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Resumo

Silva, J.C. Prevencdo de fibrose peridural pos-laminectomia usando barreiras mecanicas
absorviveis em ratos Wistar. Recife: Universidade Federal de Pernambuco, 2011.
Introdugao: Fibrose peridural (FP) consiste em resposta tecidual fisiologica a agressdao
cirurgica de abertura do canal vertebral por laminectomia. A exacerbac¢do desse fenomeno
cicatricial pode criar aderéncias entre dura-mater, raizes espinhais, vértebras e musculos
paravertebrais com retracdo ou compressao de estruturas neurais. FP contribui para a génese
da sindrome poés-laminectomia (SPL) definida como persisténcia ou acentuagdo dos sintomas
dolorosos apds cirurgia em coluna vertebral. Métodos de barreira mecanica entre a dura-mater
e os musculos paravertebrais geralmente sdo usados como forma de prevencao de FP e SPL.
Método: No presente experimento, 32 Rattus norvegicus linhagem Wistar, foram submetidos
a laminectomia lombar e divididos em quatro grupos: controle, colageno, acido lactico e
biopolimero. No grupo controle ndo foi realizada protecdo da dura-mater exposta; no grupo
coldgeno foi implantada gelatina suina absorvivel; no grupo 4acido lactico, membrana
polimerizada de acido lactico e no grupo biopolimero, membrana de biopolimero de cana-de-
acucar (BCA). Apds 90 dias os animais foram mortos e cortes histologicos realizados. Os
parametros reagcdo de corpo estranho, absor¢do, FP, aderéncia, retragdo e compressdo foram
estudados em escala de intensidade. Os parametros necrose, abscesso € ingurgitamento
venoso peridural foram classificados de acordo com a presenga ou auséncia.

Resultados: Os grupos ndo diferiram nos pardmetros de reagdo de corpo estranho, absor¢ao,
FP, aderéncia, retracdo e compressdao. Nao foi observado ingurgitamento venoso peridural em
nenhum animal. O grupo biopolimero apresentou diferenca significante em comparacdo aos
demais grupos nos parametros necrose (p=0,0192) e abscesso (p=0,0033).

Conclusao: No modelo experimental de laminectomia estudado as membranas absorviveis
empregadas como método de barreira mecanica entre a dura-mater e musculos paravertebrais
ndo apresentaram eficdcia em reduzir a ocorréncia de FP, aderéncia neural e retragdo neural.
O uso de BCA desencadeou fendmenos desfavordveis (necrose, abscesso € compressao
neural) ao seu emprego como prevencao de FP pos-laminectomia.

Palavras-chave: Coluna vertebral. Laminectomia. Sindrome p6s-laminectomia. Biopolimero.
Experimentacdo animal. Ratos.



Abstract

Silva, J.C. Prevention of epidural post laminectomy fibrosis using absorbable mechanical
barriers in Wistar rats. Recife: Federal University of Pernambuco, 2011.

Introduction: Peridural fibrosis (PF) is a physiological tissue response to surgical trauma
after the opening of spinal canal by laminectomy. The exacerbation of this phenomenon can
create scar adhesions between the dura mater, spinal roots, vertebrae, and paraspinal muscles
with traction or compression of neural structures. PF can lead to genesis of failed-back
surgery syndrome (FBSS) defined as persistence or intensification of painful symptoms after
spinal surgery. Methods of mechanical barrier between the meninges and paraspinal muscles
are often used in order to prevent PF and FBSS.

Methods: The experiment used 32 Rattus norvegicus, Wistar lineage, submitted to lumbar
laminectomy and divided into four groups: control, collagen, lactic acid and biopolymer. The
control group dura mater was not covered. The collagen group received absorbable porcine
gelatin, the lactic acid group received lactic acid polymerized membrane and the biopolymer
group received sugar cane biopolymer membrane. After 90 days the animals were killed and
histological sections performed. The parameters of foreign body reaction, absorption, PF,
adhesion, traction and compression were studied using an intensity scale. Necrosis, abscess
and epidural venous engorgement were classified according to presence or absence.

Results: The groups did not differ in the parameters of foreign body reaction, absorption, PF,
adhesion, traction and compression. There was no epidural venous engorgement in any
animal. The biopolymer group showed a significant difference compared to other groups in
the parameters of necrosis (p = 0.0192) and abscess (p = 0.0033).

Conclusions: The absorbable membranes used in this experiment did not show efficacy in
reducing the occurrence of PF, adhesion, and neural traction. The use of sugar cane
biopolymer triggered unfavorable phenomenon (necrosis, abscess and neural compression) for
its use to prevent PF.

Key-words: Spine. Laminectomy. Failed fack surgery syndrome. Biopolymer. Animal
experimentation. Rats.
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1 Introducdo
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A doencga degenerativa da coluna vertebral apresenta prevaléncia estimada em até 20%
da populacdo de sociedades industriais modernas. Aproximadamente 75% da populagdo
experimenta incapacidade laboral transitoria causada por lombalgia e desse grupo 5 a 10%
desenvolve dor cronica.'

Estima-se que dos 800 mil pacientes submetidos anualmente a cirurgia em coluna
lombar cerca de 5-40% apresentam lombalgia recorrente ou limitacdo em suas atividades
diarias.”

A persisténcia ou agravamento dos sintomas apds realizacdo de cirurgia espinhal
configura situacao descrita como Failed-Back Surgery Syndrome termo geralmente traduzido
para nosso idioma como Sindrome Pds Laminectomia (SPL).’

Fibrose ¢ definida como aciimulo excessivo de fibroblastos, deposi¢do de proteinas
extracelulares (sobretudo coldgeno) e distor¢do da arquitetura tecidual com eventual
ocorréncia de atividade inflamatéria associada.”

Fibrose peridural (FP) ¢ uma resposta tecidual fisiologica a agressdo cirurgica da
abertura do canal vertebral por laminectomia. A exacerbacdo desse fendmeno cicatricial pode
criar aderéncias entre dura-madter, raizes espinhais, vértebras e musculos paravertebrais
causando retragio e/ou compressio de estruturas neurais.’

A importancia da FP na fisiopatogénese da SPL ¢ objeto de discussdo continua.
Apesar da origem dos sintomas observados em individuos portadores de SPL ser multifatorial
com componentes neuropaticos, nociceptivos e psicologicos, existe consenso na importancia
de minimizar o desenvolvimento de FP como profilaxia para SPL.°

As estratégias utilizadas para reduzir a génese de FP apresentam como fundamentos
teoricos: limitar a migracdo dos fibroblastos para o sitio cirurgico, promover fibrindlise,
reduzir a resposta inflamatoria, inibir a coagulacdo ou separar as superficies teciduais

lesadas.’
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Os diversos estudos com agentes farmacologicos utilizaram: corticoides, octreotide,
meclofenamato, mitomicina, antiinflamatoérios nao-esteroidais, heparina, estreptoquinase,
uroquinase, ativador do plasminogénio tecidual e 4cido hialurénico.* "

A utilizagdo de radioterapia em baixas doses também foi proposta como alternativa.'’

Os materiais usados como métodos de barreira fisica podem ser classificados de
acordo com a capacidade de degradacdo durante o processo de cicatrizagdo. Como barreiras
ndo-absorviveis, foram utilizados cera 6ssea, osso autdlogo ou heter6logo, gordura autéloga,
dura-mater heteréloga, polipropileno, polimetilmetacrilato, Silastic®, Dacron®, e-PTFE® e
Teflon®.” %!

Entre os absorviveis foram testados adesivos de fibrina, poligalactina e varios
produtos comercialmente disponiveis como: Adcon®, Avitene®, Gelfoam®, Interceed®,
Oxycel®, Seprafilm® e Surgicel®.> & 7-20-2¢

Teoricamente, o material de barreira ideal deveria ser degradado fisiologicamente com
minima resposta inflamatoria sendo substituido por tecido areolar cicatricial frouxo.

No presente estudo sdo apresentados e discutidos os resultados do implante de trés
membranas absorviveis (biopolimero de cana-de-aglicar, coldgeno e 4acido lactico)

empregadas em modelo experimental de laminectomia lombar em ratos Wistar como barreiras

mecanicas para preven¢ao de FP.
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Objetivos

1. Geral

Analisar os efeitos bioldgicos do implante epidural das membranas de biopolimero de
cana-de-agtcar, coldgeno suino (esponja de gelatina) e acido lactico polimerizado como
métodos de barreira mecanica para prevencdo de FP utilizando modelo experimental de

laminectomia em Rattus norvegicus, linhagem Wistar.

2. Especificos
Apo6s 90 dias da intervengdo cirdrgica, avaliar a ocorréncia dos fendmenos: reagdo de
corpo estranho, reacdo de absorcdo, fibrose peridural, aderéncia neural, retracdo neural,

compressao neural, necrose, abscesso e ingurgitamento venoso peridural.
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Hipotese

A interposi¢do de barreiras mecanicas absorviveis entre a dura-mater e os musculos

paravertebrais reduz a ocorréncia de fibrose peridural pos-laminectomia.
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2 Revisao da literatura
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2.1 Historico

De acordo com o épico indiano Srimada Bhagwat Mahapuranam (3500-1800 a.C.) a
primeira intervencdo terapéutica sobre a coluna vertebral teria sido feita pela divindade
Khishna ao alinhar a coluna vertebral de uma jovem devota chamada Kubja deformada por
trés gibosidades.”’

Nosso conhecimento sobre a Medicina no Egito antigo baseia-se em alguns “tratados”
que sobreviveram como o Papiro de Ebers, o Papiro de Berlin e o Papiro de Edwin Smith. O
ultimo desses documentos data de 1550 a.C. sendo uma cépia de textos prévios da Terceira
Dinastia creditados ao médico e arquiteto Imhotep. Nesse papiro dedicado sobretudo ao
estudo do trauma observa-se conhecimento basico da anatomia vertebral ¢ da relagcdo de
fraturas e luxagdes vertebrais com déficits neurolégicos.*®

Hipocrates de Kos (460-375 a.C.) considerado como “Pai da Medicina” descreveu a
anatomia vertebral com suas curvaturas fisiologicas e definiu diversas entidades como
espondilites tuberculosas, deformidades pos-traumaticas, fraturas e luxagdes. Efetuou
redugdes fechadas com o emprego da “Mesa Hipocratica”, engenho que permitia exercer
pressdo manual sobre deformidades vertebrais.”

Galeno de Pergamon (130-200 a.C.) eximio cirurgido romano e autor de doutrina
anatdmica que perduraria até a Renascenga nio relatou o acesso cirargico a coluna vertebral.*’

Paulus de Aegina ou Paulus Aeginata (625-692 d.C.) sumarizou o conhecimento
médico ocidental em sete volumes, trabalho monumental intitulado Epitomoe Medicoe Libri
Septem.’’ Entre os surpreendentes relatos cirargicos de Paulus encontra-se a primeira
laminectomia efetuada para tratamento de fratura vertebral com compressio medular.”’

Durante o periodo medieval, o conhecimento médico greco-romano foi perpetuado e

aprimorado por autores islamicos como Avicenna (981-1037) e Abulcasis (936-1013). No
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entanto, esses autores apenas relataram reducdes vertebrais por métodos similares aos de
Hipdcrates.>

Na Renascenca, o genial Leonardo da Vinci (1452-1519) merece crédito por
detalhados estudos anatomicos da coluna vertebral em sua obra De Figura Humana. Além de
cuidadosa descricdo dos musculos paravertebrais, curvas, morfologia e quantidade das
vértebras, Leonardo argumentou sobre estabilidade vertebral.”

Giovanni Borelli, em 1680, publicou De Motu Animalium certamente a primeira obra
que analisou a atuagdo de forcas sobre a coluna vertebral, iniciando a disciplina
posteriormente denominada como Biomecanica.>*

Em 1815, George Hayward descreveu a tragica tentativa de redugdo cirtrgica e
descompressdo medular realizada em 1814 por H. J. Cline no Saint Thomas Hospital em
Londres. O paciente de 26 anos, vitima de queda de telhado e apresentando paraplegia
completa foi submetido a tentativas infrutiferas de redugdo fechada da fratura e em seguida a
extensa laminectomia com os objetivos de redugdo e descompressdo. A cirurgia ndo obteve
éxito em seus objetivos e o paciente faleceu no quarto dia pos-operatorio.>

Em 1827, Tyrrel apresentou uma mortalidade de 100% em pequena série de pacientes
submetidos a tentativas de descompressdo medular pos-traumatica.*®

Evidentemente a auséncia de anestesia e o desconhecimento dos fundamentos da
assepsia e antissepsia contribuiram significativamente para os precarios resultados dessa
época.”’

A primeira laminectomia bem sucedida foi relatada por Alban Smith, cirurgido
americano de Kentucky em 1829. O procedimento descompressivo foi realizado em paciente
paraplégico vitima de queda de cavalo que apresentou recuperagdo parcial do déficit
neurologico. O relato ndo despertou grande interesse na época e a maioria dos cirurgides

. - ~ A . . . 3
permanecia cética em relagio a cirurgia espinhal. >’
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O terreno propicio para o desenvolvimento da cirurgia espinhal surgiu ao longo do
Século XIX com a introdu¢do das técnicas de assepsia e da anestesia. O conhecimento
fisiopatogénico da infec¢do e sua profilaxia, fruto dos estudos de Ignaz Philipp Semmelweis
(1818-1865), Louis Pasteur (1822-1895) e Joseph Lister (1827-1912) resultou em redugdo
abrupta nas complica¢des infecciosas.”®

A anestesia inalatoria foi demonstrada inicialmente por Crawford Williamson Long
(1815-1878) em 30 de margo de 1842 e em seguida consagrada publicamente no Ether Dome
em Boston no dia 30 de setembro de 1846 por William Thomas Green Morton (1819-1868).”

Sir Victor Horsley (1857-1916) neurocirurgido britanico descreveu e normatizou a
descompressdo medular por laminectomia na era moderna. Em 1887, relatou a primeira
resseccdo de tumor intradural extramedular e, em 1895, apresentou sete casos de
laminectomia cervical durante encontro da British Medical Association.*

Rudolph Virchow, em 1857, descreveu o achado necroscépico de ruptura traumatica
do disco intervertebral. Em 1896, Kocher relatou achado semelhante em autdpsia de paciente
vitima de queda de nivel apesar de salientar a migracdo dorsal do disco L1-L2, ndo sugeriu
correlacdo clinica. A primeira discectomia transdural foi realizada por Oppenheim e Krause
em 1908, contudo relataram o caso como um “encondroma”. Em 1911, Joel Goldthwaite
postulou que o enfraquecimento do anulo fibroso poderia resultar no deslocamento posterior
do niicleo pulposo causando lombalgia e paraparesia.”’

Walter Edward Dandy, em 1929, relatou dois casos de herniagdo lombar causando
sindrome de cauda equina tratados por descompressio cirurgica.*!

Apesar desses relatos prévios, o conceito de herniacdo discal e sua relagdo com
radiculopatia apenas foram claramente definidos por Mixter e Barr em 1933.* Apods o
tratamento bem sucedido de paciente com compressdo radicular confirmada por mielografia

pré-operatoria, os autores revisaram achados patologicos de casos prévios do Massachusetts
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General Hospital constatando que frequentemente ocorria confusdo diagnostica entre hérnias
discais e “condromas”.*

Durante o Século XX além do continuo avango nas técnicas de fixagdo interna, ¢
fundamental salientar como advento da moderna cirurgia espinhal o emprego do microscépio

cirargico por Yasargil iniciando a era da microdiscectomia, procedimento considerado
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padrdo-ouro para o tratamento da hérnia discal refrataria as medidas conservadoras.

2.2 Sindrome pos-laminectomia e fibrose peridural

O termo “membrana de laminectomia” foi inicialmente utilizado por LaRocca e
MacNab descrevendo o denso tecido cicatricial fibroso que substitui 0 0sso removido em
laminectomias. Os termos FP, cicatriz po6s laminectomia ou membrana de laminectomia sdo
usados para descrever essa proliferacio fibrosa exacerbada.”

Essa “membrana” resulta de resposta tecidual fisiolégica a laminectomia. Estudos
experimentais histologicos ilustraram a sequéncia de formagdo das aderéncias: inflamacdo
tecidual, deposicao de fibrina (exsudato), organizagdo da rede de fibrina, invasdo dos
fibroblastos, formagdo de colageno e finalmente a maturacdo do colageno produzindo o
aspecto final de FP."

A exacerbacdo do fendmeno de fibrose ocorre de acordo com predisposi¢cdo
individual, organizagdo de hematomas, dissec¢do traumdtica, procedimentos de repeti¢do,
laminectomias multiplas ou ainda na retengio de corpos estranhos.*

Entre 15 e 20% dos pacientes submetidos a cirurgia espinhal apresentam incapacidade
ou desconforto residual relevante durante suas atividades didrias, condicdo descrita como

SPL. Essa entidade controversa representa desafios diagnostico e terapéutico aos cirurgides de

coluna vertebral em virtude de etiologia multifatorial com componentes diversos como
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instabilidade vertebral, hernia¢do discal recorrente, fibrose peridural, lesdo iatrogénica e
fatores psicologicos.”

Apesar do diagnostico in vivo de FP ser possivel utilizando RM contrastada, a real
contribuigdo desse achado na génese dos sintomas algicos permanece questionavel.*

Annertz e cols. realizaram RM em pacientes portadores de SPL durante estudo caso-
controle. O grupo controle consistia em pacientes assintomadticos ap6és discectomia lombar.
Nao houve diferengas em relagdo a presenca ou a extensdo de FP entre os grupos. Os autores
questionam a relevancia do achado de FP em estudos de imagem poés-operatdria e a
contribuigio fisiopatogénica de FP na SPL."’

North e cols., analisaram os resultados cirtrgicos em 102 pacientes portadores de SPL
submetidos a nova cirurgia. O grupo apresentava média de 2,4 procedimentos/paciente antes
da intervencdo de revisdo estudada. Apds cinco anos de seguimento, apenas 34% dos casos
apresentaram resultado satisfatorio, descrito como 50% de redu¢do na intensidade da dor.
Andlise estatistica associou bom progndstico a menor idade, sexo feminino, atividade
laborativa ativa, predomindncia de dor radicular e auséncia de FP requerendo resseccdo
durante o procedimento de revisdo.*

A presencga de instabilidade vertebral pos-operatdria como determinante na SPL deve
ser avaliada criteriosamente. Markwalder e cols. descreveram os resultados em 171 pacientes
portadores de SPL submetidos a fixacdo interna. Os autores associaram, ao estudo da
apresentacdo clinica, bloqueio anestésico radicular e de facetas articulares e imobilizacdo
externa temporaria. O protocolo diagnostico objetivou demonstrar a presenga e extensdo de
instabilidade vertebral. Os resultados foram descritos como excelente em 53% dos casos, bom
em 26%, satisfatorio em 14%, moderado em 6% e pobre em 1%. Apesar de ndo descrever em
pormenor a forma de analise dos resultados, o trabalho merece crédito ao identificar pacientes

com instabilidade vertebral predominante e portanto candidatos ideais a artrodese por fixacao
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interna.*’

A influéncia de instabilidade vertebral sobre a drenagem venosa peridural e a
formag¢do de FP foi estudada em coelhos, constatando associagdo entre estase venosa gerada
por instabilidade vertebral ¢ intensidade de FP.”

A correlagdo entre dor radicular e FP diagnosticada por RM foi avaliada em 197
pacientes submetidos a discectomia lombar em estudo multicéntrico. Avalia¢ao clinica e por
RM foi realizada por investigadores ndo relacionados ao tratamento cirargico prévio. Houve
significancia estatistica na associagdo entre FP extensa e dor radicular recorrente ou
persistente, os portadores de FP apresentaram uma chance 3,2 vezes maior de desenvolver
radiculopatia.’®

Nygaard e cols. avaliaram 100 pacientes submetidos a discectomia lombar em estudo
prospectivo com 12 meses de duracdo. RM foi realizada em 14 pacientes classificados como
portadores de SPL e em 40 pacientes assintomaticos apds a cirurgia e escolhidos ao acaso.
Nao foi possivel demonstrar associagdo entre FP e resultados cirtrgicos.”

Ross e cols. seguiram 71 pacientes submetidos a discectomia lombar e controle por
RM para avaliagdo de FP apos seis meses e um ano do procedimento. Em 75% dos pacientes
a extensdo de FP permaneceu inalterada apds 12 meses de seguimento, no restante dos casos
foi observada discreta reducdo, provavelmente relacionada ao processo de retragdo
cicatricial >

Estudo multicéntrico, randomizado, prospectivo e duplo-cego acompanhou 298
pacientes submetidos a discectomia lombar e separados em dois grupos de acordo com o uso
de gel de colageno suino como método de barreira (Adcon-L®). Houve correlagdo estatistica
entre a presenga de FP diagnosticada por RM apds seis meses do procedimento e dor

) e . 5455
relacionada a atividade fisica.”™
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Estudo prospectivo em 29 pacientes submetidos a microdiscectomia lombar analisou a
relagdo entre FP pés-operatdria e pontuagdo em escala visual de dor *°, indice de incapacidade
didria de Oswestry °' e avaliagdo psicoldgica de personalidade de Minnesota.”® Nio houve
relacdo entre a intensidade de FP, escala de dor e indice de incapacidade. Demonstrou-se
significancia estatistica entre notas elevadas no questionario psicoldgico, escala de dor e
indice de incapacidade. Os autores sugerem que avaliagdo psicoldgica pré-operatoria pode
prever resultados insatisfatorios e questionam a relevancia do diagndstico por imagem de
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2.3 Métodos de barreira para prevencao de fibrose peridural

Desde a descricdo inicial da “membrana de laminectomia” por LaRocca, surgiu a idéia
de interpor uma barreira mecanica entre a dura mater e os musculos paravertebrais para
reduzir a formacao de FP e de suas aderéncias neurais. O proprio LaRocca propos utilizar
Silastic® e Gelfoam® com esse proposito.”’

Barbera ¢ cols. testaram Oxycel®, Dacron®, Metil-metacrilato, enxerto 6sseo ¢
Silastic® em modelo de laminectomia em cdes. Apenas nos sitios cirurgicos cobertos com
metil-metacrilato e enxerto 6sseo foi observada reducdo nas aderéncia durais. Os autores
propuseram que uma barreira mecanica rigida seria necessaria para a prevengao de FP.*!

Keller e cols. compararam enxerto livre de gordura e Gelfoam® em modelo de
laminectomia em cdes como formas de preven¢do de FP. Os autores descreveram resultados
superiores nos caes submetidos ao implante epidural de gordura, ndo encontrando evidéncias
de redugdo na FP no grupo tratado com Gelfoam®.”

Jensen e cols. seguiram, durante um ano, 99 pacientes submetidos a microdiscectomia

lombar divididos em dois grupos de acordo com o implante epidural de gordura autologa.



27

Apesar do enxerto livre reduzir a formagdo de cicatriz peridural detectada por tomografia
axial computadorizada contrastada, ndo foi possivel demonstrar resultados clinicos
superiores.*

Kanamori e cols. estudaram a viabilidade tardia de enxerto peridural livre de gordura
autologa usando imagem seriada por RM. Em 22 pacientes submetidos a cirurgia espinhal
lombar, imagens foram obtidas apods 3, 7, 21, 42 e 365 dias do procedimento. Apesar da
redu¢do no volume do enxerto para cerca de 33% do original apdés um ano, foi possivel
assegurar a vitalidade do mesmo.®"- %

Gorgulu e cols. avaliaram a resposta clinica em 91 pacientes submetidos a discectomia
lombar e divididos em dois grupos de acordo com o uso de enxerto livre de gordura aut6loga.
Nao houve diferenca entre os grupos apos um seguimento médio de 2,6 anos. Os autores
concluiram pela ineficacia do enxerto.'®

Robertson e cols. realizaram estudo empregando polimeros experimentais de
carboidratos em coelhos. Apds 28 dias do procedimento de laminectomia lombar, os animais
foram sacrificados e submetidos a disseccdo macroscopica e andlise histologica. O grupo
tratado com um dos polimeros apresentou redugio no desenvolvimento de FP.*

Einhaus e cols. estudaram o implante epidural de gel de colageno suino (ADCON-L®)
em cdes submetidos a laminectomia. O estudo histologico foi realizado apds oito semanas da
cirurgia, demonstrando redugdo no desenvolvimento de FP no grupo tratado.’

Richter e cols. avaliaram, prospectivamente, os resultados clinicos apds seis meses de
discectomia lombar em 398 pacientes divididos em dois grupos de acordo com o uso de gel de
colageno suino (Adcon®). Nao evidenciaram diferengas entre os grupos e concluiram pela
ineficacia do emprego do material.”®

Liu e cols. empregaram gel de colageno (Gel Amidon Oxide®) como método de

barreira em ratos. ApoOs trés meses de seguimento relataram reducdo significativa nas
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aderéncias 4 dura-mater e raizes nervosas no grupo tratado com o produto.** O mesmo grupo
de autores replicou o experimento acrescentando avaliagdo por RM pds operatoria. O grupo
tratado apresentou resultados similares ao estudo prévio com efetiva redugcdo no
desenvolvimento de FP.%

Alkalay e cols. testaram polimero proteico sintético com caracteristicas eldsticas em
coelhos. O material foi empregado sob forma de gel e membrana, apresentando resultados
similares na capacidade de reducdo de FP de forma estatisticamente significante, contudo o
estudo ndo realizou comparagio com outros métodos de barreira mecanica.®

Kim e cols. avaliaram gel de carboxi-metil-celulose associada a 6xido de polietileno
(Oxiplex/SP®) em humanos. Apds microdiscectomia lombar, o produto foi aplicado na regido
epidural em 23 pacientes, comparados com 11 pacientes do grupo controle ao longo de 180
dias de seguimento. O grupo tratado apresentou melhores escores funcionais, efeitos adversos
ndo foram relatados.®® O estudo foi replicado pelo mesmo grupo de autores em 18 pacientes
submetidos a discectomia lombar e distribuidos aleatoriamente de acordo com o implante ou
nao de Oxiplex/SP®. Apods seguimento clinico de 360 dias, novamente relataram melhor
independéncia funcional nos pacientes tratados.>*

Topsakal e cols. realizaram estudo comparando Seprafilm® (polimero formado por
glicerol, acido hialurénico e carboxi-metil-celulose) e Gore-Tex® (membrana porosa de e-
PTFE) utilizando modelo de laminectomia em ratos. Grupo controle consistia em
laminectomia isolada. O grupo Seprafilm® apresentou resultados superiores com
significancia estatistica ao analisar retracdo medular, fibrose peridural e adesdo dural. Nao
houve diferenga em relacdo a reagdo de corpo estranho e a presenca de tecido de granulagao.

Determinagdo quantitativa de coldgeno ndo demonstrou diferenca entre os trés grupos.’
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Polimero de acido lactico (Macropore®) foi avaliado em modelo de laminectomia em
ratos e ovinos por Welch e cols. como profilaxia de FP. Apesar dos resultados satisfatorios, os
estudos ndo incluiram outros produtos para anélise comparativa.” >> ¢’

Ensaio clinico randomizado comparando gel de colageno suino (ADCON-L®) e e-
PTFE (Preclude®) estudou 31 pacientes submetidos a microdiscectomia primaria ¢ seguidos
durante seis meses com RM para avaliar extensdo da FP. Nao houve diferenca entre os grupos
quanto ao volume cicatricial calculado por RM, dois pacientes em cada grupo necessitaram de
nova cirurgia durante o seguimento sendo trés por recidiva da herniagdo e um por
instabilidade vertebral. Nao houve diferenga em relacdo a evolucdo clinica avaliada por
“scores” de incapacidade funcional. Os autores concluem que o uso de métodos de barreira
mecanica poderiam evitar o desenvolvimento de SPL. Evidentemente o estudo apresentou
limitagdes devido ao curto periodo de seguimento e a auséncia de grupo controle.'

Herculano e cols. utilizaram membrana bioldgica obtida por descalcificagdo de
cortical dssea bovina (Gen-derm®) como barreira mecanica em ratos. Os animais foram
submetidos a laminectomias lombar e toracica com interposi¢do de camada dessa membrana
entre a dura-mater e musculos. Andlise por cortes histoldgicos apos 8, 16 e 24 semanas do
procedimento cirurgico, 10 animais em cada tempo de sacrificio. Em conclusdo, a membrana
liofilizada bovina foi totalmente absorvida permitindo neoformagdo dssea sem aderéncias.
Aparentou ser efetiva na prevencdo de hérnia raquidiana de tecido muscular, porém nao
interferiu de forma significante no processo de FP.'®

Costa e cols. compararam enxerto livre autdlogo de gordura e membrana de celulose
(Fibrocell®) em modelo canino de FP. Os resultados demonstraram compressao medular pelo
enxerto de gordura, ndo houve diferenga em relacdo ao desenvolvimento de fibrose peridural.

O interessante achado do desenvolvimento de déficits neuroldgicos pelo enxerto de gordura
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deve ser salientado em virtude da ampla utilizacgdo em humanos desse tipo de barreira

A ~ 1
mecanica para prevengao de FP. 7

Fransen estudou a seguranca clinica de gel combinando carboxi-metil-celulose e 6xido
de polietileno (Medishield® ou Oxiplex/SP®) em 396 pacientes submetidos a
microdiscectomia lombar pelo mesmo cirurgido durante um periodo de dois anos. Nao relatou
complicacdes topicas ou sistémicas relacionadas ao produto e apenas cinco pacientes
necessitaram de nova cirurgia para herniacdo discal recorrente. Apesar da clara demonstragao
da seguranca clinica do produto em questdo no tocante a efeitos colaterais, o desenho do
estudo ndo incluiu grupo controle e ndo had descri¢do detalhada sobre o seguimento dos

26
Ccasos.

Ronnberg e cols. analisaram os efeitos de ADCON-L® em 119 pacientes submetidos
a discectomia lombar. Em estudo prospectivo, randomizado e com seguimento clinico e
radioldgico durante 2 anos os pacientes foram divididos em dois grupos diferindo no implante
ou ndo do gel sobre a dura-mater. Nao houve diferenca estatistica em relagdo a analise por
RM ou a evolugdo clinica. Os autores concluem que apesar da auséncia de reagdes adversas,
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nao houve beneficio no emprego do produto.

Em nove casos publicados ADCON-L® foi associado a fistula liquorica poés
operatoria. Os autores propuseram que o produto retardava a cicatrizacdo de lesdes durais
microscopicas nao observadas durante o procedimento cirurgico, questionando o beneficio do
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uso indiscriminado do mesmo.®’

Preul e cols. estudaram o emprego de gel de poli-etileno-glicol em modelo de

laminectomia em cdes. O grupo tratado apresentou significativa redu¢do na formagao de FP e
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cicatrizagdo completa em lesdes intencionais na dura-mater o que impediu a ocorréncia de

fistulas liquoricas.”

2.4 Inibicao da atividade fibroblastica e fibrose peridural

O agente alquilante mitomicina C, extraido de Streptomyces caespitosus bloqueia a
producdo de colageno pelos fibroblastos ao inibir a sintese de RNA. O uso clinico em
oftalmologia estimulou a pesquisa em modelos de FP. Dogulu e cols. trataram sitios de
laminectomia em 12 coelhos com mitomicina C a 0,02% ou com NaCl 0,9% de forma
randomizada. Houve redu¢do significante no desenvolvimento de FP analisada quantificando
densidade de fibroblastos.'’

Em modelo de laminectomia em ratos, aplica¢do topica de mitomicina C novamente
apresentou capacidade de inibir o desenvolvimento de FP de forma significativa. Os autores
testaram mitomicina C aplicada durante 5 minutos em algoddo umedecido nas concentragdes
de 0,01, 0,05 e 0,1 mg/ml. Houve relagdo inversa entre a concentragdo da droga e intensidade
de FP."!

Ampliando o estudo sobre modulagdo da atividade fibroblastica, Yildiz e cols.
estudaram os efeitos de mitomicina C, 5-fluoro-uracil e ciclosporina. Novamente, utilizou-se
modelo de laminectomia em ratos com aplicacdo tdpica sobre o estojo dural das drogas
durante cinco minutos. Apds trinta dias os autores analisaram FP, densidade de fibroblastos e
de células inflamatorias. Houve reducdo significante na densidade fibroblastica nos grupos
tratados com mitomicina C e 5-fluoro-uracil, ndo houve diferenga em relagdo aos demais
parametros ou ao uso de ciclosporina. Apesar da critica sobre o curto periodo decorrido até o
sacrificio o que certamente ndo permitiu a analise de uma cicatriz madura, o trabalho
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comparou mecanismos diferentes de inibi¢ao fibroblastica.
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Erol e cols. testaram de forma pioneira o emprego de octreotide e melatonina em
modelo de FP em ratos. Os autores apresentam proposta de inibi¢do do desenvolvimento da
fibrose usando substancias anti-oxidantes e propdem a dosagem sérica do fator de
crescimento TGF-1 como marcador de ativagdo fibroblastica. Os niveis séricos de TGF-f31
foram reduzidos nos grupos tratados com melatonina e octreotide, porém apenas o grupo
melatonina apresentou redu¢do significativa em relacdo a FP e a quantificagdo de hidroxi-
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prolina como marcador de sintese de colageno.”

2.5 Fibrinolise e fibrose peridural

A contribuicdo da fibrindlise endogena sobre o hematoma epidural que atua como
indutor da reagdo inflamatoria precedendo a deposicdo de fibrina e a formagdo de FP foi
aventada em estudo usando ressonancia magnética pds-operatoria para avaliar FP em 78
pacientes submetidos a discectomia lombar com seguimento pds-operatorio de sete anos. A
extensdo da cicatriz peridural foi correlacionada diretamente com o desenvolvimento de SPL
e com menores concentragdes séricas pré-operatorias de ativador de plasminogénio tecidual.®

Cekinmenz e cols. testaram terapia fibrinolitica em ratos submetidos a laminectomia.
Ativador de plasminogénio tecidual foi aplicado topicamente sobre o sitio cirrgico na dose
de 0,5mg/kg no grupo experimental. Nao houve diferenga estatistica ao analisar os parametros
de inflamagdo, necrose e formagio de abscesso apos 6 semanas da cirurgia.'*

Aplicagdo topica de uromixetan como agente de dissec¢do quimica de FP foi testada
em estudo randomizado envolvendo 30 pacientes submetidos a cirurgia lombar para SPL. A
droga, originalmente utilizada como agente mucolitico bronquico, atua separando as fibras de
coldgeno ao quebrar pontes dissulfidicas entre as cadeias de polipeptideos. No grupo tratado
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houve redugio significante no tempo cirfirgico e na perda sangiiinea.’
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2.6 Radioterapia e fibrose peridural

A capacidade de RT em baixas doses inibir a formagdo de fibrose ¢ conhecida e
empregada ha décadas sobretudo durante o tratamento de queloides. O mecanismo proposto
seria a lesdo radioterapica em células mesenquimais pluripotentes estimuladas a proliferar e
diferenciar ap6s qualquer trauma tecidual. Reducdo significativa na extensdo de FP,
densidade de fibroblastos e envolvimento aracnoide foi obtido utilizando RT (700 cGy) em
modelo de laminectomia em ratos. O efeito foi observado independente da irradiagdo ser
realizada 24 horas antes ou depois da cirurgia.’®

O mesmo grupo testou RT pré e pos-operatéria em modelo canino de laminectomia.
Apds doze semanas do procedimento andlise histologica e estudo por RM demonstrou
diferenca estatistica nos grupos irradiados em relagdo a extensdo da FP e densidade de
fibroblastos.”

Em humanos RT (700 cGy) foi testada em pequeno grupo de 10 pacientes portadores
de SPL randomizados de forma duplo-cega para cirurgia isolada ou cirurgia associada a RT
pré-operatoria. Durante seguimento de 12 meses o grupo tratado com RT apresentou melhores
resultados na avaliagdo usando questiondrio especifico para lombalgia, sendo possivel inferir
efeito benéfico. O emprego simultineo de método de barreira para FP (ADCON-L) em todos
os casos constitui critica relevante ao estudo além do niimero reduzido de pacientes e do curto
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seguimento.

2.7 Imunoterapia e fibrose peridural

A possibilidade de reduzir a formagdo de FP utilizando agente anti-inflamatério ndo

esteroidal foi testada em coelhos submetidos a laminectomia lombar. Os animais foram
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sacrificados e apos 14 e 28 dias da cirurgia, estudo histologico usando técnica
imunohistoquimica para deteccdo de fibroblastos demonstrou que o grupo tratado com
aceclofenaco (5mg/kg/dia durante 7 dias) apresentou redugdo de 8% no numero de
fibroblastos, 47% na extensio da FP aos 14 dias e 41% aos 28 dias."

Evidéncias clinicas e experimentais demonstraram a propriedade do y—interferon (y-
IFN) reduzir o desenvolvimento de fibrose em diferentes tecidos e situagdes patologicas como
fibrose pulmonar idiopatica, fibrose hepatica, esclerodermia e queloides.'* ’* 7’

A modulagdo imunologica da fibrinogénese envolve equilibrio entre respostas
mediadas por linfocitos T-auxiliares Tipo 1 e linfocitos T-auxiliares Tipo 2. Enquanto a
resposta Tipo 1, mediada por interleucinas (IL) como y-IFN, IL-2, IL-12, IL-18 e fator de
necrose tumoral B, promove reparagdo tecidual com restauracdo da arquitetura normal; a
resposta Tipo-2, mediada por IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, favorece ativacdo fibroblastica
exuberante com deposicdo de matriz protéica extracelular e fibrinogénese. Estudos in vitro e
in vivo demonstraram que fibrose surge quando ocorre preponderancia da resposta Tipo-2."

Em 2008, aplicagao topica de y-IFN foi testada em modelo de laminectomia em ratos.
Os animais foram tratados com doses de 2.000 ou 20.000 U sobre o sitio cirurgico, durante
trés dias, por cateter peridural. A andlise histologica apos seis semanas demonstrou reducgao
significativa na densidade fibrobléstica, FP e densidade de células inflamatorias no grupo
tratado com menor dose de y-IFN em comparacdo ao grupo controle e ao grupo tratado com
dose superior. Em virtude da reposta dose independente, os autores recomendaram testar
diferentes doses e regimes de administragdo para elucidar a ac¢do do agente

imunomodulador.'?
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2.8 Biopolimero de cana-de-acucar

A palavra polimero tem origem do grego poli (muitos) e mero (unidade de repeticdo).
Polimero ¢ uma macromolécula composta por inimeras unidades de repeticdo unidas por
ligacdo quimica covalente. A matéria prima para a produgdo de um polimero ¢ denominada
mondmero. Estas macromoléculas sdo obtidas através de um conjunto de reacdes quimicas
que provocam a unido de mondmeros através de ligacdo covalente; este processo ¢
denominado polimerizagdo. O termo biopolimero pode ser aplicado para diferentes tipos de
polimeros. Sao considerados biopolimeros os polimeros que sdo biologicamente ativos, como
as proteinas ou polimeros sintéticos utilizados em aplicagdes biologicas e biomédicas.”

O termo biopolimero também tem sido empregado para varios polissacarideos
produzidos por bactérias. Recentemente, surgiu crescente interesse na identificacdo e
isolamento destes microrganismos para a produgio industrial de biopolimeros.”

A partir de 1990, na Estacdo Experimental de Cana-de-Agucar de Carpina da UFPE, a
observagdo da formacao de flocos e filmes em tanques de fermentagdo de alcool despertou o
interesse dos pesquisadores pelas propriedades plasticas destas estruturas.” *°

Microrganismos neste substrato foram isolados e classificados como bactérias do
género Zoogloea sp no Departamento de Antibidticos da UFPE. O meio bioquimico utilizado
para a sua identificagdo foi o GLP, composto pelos seguintes reagentes: glicose (20 g/l),
extrato de levedura (5 g/l), peptona (3 g/1) e agar (15 g/1).”>*

Pela acdo das bactérias isoladas foram obtidas membranas poliméricas quando as
colonias eram submetidas a processo controlado em meios de cultura, com diferentes
concentragdes de melagco de cana-de-agucar. Posteriormente, por hidrolise, foram

identificados diferentes monossacarideos em sua fracdo soliivel na seguinte composi¢do:

glicose 87,57%; xilose 8,58%; ribose 1,68%; acido glicuronico 0,83%; manose 0,82%;



36

arabinose 0,37%; galactose 0,13%; fucose 0,01% e ramnose 0,01%; caracterizando-o como
polissacarideo de diferentes bases monoméricas.” *

Esta andlise da sua composi¢ao quimica resultou na defini¢do de uma pureza absoluta
do exopolissacarideo, constituido apenas de compostos organicos e biocompativeis sendo
insoltvel em 4gua e cerca de 88% soluvel em 4cido tricloroacético.®

O biopolimero pode ser modelado em diversas formas e texturas (membranas,
granulos, tubos) apo6s esterilizagdo ¢ acondicionado em envelopes de polietileno com solugdo
de 4lcool isopropilico a 86% ou na forma de gel em seringas para aplicagdo.™

Coelho e cols., em 2002, relataram a realizagdo de estudos experimentais de
cicatrizagdo cutdnea com a utilizacdo de membranas do polissacarideo “in natura” com
residuos de substratos da cana-de-agucar . Os resultados foram positivos, com aceleragdo do
processo cicatricial e controle da infecgdio com efeito bacteriostatico e bactericida.®’

Também a partir de 2002, foi desenvolvida no Nucleo de Cirurgia Experimental da
Universidade Federal de Pernambuco varios ensaios quimicos com o objetivo de adequar o
BCA em estado de pureza, para diversas aplicagdes cirtirgicas.*

A biocompatibillidade do BCA foi testada in vifro em ensaio comparativo com
polipropileno e politetrafluoretileno (polimeros sintéticos com ampla utiliza¢do clinica e
estabelecida biocompatibilidade). Em meios de cultura, macrofagos alveolares de rato foram
expostos aos trés polimeros e a citotoxicidade avaliada medindo o indice de adesdo, a
concentragdo de 6xido nitrico e o percentual de viabilidade celular. Em relacdo ao indice de
adesdo e a producdo de 6xico nitrico ndo houve diferenca entre os grupos. O percentual de
viabilidade encontrado foi de 100% no grupo controle, 91,2% para o PTFE, 95,3% para o
BCA e 43,6% para o polipropileno. Os achados demonstraram a baixa citotoxicidade do BCA

. 82,83
atestando a seguranga clinica.””
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BCA foi utilizado em diferentes projetos de pesquisa dos programas de pos-graduacao
da UFPE sendo aplicado no tratamento de feridas cutaneas, regeneracdo da membrana
timpanica, incontinéncia urindria, hérnias musculares, proteses vasculares (arteriais e venosas)
e como substituto de dura-mater craniana. Nao h4 publicagdes prévias propondo sua

e . . 5 8,79, 81-86
utilizagio como método de prevenir a formagao de FP.”* "
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3 Material e Método
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3.1 Aspectos éticos

Protocolo experimental detalhado foi submetido & analise do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas — CCB, UFPE.

Os experimentos foram iniciados apos o parecer favordvel do mesmo comité que
atestou obediéncia as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para Experimentacdo Animal
e as normas internacionais recomendadas pelo National Institute of Health Guide for Care

and Use of Laboratory Animals (Oficio n® 163/2009/CEEA, Anexo A).

3.2 Animais

No experimento foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus) linhagem Wistar,
adultos (4 meses), fémeas, peso variando entre 380 e 490g (média 435g), procedentes do
biotério do Departamento de Nutricdo, UFPE e transferidos para o biotério do Nucleo de
Cirurgia Experimental, UFPE. Os animais eram mantidos em gaiolas coletivas, com controle
de temperatura e umidade, ciclo dia-noite artificialmente estabelecido em 12 por 12 horas,
livre acesso a agua e rag¢do padrdo para ratos, jejum iniciado 12 horas antes do experimento.
Periodo de observagao pré-operatorio de duas semanas foi obedecido para garantir o estado de
satde dos animais. Apos o procedimento cirirgico os animais foram transferidos para gaiolas
individuais nas mesmas condi¢cdes ambientais e nutricionais prévias durante 90 dias.

Todos os procedimentos foram efetuados sob supervisdo veterinaria de acordo com as
normas institucionais do Nucleo de Cirurgia Experimental — NCE, Departamento de Cirurgia,

Centro de Ciéncias da Saude — CCS, UFPE.
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3.3 Randomizacio dos grupos

No inicio de cada experimento, os animais foram distribuidos, por sorteio, em quatro
grupos com oito animais cada: Controle, Biopolimero, Acido lactico e Colageno.
Os grupos foram submetidos aos mesmos procedimentos diferindo apenas no material

interposto entre a dura-mater e os musculos paravertebrais.

3.4 Anestesia

Antibioticoterapia profilatica foi administrada via intramuscular 30 minutos antes do
procedimento usando cefalotina na dose de 100mg/kg.

Indugdo anestésica foi obtida com administragdo intramuscular de ketamina 20mg/kg
associada a xylazina 10mg/kg. Para prevencdo de bradicardia e redugdo de secregdes
respiratérias, atropina 0,044mg/kg foi administrada pela mesma via 10 minutos antes da
anestesia.

Apobs posicionamento em decubito ventral na mesa operatéria, mascara facial foi

fixada e oxigénio imido (3 1/min) fornecido durante todo o experimento.

3.5 Cirurgia

Laminectomia lombar com dimensdes padronizadas em 5 mm latero-lateralmente e 20
mm de comprimento cranio-caudal foi realizada usando técnica microscopica. No grupo
controle ndo houve interposi¢cdo de barreira mecéanica entre a dura-mater e os musculos, no

grupo Biopolimero aplicou-se membrana de BCA, no grupo Acido lactico lamina de
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Surgiwrap® (4cido lactico polimerizado em membrana) e no grupo Coldgeno Gelfoam®

(gelatina suina). Incisdo suturada em duas camadas com catgut cromado 3-0 e nylon 4-0.

CRANIAL

CAUDAL

Figura 1: Incisdo cutanea ap0s tricotomia.

Figura 2: Exposi¢do de fascia dorsal.



Figura 3: Incisdo em fascia e identificacdo do ligamento interespinhoso.

Figura 4: Descolamento dos musculos paravertebrais.
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Figura 6: Laminectomia, *dura-mater, +raiz nervosa.
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Figura 8: Grupo Acido Léctico, *membrana de Surgiwrap®.
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Figura 9: Grupo Colageno, *membrana de Gelfoam®.

Figura 10: Sintese dos musculos paravertebrais com Catgut cromado 3-0.
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Figura 11: Sintese cutanea com Nylon 4-0.

3.6 Término do experimento

Apo6s o periodo de 90 dias do procedimento cirirgico, os animais foram mortos por
dose letal intramuscular de pentobarbital (60mg/kg). As figuras de 12 a 15 ilustram a remogao
em bloco da coluna vertebral lombar e musculos paravertebrais.

Fixacdo imediata em formalina.
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Figura 12: Aspecto final da cicatriz cutanea®.

Figura 13: Apods avulsdo cutdnea foram realizadas incisdes paravertebrais, *cicatriz em

fascia.
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Figura 14: Prolongamento das incisdes para retirada da coluna vertebral em bloco.

CRANIAL , CAUDAL

Figura 15: Aspecto final da ressec¢do em bloco de coluna vertebral e musculos.
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3.7 Processamento histologico

Os blocos fixados em formalina foram submetidos a descalcificagdo usando solucao
constituida de acido cloridrico 8% e 4cido formico 8% na propor¢do 1:1 durante 24h apods o
que foram realizadas desidratagdo e diafanizacdo (inclusdo em bloco de parafina).

O bloco foi submetido a cortes padronizados (4 wum) montados em lamina histologica

e corados usando as técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e tricromico de Masson (TM).

3.8Analise histologica

Cada animal foi estudado em quatro cortes histologicos corados por HE e quatro
corados por TM. Notas em escala de intensidade (graduadas de 0 a 3) foram atribuidas para os
seguintes parametros: reagdo de corpo estranho, reacdo de absor¢do, FP, aderéncia neural,
retragdo neural e compressdo neural (vide tabela 1 a 7). Os parametros necrose, abscesso €
ingurgitamento venoso peridural foram classificados como ausentes ou presentes. O sistema

de analise histologica replicou o usado em estudos prévios de FP experimental em ratos.*”™

Tabela 1: Escala de intensidade.

Escala de Intensidade Adotada

Corpo estranho Absor¢do  Fibrose peridural Aderéncia Retracdo Compressdo
0 ausente ausente ausente ausente ausente ausente
1 leve leve leve leve leve leve
2 moderada moderada moderada moderada moderada  moderada
3 intensa intensa intensa intensa intensa intensa
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Tabela 2: Escala de Intensidade Reacdo de Corpo Estranho

Escala de Intensidade Rea¢io de Corpo Estranho

Nota Descrigcdo
0 ausente Fendmeno ndo observado
1 leve Fenomeno observado de forma eventual
2 moderada  Fendmeno observado em menos de 2/3 do material implantado
3 intensa Fendmeno observado em mais de 2/3 do material implantado

Tabela 3: Escala de Intensidade Reacao de Absor¢ao

Escala de Intensidade Reaciao de Absorcao

Nota Descri¢do
0 ausente Fenomeno nao observado
1 leve Absorcao menor que 1/3 do material implantado
2 moderada Absorcao entre 1/3 e 2/3 do material implantado
3 intensa Absorc¢ao maior que 2/3 do material implantado

Tabela 4: Escala de Intensidade Fibrose Peridural

Escala de Intensidade Fibrose Peridural

Nota Descri¢do
0 ausente Fendmeno ndo observado
1 leve Bandas fibrosas delicadas entre dura e tecido cicatricial
2 moderada  Placa fibrosa espessa em menos de 2/3 da 4rea de laminectomia
3 intensa Placa fibrosa espessa em mais de 2/3 da area de laminectomia

Tabela 5: Escala de Intensidade Aderéncia Neural

Escala de Intensidade Aderéncia Neural

Nota Descrigcdo
0  ausente Fendmeno ndo observado
1 leve Adesao medular ou radicular na superficie interna da dura-mater em

pontos isolados

2 moderada Adesdo medular ou radicular na superficie interna da dura-mater em
menos de 2/3 da area de laminectomia

3  intensa Adesao medular ou radicular na superficie interna da dura-mater em mais
de 2/3 da area de laminectomia
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Tabela 6: Escala de Intensidade Retracao Neural

Escala de Intensidade Retracao Neural

Nota Descricdo
0  ausente Fendmeno ndo observado
1 leve Retragdo medular ou radicular em pontos isolados
2  moderada Retragdo medular ou radicular em menos de 2/3 da area de laminectomia
3  intensa Retracdo medular ou radicular em mais de 2/3 da area de laminectomia

Tabela 7: Escala de Intensidade Compressao Neural

Escala de Intensidade Compressao Neural

Nota Descricdo
0 ausente Fendmeno ndo observado
1 leve Compressao medular ou radicular em pontos isolados
2  moderada Compressao medular ou radicular em menos de 2/3 da area de
laminectomia
3  intensa Compressdao medular ou radicular em mais de 2/3 da 4rea de laminectomia

As figuras a seguir (16 a 31) ilustram os diversos fenomenos histologicos avaliados.

Figura 16: Grupo controle, HE. observar FP e retracdo neural (*). G, ganglio nervoso. R,

raizes. L, borda de laminectomia, M, musculo paravertebral.
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Figura 17: Grupo controle, TM, mesmo corte histolégico de Figura 16, observar coloragao

em azul de fibras maduras de coladgeno e tecido de granulagdo intraraquidiano.

Figura 18: Grupo controle, HE. observar FP e aderéncia meningea (*). G, ganglio nervoso.

R, raizes. L, borda de laminectomia. V, vértebra.
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Figura 20: Grupo Acido Lactico, TM. Observar retragdo neural (*). D, disco intervertebral.

AL, espaco ocupado por implante de membrana de Acido Lactico.
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Figura 21: Grupo Colageno, HE. Observar substituicdo gordurosa em regido do implante (*).

L, borda de laminectomia. FP, fibrose peridural.

Figura 22: Grupo Biopolimero, HE. Observar minima absor¢do do implante (*), apesar da

reacdo de corpo estranho ao redor do mesmo. L, borda de laminectomia, FP, fibrose peridural.
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Figura 23: Grupo Biopolimero, TM, mesmo corte histologico de figura 22.

Figura 24: Grupo Biopolimero, TM. Observar abscesso (*) e compressdo do canal vertebral.

L, borda de laminectomia. FP, fibrose peridural.
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Figura 25: Grupo Biopolimero, TM. Observar Necrose (*) e minima absor¢ao do material.

Figura 26: Grupo Biopolimero, HE. Observar aderéncia neural (*).
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Figura 27: Grupo biopolimero, HE. Observar reagdo inflamatoria exuberante (*). BCA,

Biopolimero.

Figura 28: Grupo Colageno, TM. Observar substitui¢do gordurosa em regido do implante (*).
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Figura 29: Grupo Colageno, TM. Observar retragdo meningea (*). M, medula espinhal. L,

borda de laminectomia. FP, fibrose peridural.

Figura 30: Grupo Colageno, TM. Rea¢ao de absorcao (*).
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3.9 Analise estatistica

As notas atribuidas aos pardmetros rea¢ao de corpo estranho, reagdo de absorcdo, FP,
aderéncia neural, retragdo neural e compressdo neural foram analisadas pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis.

A presenga de necrose, abscesso e ingurgitamento venoso foi disposta em tabelas de
contingéncia e analisados pelo teste de Chi-quadrado.

Intervalo de confianca de 95% foi adotado (p < 0,05).

3.10 Processamento eletronico

A editoracdo eletronica, bem como o processamento grafico e estatistico, foram
realizados em computador com sistema operacional MacOS X®, Apple Macintosh®, no qual
foram utilizados os pacotes de programas descritos a seguir: para a tabulagdo dos dados, foi
utilizada a planilha eletronica Microsoft Excel for Mac 2011® (Microsof Corporation); para
os calculos estatisticos, o Graphpad Prism 3.0® (Graphpad Software); para a editoragdo

eletronica da tese, o Microsoft Word for Mac 2011® (Microsoft Corporation).

3.11 Normatizacio das referéncias bibliograficas

As referéncias bibliograficas foram manejadas com o programa EndNote X®

(Thomson) obedecendo as normas do Comité Internacional de Editores de Jornais Médicos.”
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4 Resultados
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4.1 Observacio clinica pés-operatoria

Os animais evoluiram sem intercorréncias durante os 90 dias de observagdo pods-

operatéria, ndo foram evidenciadas deiscéncias ou infec¢des cirargicas superficiais.

Comportamento e motricidade permaneceram inalterados em relacdo ao status pré-operatorio.

4.2 Reagao de corpo estranho

Nao houve diferenga entre os grupos. (p=0,3916, Kruskal-Wallis).

Tabela 8: Reagdo de corpo estranho, notas em escala de intensidade.

Reacio de Corpo Estranho

Controle Coldgeno Acido Lactico Biopolimero
na 0 1
na
na
na
na
na
na
na

SO OO OO~
— NN =N

1
1
0
1
1
1
0

2

ol —
N

Mediana 0 0 0,625 1,625

na, nio aplicavel
(ns, p=0,3916, Kruskal-Wallis)
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Grifico 1: Reagdo de corpo estranho.

4.3 Reacao de absorcao

Nao houve diferenga entre os grupos. (p=0,3916, Kruskal-Wallis).

Tabela 9: Reacdo de absor¢do, notas em escala de intensidade.

Reacao de Absorc¢ao

Controle Coldgeno Acido Lactico Biopolimero
na 2 1
na
na
na
na
na
na
na

W W W W W NN W
U b ek et e ND

— | e = e e e

(O8]
Y
W

Mediana 0

N
~
W

L,

na, nio aplicavel
(ns, p=0,3916, Kruskal-Wallis)
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Grafico 2: Reagdo de absorcao.

4.4 Fibrose peridural

Nao houve diferenga entre os grupos. (p=0,3916, Kruskal-Wallis).

Tabela 10: Fibrose peridural, notas em escala de intensidade.

Fibrose peridural

Controle Coldgeno Acido Lactico Biopolimero

3 3 3 0
3 3 3 3
3 1 2 3
2 3 3 2
3 3 3 0
2 1 3 1
3 2 2 1
2 2 2 2
Mediana 2,625 2,225 2,625 1,5

(ns, p=0,3916, Kruskal-Wallis)
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Grafico 3: Fibrose peridural.

4.5 Aderéncia neural

Nao houve diferenga entre os grupos. (p=0,3916, Kruskal-Wallis).

Tabela 11: Aderéncia neural, notas em escala de intensidade.

Aderéncia neural

Controle Coldgeno Acido Lactico Biopolimero
1 0 0

SO O W=

S WO O W —
N — = WO W =
W N W W =

2

—_
—_ | —_

N

W

=

QO [ = = =
~J

(V)]

1,

(O8]
Y
W

Mediana 1,875

(ns, p=0,3916, Kruskal-Wallis)




Aderéncia Neural
3 B X ¢ ¥ X o

N
)
()

Intensidade
0-3

T

1 DOW

0 O " amAam XK

Grafico 4: Aderéncia neural.

4.6 Retracao neural
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X Controle
EColageno
Acido Lactico
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Nao houve diferenga entre os grupos. (p=0,3916, Kruskal-Wallis).

Tabela 12: Retracdo neural, notas em escala de intensidade.

Retrac¢io neural

Controle Coldgeno Acido Lactico Biopolimero

1 0 0 0
0 3 1 1
3 0 3 0
0 0 0 0
0 0 3 0
3 0 0 0
0 0 0 2
0 0 0 2
Mediana 0,875 0,375 0,875 0,625

(ns, p=0,3916, Kruskal-Wallis)
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Grafico 5: Retragdo neural.

4.7 Compressao neural

Nao houve diferenca entre os grupos (p=0,3916, Kruskal-Wallis), apesar de ser

observada apenas no grupo Biopolimero.

Tabela 13: Compressdo neural, notas em escala de intensidade.

Compressio neural

Controle Coldgeno Acido Lactico Biopolimero

0 0 0 3
0 0 0 0
0 0 0 3
0 0 0 3
0 0 0 3
0 0 0 1
0 0 0 2
0 0 0 0
Mediana 0 0 0 1,875
(ns, p=0,3916, Kruskal-Wallis)
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Grifico 6: Compressao neural.

4.8 Necrose

Em trés animais do grupo Biopolimero foi observada a ocorréncia de necrose,

existindo diferenca significativa em comparacao aos demais grupos (*p=0,0192, y-quadrado).

Tabela 14: Necrose.

Necrose

Controle Coldgeno Acido Lictico Biopolimero
Ausente 8 8 8 5

Presente 0 0 0 3

*p=0,0192, x-quadrado
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4.9 Abscesso

Em quatro animais do grupo Biopolimero foi observada a ocorréncia de abscesso,
existindo diferenca significativa em comparacdo aos demais grupos (**p=0,0033, x-

quadrado).

Tabela 15: Abscesso.

Abscesso

Controle Coldgeno Acido Lictico Biopolimero
Ausente 8 8 8 4

Presente 0 0 0 4

**p=0,0033, x-quadrado

4.10 Ingurgitamento venoso peridural

Nao foi observado ingurgitamento venoso peridural em nenhum caso, ndo existindo

diferenga entre os grupos.

Tabela 16: Ingurgitamento venoso peridural.

Ingurgitamento venoso peridural

Controle Coldgeno Acido Lictico Biopolimero
Ausente 8 8 8 8

Presente 0 0 0 0

ns, x-quadrado
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5 Discussao
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A relevancia da contribuicdo de FP como causa para SPL ¢ objeto de debate continuo
entre os cirurgides de coluna vertebral em virtude dos multiplos fatores envolvidos na génese
dos sintomas.” Apesar do diagnéstico de FP ser radiologicamente possivel, a correlagio
clinica dos achados de imagem ndo estd clara colocando em questdo o valor diagnoéstico e
prognéstico desse achado.®

O estudo por RM de um largo niimero de pacientes assintomaticos submetidos a
laminectomia poderia elucidar a relagdo de causalidade entre FP e SPL. Analisando a
literatura especificamente sobre essa questdo encontram-se dados conflitantes.

Annertz e cols. ndo demonstraram diferencas entre a presenga ou extensdo de FP
entre pacientes portadores ou ndo de radiculopatia residual apods discectomia lombar.
Entretanto o trabalho avaliou apenas oito pacientes assintomaticos usando RM de baixo
campo magnético (0,3 Tesla) o que reduz a sensibilidade do método para o diagndstico de
FP.”

Ross e cols. em trabalho controlado, prospectivo e multicéntrico envolvendo 197
pacientes submetidos a discectomia lombar, apresentaram associagdo relevante entre FP
diagnosticada por RM e possibilidade de recorréncia de sintomas radiculares.”'

Em relagdo ao modelo animal escolhido torna-se relevante tracar algumas
consideragdes. Para a escolha do Rattus norvegicus, linhagem Wistar, como animal de
experimentacdo foram considerados varios fatores como disponibilidade, custo de
manuteng¢do, facilidade no manejo, homogeneidade genética, ciclo de vida curto (36 meses) e
a existéncia de vérios estudos prévios sobre FP nesse animal. A linhagem Wistar foi
desenvolvida em 1906 no Wistar Institute por cruzamento consanguineo consecutivo de ratos
albinos. Apo6s 20 geracdes de cruzamentos consecutivos, os animais resultantes sdo
denominados isogé€nicos em virtude de apresentar um indice de homozigose de 99% entre os

genes alelos. Esse fator permite a criagdo de populagdes estaveis e geneticamente
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homogéneas. A auséncia de varidveis genéticas torna menor o numero amostral minimo para
um experimento, coexistindo apenas as variaveis ambientais ou experimentais.”’

Vérios estudos usaram previamente Rattus norvegicus como modelo de FP pos-
laminectomia, existindo consenso sobre a capacidade de reproduzir o fendmeno biologico e
sobre o tempo de espera adotado para o desenvolvimento de cicatriz madura. Apesar de
geralmente ser pesquisado a ocorréncia de FP de forma quantitativa, pouca atengdo tem sido
dispensada a outros fendmenos biologicos que podem indicar a biocompatibilidade do
material implantado.” '> % 18- 71.74.89

No presente experimento os autores pesquisaram reagdes histologicas que podem
indicar o potencial dos implantes em despertar rea¢do inflamatoria aguda ou cronica, além de
avaliar a velocidade de degradacdo dos implantes. A utilizag@o de trés materiais com origem e
estrutura quimica distintas (colageno, acido lactico e BCA) objetivou estudar a influéncia da
composi¢dao do material de barreira nessa reacdo inflamatoria.

Como discutido previamente a importancia da FP na génese dos sintomas encontrados
na SPL ¢ ponto de controvérsia, énfase deveria ser destinada ao diagnostico diferencial
fisiopatogénico da SPL. Os pacientes portadores de SPL encontram-se inseridos em contexto
que pode arrolar varios graus de contribuicdo ou de associacdo fisiopatologica entre fatores
distintos como trauma cirdrgico, técnica cirurgica, lesdo nervosa, instabilidade vertebral,
personalidade, ocupacdo, ganhos secundarios e FP.

Evidentemente, nenhum modelo experimental podera simular a coexisténcia desses
fatores observados em humanos, portanto a analise histolégica ndo deve ser transportada para
a pratica clinica como verdade absoluta.”

Exemplificando a simultaneidade de fatores etiopatogé€nicos, a associacdo entre
alteracdes na drenagem venosa epidural e instabilidade vertebral foi aventada como

contribuinte para a génese de FP.”
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No presente estudo, ndo foi possivel evidenciar lentificacdo na drenagem venosa
epidural demonstravel pela presenca de ingurgitamento venoso. Como explanacdo para
auséncia desse achado o emprego de laminectomia limitada com preservacdo das facetas
articulares ndo gera instabilidade de acordo com modelos biomecanicos como o
tradicionalmente estabelecido por Dennis.”

Davis analisou os resultados em série de 984 pacientes seguidos durante 10,8 anos em
média. A influéncia de técnicas cirtrgicas diversas foi minimizada pelo fato de todos serem
tratados pelo mesmo cirurgido. A classificacdo em questiondrio de independéncia funcional e
econdmica’ demonstrou resultados satisfatorios em 89% dos casos. Houve associaco
relevante entre resultados precarios, envolvimento em disputas previdenciarias, abuso de
drogas e atividade ocupacional com sobrecarga mecinica extenuante.”

O agente ideal para prevenir FP deveria apresentar as seguintes caracteristicas: 1)
impedir a adesdo do tecido cicatricial a dura-mater; 2) ndo desenvolver aracnoidite; 3) ndo
evitar a cicatrizacdo de lesdes durais; 4) ndo induzir processo inflamatério e 5) ser substituido
por tecido areolar frouxo ao final do processo de cicatrizagdo. A pesquisa de novos materiais
para preven¢ao de FP apresenta relevancia pela inexisténcia desse material ideal.

Entre os implantes ja testados o de maior emprego clinico era constituido por gelatina
suina em gel sendo denominado comercialmente como ADCON-L®, sigla para controle de
adesdo lombar em inglés. Apesar de varios estudos experimentais demonstrando reducdo na
ocorréncia de FP, a relevancia do uso de ADCON-L® foi seriamente questionada apds a
auséncia de resultados benéficos em estudo clinico de 398 pacientes.®

O emprego de ADCON-L® foi associado a ocorréncia de hipotensao arterial relevante
em alguns casos. O mecanismo proposto seria um efeito vasodilatador e depressor miocardico
resultante da absor¢do sist€émica do gel, a hipotese foi reforgada por ndo ser possivel

demonstrar aumento em marcadores de reacdo anafilatica (triptase mastocitaria sérica e metil-
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histamina urinéria).”® °" Ainda como efeitos adversos do mesmo produto, a perpetuagio de
lesdes durais microscopicas causando fistula liqudrica e hipotensdo intracraniana foi relatada
em nove pacientes.”” " O produto finalmente sofreu suspensdo em sua comercializagio pela
agéncia governamental regulatdria americana (FDA US - Food and Drug Administration) em
virtude de contaminagio por particulas de aluminio.”®

O desenvolvimento de novos materiais para emprego cirurgico em humanos necessita
de criteriosa extrapolacdo dos achados em modelos animais, o material deveria ser testado em
humanos antes de sua liberagdo comercial usando metodologia controlada com resultados
quantificados sem a identifica¢do dos grupos estudados, desenho de estudo denominado como
aleatorio, controlado e “duplo-cego”.

A isencgdo ética do pesquisador pode ser influenciada pela pressao comercial envolvida
no desenvolvimento de novos produtos e no ritmo frenético da “Guerra de Patentes” entre os
diversos grupos industriais contribuindo de forma deletéria para o desenvolvimento do
conhecimento.

Ioannidis, em relevante ensaio realizou consideragdes fundamentais sobre a distor¢do
na busca da verdade cientifica. Partindo da premissa que a veracidade do resultado de uma
pesquisa depende do poder do estudo, do viés e do nlimero de outros trabalhos sobre o tema; o
autor estabelece situagdes nas quais a qualidade da “verdade” obtida ¢ questionavel.
Exemplificando, a chance de um estudo ndo ilustrar adequadamente a realidade associa-se aos
seguintes panoramas: 1) quando os trabalhos prévios no campo de estudo sdo menores; 2)
quando o tamanho dos efeitos observados sdo menores; 3) quando apesar de existir um grande
nimero de relagdes em determinado fendmeno, ha pré-selecdo das relagdes estudadas; 4)
quando ha interesses financeiros envolvidos; e 5) quando vérios grupos de cientistas estdo

. . N ;. 99
envolvidos em busca da significancia estatistica.
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Nas tultimas décadas ocorreu a disseminagao da ideia de acatar resultados estatisticos
como verdade matematica, fundamento da linha de raciocinio denominada como “medicina
baseada em evidéncias”. O conceito de interpretacdo de artigos de pesquisa médicos baseada
apenas no valor de p ndo ¢ apropriado por promover a ilusdo de alcancar conclusdes
produzidas com relativa margem de erro sem considerar informagdes do universo localizado
“fora” do experimento. Em outras palavras, um niimero ndo pode exprimir simultaneamente
os resultados tardios do experimento e o significado em termos de evidéncia de resultados
isolados.'”

Essa conturbadora possibilidade na qual a maioria dos resultados de pesquisa
publicados represente apenas uma acurada mensuracdo do viés estatistico deve ser
considerada durante a andlise e/ou planejamento de pesquisas envolvendo potencial emprego
clinico.'”!

A confusa histéria do produto ADCON-L® que apesar de testado amplamente em
animais e humanos acabou por ter sua real eficicia questionada e até mesmo sua
comercializacdo suspensa, ilustra a situacdo conflitante de “verdade evolutiva” na ciéncia
médica.

A baixa frequéncia de publicacdo de estudos negativos descrito como “viés de
publicagdo” retarda a identificacdo do comportamento biologico real e resulta da preferéncia
dos jornais médicos por trabalhos com resultados estatisticamente significantes e pela
reticéncia dos autores em apresentar dados rotulados como irrelevantes.'%*

Os resultados relatados na presente tese permitem salientar a relevancia de discutir o

fendmeno FP e a necessidade imperiosa de analisar criteriosamente a estratégia de barreiras

mecanicas absorviveis como método de prevengao.



75

6 Conclusoes
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No modelo experimental de laminectomia estudado as membranas absorviveis
empregadas como método de barreira mecanica entre a dura-méater e misculos paravertebrais
ndo apresentaram eficacia em reduzir a ocorréncia de fibrose peridural, aderéncia neural e
retragdo neural.

A membrana de biopolimero de cana-de-agucar desencadeou fenomenos desfavoraveis
(necrose, abscesso e compressao neural) ao seu emprego como prevencao de fibrose peridural

pos-laminectomia.
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Para: Prof®: Joacil Carlos da Silva Janior

Departamento de Neuropsiquiatria - CCS
Universidade Federal de Pernambuco
Processo n® 23076. 007168 / 2009 - 12

Os membros da Comisséo de Etica em Experimentagéo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pemnambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “ Prevengdo de fibrose peridural pés-laminectomia utilizando
biopolimero de cana- de- agucar.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagéo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentagdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo adotadas como critérios de
avaliagéo e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especiaimente a Lei 9.605 -
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questéo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favordvel aos protocolos experimentais
realizados.
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Atenciosamente,
Observagao: Trabalho de Doutorado em Neuropsiquiatria; kkw:r:?u::r& JAMS L un
Orientador: Marcelo Valenca ﬁ Mo
Origem dos animais: Biotério do Departamento de Nutrigéo; uree )

Animais: Ratos Wistar; Sexo: fémeas ; Idade: 90 a 120 dias de
vida. Numero de animais previsto no projeto: 30 animais.

CCB: Integrar para desenvolver



