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Resumo

CONTRERAS ISB. Pré-condicionamento isquémico baseado na
monitorizacdao dos potenciais evocados somato-sensoriais na
prevencao da lesao da medula espinal. Sdo Paulo, 2004. 96 p.Tese

(Doutorado) — Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo.

Objetivo: Resultados controversos tém sido observados com o emprego de
pré-condicionamento isquémico (Pl) como método de protecdo da medula
espinal. Neste trabalho, foram investigados os efeitos do PI, baseado na
monitorizagdo dos potenciais evocados somato-sensoriais, em um modelo
de leséo isquémica da medula em decorréncia da oclusao da aorta toracica
descendente em caes.

Material e Métodos: Vinte e um animais foram submetidos a isquemia da
medula espinal, que foi induzida pela oclusdo combinada da aorta toracica
descendente, logo apdés a emergéncia da artéria subclavia e junto ao
diafragma. Eles foram divididos em trés grupos: o grupo controle (n=7) foi
submetido isoladamente a oclusao da aorta; o grupo A (n=7) foi submetido a
um periodo de Pl e o grupo B (n=7) a trés periodos iguais de PI,
imediatamente antes da oclusdo da aorta. Os periodos de Pl foram definidos
pela monitorizacdo dos potenciais evocados somato-sensoriais. Durante o
Pl, a oclusao da aorta foi mantida até a queda das amplitudes dos potenciais
evocados abaixo de 60% do seu valor original, sendo seguida por um

periodo de recuperacao que foi mantido até a recuperacado dos potenciais



evocados acima daquele valor. A avaliagdo neurolégica dos animais foi
realizada de acordo com a escala de Tarlov até 72 horas de seguimento. Os
animais foram entdo sacrificados e a medula espinal enviada para estudo
anatomo-patoldgico.

Resultados: As pressdes nos diversos segmentos da aorta, durante o
periodo de isquemia medular, foram semelhantes nos trés grupos. Os
periodos de Pl corresponderam a um tempo médio de isquemia de 3 * 1
minutos e a um tempo médio de recuperacao de 7+ 2 minutos. Paraplegia
completa foi observada em trés animais do grupo Controle, em quatro do
grupo A e em nenhum do grupo B. O escore de Tarlov no grupo A foi
significativamente melhor do que o observado no grupo Controle, com 72
horas de seguimento (4 versus 2,1, p=0,036). O estudo histolégico
demonstrou a existéncia de necrose importante dos segmentos toracico e
lombar da medula espinal nos animais que apresentaram paraplegia
completa.

Conclusoes: O PI repetitivo baseado na monitorizacdo dos potenciais
evocados somato-sensoriais protege a medula espinal durante a oclusao da

aorta toracica descendente, diminuindo a incidéncia de paraplegia.



Summary

CONTRERAS ISB. Immediate Ischemic Preconditioning Based on
Somatosensory Evoked Potentials Prevents Spinal Cord Injury. Sdo
Paulo, 2004. 96 p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina,

Universidade de Sao Paulo.

Objective: Delayed ischemic preconditioning has demonstrated
neuroprotective effects in spinal cord ischemia. We investigated the effects of
immediate ischemic preconditioning based on somatosensory evoked
potentials monitoring in a model of spinal cord injury due to descending
thoracic aorta occlusion in dogs.

Methods: Twenty-one dogs were submitted to spinal cord ischemia, which
was induced for 45 minutes by combined cross-clamping of the thoracic aorta
immediately after the left subclavian artery and nearby the diaphragm. They
were divided in three groups: control group underwent only the aortic cross-
clamping (n=7), group A underwent one period of ischemic preconditioning
(n=7) and group B three equal periods of ischemic preconditioning (n=7)
immediately before the aortic cross-clamping. Ischemic preconditioning
periods were determined by somatosensory evoked potentials monitoring.
During ischemic preconditioning, aortic occlusion was maintained until the
decrease of somatosensory evoked potentials amplitudes at less than 60% of
their original values and was followed by a recovery period which was

sustained until the return of somatosensory evoked potentials amplitudes



above that level. Neurologic evaluation was performed by an independent
observer according to the Tarlov score at 24, 48 and 72 hours of follow-up.
The animals were then sacrificed and the spinal cord harvested for
histopathology.

Results: Aortic pressures before and after the occluded segment were
similar between the groups. Ischemic preconditioning periods corresponded
to a mean ischemic time of 3 £ 1 minutes and mean recovery time of 7 + 2
minutes. Severe paraplegia was observed in three animals in Control Group,
in four in Group A and in none in Group B. Mean Tarlov score of Group B
was significantly better in comparison to the Control Group at 72 hours of
follow-up (4 vs 2.1, p=0.036). Histopathological examination showed severe
neuronal necrosis in the thoracic and lombar gray matter in animals who
presented severe paraplegia.

Conclusions: Immediate repetitive ischemic preconditioning based on
somatosensory evoked potentials monitoring protects spinal cord during

descending aorta cross-clamping, reducing paraplegia incidence.
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1. Introducao

A morbi-mortalidade da abordagem cirdrgica dos aneurismas da
aorta toracica descendente e téraco-abdominal é elevada, seja pela
ocorréncia de sangramento intra ou pds-operatorio, isquemia medular ou
isquemia visceral '*. A paraplegia no periodo pés-operatério é uma das
complicacdes de maior gravidade e que causa mais sofrimento ao paciente e
familiares. Na maioria das vezes, o déficit é irreversivel, sendo decorrente do
sofrimento isquémico medular durante o processo de corre¢do do aneurisma
417 Recentes relatos tém demonstrado que a incidéncia da lesdo
neuroldgica na correcao dos aneurismas da aorta toracica descendente varia
de 5% a 16% e na correcdo dos aneurismas toraco-abdominais de 8% a
40% 3*%° quando o procedimento é realizado através da abordagem
cirirgica convencional. Esta complicacdo tem sido menos relatada em
pacientes submetidos a corre¢cdo endovascular destes aneurismas, sendo
descritos indices variando de 0% a 6,9% %7 Quando as préteses

endovasculares sado implantadas através do arco adrtico, sob parada

circulatéria total, no entanto, os indices de comprometimento da funcao
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Introducéo 3

medular tém variado entre 4% e 21% °*77:8292

, ndo diferindo daqueles
observados com a abordagem cirdrgica convencional.

Os principais fatores de risco associados a paraplegia sao
aqueles relacionados a anatomia individual do paciente, aos cuidados
anestésicos necessarios durante o procedimento e a tatica cirdrgica adotada
4. O risco de isquemia medular esta diretamente relacionado ao local e ao
tempo de pingamento da aorta, a extensdo do segmento pingado, a pressao
de perfusao da regido distal da aorta durante o procedimento e a pressao de
perfusdo medular peri-operatéria '2.

Diversos procedimentos tém sido propostos com o objetivo de

minimizar o risco de dano medular isquémico na correcdo das doencas da

aorta toracica descendente. Dentre eles, podemos destacar as técnicas de

| 19,70 6,7,18,36,42,53,55,73

perfusdo dista , a drenagem liqUérica e a hipotermia

regional 1941°08395 " cyios resultados obtidos, entretanto, ainda sao
controversos.

Um importante fator na cirurgia de correcdo dos aneurismas da
aorta toracica descendente é a possivel monitorizagcdo da funcdo medular
através dos potenciais evocados somato-sensoriais (PESS) e motores.
Mudancas observadas nesses potenciais que possam sugerir isquemia
medular permitem uma intervencao instantanea do cirurgido para tentar
corrigir os fatores que poderiam estar desencadeando esta alteragdo ’'. O
registro dos PESS mostra modificagdes instantaneas conforme o sofrimento
isquémico medular, onde uma reducao de 40% na amplitude da maior onda

desse potencial significa sofrimento isquémico importante '°:284460.9

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Introducéo 4

Paralelamente, desde o final da década passada, as
consequiéncias fisiopatolégicas da isquemia miocardica humana tém
recebido muita atencdo apds a descricdo dos conceitos do miocardio
atordoado ® e do miocardio hibernado ®°. MURRY et al. (1986) 8
demonstraram que mecanismos protetores enddgenos do miocardico
existem e que curtos intervalos de isquemia, acompanhados por periodos de
reperfusdo, paradoxalmente, aumentam a resisténcia a maiores danos
isquémicos. Este tipo de resposta fisiopatoldégica foi denominado pré-
condicionamento isquémico (PI) *®.

Subseqlientemente, outros autores demonstraram que o Pl tem
efeito protetor em varios sistemas organicos '°%%; incluindo a medula
espinhal e o cérebro 3839406687 Do maneira geral, o Pl pode ocorrer em
duas fases distintas, sendo uma aguda ou imediata e a outra crénica ou
tardia. O Pl imediato induz tolerancia isquémica em minutos ou poucas
horas, no entanto, o Pl tardio requer muitas horas ou dias depois do estimulo
isquémico para aumentar a tolerancia a isquemia 23029091,

Alguns modelos bioquimicos com bases moleculares explicam de
forma consistente e ordenada uma série de eventos que aparecem durante o
Pl no coragdo. A partir de um estimulo isquémico, é gerado um sinal que é
rapidamente introduzido dentro da célula. Este sinal da origem a uma
mensagem que sera amplificada e se convertera em mecanismo efetor *°.
Neste sentido, varios estudos mostram a adenosina como o sinal mais
30,93,97. POF

importante no mecanismo de desencadeamento do Pl imediato

outro lado, as alteragcdes no nucleo celular, geradas pelo mesmo estimulo

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS
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isquémico, incrementam a producdo das proteinas de estresse, como a
“Heat Shock Protein” (HSP), e de enzimas anti-oxidantes que sao
responsaveis pela apari¢cao do Pl tardio 3%7*,

O tempo de isquemia requerido para induzir o Pl é variavel entre

espécies e entre 6rgdos e sistemas '>80-90100,

Em virtude da grande
variabilidade anatémica na vasculatura do corddao medular, mesmo entre
individuos de uma mesma espécie, € muito dificil determinar com exatidao
os tempos de isquemia e de reperfusdo necessarios para desencadear o PlI,
tanto agudo ou crénico ""**%. Provavelmente, esta é a razdo pela qual,
varios investigadores tém obtido resultados controversos na avaliacao do Pl
da medula espinhal, mesmo trabalhando com animais da mesma espécie
207291 No entanto, a maioria destes estudos tem demonstrado que o
processo de Pl existe e, em alguns casos, fornece as células tolerancia
adequada para resistir a uma agressao isquémica prolongada °'°""4,

Como os PESS tém sido empregados em estudos clinicos e
laboratoriais, na avaliacao intra-operatoria da viabilidade do corddo medular,
eles podem potencialmente ser utilizados na determinagcdo dos tempos de
isquemia e de reperfusdo necessarios para a obtencao do Pl. Neste sentido,
a monitorizagdo dos PESS apresenta alta sensibilidade e especificidade na
deteccdo da interrupcdo da perfusdo medular, mesmo na presenca da

grande variabilidade anatémica vascular do cordao espinhal """'°.

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS
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1.1. Objetivos do Estudo

Os objetivos do presente trabalho sao:

1. Avaliar a eficacia do Pl imediato, baseado na monitorizacao

dos PESS, como método de protecdo medular em caes.

2. Avaliar a sensibilidade dos PESS como método de
avaliagdo progndéstica da ocorréncia de lesdo isquémica

medular e paraplegia em caes.

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS
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1.2. Aspectos Relevantes da Literatura

Métodos de Protecao da Isquemia Medular

O risco de isquemia medular na corregdo dos aneurismas da
aorta toracica descendente e téraco-abdominal esta diretamente relacionado
ao local e ao tempo de pincamento da aorta, assim como a pressao de
perfusdo distal deste vaso durante o procedimento &'214:325685 A |ocalizacdo
anatdbmica da principal artéria que nutre a medula espinhal, a artéria
radicular magna anterior ou artéria de ADAMKIEWICZ, também é um fator
relevante, por causa do segmento da aorta que sera abordado durante a
correcao cirurgica desses aneurismas.

A artéria de ADAMKIEWICZ estéa situada entre T5 e T8 em 15%
dos casos, entre T9 e T12, em 60% dos casos e ao nivel de L1 e L2, nos

25% restantes 4.

Ela ocupa normalmente o sulco central da medula,
freqientemente apresenta descontinuidade, e uma ou mais artérias
intercostais contribuem para a sua formacao. Sua configuracao anatdmica e
o angulo de juncdo com a artéria espinhal anterior orientam o fluxo
sangiiineo no sentido céfalo-caudal '*#

Frente aos aspectos inerentes ao procedimento cirlrgico, existem
métodos que podem minimizar os riscos relacionados a isquemia medular na
cirurgia de correcdo dos aneurismas da aorta toracica. Alguns sao
questionaveis, como: intervencdes farmacolégicas com metil prednisolona,

"scavangers” de radicais livres, papaverina intra-tecal e tetracaina '*?'.

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS
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Outros, todavia, sdo bastante precisos, tais como: redu¢do do tempo de

12,14,87

pincamento da aorta , reducao da distancia entre as pincas vasculares

78 6

, manutencao da pressao sistémica mais elevada que o habitual °,

41,76

resfriamento sistémico ou local da aorta , reimplante das artérias

1 31,70
3

intercostais ou lombares ', perfusdo do segmento distal da aorta e

drenagem do liquido céfalo-raquidiano ©7:18:36:42:53.55.73

Técnicas de Perfusao Distal da Aorta

As técnicas de perfusdo distal da aorta durante o periodo de
pincamento do segmento da aorta, necessario para a correcao cirdrgica de
suas afeccdes, sao trés: a derivagao ou “shunt” aorto-aértico com ou sem
assisténcia mecanica; a derivacao atrio esquerdo - artéria femoral através de
bomba de assisténcia circulatéria sem exclusdao pulmonar e a circulacao

0 Estes

extracorpérea total ou parcial com exclusdao pulmonar
procedimentos tém o objetivo de elevar o fluxo sangilineo da medula
espinhal lombar, através do aumento da pressdao do segmento distal da
aorta. A este respeito, SVENSSON et al. (1986) %° estudaram o fluxo
sanglineo vascular na medula espinhal de babuinos, através de
microesferas radioativas. Observaram que, na presenca de derivacao aorto-
aortica, houve elevagao significativa do fluxo na medula espinhal lombar.
Este fato ndo ocorreu para o fluxo medular ao nivel da aorta toracica distal,

independentemente da elevagdo da pressdao no segmento distal da aorta,

deixando duvidas quanto a protecdo medular por este método, para os

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Introducéo 9

pacientes com a artéria radicular magna anterior ndo situada em territorio
lombar.

Por outro lado, os resultados clinicos observados com o emprego
de técnicas de perfusado distal da aorta, na correcdo das afeccoes da aorta
toracica descendente e toéraco-abdominal, tém sido muito superiores aos
observados na auséncia de métodos de protecdo da medula espinhal 2,
Apesar destes resultados serem semelhantes com os diversos métodos de
perfusdo descritos, o emprego da derivagao atrio esquerdo — femoral tem

sido o procedimento mais utilizado clinicamente, por causa da baixa

incidéncia de complicacdes vasculares e hemorragicas observada .

Hipotermia Topica ou Sistémica

Dentro das multiplas estratégias aplicadas para se diminuir as
consequiéncias da isquemia do cordao espinhal, tem-se estudado o efeito
neuroprotetor da hipotermia. Acredita-se que o mecanismo principal desta
abordagem esteja relacionado a estabilizacdo da membrana celular e a
reducdo da excitabilidade dos neurotransmissores e que seja secundario o
mecanismo que promove a diminuicdo do metabolismo tecidual . As
necessidades de oxigénio pelo sistema nervoso central diminuem de 6% a
7% por cada grau de temperatura diminuida no cordao espinhal.
Experiéncias clinicas com hipotermia profunda (15 a 18°C) e parada
circulatéria total tém demonstrado efeito protetor sobre o cérebro e sobre o

cordao espinhal na correcdao de doencas cardiacas complexas e do arco

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Introducdo 10

adrtico “'®. No entanto, o entusiasmo pela aplicacdo clinica da hipotermia
profunda como mecanismo de protecdo medular nos procedimentos
cirurgicos da aorta toracica descendente tem sido limitado, principalmente
pelo elevado indice de complicagdes pulmonares e do sistema de
coagulagcao observado com esta abordagem.

Trabalhos experimentais verificaram que a perfusdo hipotérmica
regional, restrita ao espaco epidural ou intratecal, € 100% efetiva na
prevencdo da lesdo medular induzida pelo pingamento aértico %%
MARSALA et al. (1993) *° foram os primeiros a demonstrar a aplicabilidade
de um sistema fechado de infusdo epidural, com hipotermia moderada (26 a
28°C), prevenindo o dano isquémico do corddo espinhal '°. Este tipo de
abordagem ja foi empregado clinicamente em mais de 300 pacientes, sendo

observada diminuicao da incidéncia de complicacdes isquémicas da medula

espinhal, cujos valores se situam em torno de 3% dos casos operados '°.

Drenagem do Liquido Céfalo-Raquidiano

No inicio dos anos 60, BAISDELL e COOLEY (1963) ° e
MIYAMOTO et al. (1960) *° reportaram que a drenagem do liglior antes do
pincamento adrtico diminuia significativamente a incidéncia de paraplegia.
Estes autores lancaram o conceito de “pressdo de perfusdo relativa do
cordao espinhal”’, pressdo esta determinada pela diferenca entre a pressao
da artéria espinhal e a pressdo do liqior. Demonstrou-se, através de

estudos experimentais em caes, que depois do pingamento aértico, a

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Introducdo 11

pressdo de perfusdo do corddao espinhal pode ser aumentada com a
drenagem do liquor, resultando na diminuicdo da incidéncia de paraplegia
7,18, 35,36, 37,42, 53.

Esta hipétese foi sustentada por SVENSSON et al. (1986) %, que
demonstraram o efeito neuroprotetor da drenagem liglidérica em pacientes
submetidos a correcdo de aneurismas da aorta toracica descendente e
téraco-abdominal *°. Utilizando a mesma técnica, McCULLOUGH et al.
(1988) *° reportaram que 24 pacientes operados para a corregdo de
aneurisma téraco-abdominal nao tiveram qualquer complicacao neurolégica.
Por outro lado, experiéncias clinicas com séries prospectivas e
randomizadas de pacientes com extensos aneurismas de aorta toracica
descendente e téraco-abdominal, demonstraram resultados controversos em
relacdo ao emprego da drenagem ligliérica na prevencdo da paraplegia "'®.
Apesar deste fato, o emprego deste procedimento na prevencao da lesao
medular tem sido indicado por diversos autores, com resultados expressivos

em grandes séries de pacientes .

Emprego de Agentes Farmacologicos

Varios investigadores tém avaliado, através de estudos clinicos e
experimentais, a possibilidade de diminuir os efeitos fisiopatologicos
decorrentes da isquemia do cordao espinhal através da utilizagcdo de
agentes farmacolégicos. Os métodos descritos, no entanto, ndao tém

apresentado resultados realmente efetivos na prevencédo da paraplegia °*.

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS
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A principal causa da lesao celular durante a correcado das afeccbes da aorta
toracica é a hip6xia produzida pelo pingcamento aértico. Este fato acarreta a
aparicdo de pequenos focos de hemorragia, necrose, depdsitos de
plaguetas, formacao de trombos e de radicais livres de oxigénio.

Entre os agentes farmacoldgicos estudados na prevencdo das
lesdes medulares, o emprego da emulsao de perfluorocarbon (Fluosol-DA),
componente inerte bioldégico com alta capacidade de transportar oxigénio e
diéxido de carbono, pode levar a diminuicao da isquemia neuronal. O seu
mecanismo de acao deve-se a diminuicdo da viscosidade sangiinea,
prevencdo de colapso vascular, diminuicdo da migragcdo de fluidos do
espaco intracelular ao espaco extracelular e ao incremento da perfusao de
oxigénio aos tecidos, sendo demonstrada uma acao favoravel da
administracdo deste farmaco na resposta neurolégica de animais
submetidos a isquemia prolongada 2.

Outros autores tém estudado os efeitos dos “scavengers” de
radicais livres de oxigénio, como o polyethilenglycol-conjugado de
superdxido dismutase, sendo observado que este agente, utilizado antes e
durante a oclusao da aorta descendente, incrementa a tolerancia a isquemia
medular, em modelo experimental em coelhos *. Recentemente, ISBIR et al.
(2003) * combinaram o Pl com a administragdo de nicotinamida,
encontrando um beneficio significativo em relacdo a prevencado da lesao
medular, no grupo de animais submetidos submetido a infusdo do farmaco.
CAPARRELLI et al. (2003) '" demonstraram que a administracdo de

diazéxido, facilitador da abertura dos canais de potassio dependentes de
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adenosina trifosfato, melhora a resposta neurolégica do cordao espinhal em

coelhos, apds um evento isquémico prolongado.

Monitorizacao da Funcao Medular Através de Potenciais Evocados

Varios métodos surgiram para tentar avaliar a fungcdo do cordao
medular durante a oclusao adrtica, na abordagem cirargica das afec¢oes da
aorta toracica. Dentre eles, a sensibilidade dos potenciais evocados no
processo de interrupgdo da perfusdo do corddo medular surgiu como uma
modalidade efetiva de avaliagdo rapida da fungcdo medular, permitindo
adicionalmente a avaliagdo da viabilidade das células neuronais ”'. Os PESS
se registram no couro cabeludo e na coluna vertebral como resposta a
estimulacdo elétrica de um nervo periférico misto ou cutaneo. A
configuracao, a polaridade e a laténcia da resposta dependem do nervo
estimulado e da disposicao do registro. Sao usados para avaliar as artérias
proximais que irrigam o sistema nervoso periférico, bem como para analisar
a integridade das vias somato-sensitivas centrais. Permitem ainda detectar e
localizar lesdes das vias aferentes do sistema nervoso central. Nos casos de
lesdo do corddo medular, podem determinar a magnitude da lesdo, bem
como a presenca do restabelecimento precoce de uma resposta cortical,
indicando lesdao incompleta e, portanto, um prognéstico melhor de
recuperacdo funcional °. Além disso, o controle intra-operatério da funcéo
das estruturas nervosas através dos PESS pode permitir a identificacdo

precoce da disfuncdo nervosa °.
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Outros tipos de potenciais evocados sao citados na literatura. Os
potenciais evocados motores (PEM) sao potenciais elétricos registrados a
partir dos musculos, via medula espinhal, apdés a estimulacdo do cortex
motor e das vias motoras centrais °. Na clinica, eles se registram como
potenciais de acdo musculares compostos, provocados a partir da
estimulacdo magnética transcutdnea do cértex motor. Além de seu possivel
valor no diagnéstico dos transtornos neurolégicos ou na exploragao da
magnitude de uma afeccado patologica, eles podem fornecer uma valiosa
informacao progndstica, como por exemplo, na sugestao da probabilidade de
recuperacao da funcdo motora apés um acidente vascular cerebral °.

O uso dos PEM pode ainda ser de utilidade no controle intra-
operatério da integridade funcional dos fasciculos motores centrais °. No
entanto, o emprego desses potenciais na monitorizagao intra-operatéria da
correcao cirurgica das afeccdes da aorta toracica é limitado, pois eles nao
podem ser utilizados concomitantemente a administracdo de inibidores da
juncédo neuro-muscular. Além disso, outras drogas anestésicas e narcéticas
também podem abolir ou suprimir o PEM, o que torna seu uso ainda mais
restrito %,

O registro dos PESS e PEM mostra alteragbes instantaneas
conforme o nivel sofrimento isquémico medular. Uma redugédo de 40% na
amplitude da maior onda do PESS significa um sofrimento isquémico
importante. Com a manutencao da isquemia medular, o PESS torna-se uma
linha isoelétrica, demonstrando a inatividade da medula **°. Os PESS e os

PEM podem apresentar resultados falso-negativos, ou seja, ndo se alteram,

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Introducdo 15

embora a medula esteja sofrendo isquemia 226%%_No entanto, a incidéncia
de falso-negativos no PESS e no PEM é menor do que 1% 22%% fato que
demonstra a elevada sensibilidade destes potenciais no diagnéstico do

sofrimento isquémico medular.

Pré-Condicionamento Isquémico

A partir da descricdo do Pl por MURRY et al (1986) *%, varios
autores demonstraram a ocorréncia deste fendmeno em varios sistemas
organicos. Por outro lado, os tempos de isquemia requeridos para induzir o
Pl sdo especificos de cada espécie e de cada 6rgao. Paralelamente, existe
uma variacao interespécies consideravel na duracao da protecao dada pelo
componente imediato do Pl nos diversos 6rgaos e tecidos, e o tempo de
reperfusdo necessario para desenvolver a protecao tardia também é
variavel.

O modelo bioquimico que explica a base molecular do Pl é
baseado nos estudos realizados em relacdo ao miocardio. Como mostra a
Figura 1, em resposta a um estimulo para obter o Pl, um sinal é rapidamente
gerado e traduzido dentro de uma mensagem intracelular que sera

amplificada para produzir um mecanismo efetor *°.
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Estimulo
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Protecao
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Tardia
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Figura 1: Curso temporal do pré-condicionamento isquémico imediato e tardio

Com o suporte de cada um destes componentes, é ativada uma

cascata que produz um complexo molecular multifatorial que resulta no Pl

(Figura 2) *.

A ativacdo da proteina G pela adenosina (Ade) %, bradicinina (Br)

®  estimula a fosfolipase C (PLC),

e possivelmente norepinefrina (Ne)
incrementando a producao de diacetilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (ITF).
O DAG ativa a proteino-quinase C (PKC), que hiperpolariza a célula através
dos canais de potassio dependentes do ATP. Este fato diminui o fluxo de
calcio intracelular, diminuindo a contratilidade miocardica e o consumo de

energia, sendo um mecanismo imediato do Pl %%’
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Figura 2: Cascata desencadeada pelo pré-condicionamento isquémico

Através de uma proposta de translocacao para o nucleo, a PKC
pode incrementar a producao de proteinas de choque térmico (“heat shock
protein” - HSP) e enzimas anti-oxidantes (EAQO), sendo um mecanismo de
protecdo tardia do PI3%%°,

A adenosina € um nucleotideo enddgeno produzido
principalmente pela degradagéo do ATP e pode limitar a injuria isquémica,
particularmente a de reperfusdo. Este fato ocorre através de varios
mecanismos que incluem a reducdo da aderéncia do neutrdfilo e da
citotoxicidade da célula endotelial, a diminuicdo da producdo de anion

superdxido, o incremento da estabilidade da membrana celular, a reducao
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do fluxo de calcio e a hiperpolarizacdo da célula através dos canais de
potassio dependentes de ATP 2>%°. Como a adenosina é rapidamente
gerada durante a isquemia e atinge altas concentragdes, muitos estudos
sobre o Pl sugerem que ela seja um possivel sinal isquémico responsavel

pela fase aguda *°.

Preé-Condicionamento Isquémico da Medula Espinhal

O beneficio protetor do Pl na prevencao das lesées isquémicas da
medula espinhal foi inicialmente demonstrado em dois documentos da
década de 90. MUNYAO et al. (1998) > estudaram coelhos que foram
submetidos a 30 minutos de pingamento aértico, sendo um grupo com e o
outro sem o Pl da medula, realizado 2 ou 48 horas antes da agressao
isquémica da medula. Os coelhos submetidos ao Pl 12 horas antes da
isquemia medular prolongada, tiveram fungdes motoras significativamente
melhores que os do grupo controle, enquanto que os animais submetidos ao
Pl 48 horas antes do pingamento adrtico, apresentaram recuperacao
neurolégica variavel. MATSUYAMA et al. (1997) >? estudaram os efeitos do
Pl do cordao espinhal utilizando um modelo de pincamento aértico em caes.
O grupo do PI foi submetido a 20 minutos de pingamento aodrtico, seguido de
um periodo de isquemia medular de 60 minutos, 48 horas ap6s. No periodo
de recuperacao, trés dos seis caes do grupo controle apresentaram

paraplegia, enquanto nenhum dos animais do grupo do PI ficou paraplégico.
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Outros autores confirmaram os efeitos do Pl tardio na prevencao das lesdes
isquémicas da medula espinhal em varias espécies animais 74789,

A fase tardia do Pl pode ser explicada a partir de mudancas na
expressao genética das proteinas protetoras do sistema nervoso, como as
HSP 20:384851.74 MATSUYAMA et al. (1997) °2 estudaram o mecanismo de
aparecimento das HSP, encontrando correlacdo positiva entre seu
aparecimento e a protecdo neuroldgica, fato também apontado por
MUNYAO et al. (1998) *. Paralelamente, SAKURAI et al. (1998) "
demonstraram em coelhos o aparecimento da HSP 70 e do RNAm 8 horas
apos o pré-tratamento, concluindo que as mudangas nas proteinas e na
expressao genética tem um papel importante no desenvolvimento da
tolerancia isquémica das células neuronais. A associacdo entre o
aparecimento das HSP e a maior tolerancia dos tecidos nervosos a isquemia
também tem sido relatada em estudos sobre protecdo cerebral 340,

Por outro lado, o estudo de DE HAAN et al. (2000) ?° contrasta
com os resultados relatados, sendo observado em modelo experimental de
Pl em coelhos o aumento da HSP, sem melhora do desempenho
neurolégico e com alta incidéncia de paraplegia. O periodo de inducao do PI
neste estudo, no entanto, parece ter sido muito curto em relacéo ao intervalo
estabelecido entre este evento e a agressao isquémica medular. A este
respeito, MATSUMOTO et al. (2001)°" elucidaram o perfil temporal do Pl em
coelhos, cujo tempo de isquemia foi estabelecido a partir da monitorizacéao

dos PESS. Os autores estudaram tempos de reperfusdo que foram variaram

de 2 a 7 dias, observando que o efeito protetor do Pl apareceu no quarto dia
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de reperfusao e que os niveis de HSP70 se elevaram progressivamente até
o sétimo dia. Recentemente, CIZKOVA et al. (2004) '® observaram que o
tempo pico de expressao da HSP72 aconteceu 24 horas apés o Pl em ratos,
sendo a sua ocorréncia mais intensa no grupo de animais submetidos a um
maior tempo isquemia. Resultados similares foram encontrados por
CARMEL et al. (2004) " no mesmo modelo experimental.

Estudando o cérebro, alguns autores também demonstraram a
maior tolerdncia das células nervosas a isquemia com o Pl envolvendo
longos intervalos de reperfusdo ***°. Evidéncias recentes, porém, sugerem
que a reperfusdo por intervalos de tempo mais curtos, geralmente em torno
de 6 horas, também proporciona protecao as células neuronais 06673940,

Em relacdo aos efeitos imediatos do Pl sobre o corddao medular,
varios autores tém demonstrado resultados positivos com este procedimento
em diversas espécies animais. ZVARA et al. (1999) '® demonstraram o
efeito protetor do Pl obtido agudamente pela inducdo de 3 minutos de
isquemia, seguidos de 30 minutos de reperfusdo, num modelo experimental
de isquemia do corddo espinhal, com duracdo de 12 minutos, em ratos.
Paralelamente, SIRIM et al. (2002) ® sugeriram que o PI, com 5 minutos de
isquemia e 25 minutos de reperfusao, reduz a injuria do cordao espinhal em
coelhos, melhorando o seu desempenho neurolégico apoés 20 minutos de
isquemia. Resultados semelhantes também foram observados por
TOUMPOULIS et al. (2003) ®, que realizaram o Pl por 20 minutos, seguidos
de 80 minutos de reperfusdo, antes da agressado isquémica da medula

espinhal por 35 minutos em suinos.
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O mecanismo envolvido no Pl imediato da medula espinhal
parece estar relacionado a elevacao do fluxo sangliineo do cordao espinhal
€ Este fato pode ser correlacionado com um leve incremento de
catecolaminas, especialmente da norepinefrina, que pode estimular a
producdo do AMP ciclico através do sistema da adenilciclase, o que indica
que existe um incremento da atividade metabélica do corddo espinhal **

A este respeito, FAN et al. (1999) ?* mostraram que um pequeno
incremento de norepinefrina e de 5-hidroxitriptamina depois de 5 minutos de
Pl e 20 minutos de reperfusdo, pode se correlacionar com a elevacdo do
fluxo sangiineo do corddao espinhal em coelhos, podendo prevenir o
comprometimento da funcdo medular apdés 30 minutos de isquemia. Este
mecanismo também foi sugerido por UENO et al, (2001) ', que concluiram
que o Pl pode aumentar o fluxo sangtiineo do corddao medular, contribuindo
para diminuir a incidéncia de paraplegia.

Por outro lado, alguns autores nao tém conseguido demonstrar os
efeitos positivos do Pl imediato na prevencgao da lesdo isquémica da medula
espinhal 2>72°! fato que pode estar relacionado aos periodos de isquemia e

de reperfusdo necessarios para a efetiva indugcdo dos mecanismos

fisiopatolégicos envolvidos neste fenbmeno.
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2. Materiais e Métodos

Este estudo foi realizado pela Unidade Cirurgica de Pesquisa do
Instituto do Coracao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, no Servigo de Fisiologia Aplicada e contou com
o apoio do Laboratério de Anatomia Patoloégica do Hospital Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo.

A aprovacao para a realizacao deste trabalho experimental em
caes, ocorreu na sessao 381/01/03 de 8/3/01, Protocolo de Pesquisa SDC —
1842/01/30 pela Comissdo Cientifica e de Etica do Instituto do Coragao, e
pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq
da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, em sesséo de 11/04/01 , como Protocolo de
Pesquisa n°197/01.

Os caes utilizados foram fornecidos pelo Biotério da Zoonose —
Centro de Controle de Animais da Prefeitura do Municipio de Sao Paulo.
Para a manipulacdo desses animais em laboratério, foram respeitadas as
diretrizes da National Institute of Health (USA), descritas no “Guide for the

Care and Use of Laboratory Animals”. Ap6s o estudo piloto, foram
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estudados, de forma consecutiva, 21 cades adultos, sem raca definida,

machos ou fémeas, com o peso variando entre 15 e 25 kg.

2.1, Estudo Piloto

O grupo piloto foi constituido de 11 animais e teve como objetivo a
padronizacdo do modelo experimental. Seis animais foram submetidos a
isquemia medular, por periodo de 45 minutos e cinco por periodo de 60
minutos, através de duplo pincamento da aorta toracica descendente. Os
animais submetidos a 60 minutos de isquemia, apresentaram elevada taxa
de mortalidade, sendo por isto optado pelo periodo de 45 minutos para a
realizacédo deste experimento.

Paralelamente, foi aperfeicoada a monitorizacdo dos PESS, que
no inicio do experimento era realizada em trés pontos: cervical, dorsal e
lombar. Foi observado que o melhor formato de ondas e o ponto mais
accessivel para o pesquisador era na transi¢ao téraco-lombar.

Cinco animais foram observados no periodo pds-operatoério por 7
dias, sendo optado pelo tempo de observacdo de 72 horas, porque nao

houve alteracdo dos indices de Tarlov ® observados nas primeiras 24 horas.
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2.2 Padronizacao do Modelo Experimental

Os animais foram divididos de forma randomizada em trés grupos de
sete caes:

» Grupo Controle — Os animais foram submetidos a duplo
pincamento da aorta durante 45 minutos, obtido através da
colocacao da pinga proximal 1 cm abaixo da artéria subclavia
esquerda e distal, 1 ou 2 cm acima do diafragma.

= Grupo A — Neste grupo o duplo pincamento da aorta, por 45
minutos foi precedido por um periodo de PIl, baseado na
monitorizagdo dos PESS. Durante o periodo de PI, a ocluséao
da aorta foi mantida até a queda das amplitudes do
componente N1 dos PESS abaixo de 60% do seu valor
original, sendo seguida por um periodo de recuperacio
(reperfusao), que foi mantido até a recuperacao total dos
PESS.

= Grupo B — Neste grupo o duplo pincamento da aorta por 45
minutos foi precedido por trés periodos iguais de PI, cujos
tempos de oclusao e reperfusdao da aorta foram determinados

pela mesma metodologia descrita no Grupo A. (Diagrama).

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Materiais e Métodos 26

Protocolo

Estudo Randomizado
21 caes

l
Pingamento adrtico 45 min

Grupo Controle Grupo B
Sem Pré - Un Pré CGr‘iiPO.A . Trés Pré-
Condicionamento m Fre Londicionamento Condicionamentos
N=7 N=7 N=7
2.2.1. Procedimento Anestésico

No biotério, apds pesagem dos animais, realizou-se identificacdo da
veia cefdlica esquerda, anti-sepsia da regiao e vendclise periférica. O animal
foi anestesiado, utilizando-se inicialmente 30 mg/Kg de peso de
pentobarbital sédico. Sempre que necessario, esta dose recebeu
suplementacao durante o ato operatério, com o objetivo de abolir o reflexo
cérneo-palpebral. Se o animal apresentava tremor superficial, era curarizado
com brometo de pancuronium na dose de 0,16 a 0,3 mg/kg.

Ap6s a administragdo da dose inicial de anestésico, procedeu-se a
entubacdo orotraqueal, utilizando-se sonda de polietileno. A assisténcia

ventilatoria iniciou-se com a conexao da canula orotraqueal a um ventilador
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a pressao (Ventilador-Inter-trés, modelo 2600, Takaoka, Sao Paulo). Foi
mantido um volume de 12 ml/Kg, a uma freqiiéncia respiratdria aproximada
de 12 movimentos por minuto, em ar ambiente, suficiente para manter uma
pressao parcial de diéxido de carbono entre 35 e 45 mmHg e uma pressao
parcial de oxigénio de 100 mmHg.

Estes parametros foram ajustados de acordo com medidas
laboratoriais gasométricas em amostras de sangue colhidas das linhas
arteriais. (Aparelho Nova Medical, Stat Profile Ultra, USA). Estas medidas
incluirdo os seguintes: potencial hidrogeniénico (pH), pressao de oxigénio
(pO2), pressdo de gas carbbnico (pCO2) e saturacdo de oxigénio (SO2).
Também foram realizadas dosagens de eletrélitos: sédio (Na+) e potassio
(K+), hemoglobina e hematdcrito. Estas determinacgdes foram feitas 10
minutos antes do pincamento da aorta, aos 22 minutos do pincamento e 10
minutos depois do inicio do periodo de reperfusdao. De acordo com o0s
resultados obtidos, os parametros do ventilador foram alterados durante o
ato operatério para manter pCO2 entre 35 e 45 mmHg e pH entre 7,25 e
7,40.

A figura 3 mostra o esquema de monitorizacdo dos animais. Esta

monitorizagao inclui parametros hemodinamicos e os PESS.
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Figura 3: Representagdo esquematica da monitorizagdo dos animais.

2.2.2. Monitorizacao Hemodinamica

Foi realizada monitorizacdo eletrocardiografica continua com

eletrodos localizados nas patas dos animais e conectados a um computador

que fornecia, por meio do programa Acgknowledge 3.0, informacdes

continuas do tracado eletrocardiografico e da freqtiéncia cardiaca.

Foi feita disseccdo da artéria carétida comum esquerda para

introducao de um cateter Intracath 7F em dire¢ao a aorta, que foi conectado
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a um transdutor de pressdo e ao computador para fornecer, por meio do
programa Acgknowledge 3.0 (Figura 4), informagdes continuas sobre a
pressao arterial média, que foi denominada pressao arterial média proximal.
O mesmo procedimento foi realizado para a disseccao da artéria femoral

direita, obtendo-se a pressao arterial média distal.
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Figura 4: Monitorizacdo hemodinamica pelo programa Acgknowledge 3.0.

Foi realizada disseccdo da veia jugular externa esquerda,
empregada para a monitorizacdo da pressao venosa central e como via para

administracao de solugdes e medicamentos.
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As medidas de freqUéncia cardiaca, pressao arterial média
proximal e distal foram anotadas 10 minutos antes do pingcamento da aorta,
22 minutos depois do pingcamento e 10 minutos depois do inicio do periodo
de reperfusdo. A temperatura do animal foi aferida por meio de termémetro

colocado na via retal nos mesmos periodos citados anteriormente.

2.2.3. Monitorizacao dos Potenciais Evocados Somato-sensoriais

Com o animal em decubito lateral direito, apds antissepsia da
regiao lombar, foi feita incisdo longitudinal da pele e subcutdneo acima da
décima segunda vértebra dorsal e primeira lombar. Em seguida, realizou-se
puncéo do espaco peridural, com uma agulha de anestesia peridural N° 16,
através da qual introduziu-se um eletrodo de prata, que foi conectado a uma
maquina de geracao e deteccao de potenciais evocados (Medelec Saphire
4AME).

Foram colocados outros eletrodos no sub-cutaneo da regido
adjacente e no vértice do cranio do animal, para funcionar como pontos de
referéncia (Figura 5). O niumero de ondas promediadas na determinacao dos
PESS foi de 256, sendo o sinal analisado em uma amplitude de onda de 1 —
2 pvolts, foram empregados estimulos de 3 - 7 mA com duragao de 500 us

por pulso.

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Materiais e Métodos 31

— T ——— ? —

|

Figura 5: Eletrodos epidural e de referéncia conectados ao aparelho de
registro dos Potenciais Evocados.

Os estimulos medulares foram gerados a partir de dois eletrodos
(catodo e anodo) provenientes da maquina de potenciais, localizados na
regido subcutanea do sulco tibial do membro traseiro direito, correspondente
a regido do nervo tibial posterior.

O estimulo foi enviado através do nervo periférico, sendo
capturado através da monitorizagdo dos PESS na medula espinal. Os PESS
foram determinados e gravados no pré-operatorio, a cada minuto durante o
periodo de PI, e a cada minuto por uma hora ap6s o despingamento da aorta

(Figura 6).
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durante o pré-condicionamento isquémico medular.

Figura 6: Queda e recuperacao dos potenciais evocados somato-sensoriais
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2.2.4. Procedimento Cirurgico

Com o animal em decubito lateral direito, foi realizada antissepsia
do hemitérax esquerdo com solucdo degermante e solugdo alcodlica de
iodo, sendo a seguir colocados campos esterilizados. Previamente a incisao
cutdnea, realizou-se profilaxia antimicrobiana com injecido venosa de
cefalotina na dose de 15 mg/Kg.

Procedeu-se a toracotomia por planos utilizando bisturi elétrico
até atingir a cavidade toracica através do sétimo espaco intercostal. Foi
aberta a pleura e afastado o pulmao para identificar a aorta toracica
descendente em toda a sua extensdo. Apds a identificacdo da artéria
subclavia esquerda, a pleura visceral que recobre a aorta descendente foi
aberta, sendo colocado um cadargo ao redor da aorta acima da emergéncia
das artérias intercostais dorsais. Identificou-se a linha diafragmatica de
reflexdo pleural do cdo e foi aberta a pleura visceral que recobre a aorta
descendente distal 2 — 3 cm acima da mesma, sendo colocado um cadargo

onde seria o local de pingamento adrtico distal (Figura 7).
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Figura 7: Disseccéao e preparo da aorta proximal

Antes da realizagdo do pingamento aodrtico, foi realizada
heparinizagao sistémica na dose de 100UI/Kg. Procedeu-se entdo ao duplo
pincamento da aorta através da colocacdo das pingas nos locais
previamente descritos, sendo o0 mesmo confirmado pela queda imediata da
pressao arterial média distal e pelo incremento da pressao arterial média
proximal.

Ao finalizar o periodo de pingamento aértico segundo o grupo
estudado, procedia-se a retirada das pingas e revisdo da hemostasia. O
térax foi fechado com pontos em “X” entre os espagos intercostais, sendo
feita manobra de valsalva para expandir os pulmoes, desfazer atelectasias e

retirar a maior quantidade de ar possivel da cavidade, com o intuito de deixar
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0 minimo de pneumotérax e nao comprometer a dindmica ventilatéria do
animal. Procedeu-se entdo ao fechamento das camadas musculares, do
tecido sub-cutaneo e da pele através de sutura continua hemostatica.

Ao final do procedimento era dada uma dose endovenosa de 15
mg/Kg de cefalotina e uma dose intramuscular de 1200000 Ul de penicilina
benzatinica. Os cateteres arteriais, bem como os eletrodos utilizados para
monitorizagdo eram retirados e 0 animal era encaminhado para o biotério.

No biotério, os animais foram deixados entubados dentro da
gaiola e conectados ao ventilador até conseguirem movimentos respiratorios
espontaneos. A extubacao foi realizada ap6s a adequada recuperacdo do

nivel de consciéncia dos animais.

2.2.5. Avaliacao Neurolégica

Os animais foram observados por um periodo de 72 horas e
submetidos a avaliacdo da recuperacdo sensitivo-motora das patas
posteriores e cauda, segundo parametros clinicos para quantificar o estado
neurolégico utilizando os critérios de Tarlov:

Método de Tarlov:

» Grau 0 — Paraplegia ou membros inferiores nao funcionantes.
= Grau 1 - Movimentos perceptiveis dos membros posteriores,

sem agao antigravitacional.
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» Grau 2 — Alguns movimentos dos membros posteriores sem
adequada forga antigravitacional, inabilidade de manter-se em
pé ou sentar.

= Grau 3 — Consegue manter-se em pé e sentar, mas com
dificuldades.

» Grau 4 — Recuperacao motora completa.

Os animais serao classificados conforme o escore neurolégico
resultante: os animais com escore neurolégico 0 ou 1 serdo considerados
paraplégicos, aqueles com escore 2 ou 3 serdao considerados paraparéticos
e aqueles com escore de 4 serdo considerados normais (figura 8). Foram
excluidos os que ndao completaram o periodo de observacao de 72 horas,

como realizado por Nylander et al. (1982) °'.
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Figura 8: Cdo em escala de Tarlov 4.

2.3. Retirada e Avaliacao Anatomo-Patologica das Medulas

Espinhais

Apds 72 horas de observagao, os caes foram anestesiados com
pentobarbital sédico na dose de 20 mg/Kg por via endovenosa e depois
submetidos a eutanasia através da administracdo de 10 ml de solucéao de

cloreto de potassio por via endovenosa.
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Procedeu-se a retirada da coluna vertebral em bloco, através de
incisdo longitudinal desde a regiao cervical até a sacral. Foram desinseridos
todos os arcos costais com auxilio de serra elétrica. O bloco da coluna
vertebral foi retirado apds a desinsercao cranial da primeira vértebra cervical
e da seccao da quinta lombar com auxilio de serra elétrica. A seguir, foi feita
a abertura da coluna através dos corpos vertebrais, sendo exposto o canal
medular e todo o seu conteldo. A medula foi retirada integralmente apés a
seccao dos ramos de emergéncia dos nervos periféricos, através de um

corte longitudinal na dura-mater (Figura 9).

Figura 9: Medula espinhal com a dura-mater aberta, evidenciando a artéria
de Adamkiewickz.
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Ap6s a colocacao em formol tamponado ao 10 %, 0s espécimes
da medula foram encaminhados para o servico de Anatomia Patolégica do
Hospital da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo, onde um
Neuropatologista procedeu a sua analise. Foram feitos cinco cortes por
segmento para estudo com microscopia de luz, através da coloragdo de
hematoxilina-eosina (HE), com o objetivo de identificar a presenca de
necrose e de infiltrado de células macrofagicas. As amostras foram
classificadas em trés grupos: normal, presenca de exsudato de macréfagos

e presenca de necrose.

2.4. Analise Estatistica

Os dados obtidos através da monitorizagdo dos parametros
hemodinamicos e dos exames laboratoriais nos trés grupos foram
comparados através da analise de variancia. O teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, complementado quando necessario pelo teste de Dunn, foi
empregado na comparacao dos resultados obtidos em relacdo a Escala de
Tarlov e ao tempo de recuperacao dos PESS. A existéncia de relacao entre
o tempo de recuperacao dos PESS e a recuperacao funcional dos animais
foi avaliada através de teste de correlacdo de Spearman. O teste exato de
Fisher foi empregado na confirmagcdo da ocorréncia desta relagdo e da
avaliacao da existéncia de relagéo entre o tempo de recuperacao dos PESS

e as alteracbes anatomo-patolégicas decorrentes da isquemia medular. A
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existéncia de diferencas entre os grupos em relacao aos achados anatomo-
patolégicos foi pesquisada através do teste de Qui-quadrado. Os valores
centrais sao apresentados em média ou em mediana, sendo os valores de
dispersao apresentados como desvio-padrao ou como intervalo de confianca

de 95%. O nivel de significancia estabelecido para este estudo foi de 5%.
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3. Resultados

O peso dos animais estudados foi semelhante nos trés grupos,
como mostra a Tabela 1. Os parametros como pH, pO2, pCO2 e SO2 assim
como a dosagem de Na+, K+ e hematocrito também apresentaram um
comportamento semelhante e coincidente nos grupos estudados, nao sendo

observadas diferencas significativas entre eles.

Tabela 1. Peso médio dos animais nos diferentes grupos em Kg.

Grupo controle Grupo A Grupo B
Média 19,9 19,8 21,0
Desvio Padrao 4.1 4,7 3,12

A analise das medidas de presséao arterial média, nos segmentos
proximal e distal, foi realizada antes do duplo pingamento da aorta, durante o
mesmo e 10 minutos apds a liberacdo das pingas nos grupos estudados
(Tabelas 2, 3 e 4). Os trés grupos comportaram-se de forma semelhante e
coincidente ao longo dos momentos avaliados e nao houve diferencas

estatisticamente significativas entre as médias desta variavel entre eles, nos
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diferentes momentos. Aos 22 minutos de pincamento adrtico, foi observada

diferenca estatisticamente significativa entre as medidas da presséao arterial

média proximal e distal nos trés grupos.

Tabela 2. Média das pressOes arteriais médias proximal (PAMP) e distal
(PAMD) antes da oclusao nos diferentes grupos em mmHg.

Grupo Controle Grupo A Grupo B
PAMP PAMD PAMP | PAMD PAMP PAMD
Média 117,3 118,7 111,1 107,9 111,3 110,1
Desvio Padrao 13,9 13,4 20,4 18,7 8,8 8,9

Tabela 3. Média das PAMP e PAMD durante a oclusdo nos diferentes

grupos em mmHg.

Grupo Controle Grupo A Grupo B
PAMP PAMD PAMP PAMD | PAMP | PAMD
Média 121,4 11,3 105,9 16,1 1144 12,7
Desvio Padrao 14,8 5,6 10,1 6,2 19,0 5,3

Tabela 4. Média das PAMP e PAMD apds a liberagdo das pingas nos

diferentes grupos em mmHg.

Grupo Controle Grupo A Grupo B
PAMP PAMD PAMP PAMD PAMP | PAMD
Média 87,3 87,3 86,4 86,1 85,1 84,1
Desvio Padrao 7,1 6,8 11,5 9,9 9,0 9,3
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3.1. Monitorizacao dos Potenciais Evocados Somato-sensoriais

Com base nos PESS foram determinados os tempos de oclusao e

de reperfusdo para o periodo de PIl. A analise desta variavel mostrou um

comportamento semelhante entre os grupos A e B, como observado na

tabela 5.

Tabela 5. Tempos médios de oclusao e reperfusdo dos grupos pré-
condicionados em minutos.

Grupo A Grupo B
Tempo Tempo Tempo Tempo
oclusao reperfusao oclusao reperfusao
Média 2,71 6,43 2,57 7,57
Desvio Padrao 0,49 1,51 0,53 1,62

Os tempos de recuperacdo dos PESS no periodo de reperfusao

aortica, apds a retirada das pingas, mostraram um comportamento diferente

entre 0s grupos, com uma recuperacao mais rapida dos potenciais nos

animais do grupo B, como mostra a Figura 10. No entanto, a diferenca

observada nao foi significativa do ponto de vista estatistico (p = 0,077).
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Figura 10: Tempos de recuperacdo dos potenciais evocados somato-
sensoriais no periodo de reperfusdao aodrtica nos diferentes
grupos.

3.2. Avaliacao Neurolégica

A avaliacao neurolégica realizada com 72 horas de pés-operatério
mostrou que paraplegia completa foi observada em trés animais do grupo
Controle, em quatro do grupo A e em nenhum do grupo B, como mostra a

Tabela 6.
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Tabela 6. Avaliagdo neurolégica segundo o método de Tarlov, nos diferentes

grupos.
TARLOV GRUPO CONTROLE GRUPO A GRUPO B
0 3 4 0
1 0 1 0
2 0 0 0
3 1 0 0
4 3 2 7

Quando comparados através da analise de Kruskal-Wallis, os
resultados da escala de Tarlov apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, com um valor de p = 0,0149. O escore de
Tarlov no grupo B foi significativamente melhor do que o observado no grupo
Controle, ndo sendo o mesmo fato documentado como Grupo A, como

mostra a Figura 11.
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Figura 11: Correlacdo da avaliagdo neuroldogica segundo o método de
Tarlov entre os grupos

3.3. Estudo Anatomo-Patolégico

Os resultados do estudo anatomo-patoldgico estao na Tabela 7. A
ocorréncia de necrose ou de exsudado de macrofagos foi detectada em
cinco animais do grupo controle, em trés animais do Grupo A e em dois
animais do Grupo B.

Esta diferenca, no entanto, ndo foi significativa do ponto de vista
estatistico.

As alteracdes descritas estdo ilustradas na figura 12 (A,B,C corno

anterior sem necrose) e na figura 13 (D,E,F corno anterior com necrose).
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Tabela 7. Resultados da anatomia patolégica.

Anatomia Patolégica Grupo Grupo A Grupo B | Estatistica
Controle

Presenca de necrose 4 3 2 ns

Presenca de exsudato de 5 3 2 ns

macroéfagos

Normal 2 2 5 ns
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Figura 12:

A. corno anterior normal.
Hematoxilina e Eosina
10x.

B. corno anterior normal
Hematoxilina e Eosina
20x.

C. célula neuronal
normal Hematoxilina e

Eosina 40x.
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Figura 13:

D. Coluna de Clark
necrosada
Hematoxilina e
Eosina 10x;

E. Exsudato de
macrofagos desarranjo
estrutural do neuropilo,
células neuronais
degeneradas.
Hematoxilina e Eosina
20x;

F. Célula neuronal
necrosada com nucleo
excéntrico e picnético
Hematoxilina e Eosina
40x.
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3.4. Correlacao entre Tempo de Recuperacao dos PESS e

Isquemia Medular

A Figura 14 mostra a existéncia de correlacao significativa entre o
tempo de recuperacao dos PESS durante o periodo de reperfusao adrtica e

o comprometimento neurolégico dos animais, avaliado pela escala de Tarlov.

Tempo de Recuperacao PESS x
Comprometimento Clinico
(Il |============================cc=c=== o -
504 ° . C
g 8
5 40+ .
£
£ 304
201 =-0.4557
104 p= 0.0217
0 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4
Escala de Tarlov

Figura 14: Correlacdo entre os tempos de recuperacdo dos potenciais
evocados somato-sensoriais com a recuperacgao clinica.
Quando esta correlacdo é avaliada em relacdo a existéncia ou
ndao de qualquer grau de comprometimento neurolégico na presenca de
tempos de recuperacdo dos PESS acima de 60 minutos, também

encontramos uma relacdo significativa (p = 0,039) pelo Teste Exato de
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Fisher. Esta avaliagdo mostra a existéncia de um risco trés vezes maior para
a ocorréncia destes eventos quando nao existe a recuperacado do PESS na
primeira hora apds a remocao das pingas (Risco relativo = 3, Intervalo de
confianca de 0,86 a 10,41).

Por outro lado, a avaliagdo da existéncia de correlagcdo entre o
tempo de recuperacao dos PESS durante o periodo de reperfusao adrtica e
o comprometimento isquémico da medula espinal, avaliado pelo estudo
anatomo-patolégico, ndo apresentou valores significativos do ponto de vista

estatistico.
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4. Discussao

Neste estudo, observou-se que o Pl imediato pode acrescentar
tolerancia a isquemia da medula espinhal, ocasionada pelo duplo
pingamento da aorta toracica descendente em caes. A ocorréncia deste fato
esta relacionada a adequada monitorizagcdo das alteracées funcionais do
corddao medular durante as fases de isquemia e de reperfusdo, através da
determinacado intra-operatéria dos PESS. Esta observacao representa um
passo importante para incluir o Pl imediato como mais uma estratégia de
protecdo medular na cirurgia da aorta toracica descendente e téraco-
abdominal.

Alguns autores demonstraram que periodos isquémicos de alguns
minutos, antes da oclusdo adrtica prolongada, podem prevenir a lesao

13,80,100

isquémica do corddo medular em animais de pequeno e de grande

porte . Outros autores, no entanto, falharam em demonstrar o efeito

protetor do Pl imediato em experimentos com as mesmas espécies animais

291 Fato semelhante pode ser observado em relagdo a inducdo da fase

crénica do PI, que também apresenta uma variabilidade importante de

20,75

resultados com os mesmos modelos experimentais Neste sentido, a
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determinacdo dos tempos apropriados de isquemia e de reperfusdo para a
inducao do PI parece ser o fator chave para o desenvolvimento da tolerancia
isquémica imediata ou tardia ®'.

Neste trabalho, a monitorizacdo dos PESS foi utilizada no
diagnéstico das alteracdes funcionais do cordao espinhal, durante as fases
de isquemia e de reperfusdo necessarias para a inducao do Pl imediato.
Com o conhecimento dos efeitos da isquemia sobre as variacbes da
amplitude e da laténcia das ondas dos PESS, torna-se possivel se avaliar o
nivel de alteracbées induzidas na medula espinhal durante esse processo
2479 A deterioracdo do componente de onda N1 é indicativa da diminuigcéo
da conducao sensorial do corddao espinhal posterior e lateral, sugerindo a

existéncia de comprometimento da perfusdo >

. Durante o processo
isquémico, pode-se observar também o desaparecimento progressivo dos
outros componentes de onda dos PESS, os quais se normalizam apés a
reperfusao.

De acordo a anatomia vascular do corddo espinhal, diferentes
tipos de resposta dos PESS tém sido identificados e usados como
indicadores da necessidade de utilizar medidas profilaticas para atenuar a
isquemia do corddo espinhal ®’'. Neste modelo experimental, utilizou-se a
diminuicdo da amplitude da onda N1 dos PESS abaixo de 60% para definir a
fase de isquemia dos ciclos de inducédo do PI. Esta selecéo foi baseada na
sensibilidade que os PESS tém de se alterarem frente a hipoperfusado

regional e no fato de que a isquemia prolongada do corddo espinhal pode

resultar em uma degradacao completa do sinal, indicando total auséncia de
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conducgao e sofrimento celular. Diferentemente deste estudo, MATSUMOTO
et al. (2001) °' utilizaram o tempo em que as ondas N3 e N4 dos PESS
ficavam isoelétricas, como intervalo apropriado de indugcdo da tolerancia
isquémica tardia. As ondas N1 e N2 sdo componentes pré-sinapticos, o que
contrasta com o comportamento das ondas N3 e N4, sugestivas de origem
pds-sinaptica *’. No entanto, a diminuicdo da amplitude do componente N1
ocorre concomitantemente a perda completa do sinal dos componentes N3 e
N4 frente a um evento isquémico medular, como demonstrado por CHENG
et al. (1984) ™°.

Tao importante como a determinacdo do tempo de diminui¢cado da
onda N1 durante a isquemia, foi a determinacdo do tempo de sua
recuperacao durante o periodo de reperfusdo, para se definir os periodos
adequados para a obtencdo do Pl neste estudo. Como a recuperacao
completa dos PESS depende da normalizagdo da funcdo dos tratos
sensitivos da medula espinhal, este periodo nos pareceu suficiente para a
inducao dos mecanismos bioquimicos e celulares envolvidos no Pl imediato,
a semelhanca do que se observa em relagdo ao miocardio 3°*¢%* Neste
sentido, a grande variabilidade observada em relacdo ao tempos de
reperfusdo necessarios para a normalizacdo dos PESS neste modelo
experimental, comprova a influéncia da diversidade anatdmica da
vasculatura do cordao medular, mesmo entre animais da mesma espécie.

Também existe controvérsia em relacdo ao numero ciclos de
isquemia sub-letal necessarios para a inducao da tolerancia isquémica na

medula espinhal 3% MURRY et al. (1986) °® estabeleceram que quatro
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ciclos de 5 minutos de oclusao coronaria e 5 minutos de reperfusao seriam
suficientes para a obtencdo do Pl em coracdes de caes. Paralelamente,
existem evidéncias que no minimo dois ciclos de 2 a 3 minutos de isquemia,
seguidos de 2 minutos de reperfusdo, sao necessarios para pré-condicionar
o miocardio humano %8,

Com base na experiéncia com o miocardio, testou-se neste
trabalho a efetividade de um e de trés ciclos de isquemia, seguidos de
reperfusdo, como condicdo para a inducdo do Pl imediato na medula
espinhal. Observamos que foi somente através do Pl repetitivo que
conseguimos ser eficientes na prevencado da injuria do cordao espinhal
decorrente da oclusdo da aorta toracica descendente. No entanto, é
importante se ressaltar que os resultados observados com apenas um ciclo
de isquemia e reperfusdo neste estudo, podem ter sido influenciados pela
ocorréncia de meningite hemorragica em dois dos animais deste grupo de
estudo.

A definicdo dos periodos de isquemia e de reperfusdo
necessarios para a inducao do Pl neste trabalho, a partir da monitorizacao
dos PESS, nos permite discutir também porque alguns estudos nao tém
conseguido demonstrar o beneficio do Pl agudo da medula espinhal "2°'.
Nestes estudos, provavelmente foram utilizados tempos de isquemia muito
reduzidos, ndao permitindo a célula o desencadeamento dos mecanismos
fisiopatolégicos envolvidos no Pl. CHENG et al. (1984) '®> demonstraram que
as ondas N1 desaparecem somente ap6s 6 minutos de isquemia em modelo

de isquemia do cordao espinhal em coelhos e os trabalhos que n&o tiveram
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sucesso com a inducdo do Pl imediato nessa espécie animal, utilizaram
tempos de isquemia entre 1 e 3 minutos %" Os trabalhos de MATSUMOTO
et al.(2001) °', MUNYAO et al.(1998) */, SAKURAY et al.(1998) ™ e
TOUMPOULIS et al. (2003) ®, por outro lado, utilizaram periodos mais
longos de isquemia, obtendo bons resultados na inducdo do Pl imediato.
Como a resposta dos PESS a inducao isquémica do cordao espinhal parece
ser mais precoce em cdes *°, est4 justificado o uso de periodos mais curtos
de oclusao aortica nos ciclos de Pl no presente protocolo experimental.

Os mecanismos envolvidos na inducao do Pl imediato ndo foram
abordados neste estudo experimental. No entanto, podemos especular que
os efeitos observados devem estar associados ao aumento do fluxo
sangliineo medular e a ativacdo dos receptores de adenosina, como
sugerido por outros autores 30169197 Estes mecanismos correspondem as
modificacées imediatas desencadeadas pelo PI, cujo resultado tardio sera a
alteracdo da expressao genética das proteinas protetoras do sistema

nervoso '6-20:30,51.52,99

Neste sentido, é importante salientarmos que o nivel
de liberacdo dessas proteinas, bem como o tempo necessario para a
ocorréncia dessa liberacao, nos modelos de Pl tardio da medula espinhal,
também dependem do periodo de isquemia empregado na indugcdo do
fendmeno '°. Este fato encontra suporte nas observagdes de que o tempo
necessario para desenvolver protecao tardia é variavel também no miocardio
26,46,51,.

Por outro lado, existe uma variacao interespécies consideravel na

duracdo da protecdo dada pelo componente imediato do PIl. A protegao
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cardiaca se perde depois de 30 minutos de reperfusdo no coracao de
coelhos #, em 1 hora no coracgéo de ratos, *® em 2 horas em cées, *° e a
duracao da protecao imediata em humanos é desconhecida.

Este fato pode explicar porque alguns animais submetidos ao PI
repetitivo neste trabalho, apesar de nao apresentarem lesdo neuroldgica
clinicamente detectavel durante o periodo de observagao, apresentaram
alteracbes histopatolégicas significativas. Estas alteragdes foram
caracterizadas pela presenca de exsudato de macrofagos e necrose em
quase 30 % dos animais daquele grupo de estudo e abrem a possibilidade
da ocorréncia tardia de disfuncdo medular. Esta observacdao, no entanto,
estda em desacordo com os resultados apresentados por ABRAHAM et al.
(2000) 2, que mostraram uma surpreendente reducéo da ocorréncia tardia de
lesdo neurolégica em um modelo de Pl em ratos. Por outro lado,
KAKIMOTO et al. (2003) 34, estudando o Pl agudo em coelhos, observaram
que animais sem lesdo clinica nas primeiras 24 horas apresentaram
paraplegia no sétimo dia apds a reperfusdo, sugerindo que a eficacia do PI
imediato pode ser transitoria.

Outro aspecto relevante abordado neste estudo experimental se
refere a monitorizacdo do tempo de recuperacdo dos PESS apoés o insulto
isquémico medular. A recuperagdo da amplitude do sinal das ondas que
compde o PESS ap6s a reperfusdo medular, tém sido relacionada por varios
autores ao nivel de comprometimento funcional da medula observado apés
os procedimentos estudados °"%%7""° Este fato também foi documentado

neste estudo, onde foi possivel se observar a recuperagdo completa dos
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PESS, durante os primeiros 60 minutos apds a reperfusdao da aorta, em
todos os animais submetidos ao PI repetitivo, situacdo que nao se repetiu,
por outro lado, nos outros grupos de estudo. A recuperacdo completa dos
PESS sugere a existéncia de um comprometimento imediato menos
importante dos tratos de conduc¢éo sensitiva da medula espinhal.

O presente trabalho apresenta varias limitacdes. O tempo de
seguimento dos animais nao foi provavelmente suficiente, para se observar
a possivel deterioragdo tardia da funcdo medular nos casos que
apresentaram evidéncias de comprometimento anatomo-patologico. Além
disso, ndao houve nenhuma avaliagdo dos mecanismos bioquimicos e
celulares envolvidos no processo de Pl imediato. Entretanto, foi possivel se
demonstrar que algum grau de tolerancia a isquemia pode ser obtido na
medula espinhal frente a um evento isquémico relevante clinicamente,
através do Pl imediato, desde que ele esteja baseado na adequada selecao
dos tempos de inducao e de reperfuséo.

Novos experimentos estdo sendo conduzidos em nossos
laboratérios para elucidar melhor o mecanismo envolvido no processo de Pl
imediato, bem como para avaliar a possibilidade de associar o Pl com outros
métodos de protecdo utilizados na prevencdo da isquemia do cordao
espinhal. A continuidade destes estudos talvez abra a perspectiva para o
emprego clinico do PIl, baseado na monitorizacdo dos PESS, nas cirurgias
de corregcdo das afeccdes da aorta toracica descendente e téraco-
abdominal. Neste sentido, é importante se destacar que a avaliacao intra-

operatéria dos PESS ja é empregada rotineiramente em varios servicos de

IVAN SALVADOR BONILLO CONTRERAS



Discussao 61

cirurgia cardiaca, constituindo-se em um método de grande valia para a

escolha adequada das diferentes abordagens empregadas na protecéo

medular 19,44,60,71 ,84,96.
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5. Conclusoes

Os

concluir que:

resultados observados neste estudo nos permitem

O pré-condicionamento isquémico imediato, baseado na
monitorizagdo dos potenciais evocados somato-sensoriais,
quando realizado de forma repetitiva, parece diminuir o
aparecimento de lesbes isquémicas da medula espinal
durante a oclusdo da aorta toracica descendente em caes,

resultando em menos incidéncia de paraplegia.

O tempo elevado de recuperacao dos potenciais evocados
somato-sensoriais, apdés periodo de oclusdo da aorta
toracica descendente, apresenta correlagdo significativa

com a ocorréncia de paraplegia neste modelo experimental.
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