas adultas, submetidas a lesao
experimental da medula espinal pelo método de compressao com baldo por

um periodo de tempo de uma hora. Os animais submetidos a experimentacao
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sao divididos em cinco grupos; somente laminectomia; laminectomia e
aparato de troca de calor a 37°C; laminectomia + lesao; laminectomia, lesao,
corticosteréide; laminectomia, lesao, resfriamento a 6°C por quatro horas.
Observam, apos sete semanas, que 0s grupos que recebem tratamento,
qualquer corticosterdide ou resfriamento, conseguem taxas de recuperagao
motora significativamente superiores aos do grupo nao tratado. O grupo nao
tratado é incapaz de caminhar, enquanto que os dois grupos tratados sao
capazes. Os grupos que nao sofrem lesdo necessitam de duas semanas
para total recuperagcao motora. Nao ha diferenca significativa entre o grupo
no qual é realizada a laminectomia e o grupo que recebe o aparato de troca

de calor a 37°C (normotérmico).

Yeo et al. (1975) estudam autdpsias de pacientes que sofrem lesao
medular e observam que, embora aparentemente intactos, os neurdnios
contundidos tém cessado sua fungao, e que através de métodos quimicos
ou fisicos podem ser parcialmente revertidos. Procuram diferenciar a
concussao, a contusao e a laceragcdo em medulas recentemente lesadas em
ovelhas. Tentam reproduzir a lesdo contusa experimental em animais, a
sequéncia dos eventos patolégicos, e 0 uso de mielografia com is6topos
para definir o grau de lesdo da medula espinal. Observam uma tendéncia
similar nos padrbes de recuperacédo sensitiva e motora, sugerindo que a
isquemia e a hipoxia poderiam contribuir significativamente na patogénese

da paraplegia pés-traumatica.
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De La Torre et al. (1975) em artigo de revisdo sobre as estratégias de
pesquisa basica e aplicada sobre lesdo medular, analisam os modelos
experimentais, as técnicas de avaliagcdo do trauma medular experimental, os
estudos neurofisioldgicos e morfolégicos, o0 mecanismo vascular e o fluxo
sanguineo medular, as mudancgas bioquimicas e metabdlicas e o tratamento
da lesdo medular aguda e cronica. Na lesdo crbénica, destacam trés
possiveis caminhos de regeneragao axonal no sistema nervoso central: 1-
brotamento colateral, 2- plasticidade e 3- regeneracdo axonal. Referem que
a regeneragao pode ser conseguida através de transplante de tecido neural
(células fetais) e o uso de fatores de crescimento. Citam a existéncia de

evidéncias de sobrevivéncia e crescimento dessas células.

Kuchner e Hansebout (1976) avaliam caes submetidos a lesao
experimental com compressao por baldo extra-dural, e submetidos a
tratamento isolado com dexametasona, hipotermia sem irrigagdo, ou
associagao de dexametasona e hipotermia sem irrigacdo. A hipotermia é
realizada através da colocagao de uma bolsa de silicone (Silastic) local com
conteudo fluido resfriado entre 6° e £ 3°, ndo havendo a possibilidade da
irrigagao contribuir para a recuperagao funcional. Constatam que os grupos
que recebem tratamentos isolados com dexametasona e hipotermia
apresentam a capacidade de deambulagdo enquanto o grupo nao tratado nao
pode caminhar. O grupo que recebe tratamento associado de hipotermia e

dexametasona € o que apresenta melhor indice de recuperacao motora final.
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Yeo et al. (1977) estudam os resultados das mudancas
patologicas associadas com a necrose central pds-traumatica da medula
espinal em ovelhas submetidas a lesdo experimental pelo modelo de queda
de peso. Separam-nas em: grupo controle, isto €, sem tratamento algum a
nao ser os cuidados basicos e ovelhas tratados com metilprednisolona
intratecal, alfa metil paratirosina e oxigénio hiperbarico. Encontram, no grupo
sem tratamento, intensa necrose da substdncia cinzenta central e
microcistos e desmielinizagdo ao redor e na substancia branca com varios
graus de fibrose, gliose, e extensa degeneragao cistica central. Apesar do
intenso grau de degeneracdo havia recuperacdo motora significante com
todos os animais desse grupo recuperando pelo menos os movimentos
antigravitacionais. Nenhum animal do grupo controle ou dos grupos tratados
obtém recuperagdo motora total. No grupo dos animais tratados com
metilprednisolona intratecal, o grau de degeneracéo cistica central e de
desmielinizagdo pareciam idénticos ao do grupo nao tratado. No grupo
tratado com alfa metil paratirosina ha recuperacdo motora significante e
menor degeneragao cistica central e microcistos na substancia branca. Nos
animais tratados com oxigénioterapia hiperbarica ha melhora significante da
recuperacao motora por um periodo de oito semanas depois da lesdo e
menor degeneragao cistica central e formagao de microcistos nas colunas
anterior e lateral. Na anadlise estatistica ha melhora em todas as semanas
com exceg¢ao da quinta semana. A possivel aplicagao clinica da alfa metil

paratirosina € impedida pela sua toxidade renal.
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Balentine (1978) estuda a lesao necrética da medula espinal em
ratos adultos, submetidos a lesdo experimental pelo modelo de queda de
peso, através da analise da mudancga 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 apos a lesdo, 30 minutos, uma
hora, duas horas, quatro horas, oito horas, e uma semana. Esse estudo
confirma a evolugao sequencial do desenvolvimento de necrose primeiro na
substancia cinzenta e depois na substancia branca. A observagao dos vasos
sanguineos demonstra que a necrose € devida a ruptura dos vasos

sanguineos encontradas imediatamente apods o trauma.

Rivlin e 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 lesao.
Utilizam a técnica radiografica com C-antypirina para avaliagdo do fluxo
sanguineo. Concluem que lesdes por compressao medular grave produzem
severa isquemia pos-traumatica na medula espinal, por pelo menos 24
horas. Descrevem um novo modelo de lesdo medular através da utilizagao
de clipes de aneurisma modificados para compressao, colocados ao redor

da medula.

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
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sanguineo da medula espinal através da depuragcdo de hidrogénio,
observando melhora do fluxo sangliineo no grupo tratado com naloxene em
comparagado com o grupo controle sem tratamento e com o grupo que
recebe solugao salina. Observam também a preservacgao da fungao sensitiva
e 0 potencial evocado somato-sensitivo, registros de eletrodos bipolares no

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

Anderson et al. (1982) estudam prospectivamente gatos adultos,
fémeas com lesdo medular e os dividem em trés grupos. O primeiro grupo
nao recebe tratamento, o segundo € tratado com altas doses de
metilprednisolona (15mg/Kg/24h) e o terceiro, com megadose de
metilprednisolona (60mg/Kg/24h). Avaliam a microvascularizagéo no sitio da
lesdo por método indireto, através do uso de carbono coloidal. Observam
que o grupo tratado com altas doses de metilprednisolona apresenta
preservacao substancial da perfusdo microvascular quando comparado com

0 grupo nao tratado.

Young e Flamm (1982), em estudo prospectivo, submetem 15 gatos
adultos a lesao traumatica pelo modelo de contusdo de impacto por queda
de peso de 400gm-cm; e formam trés grupos: 1° grupo sem tratamento, 2°
grupo recebe a dose de 15mg/Kg de succinato sédico de metilprednisolona
45 minutos apos a lesdo e o 3° grupo que recebe a dose de 30mg/Kg de
succinato sodico de metilprednisolona. Observam que no grupo tratado com

altas doses de metilprednisolona (30mg/Kg) ocorre melhora do fluxo
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sanguineo na primeira hora apds lesdo, medido pela depuracdo de
hidrogénio. Ha melhora da concentragao de calcio extracelular e do potencial
evocado somato-sensitivo ativado pela estimulagdo do nervo ciatico e
registrados bipolarmente por eletrodos colocados no espaco epidural sobre o
cortex somato-sensitivo. Esses dados sugerem que o tratamento com altas
doses de corticosteroide causa dilatagdo dos vasos sanguineos da medula
espinal. O consequente aumento do fluxo sanguineo pode explicar os efeitos

benéficos das altas doses de corticosterdide na recuperacao funcional.

Hansebout et al. (1984) avaliam prospectivamente 10 pacientes com
lesdo da medula espinal, através da administracdo de dexametasona 20mg
no momento da admissado na sala de emergéncia e 6mg a cada seis horas
por 11 dias, e associagdo com procedimento cirurgico para colocacdo do
aparato de troca de calor para resfriamento a 6°C por quatro horas. Durante
o procedimento cirurgico é realizada a descompressao medular, associada a
artrodese na regiao cervical, e haste de Harrington na regiao toracica. Todos
os pacientes recebem essa combinagdo de tratamento dentro de oito horas
e trinta minutos da lesdo. Revisam 52 casos na literatura mundial e
encontram uma taxa de recuperacdo neurologica de 48%, taxa de
deambulagéo de 17% e taxa de mortalidade em um ano de 17%. Encontram,
no seu estudo, taxa de deambulagao de 10% e taxa de mortalidade de 10%,
considerando esses resultados melhores do que os dos tratamentos
tradicionais quando comparados com os da literatura (27 a 37% de taxa de

mortalidade em um ano e 2% de taxa de deambulagéo).

Alexandre Fogaca Cristante



Revisdo da Literatura 28

Gale et al. (1985) realizam um estudo de analise comportamental em
ratos submetidos a lesao por contusao da medula espinal. Com base nessa
analise, desenvolvem um protocolo para avaliagao do déficit funcional. Esse
protocolo é administrado por pessoas treinadas e consiste de uma contagem
comportamental combinada de varios testes em que o componente principal
da avaliagcdo comportamental € a escala motora, que envolve uma avaliagéao
passiva das patas traseiras (membros posteriores) dos animais. Os animais
sao observados em campo aberto, sendo cada membro traseiro observado
individualmente e graduado em: 0- nenhum movimento das patas traseiras,
nem suporte de peso; 1- movimento fracamente perceptivel dos membros
traseiros, mas sem suporte de peso; 2- movimentos freqlentes e/ou
vigorosos nos membros traseiros mas sem suporte de peso; 3- suporte de
peso nos membros traseiros, pode trocar um ou dois passos; 4- caminhar

com déficit leve; 5- caminhar normal.

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

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

da medula espinal.

Fine et al. (1986) encontram, como maior causa de lesdo medular, os
acidentes com veiculos motorizados (47%), quedas (21%), atos de violéncia
(14%), esportes (14%) e outras causas (3%). Em relagao a etiologia dessas
lesdes 61% a 77% ocorrem entre as idades de 16 a 30 anos, com excegao
do grupo em que a etiologia da lesao € a queda a qual apresenta um numero
significante de pessoas idosas (61%). Ha predominéncia de homens com
somente 18% de pacientes mulheres, e desses, 54% apresentam tetraplegia
e 46% paraplegia. Esse estudo € realizado no Centro Nacional de
Traumatismo da Medula Espinal da Universidade do Alabama, com 9.647

pacientes com trauma raquimedular.

Albin e White (1987) demonstram que o trauma da medula
espinal além da destruicdo mecanica desencadeia hemorragia,
diminuicdo da perfusao, hipdxia tecidual, edema e finalmente necrose

dos elementos neurais.

Janssen e Hansebout (1989), em revisao sistematica 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 demonstra resultados
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positivos. A razao pela qual € explicada essa abordagem € que a diminuigao
da perfusédo tecidual pode ser compensada pelo aumento dos niveis de
oxigénio no sangue. Concluem que obviamente nos casos onde ocorre
cessagao completa da circulagédo na area medular lesada esse tratamento

pode nao ser efetivo.

Noble e Wrathall (1987) descrevem um modelo de aparelho para
provocar lesdo experimental por contusdo da medula espinal em ratos,
utilizam a queda de peso. Utilizam pingcas para fixar os processos
espinhosos adjacentes e com essas modificagcbes diminuem as variaveis
que podem produzir lesdes assimétricas, sendo a energia de impacto
direcionada mais para a medula espinal com diminuicdo do efeito
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 no periodo de 1982 a 1987, encontrando como etiologias mais
frequentes os ferimentos por arma de fogo (36,7%), acidentes em agua
rasa (7,7%), queda de objeto sobre o paciente (4,2%), e outras causas
(2,3%). Chamam a atencdo para o fato de que neste estudo 28% dos
pacientes sdo atendidos nas primeiras seis horas, 33,3% sao atendidos no
hospital um dia apés o acidente e 3,3% s&o atendidos no hospital com 15

dias ou mais do acidente.
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Goldberger et al. (1990) propdem 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 nao conhecidas durante a
recuperacgao neurologica e que na maioria dos casos nao se distingue entre
a recuperacgao das fungdes inicialmente perdidas e o uso de mecanismos de
compensacgao. Acreditam e sugerem métodos através dos quais se possam
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 os mecanismos de

recuperagao da fungao.

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

seguro o tratamento da lesdo medular com GM-1.

Tator e Fehlings (1991) procuram comprovar através de estudos

microangiograficos a lesdo isquémica secundaria através do uso do
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angiograma de carbono coloidal com o uso de varios modelos de lesao
medular experimental na tentativa de simular o trauma medular agudo tipo
compressdo: modelo de queda de peso, tragcdo e o grampo de compressao
extra-dural. Concluem que existem fortes evidéncias de que a isquemia pos-
traumatica € um importante mecanismo de lesdo secundaria e que esses

efeitos vasculares podem ser tratados.

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

da medula espinal, mas somente se iniciado dentro de oito horas da les&o.

Da Paz et al. (1992) observam as seguintes etiologias: acidentes de
transito (44,7%), ferimentos por arma de fogo (26,9%), queda de altura
(14,8%), mergulho em agua rasa (9,3%), ferimentos por arma branca (0,9%).

A média das idades €& de 30,3 anos, com uma propor¢cdao de quatro
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homens/uma mulher. Desses 87% apresentam lesdes completas, sendo
64,9% paraplégicos e 35,1% tetraplégicos. Observam que desses 21,3% sao

decorrentes de acidentes de trabalho.

Nockels e Young (1992) em artigo sobre estratégias farmacoldgicas
no tratamento experimental da lesdo medular espinal, aguda e crbnica,
relatam que na fase crbnica a mielina possui fatores de inibicdo da
regeneragao axonal. O bloqueio destes fatores aumenta a regeneragao da

medula espinal, constituindo-se em nova possibilidade terapéutica.

Reynolds e Weiss (1992) prova que precursores neurais ou células
tronco tém capacidade de gerar outras células e de se diferenciar em varias

linhagens de neurdnios e da glia.

Constantini e Young (1994) estudam os efeitos do tratamento com a
metilprednisolona, gangliosideo GM1 e da associagao metilprednisolona e
gangliosideo GM1, em modelos experimentais de lesdao medular por queda
de peso em ratos. O peso utilizado é de 10g e alturas de 12,5mm, 25mm e
50mm ao nivel de TX. A metilprednisolona administrada em dose Unica de
30mg/kg, cinco minutos apos a lesdo tem efeito significativo em reduzir o
volume da lesdo, impedir a hiponatremia induzida pela lesdo. O GM1
administrado isoladamente na dose de 10 a 30mg/kg tem pouco ou nenhum
efeito em qualquer das variaveis medidas. A associagdo da

metilprednisolona e GM1 bloqueia os efeitos da metilprednisolona.
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Concluem, portanto, que a GM1 antagoniza os efeitos central e periférico da
metilprednisolona em ratos com lesdo medular. Recomendam que n&o seja
usado concomitantemente para tratar lesdo medular aguda em humanos até

que essa interagao seja mais bem conhecida.

Bregman e Bagden (1994) realizam um estudo experimental com
ratos adultos submetidos a hemissec¢do medular nos niveis cervical e
toracico, e transplantados com tecido medular espinal fetal e fatores
neurotroéficos injetados no sitio da lesdo. Observam um claro aumento das
interagcdes entre as células hospedeiras do sistema nervoso central e o
tecido medular fetal transplantado. Os fatores neurotréficos 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 ramificagcdes das fibras) e

levando, em alguns aspectos, a melhora da fungédo locomotora.

Waters et al. (1995) publicam artigo em que apresenta os resultados
de levantamento epidemiolégico de seu servico e concluem que os
individuos com lesbes medulares incompletas apresentam recuperagao
neuroldgica, mas os pacientes com lesdo completa apresentam recuperagéao

muito mais limitada e restrita aos primeiros dois anos de lesao.

Basso et al. (1995) verificam o comportamento depois da lesao

medular contusa em ratos fazendo uma modificacdo da escala locomotora
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desenvolvida por (Tarlov et al., 1953). Os dados obtidos indicam que a escala
€ valida e € uma medida preditiva da recuperacéao motora, capaz de distinguir
resultados comportamentais devido as diferentes lesdes e predizer alteragdes
anatébmicas no centro da lesdo. Os testes indicam, que examinadores com
experiéncia na sua aplicagdo 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.

Schwab e Bartholdi (1996) realizam estudo de revisdo dos
conhecimentos dos mecanismos envolvidos na degeneragdo e
regeneracao axonal apos lesdo da medula espinal, particularmente, em
mamiferos e humanos. Concluem que as pesquisas enderegcadas ao
tratamento da lesao primaria e secundaria podem, no futuro, levar a uma
alta porcentagem de lesdes incompletas, possibilitando melhores
condi¢bes de reabilitagdo. A reducdo do dano secundario associado com
a otimizagao do uso das conexdes remanescentes, o aumento da
plasticidade e a regeneragao a longa distadncia dos axdnios lesados sao

os ideais a serem obtidos no futuro.

Falci et al. (1997) transplantam células de medula de fetos no cisto
de paciente paraplégico com seringomielia progressiva. N&o obtem

resultados funcionais.
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Bracken et al. (1997) em ensaio clinico randomizado, duplo-cego,
compara a recuperacao funcional e neuroldgica e as taxas de morbidade e
mortalidade um ano apos a lesdo medular aguda em pacientes que recebem
metilprednisolona durante 24 horas e 48 horas e mesilato de tirilazade
durante 48 horas. Observam a recuperagcdo neuroldgica similar nos trés
grupos de pacientes que recebem o tratamento dentro das primeiras trés
horas da les&o. Nos pacientes que recebem tratamento apds trés horas da
lesdo, o grupo que recebe metilprednisolona por 24 horas apresenta menor
recuperacao da fungdo motora, mas aqueles que recebem metilprednisolona
por 48 horas apresentam maior recuperacao da fungédo motora em um ano.
O grupo que recebe mesilato de tirilazade apresenta recuperagao
semelhante aqueles que recebem metilprednisolona por 24 horas. As taxas
de mortalidade e morbidade sao iguais nos trés grupos. Concluem que, para
pacientes que iniciam o tratamento dentro das primeiras trés horas, a
manutencido do tratamento por 24 horas € apropriada. Para pacientes que
iniciam a terapia trés a oito horas apés a lesao o regime de tratamento deve

ser mantido por 48 horas a menos que haja contra-indicagdes clinicas.

Gimenez y Ribotta et al. (1998) utilizando ratos paraplégicos
promove a recuperagao parcial neuroldgica através do transplante

halogénico de células embrionarias para o sitio da lesdo medular.

Ramoén-Cueto et al. (1998) estudam o transplante de células

olfatérias gliais em ratos adultos submetidos a sec¢gao medular. Encontram
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que as células olfatérias transplantadas através de pontes de células de
Schwann atravessam a fibrose glial e migram longitudinalmente e
lateralmente na distancia maxima de 1,5cm através da substancia branca e
cinzenta. O crescimento a longa distancia, de pelo menos 2,5cm, ocorre na
porcao rostral da medula espinal. Concluem que esta forma de estudo
possibilitara novas possibilidades para tratamento das lesdes do sistema

nervoso central que requeiram regeneragao axonal.

Amar e Levy (1999) revisam a patogénese e as estratégias
farmacoldgicas para atenuar o dano secundario na lesdo medular aguda.
Através de observagdes em modelos experimentais e clinicos, acreditam
que os conceitos de lesao primaria e secundaria estdo bem estabelecidos e
tém amplas implicagdes no tratamento da lesdo medular aguda. Avaliam os
efeitos de varios agentes farmacoldgicos entre eles dos glicocorticoides,
lazerdides, gangliosideos, antagonistas dos opidides, bloqueadores dos
canais de calcio, 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 combinagdo de varios

desses agentes.

Vialle et al. (1999) em estudo experimental de lesdo medular em

ratos Long-Evans, utilizando o modelo de queda de peso com NYU-
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Impactor, avaliam a histologia da lesdo da medula espinal dos ratos
sacrificados a cada seis horas até 48 horas apds a lesdo. Utilizam a
coloragao com hematoxilina — eosina. Observam, nos ratos sacrificados em
seis horas, uma reducao volumétrica dos neurbnios, em 24 horas pos-leséao,
identificam redugcdo no numero de neurbnios e indicios de vacuolizagao e,

em 48 horas, observam intensa degeneracao neuronal e vacuolizagéo.

McDonald et al. (1999) demonstram que células tronco embrionarias
de ratos quando transplantadas para o sitio da lesdo medular de ratos com
lesdo medular toracica sobrevivem, diferenciam-se e promovem

regeneragao na medula lesada.

Kopen et al. (1999) revelam que células estromais da medula 6ssea
podem se diferenciar em astrocitos quando injetadas no ventriculo lateral de

ratos neonatos.

Johanson et al. (1999) mostram evidéncias de que células
ependimarias sao ceélulas pluripotentes que em resposta a uma lesao
medular se proliferam e formam astrocitos que participardo do processo de
cicatrizagdo. Tal evidéncia coloca em duvida a tese de que as células do
sistema nervoso central seriam incapazes de se proliferarem e de se auto-
regenerar. As células ependimarias seriam as células progenitoras do
sistema nervoso central em mamiferos, sendo ativadas em caso de lesao
medular para se proliferar em células que seriam as responsaveis pela

formacao da cicatriz no local da lesao.
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Jeffery et al. (1999) concluem que o transplante de células gliais em

ratos pode reverter déficits funcionais associados a desmielinizacao.

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 doencgas
fatais ou crénicas. Define os diferentes tipos de células, sitio e momento
da evolugao nos quais sdo encontradas suas caracteristicas, processo de
especializagao e de crescimento tecidual e possiveis aplicagcdes: células
tronco, totipotentes, pluripotentes e multipotentes. Aborda aspectos
éticos, morais e religiosos, riscos e controvérsias. Refere algumas
recomendacdes do “American Association for the Advancement of
Science” e do “Institute for Civil Liberty” quanto ao uso dessa tecnologia.
Chama a atencao quanto a possiveis riscos de criagao de expectativas

miraculosas e dos dilemas morais.

Liu et al. (2000), através de experimentos com ratos singénicos,
demonstram que as células tronco embrionarias se diferenciam em
oligodendrocitos e se mielinizam em cultura e em transplantes no sitio da

lesdo medular.

Chopp et al. (2000) publicam artigo em que células progenitoras
retiradas da medula 6ssea de ratos quando transplantadas no sitio da lesao

medular em ratos uma semana depois da lesdo tem recuperacdo do padrao
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da marcha superiores aos ratos que recebem apenas solugdo salina. Os
cortes histologicos evidenciam ainda que células derivadas das células

progenitoras expressam marcadores de proteinas neuronais.

Auerbach et al. (2000) demonstram em seu estudo que as células
progenitoras transplantadas para o sistema nervoso de ratos adultos n&o
sao apenas a expressao de marcadores tipicos de neurénios como, tambéem,
o estabelecimento de sinapses funcionais entre as células implantadas e as

células hospedeiras.

Woodbury et al. (2000) demonstram que células tronco quando
cultivadas em condicbes apropriadas, diferenciam-se em neurdnios.
Sugerem que, nos proximos estudos, as células devam primeiro ser
direcionas na linhagem de interesse antes de serem transplantadas.
Haveria, dessa forma, um maior controle do processo de diferenciacao e

menor dependéncia dos sinais emitidos pelo microambiente do implante.

Smith e Storms (2000) propdem a hipdétese de que a geragao de
células de outras linhagens a partir de transplante de medula éssea podem
ser creditada ao fato das células progenitoras hematopoéticas gerarem
outros tecidos além de células hematopoéticas ou, que na mesma amostra
coletada para transplante de medula éssea haveria células progenitoras

mesenquimais sem peso molecular semelhante.
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Cao et al. (2001) provam que células neurais indiferenciadas de
embrides sobrevivem quando transplantadas no cortex de ratos hospedeiros

e se diferenciam em células gliais e neuronais.

Akiyama et al. (2001) demonstram que células precursoras neuronais
implantadas no sistema nervosos neonatal ou embrionario de ratos se
diferenciam em neurbnios e células gliais; enquanto que tais células
implantadas em sistema nervoso de ratos adultos se diferenciam em células
gliais. Interpreta que tal fato se deve a sinalizagao do tecido hospedeiro que

direciona a diferenciacéo das células progenitoras.

Zurita et al. (2001) publicam artigo em que experimentos com ratos
provam que o transplante de tecido cerebral fetal pode causar remodelagao

€ promover recuperagao neurolégica em ratos com lesdo medular toracica.

Sasaki et al. (2001) ao realizar experimentos com ratos, evidenciam
que o transplante de células da medula éssea para a medula espinal de ratos

com axénios desmielinizados promove a remielinizacdo destes axonios.

Wu et al. (2001) demonstram a viabilidade da utilizagdo de neuroesferas
com células derivadas do hipocampo fetal de ratos, e que ao serem
transplantadas para o sitio de lesdo medular de ratos, estas sobrevivem, se

diferenciam, migram e se integram com as células hospedeiras.

Alexandre Fogaca Cristante



Revisdo da Literatura 42

Murakami et al. (2001), em estudo controlado, prospectivo,
randomizado, avaliam os efeitos da terapia com oxigénio hiperbarico a trés
atmosferas em 23 coelhos brancos japoneses, com peso entre 2 e 3 kg,
submetidos a isquemia transitéria da medula espinal por oclusédo da aorta
infra-renal por um periodo de tempo de 15 minutos. Observam os efeitos
protetores da terapia com oxigénio hiperbarico contra o dano isquémico da
medula espinal, por observacgao clinica da fungao neuroldgica por 14 dias e
da posterior contagem dos neurdénios motores na regiao ventral da medula
espinal através de microscopia otica de cortes histoldgicos corados com

hematoxilina e eosina.

Wirth et al. (2001) publicam os seus resultados preliminares sobre o
transplante de células neurais fetais humanas para pacientes com
seringomielia pos traumatica e demonstram melhora da espasticidade e

algum grau de reversao do déficit neurolégico antes apresentado.

Coumans et al. (2001) demonstram os resultados expressivos da
melhora funcional em ratos com lesdo medular submetidos a transplante de
células fetais no sitio da lesdo em combinagdo com agentes neurotroficos
entre 2 a 4 semanas pos lesdo. Surpreendentemente, a administragédo aguda
desta combinacdo nao demonstra melhora importante. Tal resultado leva o
autor a sugerir a hipétese de que o microambiente que se instala agudamente

apos a lesao medular é impréprio para a regeneragao celular e axonal.
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Reier et al. (2001) publicam pela primeira vez resultados do emprego
de transplante de células tronco em humanos. Provam que tal transplante é

possivel e, para o pouco tempo de observagao, seguro.

Teng et al. (2002) provam que o emprego de pontes de polimeros
contendo fatores de crescimento neuroldégico e células tronco neurais
quando transplantados no sitio da lesdao formam um ambiente propicio a

regeneragao celular

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 e mantém 5 sem
transplante como grupo controle. Os ratos sao sacrificados apds 48 horas e
submetidos a exame histolégico. Encontram que, em 60% dos casos, as
células fetais transplantadas permanecem viaveis e observam que a reacgao

inflamatdria € maior do que no grupo controle.

Ogawa et al. (2002) apresentam a primeira evidéncia de que células
expandidas in vitro a partir de células embrionarias de ratos podem gerar
neurdnios in vivo e que elas melhoram a funcido motora de ratos com lesao

medular apds o transplante destas no sitio da lesdo medular.

Lankford et al. (2002) demonstram que o transplante de células de

Schwann alogénico em ratos com lesdo medular promove remielinizagao.
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Hofstetter et al. (2002) publicam artigo sobre transplante de células
progenitoras retiradas da medula éssea de ratos para o sitio de lesbes de
ratos paraplégicos. Observam que os ratos submetidos a tais transplantes
apresentam sensivel melhora nos padrdes de marcha. Os cortes histolégicos
das medulas destes ratos, na quinta semanas apds o implante, mostram a
associacdo das células transplantadas com astrécitos imaturos e o

estabelecimento de conexdes com as células hospedeiras.

Lu et al. (2002) revelam que o transplante de células da glia olfativa
transplantadas tardiamente em lesbes medulares em ratos causa

recuperagao motora.

Tebet (2002) em estudo com ratos, demonstra que a
metilprednisolona é eficaz na recuperacdo da funcdo locomotora de ratos
com lesdo medular incompleta e que os melhores resultados funcionais sao
obtidos quando esta droga € utilizada isoladamente. Revela que a
recuperacéao funcional dos animais que receberam GM-1 é superior ao grupo
controle, embora nao estatisticamente significativo, e que a recuperagao
funcional dos animais que recebem metilprednisolona associada ao GM-1 é

superior ao grupo controle.

Cao et al. (2002) dao continuidade aos trabalhos de Fricker et al.
(1999) e demonstram que o ambiente do tecido hospedeiro tem influéncia

decisiva na determinagao da diferenciacao das células tronco transplantadas.

Alexandre Fogaca Cristante



Revisdo da Literatura 45

Lakatos e Franklin (2002), em revisao bibliografica acerca do uso de
células tronco na terapia da lesdo medular, propdem que estudos clinicos ja
tem embasamento suficiente para serem devolvidos com as evidéncias

obtidas nos studos experimentais até entdo publicados.

Korbling et al. (2002) utilizando protocolo de mobilizagao de células
progenitoras com fator estimulador de colénia e coleta através de aférese,
demonstram a ocorréncia de enxertamento de células do doador para
tecidos ndo hematopoiéticos. Consideraram que as células mononucleares

do sangue periférico tem potencial plastico.

Korbling e Estrov (2003), num artigo de revisao, reinem evidéncias
sobre o recrutamento de células tronco circulantes para o reparo de 6rgaos
solidos lesados. Descrevem que os requisitos necessarios para a reparagao
de oOrgéos lesados a partir de células circulantes seriam: células tronco
circulantes acessiveis; sinalizagdo para recrutamento destas células
circulantes e sinais do 6rgao lesado para guiar a diferenciagao desta células

em ceélulas do respectivo érgao.

Burns et al. (2003) publicam artigo salientando a importancia de se
diferenciar pacientes com lesdo completa dos pacientes com lesdo medular
incompleta para selecdo e inclusdo em protocolos clinicos. Referem ser
possivel diferenciar estes pacientes através de exame clinico apds quarenta

e oito horas.
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Nunes et al. (2003) provam que a prépria lesdo medular sinaliza, atrai

e estimula a proliferagao das células implantadas.

Marino et al. (2003) publicam os critérios internacionais para
classificagdo do dano neurolégico na lesdo medular. Estes critérios sao

adotados pela Sociedade Médica Internacional de Paraplegia

Dobkin e Havton (2004) num artigo de revisdo, encorajam os estudos
clinicos com células progenitoras e outras terapias bioldgicas e recomendam
a criacdo de um comité de ética internacional para avaliagao dos protocolos
e que, inicialmente, sejam incluidos apenas pacientes com lesbes completas
e cronicas, de modo a minimizar os riscos de piora neurolégica que podem

ocorrer em pacientes com lesao aguda ou incompleta.

Curt et al. (2004) em artigo de revisdo, ressaltam a importancia dos
estudos neurofisiolégicos, dentre eles o potencial evocado somato-sensitivo,
na avaliacao inicial, na classificagao da gravidade da les&o e no seguimento

clinico dos pacientes lesados medulares.

Reier (2004), em artigo de revisdo, conclui que as terapias celulares
voltadas para a lesdo medular podem ser apreciadas para ensaios clinicos

pois demonstram seguranca e razoavel eficacia em animais.
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Keirstead et al. (2005) num protocolo de pesquisa sobre transplante
de células progenitoras embrionarias humanas no sitio de lesdo medular de
ratos adultos, confirmam que ha maior remielinizagcdo e maior recuperagao

neuroldgica nestes ratos quando comparados com os ratos controles.

Shapiro et al. (2005) demonstram que o campo elétrico oscilante
utiizado em pacientes com lesdo medular completa é seguro, facil e
apresenta eficacia. Diante disto, conseguem liberagao para prosseguir com o

tratamento em maior numero de pacientes.

Pallini et al. (2005) realizam uma pesquisa experimental com ratos
nos quais sao transplantadas células progenitoras homologas para o sitio da

lesdo medular e concluem que ha melhora da recuperagao neurologica.

Hofstetter et al. (2005) em um estudo com ratos com lesdo medular
toracica nos quais sao transplantadas células progenitoras, demonstram que
apesar de causar melhora motora nos ratos, em fungao da proliferagao axonal

aberrante, pode causar efeitos colaterais indesejaveis como dor neuropatica.

Park et al. (2005) descrevem ensaio que incluiu seis pacientes com
lesdo medular completa que recebem transplantes de células
progenitoras colhidas da medula éssea entre 7 e 14 dias depois da lesao.
Todos os seis pacientes apresentam melhora neuroldgica. Todos os

pacientes recebem injecdes de fatores estimuladores de colbnia e um
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dos pacientes que tem melhora recebe apenas estas injecbes e nédo é

submetido ao transplante de células.

Marcon (2006) publica estudo que compara o emprego da
metilprednisolona antes e depois da lesdao medular contusa por impacto em
ratos. A avaliagao funcional do déficit neurolégico mostra-se semelhante nos

dois grupos.

Raghunath et al. (2006) demonstram que o sangue periférico de
individuos sadios € uma fonte segura e acessivel de células tronco com
capacidade de diferenciacdo tanto em tecidos mesenquimais como em

tecidos hematopoéticos.

Callera e Nascimento (2006) realizam infusdo liqudrica de células
progenitoras por punc¢ao lombar em pacientes com lesdo medular

traumatica. Demonstram a segurancga de tal procedimento.

Tator (2006) publica artigo de revisao no qual considera que o exame
de potencial evocado somato-sensitivo € o unico exame neurofisioldgico
desenvolvido o suficiente para ser incluso em ensaios clinicos. Com melhor
desenvolvimento espera que o potencial evocado somato-sensitivo seja
utilizado ainda como critério de inclusdo, estratificacdo de pacientes e

analise dos desfechos destes ensaios.
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O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Analise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq — do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo (Protocolo 768/01), e pela

Comissao Nacional de Etica - CONEP (Registro 7524).

Selecionaram-se pacientes com diagndstico de lesdao medular

completa cervical ou toracica ha pelo menos dois anos.

Estes pacientes foram submetidos a exame inicial de acordo com a
padronizagao da “American Spinal Injury Association International”’, para
graduacao do déficit neuroldgico e considerados como portadores de lesao
medular completa. Foram submetidos a exame de potencial evocado
somato-sensitivo que confirmou auséncia de resposta cortical aos estimulos
periféricos de membros inferiores, confirmando serem o0s pacientes
portadores de lesdo medular completa. Foram submetidos a exame de

sangue para avaliagao hematoldgica e de disturbios de coagulacgao.

Os pacientes foram encaminhados para mobilizagcdo e coleta das
células progenitoras em sangue periférico. O concentrado de células
progenitoras foi criopreservado e reinfundido através de angiografia medular

no paciente doador caracterizando o momento zero do experimento.

Alexandre Fogaca Cristante



Métodos 51

Estes pacientes foram entdo avaliados por dois anos € meio, onde
foram submetidos a exames de potencial evocado somato-sensitivo para
se avaliar a recuperacdo neuroldgica apos a infusdo de células

indiferenciadas.

4.1 Selecao de Pacientes

Foram incluidos no estudo trinta e nove pacientes acompanhados no
Grupo de Trauma Raquimedular do Instituto de Ortopedia e Traumatologia
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

Os critérios de inclusao adotados para selecao dos pacientes foram:

- ambos 0s sexos;

- idade superior a dezoito anos;

- lesdao medular traumatica fechada completa de acordo com os
critérios da ASIA (auséncia de fungdo motora ou sensitiva dos
segmentos sacrais) (Maynard et al., 1997).

- tempo de lesdo medular superior a dois anos e auséncia de
alteracao neuroldgica durante o ultimo ano;

- exames laboratoriais de hemograma e coagulograma dentro dos

valores de normalidade;
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- exame de potencial evocado somato-sensitivo revelando auséncia
de transmissao de impulsos ao cortex apds estimulacao periférica
dos membros inferiores;

- assinatura do termo de consentimento informado voluntaria apos
explanagao acerca de riscos e beneficios potenciais da inclusdao no

protocolo.

Classificaram-se como tetraplégicos os pacientes com
diminuicao de funcao neurolégica nos membros superiores, tronco, membros
inferiores e 6rgaos pélvicos; e como paraplégicos os pacientes com perda de
fungcdo motora e sensitiva dos membros inferiores nos quais a fungao dos

membros superiores era conservada.

Os critérios de exclusédo adotados foram:

- auséncia de artéria que perfundisse a area de lesdao medular
identificavel durante angiografia medular

- manifestagao voluntaria do paciente em se desligar do protocolo

- complicacdo ou efeito adverso que colocasse em risco a

integridade do paciente ou impedisse seu seguimento no protocolo

Os critérios de interrupgao foram:
- ocorréncia de neoplasia nos pacientes submetidos ao protocolo

decorrentes de proliferagao indevida das células implantadas
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4.2 Mobilizacdo das células progenitoras

Os pacientes foram individualmente internados. A mobilizacdo das
células progenitoras da medula 6ssea para o sangue periférico foi feita
através da administragdo subcutdnea de fator estimulador col6nias de
granulécitos humanos metionil recombinante nao glicosilado (Filgrastima, G-
CSF, Granululokine®, caixa contendo 1 seringa preenchida com 25ml de
solugéo injetavel contendo 300ug de filgrastima) na dose de 10 ug/kg/dia,

por cinco dias consecutivos (Stroncek et al., 1996).

4.3 Coleta das células progenitoras

Uma vez mobilizadas, as células progenitoras presentes no sangue

periférico foram coletadas por aférese.

Os pacientes foram submetidos a instalacdo de cateter duplo lumen

para hemodialise de numero 12 através de pungao de veia calibrosa.

A coleta foi realizada no Hemocentro do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo utilizando-se
separador celular de fluxo continuo. Em cada coleta foi processado um

volume sanguineo equivalente a duas volemias do paciente.
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Foi realizada uma coleta por dia, em dias consecutivos, até a

obtengao de, no minimo, 2,5 x 10° células CD 34+/ kg de peso do paciente.

A analise das células CD34 positivas foi realizada por citometria de fluxo.

As etapas de mobilizagdo e coleta de células progenitoras obedeceram
ao protocolo empregado no Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sao Paulo estava em concordancia com o
protocolo empregado em diversos servigos que realizam pesquisas desta
natureza, como por exemplo o que € empregado na Universidade do Texas

(Huss, 2000; Huss et al., 2000; Korbling et al., 2002).

4.4 Criopreservacao celular

ApOs a coleta, as células progenitoras foram criopreservadas utilizando
Dimetil Sulféxido como agente crioprotetor a uma concentragao final de 10%.
O congelamento foi programado de forma a produzir reducéo da temperatura
das células em 1°C/ min até 40° C negativos, e a partir de entdo, a redugao
de 10° C/min até 80° C negativos. Neste momento as células foram
transferidas para um freezer mecéanico de temperatura igual ou inferior a

120° C negativos (Stiff, 1995).
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4.5 Infusao das células

Imediatamente antes da infusdo, as células foram descongeladas em

“pbanho-maria” a 37° C.

Os pacientes foram admitidos no Servigo de Radiologia Vascular
Intervencionista do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo e submetidos a angiografia medular. A técnica
consistia em anestesia geral, pungdo da artéria femoral comum direita e
introducdo de cateter Cobra 2 (cateter para hemodinamica, poliuretano
trangado, biocompativel, radiopaco, cilindrico, de calibre 4Fr com 65cm de

comprimento, com guia na curvatura terminal tipo Cobra 2).

Nos pacientes tetraplégicos, introduziram os catéteres na artéria
femoral guiaram-se até a artéria vertebral e buscaram identificar um ramo
que perfundisse a artéria espinal anterior ao nivel da lesdo. Aos pacientes
tetraplégicos administrou-se heparina visando minimizar o risco de acidente

vascular cerebral decorrente do procedimento (Figura 1).

Nos pacientes paraplégicos, foi realizada a introdugao seletiva de

cateter nas artérias intercostais até a identificacdo da artéria que irrigasse a

artéria espinal anterior responsavel pelo nivel lesado (Figura 2).
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Quando totalmente descongeladas, as células foram infundidas na
circulagao periférica do paciente a uma velocidade de 10ml/min, utilizando
um equipo comum de transfusao (170u). Neste momento, néo foi realizado
controle radioscépico da infusdo para evitar irradiacdo das células que

estavam sendo infundidas.

Durante a infusdo, uma amostra da solucdo a ser infundida era
separada e examinada microscopicamente para comprovagao da presenga e

viabilidade das células progenitoras.
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ESPINHAL_ANTE
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Figura 1. Arteriografia medular revelando cateterizagao da artéria vertebral
com perfusédo da artéria espinal anterior no sitio da lesdo medular

cervical.
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Figura 2. Arteriografia medular toracica revelando cateterizagdo da artéria
intercostal, identificagdo da artéria de espinal anterior ao nivel da

lesdao medular toracica.
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4.6 Seguimento

No dia seguinte a infusdo, o sitio da pungéao arterial era examinado e,
caso nao houvesse formacdo de hematoma ou sangramento ativo, o

paciente recebia alta hospitalar.

Os pacientes foram entdo submetidos a exames seriados de potencial
evocado somato-sensitivo dos membros inferiores para os paraplégicos e
dos membros superiores e inferiores para os tetraplégicos de modo
trimestral nos primeiros seis meses e semestralmente por dois anos e meio.

Tais exames foram sempre realizados e avaliados pelo mesmo médico.

No exame de potencial evocado somato-sensitivo de membros
superiores, os estimulos foram realizados nos nervos medianos nos punhos
e a captacao realizada nos pontos FZ - Ponto de ERB, P3/P4°-A1/A2. No
exame de potencial evocado somato-sensitivo dos membros inferiores, os
estimulos foram realizados nos nervos tibiais posteriores nos tornozelos e a

captagao no couro cabeludo nos pontos FZ —PZ.

Considerou-se o surgimento de resposta cortical aos estimulos
periféricos dos membros superiores e inferiores ou a normalizagao do tempo
de laténcia até a obtencao de resposta cortical aos estimulos periféricos de
membros superiores em pacientes tetraplégicos que ja apresentavam
alguma resposta cortical aos estimulos como sendo resultados positivos

(Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Exemplo de evolugdo do potencial evocado somato-sensitivo de
paciente tetraplégico evidenciando aparecimento de resposta
cortical aos estimulos tanto de membros superiores como de

membros inferiores.
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Figura 4. Exemplo de evolugdo do potencial evocado somato-sensitivo de
paciente paraplégico evidenciando aparecimento de resposta

cortical aos estimulos de membros inferiores.
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4.7 Analise da Casuistica

Segundo os critérios de inclusdo e exclusdao, foram incluidos 39

pacientes; onze mulheres e vinte e oito homens.

Quanto as causas da lesdo medular, foram incluidos pacientes com
lesdo decorrente de acidentes automobilisticos (61,5%); decorrentes de
atividades esportivas como quedas e mergulho (17,9%); decorrentes de
acidente com motocicletas (15,4%); e decorrentes de acidentes com

veiculos aéreos (5,1%).

Quanto ao nivel da lesdo, 15,4% dos pacientes apresentavam lesdes
entre a segunda e a quarta vértebra cervical; 20,5% apresentavam lesao
entre a quinta vértebra cervical e a primeira vértebra toracica; e 64,1%
pacientes apresentavam lesdo entre a segunda vértebra toracica e a

primeira vértebra lombar.

Quanto a classificagcdo entre paraplégicos e tetraplégicos,

consideramos 30,8% dos pacientes como tetraplégicos e 69,2% dos

pacientes como paraplégicos.
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4.8 Analise Estatistica

Para a analise dos dados enumerativos (atributos), realizou-se a
distribuicdo de frequéncia, absoluta (n) e relativa (%, intergrupo), das

caracteristicas nominais (qualitativas).

Nas comparagbes das frequéncias das classes entre os grupos

(amostras) utilizou-se o teste exato de Fisher para tabelas de contingéncias.

Para a andlise das grandezas especificas (variaveis), realizou-se a
estatistica descritiva das medidas ordinais e intervalares (caracteristicas
quantitativas): média (M), desvio padréo (DP), erro padrao da média (EPM),

valores maximo (MAX) e minimo (MIN) e numero de casos (N).

As estatisticas descritivas das amostras foram representadas na

forma de diagramas de coluna (média £ erro padrdo da média).

Para a verificagdo da normalidade das distribuicbes, utilizaram-se a
prova de Kolmogorov-Smirnov (K-S) para variaveis continuas e o coeficiente
de variagdo de Pearson (CVP %). A distribuicdo de uma grandeza foi
admitida como normal, quando a prova de Kolmogorov-Smirnov nao
apresentou diferenga significante (p=0,05) e/ou apresentou o coeficiente de
variagdo de Pearson inferior a 30%. Nesses casos, utilizaram-se provas
paramétricas (Tabelas 6,7). Nos demais casos (K-S: p<0,05 e/ou

CVP=30%), utilizaram-se testes ndo paramétricos (Tabelas 5 e 8).

Alexandre Fogaca Cristante



Métodos 64

Nas comparacgbes entre os grupos, para inferéncia das médias,
utilizaram-se o teste t de student para duas amostras nao relacionadas
(independentes ou nao pareadas) paramétricas (Tabelas 6 e 7) e o teste U
de Mann-Whitney para duas amostras independentes n&o paramétricas

(Tabelas 5 e 8).

Utilizou-se o arredondamento cientifico. Os valores das distribuicdes
de freqUéncia e das estatisticas descritivas foram apresentados com uma
casa apds a virgula nas tabelas de contingéncia e estatisticas e os
resultados dos testes estatisticos com duas casas ou até o primeiro numero

significativo apds a virgula.

As diferencas comprovadas estatisticamente foram evidenciadas por

asteriscos (*) nas tabelas.

Adotaram-se testes bilaterais ou bicaudais.

(Ho=p1-p2=0)

Adotou-se o nivel de confianga de 5% (a = 0,05).

Utilizaram-se o0s programas estatisticos StatSoft, Inc.® (2001)

Statistica (data analysis software system), versdo 6.0 e GraphPad Software,

Inc.® (1996) Graphpad Prism, versao 2.01.
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Dentre os 39 pacientes submetidos ao protocolo, 23 apresentaram
positivacdo do exame de potencial evocado somato-sensitivo, o que foi

considerado melhora neurologica (Tabela 1).

Comparamos este resultado com a auséncia de resposta cortical aos
estimulos periféricos, a qual seria esperada para estes pacientes com leséo

medular completa com pelo menos dois anos de evolugao (Grafico 1).
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Tabela 1 - Distribuicdo de frequéncia, absoluta (n) e relativa (%), da ocorréncia
ou ndo da melhora neurolégica dos pacientes (potencial evocado)
apos a infusdo das células progenitoras indiferenciadas autégenas de
acordo com o tipo de tratamento. Comparacao pelo teste exato de

Fisher (o= 0,05 bilateral)

TRATAMENTO
MELHORA < . Esperado
NEUROLOGICA Células Progenitoras
Com 26 66,7 0 100,0
Sem 13 33,3 39 00
TOTAL 39 100,0 39 T00.0
Fisher —

Gréfico 1 - Ocorréncia, ou nao, da melhora neurolégica dos pacientes (potencial
evocado) apdés a infusdo das células progenitoras indiferenciadas
autégenas de acordo com o tipo de tratamento

Células Progenitoras Esperado
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Comparamos a ocorréncia de positivagcdo do potencial evocado
somato-sensitivo entre os pacientes classificados como paraplégicos e
tetraplégicos. Nao foi observada diferenga estatisticamente significante entre

os dois grupos (Tabela 2, Grafico 2).

Tabela 2 - Distribuicdo de frequéncia, absoluta (n) e relativa (%), do tipo de
paralisia dos pacientes agrupados de acordo com a ocorréncia ou nao
da melhora neuroldgica (potencial evocado) apds a infusdo das células
progenitoras indiferenciadas autdégenas. Comparacao pelo teste exato
de Fisher (a=0,05 bilateral)

MELHORA TIPO DE PARALISIA TOTAL
NEUROLOGICA PARAPLEGIA TETRAPLEGIA
% N % N %
MMII 16 41,0 1 2,6 17 43,6
MMIl + MMSS 0 0,0 5 12,8 5 12,8
MMSS 0 0,0 4 10,2 4 10,2
COM 16 41,0 10 25,6 26 66,7
SEM 11 28,2 2 5,1 13 33,3
Total 27 69,2 12 30,8 39 100,0
Fisher (Com <> Sem) p=0,27

Gréfico 2 - Tipo de paralisia dos pacientes agrupados de acordo com a ocorréncia
ou nao da melhora neurolégica (potencial evocado) apds a infusdo das
células progenitoras indiferenciadas autégenas

Paraplegia Tetraplegia

- Com - Sem
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Quanto a ocorréncia de positivagdao do potencial evocado somato-
sensitivo de membros superiores e inferiores, também nao foi notada
variagao estatisticamente significante entre estes dois grupos (Tabela 3,
Gréfico 3).

Tabela 3 - Distribuicdo de freqiéncia, absoluta (n) e relativa (%), da melhora
neurolégica dos membros inferiores e superiores dos pacientes
(potencial evocado) apds a infusdo das células progenitoras

indiferenciadas autégenas. Comparagao pelo teste exato de Fisher (o=
0,05 bilateral)

MEMBROS
MELHORA Inferiores Superiores
NEUROLOGICA
N % N %
Com 22 56,4 9 81,8
Sem 17 436 2 18,2
TOTAL 39 100,0 11" 100,0
Fisher p=0,17

' Um paciente tetraplégico apresentou tempo de laténcia normal nos membros superiores
previamente a infusao.

Grafico 3- Ocorréncia ou nao da melhora neurolégica dos membros inferiores e
superiores dos pacientes (potencial evocado) apdés a infusdo das
células progenitoras indiferenciadas autégenas

Inferior Superior

. Com - Sem
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Comparando-se o sexo dos pacientes com e sem positivagdo de
potencial evocado somato-sensitivo avaliados, ndo notamos correlagao
estatistica significante (Tabela 4, Grafico 4).

Tabela 4 - Distribuicdo de freqiiéncia, absoluta (n) e relativa (%), do sexo dos
pacientes agrupados de acordo com a ocorréncia ou ndo da melhora
neurologica (potencial evocado) apés a infusdao das células
progenitoras indiferenciadas autégenas. Comparacgao pelo teste exato
de Fisher (a=0,05 bilateral)

MELHORA NEUROLOGICA

TOTAL
SEXO Com Sem
N % N % N %
FEMININO 7 17,9 4 10,2 11 28,2
MASCULINO 19 48,7 9 23,1 28 71,8
Total 26 66,7 13 33,3 39 100,0
Fisher p=1,00

Gréfico 4 - Sexo dos pacientes agrupados de acordo com a ocorréncia ou nao da
melhora neuroldgica (potencial evocado) apds a infusao das células
progenitoras indiferenciadas autégenas

Com Sem

I Feminino . Masculino
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Quando foi avaliada a idade dos pacientes por ocasidao da lesao

medular, ndo houve correlagédo com a ocorréncia de positivagao do potencial

evocado somato-sensitivo entre os pacientes (Tabela 5, Grafico 5).

Tabela 5 - Estatistica descritiva da idade (més) dos pacientes por ocasido da
lesdo medular agrupados de acordo com a ocorréncia ou nao da
melhora neuroldgica (potencial evocado) apds a infuséo das células
progenitoras indiferenciadas autégenas. comparacgéo pelo teste u de
Mann-Whitney (a=0,05 bilateral)

IDADE (MES)  \MELHORA NEUROLOGICA

POR OCASIAO

DALESAC Sem TOTAL
M 307,6 375,8 330,3
MN 280,5 323 293
DP 96,0 119,1 107,7
EPM 18,8 33,0 17,2
MAX 588 601 601
MIN 191 220 191
N 26 13 39
K-S 0,14 0,21 0,15
CV% 31,2 31,7 32,6
Teste U de Mann-Whitney U=108 p=0,07

Grafico 5 - ldade (més) dos pacientes por ocasido da lesdo medular, agrupados
de acordo com a ocorréncia ou ndo da melhora neurolégica (potencial
evocado) apdés a infusdo das células progenitoras indiferenciadas

autégenas.

500

Com

Sem

Melhora Neuroldgica
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Quando foi avaliada a idade dos pacientes por ocasido da coleta de

sangue, nao houve correlagdo com a ocorréncia de positivagdo do potencial

evocado somato-sensitivo entre os pacientes (Tabela 6, Grafico 6).

Tabela 6 - Estatistica descritiva da idade (més) dos pacientes por ocasido da
coleta de sangue agrupados de acordo com a ocorréncia ou ndo da
melhora neurolégica (potencial evocado) apds a infusdo das células
progenitoras indiferenciadas autégenas. Comparacao pelo teste t de
student (a=0,05 bilateral)

MELHORA NEUROLOGICA

IDADE (MES)
POR OCASIAO

DACOLETA . Sem TOTAL
M 374,3 4289 392,5
DP 93,2 123,5 105,9
EPM 18,3 34,3 17,0
MAX 636 679 679
MIN 227 256 227
N 26 13 39
K-S 0,12 0,18 0,11
CV% 24,9 28,8 27,0
Teste t de student t=1,55 p=0,13

Gréfico 6 - Idade (més) dos pacientes por ocasiao da coleta de sangue agrupados
de acordo com a ocorréncia ou ndo da melhora neurologica (potencial
evocado) apés a infusdo das células progenitoras indiferenciadas

autdgenas
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Na avaliacdo da idade dos pacientes por ocasidao da infusdo de

células progenitoras autdbgenas nao houve correlagdo com a ocorréncia de

positivagao do potencial evocado somato-sensitivo (Tabela 7, Grafico 7).

Tabela 7 - Estatistica descritiva da idade (més) dos pacientes por ocasido da

infusdo agrupados de acordo com a ocorréncia ou nao da melhora
neuroldgica (potencial evocado) apdés a infusdo das células
progenitoras indiferenciadas autégenas. Comparacao pelo teste t de
student (a=0,05 bilateral)

IDADE (MES)  \MELHORA NEUROLOGICA

POR OCASIAO
DA INFUSAO
Com Sem TOTAL

M 380,1 434,0 398,1
DP 92,6 122,9 105,2
EPM 18,2 34,1 16,8
MAX 643 686 686
MIN 236 263 236
N 26 13 39
K-S 0,12 0,19 0,11
CV% 24,4 28,3 26,4
Teste t de student t=1,54 p=0,13
Gréfico 7 - Idade (més) dos pacientes por ocasidao da infusdo agrupados de

acordo com a ocorréncia ou ndo da melhora neurolégica (potencial
evocado) apés a infusdo das células progenitoras indiferenciadas
autégenas
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Comparando-se o tempo decorrido entre a lesdo medular e a infusédo

de células progenitoras autdgenas entre os pacientes que tiveram positivagao

do potencial evocado somato-sensitivo com o tempo dos pacientes que nao

obtiveram mudanga no padrao de seus exames de potencial evocado, nao

houve variagcao estatisticamente significante. (Tabela 8, Grafico 8).

Tabela 8 - Estatistica descritiva do tempo de doenca (més) dos pacientes
agrupados de acordo com a ocorréncia ou ndo da melhora neurologica

(potencial evocado) apds a

infusdo das células progenitoras

indiferenciadas autégenas. Comparacgao pelo teste u de Mann-Whitney

(a=0,05 bilateral)

TEMPO DE  _MELHORA NEUROLOGICA

DOENCA (MES)  com Sem TOTAL
M 66,7 53,2 62,2
DP 33,0 13,5 28,5
EPM 6,5 3,8 4,6
MAX 14,4 78 144
MIN 30 36 30

N 26 13 39
K-S 0,25 0,17 0,22
CV% 49,4 25,6 45,9
Teste U de Mann-Whitney U=149,5 p=0,57

Grafico 8- Tempo de doenga dos pacientes (més) agrupados de acordo com a
ocorréncia ou nao da melhora neuroldgica (potencial evocado) apds a
infusdo das células progenitoras indiferenciadas autégenas

100

80

60

40

20

Tempo de Doenca (més)

Com

Sem

Melhora Neurolégica

Alexandre Fogaca Cristante



Resultados 75

Quando foi avaliado o nivel ésseo de lesdo medular e a ocorréncia de
positivacdo do exame de potencial evocado também nao houve correlagao

estatisticamente significante (Tabela 9, Grafico 9).

Tabela 9 - Distribuicdo de frequéncia, absoluta (n) e relativa (%), do nivel da
lesdo dos pacientes agrupados de acordo com a ocorréncia ou nao da
melhora neuroldgica (potencial evocado) apds a infuséo das células
progenitoras indiferenciadas autdogenas. Comparacao pelo teste exato
de Fisher (a=0,05 bilateral)

MELHORA NEUROLOGICA
NIVE': DA Com Sem TOTAL
LESAO

N % N % N %
ClI - CIv 5 12,8 1 2,6 6 15,4
CVv-TI 7 17,9 1 2,6 8 20,5
T - LI 14 35,9 11 28,2 25 64,1
Total 26 66,7 13 33,3 39 100,0
Fisher (CII-CIV + CV-TI < TII-LI) p=0,08

Grafico 9 - Nivel da lesdo dos pacientes agrupados de acordo com a ocorréncia
ou ndo da melhora neuroldgica (potencial evocado) apos a infusdo das
células progenitoras indiferenciadas autégenas
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Quando foi avaliada a causa de lesdo medular e a ocorréncia de
positivacdo do exame de potencial evocado também nao houve correlagao

estatisticamente significante (Tabela 10, Grafico 10).

Tabela 10 - Distribuicdo de frequéncia, absoluta (n) e relativa (%), da causa
externa de morbidade dos pacientes agrupados de acordo com a
ocorréncia ou ndo da melhora neurolégica (potencial evocado) apds a
infusdo das células progenitoras indiferenciadas autégenas.

MELHORA NEUROLOGICA
CAUSA EXTERNA TOTAL

DE MORBIDADE Com Sem

N % N % N %

ACIDENTE COM
MOTOCICLETA
ACIDENTE COM
AUTOMOVEL
ACIDENTE COM
VEICULO AEREO
ESPORTE,
QUEDA E 4 10,2 3 7.7 7 17,9
MERGULHO

3 7,7 3 7,7 6 15,4
17 43,6 7 17,9 24 61,5

2 5,1 0 0 2 5,1

Total 26 66,7 13 33,3 39 100,0

Grafico 10 - Causa externa de morbidade dos pacientes agrupados de acordo com
a ocorréncia ou ndo da melhora neuroldgica (potencial evocado) apds
a infusao das células progenitoras indiferenciadas autégenas
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Dentre os pacientes com positivacdo do potencial evocado somato-
sensitivo, observamos uma média de nove meses decorridos desde a
infusdo até a positivagao de potencial evocado de membros inferiores e uma
meédia de 10,4 meses até a positivagao de potencial evocado de membros
superiores (Tabelas 11, 12, 13; Grafico 11).

Tabela 11 - Estatistica descritiva do tempo (més) apods a infusdo das células

progenitoras indiferenciadas autégenas até a recuperacéo neuroldgica
do paciente (sinal inicial do potencial evocado)

TEMPO (MES) ATE A RECUPERACAO NEUROLOGICA

MMII MMSS
M 9,0 10,4
DP 6.6 7.3
EPM 1,4 2,8
MAX 24 18
MIN 1 1

N 21" 7
K-S 0,34* (ndo paramétrico) 0,30
CV% 72,8 70,0

" Para a andlise do tempo até a recuperacéo neuroldgica (sinal do potencial evocado MMII)
nao se consideraram os pacientes sem melhora

Grafico 11 - Tempo (més) apos a infusdo das células progenitoras indiferenciadas
autégenas até a recuperagcdo neurolégica do membro inferior e
superior (sinal inicial do potencial evocado no mmii e no MMSS)

15
m
«@
© E
L 5 10
Cﬁzcﬁn
o
gE
[aT)
(l)g— 5
'_o
7]
x
0

MMII MMSS

Alexandre Fogaca Cristante



Tabela 12 - Estatistica descritiva do tempo de laténcia (ms) medido pelo potencial evocado (p40 — cortex) dos membros
inferiores, direito (d) e esquerdo (e), segundo o tempo decorrido apds a infusdo das células progenitoras
indiferenciadas autégenas

aueIsi) edehoH aipuexaly

TEMPO DE LATENCIA (ms) — POTENCIAL EVOCADO MMII (P40 — CORTEX)

1 més 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 30 meses 36 meses
D E D E D E D E D E D E D E
M 74,7 69,3 65,2 65,7 60,3 61,7 61,9 62,0 60,6 61,1 58,3 59,7 56,9 61,6
DP 10,3 87 11,6 13,7 12,2 13,9 126 13,5 21,1 134 96 10,8 7,6 8,2
EPM 6,0 4,3 3,1 3,8 3,0 3,6 2,8 3,1 2,6 3,0 2,2 2,5 3,1 3,3
MAX 82,03 78,13 81,25 82,74 82,81 85,16 83,20 85,35 85,16 86,91 76,56 77,34 66,99 72,46
MIN 62,89 57,81 43,95 46,48 41,80 42,97 40,04 44,73 41,99 41,02 42,38 41,99 44,73 48,24
N 3 4 14 13 17 15 20 19 22 20 19 18 6 6
K-S 0,33 0,20 0,12 0,16 0,14 0,14 0,10 0,22 0,10 0,12 0,10 0,09 0,20 0,16
CV% 13,81 12,54 17,83 20,84 20,25 22,50 20,40 21,80 19,92 21,87 16,44 18,06 13,29 13,28

sope)nsay
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Tabela 13 - Estatistica descritiva do tempo de laténcia (ms) medido pelo potencial evocado (n20 — cértex) dos membros
superiores, direito (d) e esquerdo (e), segundo o tempo decorrido apds a infusao das células progenitoras
indiferenciadas autégenas (11 pacientes com alteragdes dos mmss, 9 melhoras)

TEMPO DE LATENCIA (ms) — POTENCIAL EVOCADO MMSS (N20 — CORTEX)

1 més 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 30 meses 36 meses

D E D E D E D E D E D E D E

M 22,0 21,6 26,4 239 31,4 26,2 26,6 241 27,1 249 256 22,5 - -
DP 0,5 0,7 7,7 4,3 8,8 6,3 5,6 4,3 6,8 5,2 7,0 2,2 - -
EPM 0,3 0,4 3,4 1,9 3,3 2,2 2,0 1,5 24 1,8 2,8 0,8 - -
MAX 22,56 22,36 39,55 30,96 42,09 37,50 33,30 34,28 36,13 36,04 38,77 26,95 - -
MIN 21,58 21,19 20,90 19,82 20,51 20,90 19,24 20,02 19,62 19,82 20,12 20,70 - -
N 3 3 5 5 7 8 8 8 8 8 6 7 - -
K-S 0,22 0,38 0,29 0,29 0,17 0,33 0,23 0,37 0,26 0,24 0,25 0,5 - -
CV% 2,24 3,13 29,12 17,84 27,92 23,98 21,08 17,77 25,16 20,73 2717 9,62 - -

sope)nsay
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Observamos complicagbes em quatro pacientes. Um caso de
pneumotdrax e trés de reacdo alérgica localizada ao contraste empregado
durante a angiografia medular para localizagdo da artéria espinal anterior. Nao
houve diferenga estatisticamente significante de complicacdes entre pacientes

classificados como paraplégicos e tetraplégicos (Tabela 14; Grafico 14).

Tabela 14 - Distribuicdo de frequéncia, absoluta (n) e relativa (%), da ocorréncia
ou ndo de complicagbes apds a infusdo das células progenitoras
indiferenciadas autdégenas nos pacientes agrupados de acordo com o
tipo de paralisia. Comparagédo pelo teste exato de Fisher (a=0,05

bilateral)
TIPO DE PARALISIA TOTAL
COMPLICACOES PARAPLEGIA TETRAPLEGIA
N % N % N %
COM 2 5,1 2 5,1 4 10,2
SEM 25 64,1 10 25,6 35 89,7
Total 27 69,2 12 30,8 39 100,0
Fisher p= 0,57

Gréfico 14 - Ocorréncia ou nao de complicacbes nos pacientes apos a infusdo das
células progenitoras indiferenciadas autdégenas agrupados de acordo
com o tipo de tratamento
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O esclarecimento da fisiopatologia envolvida na lesdo medular, o
conhecimento mais detalhado da circulagdo sanguinea da medula e a
melhoria das técnicas cirurgicas, da seguranga anestésica e dos
instrumentais de estabilizagdo da coluna vertebral propiciam que a partir do
final da década de 70 e inicio da década de 80 fosse estabelecido um
protocolo mais adequado de tratamento para pacientes com lesdo medular

que consistia em:

- descompressao do canal vertebral o mais rapidamente possivel
para possibilitar melhor chance de recuperacéo neuroldgica;

- estabilizagado rigida da coluna vertebral com instrumentais que
permitam a mobilizagdo precoce dos pacientes sem a necessidade
de grandes aparelhos de imobilizagao externa;

- programas de reabilitacdo iniciados precocemente com atividades
de fisioterapia motora e respiratéria, reeducacdo de esfincteres,
acompanhamento  psicoldégico visando evitar as graves

complicagdes decorrentes da lesdo medular.

Com este protocolo o prognoéstico dos pacientes melhorou, porém

ainda pouco era feito em relagao a lesao medular propriamente dita.
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Até ha pouco tempo o sistema nervoso central dos mamiferos era tido
como incapaz de se reparar ou se regenerar apos algum grau de lesao
(Yamamoto et al., 2001). Contudo, demonstra-se que para recuperagao da
qualidade de vida do paciente com lesdo medular, a medula né&o
necessariamente precisaria ser totalmente reconstruida. Beneficios

desproporcionais podem ser obtidos de minimas reparagdes anatomicas.

Blight (1983) demonstra em seu trabalho empregando ratos com
lesdo medular toracica que apenas 10% de restabelecimento de conexdes

neuronais seriam suficientes para permitir a locomog¢ao dos animais.

Restaurar a integridade dos circuitos neuronais demonstra-se a
principal forma de obtencdo da recuperacdo neuroldgica em lesados
medulares. A reconstrucdo destes circuitos neuroldgicos lesados ainda nao
foi conseguida nem em cobaias nem em humanos. Contudo ja existem
evidéncias de reconstrugdes parciais como em tecido do nucleo estriato fetal
transplantado para tratar a Doenga de Huntingtons em ratos e seres
humanos (Bachoud-Levi, 2000; Hauser et al., 2002) e em transplante de
neurénios dopaminergicos de fetos humanos para pacientes com a Doencga

de Parkinson (Piccini et al.,1999, 2000; Freed et al., 2001).

A farmacologia emprega preferencialmente a metilprednisolona por
seus efeitos neuroprotetores. Citam-se a inibicdo da lesdo oxidativa da

célula pela formacgéao de radicais livres, a inibicdo da peroxidagao lipidica, a

Alexandre Fogaca Cristante



Discusséo 84

diminuicao da liberacdo de aminoacidos excitatorios, a diminuicao do influxo
de calcio intracelular e o aumento do fluxo sanglineo 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 neurolégica na lesdo medular aguda (Bracken et al., 1990;
Bracken, 2001). Os gangliosideos (GM-1) demonstram efeito neurotrdfico,
mas parecem inibir os efeitos neuroprotetores da metilprednisolona e seu
mecanismo de acado ainda néo esta bem elucidado, estando esta droga em
carater experimental (Geisler et al., 1991 e 1993; Constantini e Young,
1994). Percebe-se que na pratica clinica o emprego dos farmacos se
restringe a acado coadjuvante na lesdao medular aguda, necessitando de

maiores evidéncias quanto ao mecanismo de agao e eficacia.

As técnicas cirurgicas tém grande avanco. O uso de materiais de
implante aperfeigoados propiciam a realizagdo de cirurgias de reconstrugao
com fixagcdo de fraturas instaveis. A prevencdo de danos adicionais e a
facilitagcdo da reabilitacdo precoce sao vantagens consagradas. Entretanto,
isoladamente ndo conduzem a melhora do estado neurolégico necessitando

de terapias complementares.

As duas linhas de pesquisa dirigidas para a regeneragao do dano
medular sdo a modificagdo do ambiente do sitio de lesdo e a ativagao da
capacidade neuronal intrinseca. A primeira se faz através do implante de

pontes semeadas com células de tecido fetal, células gliais e neutralizagao
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das moléculas de inibicdo do crescimento neuronal. O segundo ramo de
pesquisa diz respeito a utilizacdo de genes estimuladores da regeneragao
neuronal intrinseca (GAP-43, Bcl-2, c-Jun), ou através do implante de fatores
neurotréficos (fatores de crescimento derivados das plaquetas e fatores de
crescimento dos fibroblastos). Sabemos que a regeneragcdo ocorre mais
facilmente no sistema nervoso periférico do que no sistema nervoso central
e esta diferenca esta em parte relacionada a proteinas associadas a mielina.
A neutralizacdo dessas proteinas por anticorpos monoclonais (IN-1) pode
levar a regeneragado em ratos adultos (Bregman e Bagden, 1994; Bartholdi

e Schwab, 1997).

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

Cristante et al., 2002; Barros Filho et al., 2002).

Os transplantes podem influenciar a recuperagao da fungao pds-dano
do sistema nervoso central através de grande variedade de mecanismos,
como: consequéncias nao especificas de transplantes (acdes tréficas,
liberagdo hormonal e transmissores) e inclusive através de mecanismos

mais especificos envolvendo a reinervagdo das células hospedeiras e
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estabelecimento de conexdes reciprocas entre o tecido transplantado e o
tecido hospedeiro. O transplante de células do sistema nervoso central fetal
pode servir como ponte entre a medula e os niveis supraespinais através do
sitio da lesao; pode fornecer uma populagao de células no sitio da leséo e
servir de substrato para o restabelecimento da comunicacao celular entre os
niveis supra e infralesionais (Bregman e Reier, 1986; Bregman e Bagden,
1994; Horner et al., 1994). Os requisitos para a reparagao anatdmica e
funcional apds lesdo medular sdo mais complexos que os requisitos para
recuperacao de outros danos neurolégicos que geralmente requerem
apenas restauracdo dos niveis de neurotransmissores para que haja

importante recuperagao funcional (Horner et al., 1994).

Estes novos recursos terapéuticos proporcionam, pela primeira vez,
uma perspectiva de cura, ainda que, controversa pelas suas implicacdes
éticas (Debrovner, 2000). A utilizacdo de células embrionarias na pratica
clinica se depara com implicagbes éticas, técnicas e imunoldgicas
(Whittemore, 1999). Devido aos pequenos resultados praticos do uso de
medicamentos e ainda do longo caminho a ser percorrido com estes novos

estudos sobre a regeneragao neuronal, ndo ha presungao da terapia unica.

Estudos sobre transplantes de células progenitoras demonstram que
tais células tém a capacidade de mudar sua linhagem de acordo com
sinalizagdes recebidas do tecido em que sédo implantadas e tém capacidade

de se integrar ao tecido receptor. Tais células podem ser isoladas,
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expandidas e mesmo assim mantém sua pluripotencialidade (Suhonen et

al., 1996; McDonald e Becker, 2003; Cizkova et al., 2006).

Reier et al., em 2001, publicam pela primeira vez resultados do
emprego de transplante de células tronco em humanos. Provam que tal
transplante seria possivel e para o pouco tempo de observagido possivel,

seria seguro.

No presente estudo optou-se pela utilizagdo do transplante de células
progenitoras em humanos visto que Lakatos e Franklin (2002), em seu
artigo de revisdo apontam para a necessidade de ensaios clinicos com este
tipo de metodologia para dar sequéncia aos entdo promissores estudos
experimentais realizados. Dobkin e Havton (2004), também em artigo de
revisdo, encorajam os estudos clinicos com células progenitoras e outras
terapias biolégicas e recomendam a criacdo de um comité de ética
internacional para a avaliagdo dos protocolos e que inicialmente fossem
incluidos apenas pacientes com lesbes completas e cronicas, de modo a
minimizar os riscos de piora neurologica que poderia ocorrer em pacientes

com lesdo aguda ou incompleta.

Optou-se por realizar o estudo com pacientes com lesdo medular
traumatica fechada visto que a fisiopatologia deste tipo de lesdo é a mais
bem conhecida e estudada. Classificou-se a lesdo em completa ou

incompleta baseados no exame clinico e no exame de potencial evocado
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somato-sensitivo que pode ser utilizado tanto para diferenciagdo como para
monitorizacdo de recuperagao neurolégica (Burns et al., 2003; Barros et

al., 2003a; Marino et al., 2003).

Incluiram-se apenas pacientes com lesdo medular ha mais de dois
anos e optou-se por utilizar o quadro neurolégico inicial dos pacientes como
controle visto que Burns e Ditunno (2001), Ditunno et al. (1992), Waters et
al. (1992), Waters et al. (1994) demonstram que a maioria da recuperagao
neurolégica em pacientes com lesao completa ocorre nos primeiros 6 a 9
meses depois da lesdo e que apds 12 a 18 meses praticamente ndo ha mais
recuperacgao para estes pacientes. Desse modo, qualquer tipo de alteragao
no estado neurolégico desses pacientes apos inclusdo no estudo seria
creditada a terapéutica testada. O uso de transplante de células tronco nas
fases agudas da lesdo faz com que pequena porcentagem sobreviva, e
ainda ha a diferenciacdo destas células em astrécitos em fungdo do
microambiente desfavoravel criado imediatamente depois da lesdo medular

(Johansson et al., 1999).

Optou-se pelo uso de enxerto autdlogo ao invés de enxerto de células
embrionarias em fungédo das implicagdes éticas e das dificuldades técnicas
do uso de células embrionarias, além da necessidade de imunossupressao
que seria necessaria para pacientes lesados medulares, ja predispostos a

infeccbes respiratorias, urinarias e de escaras (Whittemore, 1999).
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Realizaram-se todas as etapas do protocolo com os pacientes

internados para melhor controle de eventuais intercorréncias e complicagdes.

Seguiu-se o protocolo de mobilizagcao de células e coleta celular
através de método de aférese empregado no Hemocentro do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
que coincide com o empregado em diversos servigcos que realizam
pesquisas sobre células tronco. (Huss, 2000; Huss et al., 2000;

Korbling et al., 2002).

Optou-se pela coleta de sangue periférico, visto que esta provado que
0 sangue de individuos adultos contém células progenitoras, o que faz do
sangue uma fonte acessivel e segura de células progenitoras tanto de
linhagem hematopoética como de linhagem mesenquimal (Huss, 2000;

Huss et al., 2000; Raghunath et al, 2006).

Os pacientes foram submetidos ao numero de coletas necessarias
para a obtengdo de, no minimo, 2,5 x 10° células CD 34+/ kg de peso do
paciente. O numero minimo de células CD34+ necessarias para o
tratamento da lesdo medular crénica nao esta definido na literatura atual.
Adotou-se 0 numero minimo de 2,5 x 10° células CD 34+/ kg de
peso/paciente, numero suficiente para reconstituicdo hematopoética a curto
e a longo prazo em pacientes que recebem terapia mieloablativa para o

transplante de medula éssea. Entende-se que se este numero é suficiente
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para reconstituicdo de toda hematopoese, também deve ser suficiente para

a reconstituicdo do tecido nervoso lesado (Korbling et al., 2002).

Fez-se a infusao arterial do concentrado de células progenitoras e
acredita-se que a propria lesdo medular sinaliza, atrai e estimula a
proliferacdo das células implantadas (Nunes et al., 2003; Cizkova et al.,
2006; Sykova et al., 2006). Em todos os pacientes foi possivel identificar a

artéria espinal anterior que irrigasse o sitio da lesdo medular.

O seguimento dos pacientes foi realizado através de exames de
potencial evocado somato-sensitivo, visto que até agora somente este
exame neurofisiolégico esta desenvolvido o suficiente para ser incluso em
ensaios clinicos. Com melhor desenvolvimento espera-se que o potencial
evocado somato-sensitivo seja utilizado ainda como critério de incluséo,
estratificacao de pacientes e analise dos desfechos destes ensaios (Rowed

et al., 1978; Rowed, 1982; Curt et al., 2004; Tator, 2006).

Nestes dois anos e meio houve perda de seguimento de trés pacientes.
Para fins estatisticos, considerou-se o desfecho destes pacientes como sendo

o pior possivel, ou seja, sem positivagdo do exame de potencial evocado.

Observou-se a positivagdo de potencial evocado de membros
inferiores ou a normalizagdo do tempo de laténcia nos potenciais evocados

de membros superiores em 66,7% (Tabela 1 e Gréafico 1) dos pacientes
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submetidos ao protocolo. A positivagdo do potencial evocado dos pacientes
transplantados foi creditada a formacdo de novas sinapses entre os
neurdnios hospedeiros com o0s neurdnios derivados das células tronco
transplantadas o que possibilitaria a condugdo de impulsos elétricos
(Bregman et al., 1993) ou a contribuicdo das células gliais derivadas das
células transplantadas que poderiam remielinizar células e restaurar suas

propriedades de condugao elétrica. (Crowe et al., 1997).

Os varios estudos em animais empregando células progenitoras no
tratamento da lesdo medular e a comprovagdao de que tais células
transplantadas se diferenciam em células gliais e neuronais e promovem
recuperacao neurologica incentivam os ensaios clinicos em varios paises.
As maiores atragcbes desta estratégia de tratamento reside na
possibilidade de obter material autélogo para transplante e no fato destas
células demonstrarem tropismo pela area lesada da medula e poderem
ser efetivas mesmo com infusdo a distancia; de modo intravascular ou
intratecal. (Chopp et al., 2000; Cizkova et al., 2006; Sykova et al.,

2006; Tator, 2006).

Embora existam varios ensaios clinicos por todo o mundo envolvendo o
uso de células progenitoras, publicam-se poucos artigos até o momento. Park
el al. em 2005, publicam um estudo que inclui seis pacientes com lesao
medular completa que recebem transplantes de células progenitoras colhidas

da medula 6ssea entre 7 e 14 dias depois da lesdo. Todos os seis pacientes
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apresentam melhora neuroldgica. Todos os pacientes recebem inje¢des de
fatores estimuladores de colénia e um dos pacientes que tem melhora recebe
apenas estas inje¢cdes e nao é submetido ao transplante de células. Sykova
et al. em 2006, em estudo com 20 pacientes com lesdo medular completa que
recebem células progenitoras autdlogas por injegcdo intravascular
(intravenosa periférica ou através de cateterizacdo da artéria vertebral),
observa melhora neuroldégica em todos os pacientes com lesdo subaguda
que recebem células via artéria vertebral e em apenas um paciente com
lesdo subaguda que recebe células endovenosamente. Relatam ainda
melhora em apenas dois pacientes com les&do cronica que recebem células
via artéria vertebral; e inferem que a técnica de injegao intravascular
empregada é segura e que seria importante realizar o tratamento com
pacientes apos trés ou quatro semanas da lesdo medular e que a infusao
deveria ser feita 0 mais proximo possivel do sitio da lesdo para obtencao de

melhores resultados.

Com dois anos e meio de seguimento e com este numero de
pacientes nao se conseguiu identificar nenhum fator que se correlacione
com uma chance maior de resposta ao implante de células tronco.
Correlacionou-se a idade dos pacientes por ocasido da lesdo (Tabela 5 de
Grafico 5), a idade dos pacientes por ocasido da coleta de células (Tabela 6
e Grafico 6), a idade dos pacientes por ocasido da infusdo das células
(Tabela 7 e Grafico 7), o sexo dos pacientes (Tabela 4 e Grafico 4), o nivel

da lesao (Tabela 9 e Grafico 9), o mecanismo de trauma causador da lesao
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(Tabela 10 e Grafico 10) e somente a idade dos pacientes por ocasido da
lesdo revelou uma tendéncia de que quanto menor fosse a idade por ocasiao
da lesdo maior seria a probabilidade de resposta ao implante de células

tronco (Tabela 9 e Grafico 9).

Quanto as complicagdes, observaram-se quatro: um caso de
pneumotorax durante o procedimento de passagem de cateter duplo lumen
para realizagdo de coleta de células tronco; e trés casos de reagao alérgica
localizada durante a infusdo de contraste para identificacdo das artérias
intercostais para infusao das células tronco. O pneumotérax foi resolvido
através de drenagem de térax e os casos de reacao alérgica foram resolvidos
com infusdo intravenosa de corticoide. Estes pacientes concluiram todas as
etapas do protocolo e nao foi necessaria a exclusdo dos mesmos. Nao foram
observados obitos nestes dois anos e meio de seguimento; nenhum paciente
apresentou piora do quadro neuroldgico inicialmente constatado e nao foi
diagnosticado nenhum caso de doenga metaplasica. Contudo, Hofstetter et
al. em 2005, demonstram em animais que tal transplante pode causar efeitos

colaterais indesejaveis, entre eles dor neuropatica.

O presente estudo é pioneiro, prospectivo porém nao € randomizado
e nem cego. O médico fisiatra que realizou os exames de potencial evocado
tinha conhecimento que estes pacientes estavam envolvidos no protocolo de

células tronco.
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No futuro, a possibilidade da engenharia genética celular permitira
corregdes e melhor orientacdo das células a serem transplantadas e a
producdo de substancias importantes para estimular a regeneragao celular

no ambiente da lesdo medular.

A ciéncia esta desvendando os mecanismos de prote¢cao celular e
neuroregeneracdo, mas clinicamente esta-se ainda apenas fornecendo
tratamento de suporte para os pacientes com lesdo medular. O presente
trabalho demonstrou que o dominio da diferenciacao e proliferagao das células
tronco e sua associacdo com drogas, meios fisicos e procedimentos cirurgicos

abrem grandes possibilidades na busca do tratamento da lesdo medular.
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ApoOs dois anos e meio de seguimento, o protocolo de mobilizagao,

coleta e infus&o de células progenitoras mostrou-se seguro.

A infusdo de células progenitoras autdgenas em pacientes com lesao
medular completa crbénica levou a positivagdo do exame de potencial
evocado somato-sensitivo ou a melhoria do tempo de laténcia para a

obtencao de resposta cortical a partir do estimulo periférico.
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