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RESUMO 
 

 
 

Angelin LG. Estimulação elétrica medular para recuperação motora de ratos com 
lesão medular [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 
2023. 
 
Introdução: A lesão medular traumática é uma das principais causas de incapacidade 
motora, e atualmente não existem tratamentos totalmente eficazes para essa 
condição. No entanto, estudos baseados em estimulação elétrica epidural medular têm 
apresentado   avanços importantes para a reabilitação motora, mesmo na fase crônica 
da doença. Objetivo: O presente estudo tem como objetivo principal a investigação da 
eficácia da  estimulação elétrica epidural medular na recuperação da motricidade em 
ratos com lesão medular e, secundariamente, esclarecer os mecanismos por trás de 
possível melhora. Métodos: (1) Aprimoramos o modelo de lesão medular por impacto 
controlado no sentido de causar danos graves e permanentes ao longo de 2 meses. 
(2) Desenvolvemos e testamos um dispositivo implantável de estimulação medular 
epidural para ratos, incluindo eletrodo e gerador implantável. (3) Avaliamos a eficácia 
da estimulação elétrica epidural. Para isso, utilizamos 60 ratos Wistar, divididos nos 
seguintes grupos: i) lesão grave com estimulação elétrica epidural (n=15), ii) lesão 
grave isolada (n=15), iii) implante isolado sem bateria (sham, n=15), iv) controle, sem 
manipulação cirúrgica. Todos os animais foram submetidos a avaliações semanais 
através do índice BBB, teste de plano inclinado e teste de OpenField, iniciando-se 
uma semana antes da lesão e continuando por um período de oito semanas. Após 
esse período, os animais foram sacrificados, suas medulas espinhais foram 
explantadas e preparadas para análise histológica (hematoxilina-eosina) e imuno- 
histoquímica para NeuN, beta-III-tubulina e sinaptofisina. Finalmente, núcleos 
neuronais NeuN+ foram quantificados por estereologia, e intensidade de fluorescência 
para beta-tubulina e sinaptofisina foi aferida em microscopia de epi-fluorescência. 
Resultados: O grupo estimulado apresentou melhora significativa no índice BBB em 
relação ao sham (5,2 ± 1,9, vs. 4 ± 1,9, p<0,05, respectivamente), A análise 
estereológica demonstrou uma contagem média de células neurais significativamente 
maior no grupo stim em relação a sham (1783 ± 2 vs. 897 ± 3, p<0,001). A análise de 
intensidade de fluorescência revelou sinal de sinaptofisina significativamente mais 
intenso no grupo stim em relação a sham (1294 ± 46, U.a. unidade arbitraria vs. 1198 
± 23, U.a p<0,01). Nossos dados sugerem um potencial regenerativo e protetivo 
secundário da estimulação elétrica epidural em ratos submetidos ao modelo de lesão 
medular traumática por impacto. 

 
 
 

Palavras-chave: Traumatismos da medula espinhal, recuperação motora, 
estimulação epidural, plasticidade neuronal. 



ABSTRACT 
 

 

 

Angelin LG. Spinal cord electrical stimulation for motor recovery in rats with spinal cord 

injury [thesis]. São Paulo: “School of Medicine, University of São Paulo”; 2023. 

 
 

Introduction: Traumatic spinal cord injury is a major cause of disability, and currently, 
there are no fully effective treatments for this condition. However, studies based on 
epidural electrical stimulation have shown significant advances in motor rehabilitation, 
even in chronics phases of the disease. Objective: The present study aims at 
investigating the effectiveness of epidural electric stimulation in the motor recovery of 
rats with spinal cord injury, and secondarily, aims at clarifying the mechanisms beyond 
a possible recovery. Methods: (1) We improved the impact spinal cord injury model in 
order to cause severe and permanent motor deficits lasting 2 months. (2) We 
developed and tested an implantable epidural spinal cord stimulator device for rats, 
which included electrode and implantable generator. (3) We evaluated the efficacy of 
epidural electrical stimulation on motor recovery after spinal cord injury in Wistar rats. 
To this end, 60 animals were divided into the following groups: i) severe injury with 
epidural electrical stimulation (n=15), ii) severe injury without stimulation (n=15), iii) 
sham implantation without battery (n=15), iv) control group, without surgical 
intervention. All animals underwent weekly evaluations using the BBB index, inclined 
plane and OpenField test, starting one week before lesion, and continuing for eight 
weeks. After this period, the animals were sacrificed, their spinal cords were explanted 
and prepared for histological analysis (hematoxylin-eosin), and immunohistochemistry 
for NeuN, beta-III-tubulin and synaptophysin. Finally, NeuN-positive neuronal nuclei 
were quantified through stereology, and fluorescence signal intensity for beta-tubulin 
and synaptophysin was measured in epifluorescence microscope. Results: the 
stimulated group showed significant improvement in the BBB index in relation to the 
sham group group (5.2 ± 1.9 vs. 4 ± 1.9, p<0.05, respectively). Stereological analysis 
showed a significantly higher average count of neural cells in the stim group in realtion 
to sham (1783 ± 2 vs. 897 ± 3, p<0.001). Additionally, fluorescence signal intensity for 
synaptophysin was significantly higher in the stim group in relation to sham (1294 ± 
46. A.u, arbitrary unit vs. 1198 ± 23, A.u, p<0,01). Our data suggest a potential 
regenerative and protective effect of epidural electrical stimulation in rats subjected to 
impact-induced traumatic spinal cord injury. 

 
 
 
 

Keywords: Spinal cord injury, motor recovery, epidural electric stimulation, 

neuroplasticity 
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INTRODUÇÃO 

 

A lesão medular é um problema de saúde global que não faz distinção entre 

gênero, aspectos sociais ou poder aquisitivo, sendo uma condição devastadora para 

o ambiente familiar e social. Estima-se que, a cada ano, ocorram cerca de 13 novos 

casos de lesão medular a cada cem mil pessoas em todo o mundo, resultando em 

uma prevalência aproximada de 368 casos por 100.000 habitantes (Furlan et al., 2013; 

Singh et al., 2014; Injury and Spinal Cord Injury 2019; Jazayeri et al., 2023). No Brasil, 

registram-se cerca de 9 novos casos de lesão medular por 100.000 habitantes por 

ano, o que resulta em uma prevalência de 235 casos a cada 100.000 habitantes, 

correspondendo a 507 mil pacientes sobreviventes do TRM no Brasil e 27 milhões no 

mundo (Furlan, Sakakibara et al., 2013; Singh, Tetreault et al., 2014; Injury and Spinal 

Cord Injury 2019; Jazayeri, Maroufi et al., 2023). Em termos etiológicos, no nosso meio 

destacam-se acidentes automobilísticos (40%), quedas (27%), e violência urbana por 

arma de fogo (20%) (Faleiros et al., 2023). 

Somados a isso, dados da literatura demonstram que 78% das lesões 

medulares são classificadas como parciais ou incompletas (Faleiros, Marcossi et al., 

2023), ou seja, quando há preservação ao menos parcial de função motora, sensitiva 

ou vegetativa abaixo da lesão. Lesões medulares traumáticas são também 

classificadas clinicamente em função de sua gravidade, conforme a classificação de 

Frankel, o ASIA (American Spinal Injury Association), sendo essa a escala de 

avaliação mais amplamente empregada, dividida em cinco níveis básicos (Frankel et 

al., 1969): 

• ASIA A - Lesão completa da medula espinhal devido à ausência total das 

funções sensoriais e/ou motoras nos segmentos da medula sacral (S4-S5). 

• ASIA B – Lesão incompleta, com função motora ausente, mas com função 

sensorial preservada abaixo do nível de lesão. 

• ASIA C - Lesão incompleta, com função motora abaixo do nível de lesão 

preservada, com maioria da musculatura apresentando certa força muscular, embora 

essa força seja incapaz de vencer a gravidade. 

• ASIA D – Lesão incompleta, com função motora preservada abaixo do nível 

neurológico, com força muscular em mais da metade dos músculos, sendo suficiente 

para vencer a gravidade 

• ASIA E – Todas funções motoras e sensitivas normais 
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Além disso, em termos de mecanismos fisiopatológicos, as lesões medulares 

traumáticas podem ser classificadas em deslocação, distração e contusão. 

A lesão medular por deslocação é observada quando um mecanismo físico 

externo e com grande força atinge uma das vértebras da coluna vertebral, fazendo 

com que essa deslize para frente ou para trás em referência à vértebra superior  ou 

inferior, fazendo com que o espaço intervertebral seja reduzido e, consequentemente, 

ocorra uma compressão do tecido medular encontrado no interior do canal medular. 

Nesse tipo de lesão não é comum observar danos à continuidade do tecido medular 

macroscópico. Contudo, os resultados dessa ação geralmente são perda da atividade 

motora, sensitiva e/ou autônoma, abaixo do nível lesado. 

A distração é um evento geralmente observado como resultado do efeito 

chicote do pescoço e se caracteriza pelo estiramento radial da medula espinhal, o 

qual, promove o afastamento das vértebras da coluna, causando um estresse na 

medula espinhal e lesionando seus componentes internos. Geralmente esse tipo de 

evento apresenta a característica de rompimento da continuidade do órgão, causando 

déficits motor, sensitivo e/ou autônoma, a depender da magnitude da lesão (Ditunno 

et al., 2004; Norenberg et al., 2004). 

Por sua vez, a contusão é uma lesão que se caracteriza pelo impacto direto na 

medula, seja pela ação direta do agente agressor  ou devido à lesão óssea causada 

pelo mesmo, levando a uma compressão perpendicular à medula. Geralmente esse 

tipo de evento não causa descontinuidade no aspecto geral do órgão (Chen et al., 

2016). Já do ponto de vista cronológico, as lesões medulares traumáticas são 

subdivididas em duas fases: primária e secundária (tissular), sendo esta última 

subdividida em aguda, intermediária e crônica. 

A fase primária é o período imediatamente após a lesão, caracterizado pela 

perda de controle motor voluntário, pela paralisia flácida e pela ausência de reflexos 

espinhais, juntamente com hipotensão e vasodilatação periférica, resultando no estado 

de choque medular. Nesse estágio, ocorre a instalação do estado hemorrágico e 

inflamatório, regulados por citocinas pró-inflamatórias, como TNF e IL-β, que 

culminam em isquemia no local da lesão. Esse processo resulta em acentuada morte 

celular, causada pela falta de suprimento de oxigênio e de nutrientes básicos, além 

do traumatismo direto (Norenberg et al., 2004). 
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Estudos indicam que após a lesão medular, ocorre uma cascata de eventos 

pró-inflamatórios e infiltração celular no local lesado, criando um ambiente hostil para 

a reparação espontânea das células lesadas (Bazley et al., 2014; Wang et al., 2014). 

No entanto, esses eventos não se limitam apenas ao epicentro da lesão, mas podem 

se estender a outros níveis da medula espinhal, contribuindo para o surgimento de 

lesões secundárias (Yip and Malaspina 2012). 

As lesões secundárias são caracterizadas pela instalação do microambiente 

hostil no sítio da lesão com consequente piora das funções neurológicas. A 

deterioração do microambiente, no que lhe concerne, é devida a processos de 

desmielinização, produção de radicais livres, excitotoxicidade, desregulação iônica 

intracelular e extracelular, morte celular, hipertrofia celular e gliose reacional (Courtine 

et al., 2009; Zhang et al., 2019). 

Uma vez que a fase secundária é aquela na qual  ocorrem os processos biológicos 

mais relevantes e abordáveis do ponto de vista terapêutico, grande parte dos 

tratamentos visa evitar a instalação desse cenário ou ao menos diminuir sua 

intensidade, garantindo assim as condições mínimas para que a medula se recupere 

dentro de suas potencialidades de regeneração (Streijger et al., 2017; Zhang et al., 

2019). 

A fase aguda da lesão secundária (de 2 a 48 horas após a lesão) é marcada 

pela continuidade da morte e desmielinização celular, liberação de espécies reativas 

de oxigênio, aumento da permeabilidade da barreira hematoencefálica, mediada em 

parte pela IL-1β, além de processos fagocitários. Os principais eventos dessa fase 

são a hipertrofia celular e a cicatrização glial, os quais são em parte responsáveis pela 

formação de uma barreira física que, por sua vez, dificulta a revascularização e 

reinervação do local lesado (Gerardo-Nava et al., 2013). 

As duas últimas fases: intermediária ou subaguda (de 48 horas a 6 meses de 

lesão) e crônica (após 6 meses da lesão inicial), podem ser resumidas basicamente 

como a maturação da cicatriz glial e estabilização na evolução da lesão medular, 

respectivamente (Bartholdi and Schwab 1995; Witiw and Fehlings 2015). De acordo 

com isso, Rosenzweig et al. (2010), demonstram que, após a lesão medular, vias 

neurais intactas emitem prolongamentos colaterais, tentando reestabelecer a 

inervação lesada. Mas, devido a fatores como microambiente hostil e extensão da 

lesão medular, essa recuperação é limitada. De fato, diversas proteínas liberadas por 
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oligodendrócitos impedem o brotamento axonal e a neo-sinaptogenese, cuja primeira  

reportada foi denominada de proteína Nogo-A, nos de estudos de Chen et al.( 2000) 

em modelo animal de ratos. Como fator complicador, a medula não é cede de 

neurogênese na fase adulta de mamíferos e os fenômenos de reorganização sináptica 

(plasticidade) são, até então, tidos como limitados (Meletis et al., 2008; Rodriguez et 

al., 2021). 

Visando a proteção neural dos agentes citotóxicos observados principalmente 

na fase secundária do trauma, a metilprednisolona, glicocorticoide sintético, foi 

extensamente estudada com a finalidade de diminuir as ações da fase secundária da 

lesão, devido à sua atuação sobre a inibição da peroxidação lipídica, além de 

características anti-inflamatórias (Fehlings et al., 2014; Hurlbert 2014). No entanto, 

estudos prospectivos, cegos, randomizados e controlados demonstraram que os 

efeitos neuroprotetores do medicamento são mínimos (Bracken et al., 1984; Bracken 

et al., 1990; Bracken et al., 1992; Bracken et al., 1997; Pointillart et al., 2000). 

Contudo, outros agentes farmacológicos têm-se mostrado promissores no que 

tange à diminuição dos efeitos da fase secundária da lesão como, por exemplo, a 

minociclina. A minociclina é um antibiótico semissintéticodo grupo das tetraciclinas, 

com propriedades anti-inflamatórias e anti-apoptóticas, que tem demonstrado bons 

resultados quanto à diminuição de fatores inflamatórios, radicais livres e de 

metaloproteinases no ambiente de lesão e, consequentemente, melhora dos aspectos 

clinico-neurológicos relacionados à segunda fase da lesão (Zhu et al., 2002; Plane et 

al., 2010; Casha et al., 2012; Chen et al., 2015).. 

Outras evidências apontam para o magnésio como possível agente neuro- 

protetor, devido à sua ação de bloqueio de receptores NMDA, reduzindo, assim, a 

excitotoxidade (Berger and Soder 2015). Tator et al. (2012) demonstraram em animais 

com lesão medular expostos a tratamentos com magnésio maior preservação celular 

com diminuição da quantidade de apoptose, e, além disso, uma melhora na perfusão 

tecidual. Contudo, outros estudos com lesão cerebral demonstraram efeitos mínimos 

do magnésio (Temkin et al., 2007). 

Mais recentemente, conforme estudo de Nagoshi et al. (2015), foi demonstrada 

neuroproteção em relação ao Riluzol®, bloqueador de glutamato usado no tratamento 

de esclerose lateral amiotrófica. O fármaco diminui o influxo de cálcio associado à 

excitotoxicidade mediada por glutamato e por esse mecanismo diminui a lesão 
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nervosa associada. Corroborando tais observações, outros autores observaram 

neuroproteção funcional, histológica e molecular em ratos com lesão medular 

expostos ao Riluzol® quando comparados com o grupo controle (Wu et al., 2013; 

Nagoshi et al., 2015; Kjell and Olson 2016). 

Outra estratégia regenerativa se baseia no transplante de células-tronco com o 

potencial de repovoamento celular neural, por via direta (neuro-diferenciação) ou 

indireta (neurogênese endógena) (Webber et al., 2007; Nishimura et al., 2013). Assim, 

o transplante de células-tronco pode ser realizado através de 3 tipos celulares 

principais, células-tronco embrionárias (derivadas da camada interna do blastocisto), 

células-tronco neurais (fetais, ou adultas), células-tronco adultas não modificadas 

(mesenquimais, adiposas) ou modificadas (IPS-induced pluripotente stem cells) 

(Batista et al., 2014; Mariano et al., 2014; Mariano et al., 2015; Ruzicka et al., 2017). 

Uma revisão extensa com foco específico em regeneração pós-traumatismo medular 

foi publicada previamente por nosso grupo, na qual os autores descrevem as 

potencialidades desse tipo de intervenção, tais como repovoamento de células 

perdidas, regulação do microambiente celular, diminuição de fatores agressivos à 

regeneração celular. Além disso, também os tipos celulares mais promissores para 

esse tipo de tratamento, assim como algumas limitações envolvendo potencial distinto 

de regeneração celular, reparação axonal, diferenciação neuronal e bio-segurança 

envolvidos com cada tipo de fonte celular (Li and Lepski 2013). 

Ainda com foco neuro-restaurador, Nori et al. (2011) realizaram o transplante 

de células-tronco humanas pluripotentes induzidas (IPS) em modelo de ratos com 

lesão medular e observaram que 50% das células foram diferenciadas em neurônios, 

o que refletiu em uma melhora motora de aproximadamente 40% nos animais tratados 

em relação ao controle. Com base nesses estudos, uma revisão que aborda o 

transplante de células pluripotentes induzidas (iPSCs) para lesões medulares, 

elaborada por Nagoshi and Okano 2018, enumerou uma série de investigações 

realizadas em modelos animais e humanos que demonstraram resultados 

promissores no uso do transplante de iPSCs como terapia para lesões medulares. Em 

se tratando de iPSCs, a preocupação central é com a biossegurança do método, haja 

vista que envolve transformaçôes genéticas das células a serem transplantadas. 

Com o objetivo de avaliar a influência da remielinização na recuperação 

funcional em um modelo de lesão medular em camundongos, Yasuda et al. (2011) 
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realizaram um estudo utilizando células progenitoras neurais de duas origens 

distintas: uma proveniente de animais normais e outra obtida de animais knockout 

com deficiência na produção de mielina. Os autores verificaram uma melhora 

funcional de aproximadamente 30%, após um período de 50 dias de estudo, nos 

animais que receberam o tratamento com as células sem a deficiência na produção 

de mielina, em comparação àqueles que foram transplantados com células dos 

animais knockout. Além disso, por meio de técnicas de imunofluorescência, foi 

observado que as células de origem neural dos animais normais foram capazes de 

migrar para a área da lesão, sendo diferenciadas em oligodendrócitos e auxiliaram na 

remielinização das fibras neurais danificadas. 

Em um estudo com o objetivo de avaliar a eficácia e influência da mielinização 

por meio de células neurais pluripotentes induzidas (iPS), em comparação com células 

tronco da linhagem Shiverer, realizado por Salewski et al. (2015), os resultados 

indicaram que os animais transplantados com células iPS apresentaram uma melhora 

funcional motora significativamente maior do que aqueles que receberam transplante 

com células tronco não induzidas. Análises histológicas sugerem que essa melhoria 

funcional pode ser atribuída à remielinização das fibras nervosas restantes pelas 

células tronco induzidas. 

Resultados similares também foram relatados por Salewski et al. (2015), nos 

quais os autores por meio do transplante de células-tronco embrionárias foram 

transplantados em modelos animais de ratos submetidos a lesão medular torácica via 

clip compressivo. Após 8 semanas, os autores observaram uma melhora na 

recuperação motora, devido à diferenciação das células-tronco em células gliais, a 

partir da 5ª semana de estudo nos animais transplantados. Além disso, os autores 

discutem que  somada aos ganhos motores, houve também uma preservação na 

morfologia do órgão. Mais recentemente, Batista et al. (2019), demonstraram melhora 

da dor neuropática, mas não da motricidade, em animais com lesão medular 

implantados com precursores GABAérgicos. 

Goganau et al. (2018) discutem em seu trabalho que para uma recuperação 

das funções perdidas não são isoladamente suficientes a geração de novas células 

neurais, brotamentos axo-dentritico ou novas sinapses, sendo muito mais importante 

a reorganização plástica de redes neurais funcionais. Todavia, segue incerto no 

mundo científico que fator ou fatores poderiam “direcionar” esse processo de 
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reorganização plástica: recrutamento neural durante tarefas especificas? 

(Gerasimenko et al., 2015) Eletroestimulação exógena? Algum fármaco indutor de 

plasticidade (como valproato de sodio)? (Hao et al., 2013; Rao et al., 2014). Dentre os 

processos mencionados, a eletroestimulação, seja não invasiva ou invasiva, é a que 

vem sendo mais amplamente investigada. 

Quando se trata de estimulação não invasiva é encontrado na literatura uma 

vasta gama de técnicas que visam a estimulação seja de elementos neurais ou 

musculares em pessoas com lesão medular, seja para a reabilitação motora ou alívio 

da dor causada pela lesão. Uma estratégia mais recente e ainda pouco explorada é a 

estimulação medular magnética, que induz um campo magnético capaz de gerar a 

despolarização superficial da medula espinal, visando melhora motora (Ahmed and 

Wieraszko 2008; Zhivolupov et al., 2012; Korzhova et al., 2018). 

Dentro das metodologias de eletroestimulação não invasiva para lesão medular 

uma das principais abordagens é a eletroestimulação funcional (FES), que foi 

desenvolvida nas décadas de 60-70. O objetivo dessa técnica é amplificar 

perifericamente o estímulo neural à contração muscular, através da aplicação de uma 

corrente elétrica em eletrodos colocados na superfície da pele, visando melhorar a 

força muscular e a mobilidade em indivíduos com lesão medular. 

Griffin et al. (2009) investigaram o impacto da FES em 18 pacientes com lesão 

medular, divididos em dois grupos: tratamento e controle. Os autores avaliaram a 

composição corporal e a análise metabólica. Após 10 semanas de estudo, os 

pacientes que receberam a eletroestimulação alcançaram melhores resultados, 

incluindo aumento da massa corporal magra, melhoria na mobilidade e maior 

sensibilidade à insulina em comparação ao grupo controle. 

No entanto, a aplicação da eletroestimulação funcional favorece a fadiga 

muscular, o que impacta diretamente na eficácia do tratamento. Nesse âmbito, 

pesquisas vêm sendo desenvolvidas buscando os melhores parâmetros, a fim de 

postergar a instalação do quadro de fadiga. Estudos sugerem que uma possível 

abordagem é a aplicação de corrente elétrica de baixa frequência, multipolar e com 

períodos de disparos assíncronos (Downey et al., 2015; Bekhet et al., 2019). 

Outra metodologia de estimulação não-invasiva aplicada sobre a superfície do 

corpo é a TENS (estimulação elétrica trans-cutânea). Essa técnica envolve o emprego 

de corrente elétrica para estimulação de fibras nervosas sensitivas que 



22 
 

 

favorecem o sistema central inibidor de dor, tornando-a, assim, uma boa escolha para  

aplicação em pacientes com lesão medular acometidos por dores crônicas de caráter 

neuropático (Gibson et al., 2017). 

Outra metodologia utilizada é a estimulação medular transcutânea (tSCS- 

Transcutaneous Electrical Spinal Cord Stimulation), sendo uma técnica não invasiva 

que utiliza eletrodos na superfície da pele, mas é direcionada para a ativação de 

elementos da medula espinhal, visando produzir efeitos terapêuticos, como melhoria 

da função autonômica e muscular. Diferentemente das técnicas mencionadas 

anteriormente, a estimulação medular transcutânea utiliza eletrodos colocados nas 

regiões perivertebrais da coluna lombar para a estimulação elétrica. Essa técnica pode 

ser útil para o tratamento de várias condições neuromusculares, incluindo dor crônica, 

espasticidade e fraqueza muscular em pacientes com lesão medular. Tharu et al. 

(2022) conduziram um estudo com o objetivo de avaliar os efeitos da tSCS sobre o 

controle de tronco em pessoas com lesão medular cervical. Cinco indivíduos foram 

submetidos a esse tratamento por um período de 12 semanas. Após o período de 

estudo, os autores observaram melhorias significativas no controle de tronco em 

posição sentada, na eletromiografia e na amplitude de movimentos desses indivíduos. 

Outra vertente encontrada na literatura é a combinação de técnicas não- invasivas 

e invasivas de estimulação. Neste âmbito, Calvert et al. (2021) fizeram a combinação 

de estimulação transcutânea medula e epidural para resposta motora voluntária em 

9 indivíduos com lesão medular. Nessa pesquisa os autores observaram que a 

combinação dessas técnicas leva a um aumento da atividade de interneurônios, o que 

pode ser benéfico para a reabilitação motora. 

 
 

1.1 Estimulação epidural medular 

 
 

Em 1969, foi introduzida por Shealy et al. (1967). a técnica de estimulação 

epidural medular para o tratamento da dor neuropática. Tais efeitos clínicos benéficos, 

descobertos empiricamente, foram na mesma época melhor esclarecidos por ocasião 

da divulgação da teoria da comporta de dor, por Melzack and Wall (1965). Essa teoria 

explica a inibição da transmissão dolorosa dentro da medula espinhal por meio de 

interneurônios inibitórios ativados através de fibras grossas relacionadas ao tato e, em 

última análise, às fibras diretamente estimuladas por meio de eletrodos epidurais 
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espinhais. Embora tenha também sido aplicada contra a espasticidade (Siegfried et 

al., 1978; Gybels and van Roost 1987; Barolat 1993) foi contra a dor neuropática que a 

eletroestimulação invasiva se consagrou mais eficaz (Morgalla et al., 2016; Morgalla 

et al., 2017; Morgalla et al., 2018). Embora a teoria de Melzack e Wall tenha dado uma 

ótima primeira explicação para a eficácia da estimulação epidural em dor, diversas 

vias e mecanismos têm sido mais recentemente implicado (Meyerson and Linderoth 

2000). 

Do ponto de vista pré-clínico, Aoyagi et al. (2004), conduziram um estudo com 

gatos descerebrados para comparar os efeitos da estimulação elétrica em diferentes 

pontos de aplicação. Os pesquisadores analisaram a resposta da estimulação nos 

músculos, nervos, raízes nervosas da medula e da medula epidural. Os resultados do 

estudo indicaram que a estimulação epidural foi capaz de reduzir a fadiga muscular e 

apresentou uma menor carga elétrica efetiva. Além disso, permitiu uma melhor 

ativação dos músculos agonistas e antagonistas, o que sugere que a estimulação 

epidural é mais eficaz para a ativação adequada e para a prevenção da fadiga 

muscular. 

Com foco na reabilitação motora, Lavrov et al. (2006), realizaram um estudo 

em ratos com lesão medular na altura de T8 e que foram submetidos à estimulação 

elétrica epidural na medula lombar. Com isso, na primeira semana, após o início da 

aplicação da estimulação, os autores relatam a ocorrência de ativação muscular 

simples e que, com o passar das semanas, esse efeito tornou-se mais coordenado e 

complexo, coincidindo com padrões fisiológicos de marchar, observados após 6 

semanas de estudo. 

Lavrov et al. (2008), investigaram o papel da entrada sensorial na recuperação 

da atividade rítmica coordenada de ratos com lesão medular. Eles usaram a 

estimulação epidural medular para facilitar a marcha e testaram se as fibras aferentes 

do lado não desaferentado poderiam compensar a perda de entrada aferente 

contralateral, que foi realizada por meio de rizotomia. Os resultados mostraram que a 

facilitação da marcha com a estimulação está relacionada à sensibilidade ipsilateral, 

ou seja, o lado não rizotomizado pode auxiliar de forma limitada na restauração dos 

movimentos do lado submetido à desaferentação, demonstrando que a sensibilidade 

é uma informação essencial para a aplicação da eletroestimulação epidural na 

reabilitação motora. 
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Ademais, Sato et al. (2013), observaram que animais com lesão medular 

submetidos à estimulação elétrica medular tiveram uma melhora na função motora, 

alodinia e da hiperalgesia por ativação de receptores opioides. Bamford et al. (2017), 

valendo-se de um eletrodo adaptado para estimulação elétrica medular, constataram 

que a aplicação de estimulação elétrica medular em ratos submetidos à lesão medular 

pode auxiliar na melhora motora, devido à ativação das redes neurais medulares 

remanescentes. 

Similarmente, Gad et al. (2013) desenvolveram um tipo de eletrodo epidural 

implantável para estimulação elétrica medular em ratos com gerador externo e relatam 

que os animais tratados com estímulos de 40Hz obtiveram dados de eletromiografia 

mais coordenados com contrações defasadas durante o período de marcha, além de 

tempos de resposta melhores com relação aos demais grupos não tratados. 

Corroborando esses achados, Moraud et al. (2016), por meio de um extenso 

trabalho, envolvendo tanto simulações computacionais quanto experimentos em 

animais, demonstraram que a aplicação de estimulação elétrica medular pode ativar 

os circuitos medulares responsáveis pela execução da marcha, possivelmente devido 

a um mecanismo de ativação é através da ativação primária de neurônios sensitivos 

presentes na coluna dorsal. 

Já baseando-se em humanos, Dimitrijevic et al. (1998) conduziram um estudo 

com seis indivíduos com lesão medular em que a aplicação de estimulação elétrica 

medular resultou em melhorias significativas na atividade motora, incluindo a indução 

das fases rítmicas e de melhor balanço, durante a marcha com suporte de peso. 

Herman et al. (2002), por sua vez, também baseando-se em eletroestimulação 

epidural medular em pacientes com lesão medular em fase crônica, demonstraram 

melhorias significativas imediatamente após o início do tratamento, incluindo um maior 

controle motor voluntário, uma redução na percepção de esforço e na espasticidade. 

Resultados convergentes foram relatados por Carhart et al. (2004), dado que 

foi observada uma melhora na realização da macha em esteira em pacientes com lesão 

medular e submetidos à estimulação epidural e suporte de peso. 

Huang et al. (2006) também encontraram resultados semelhantes ao utilizar 

estimulação epidural em dois indivíduos com lesão medular, incluindo uma facilitação 
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no processo de marcha e uma melhoria na atividade eletromiográfica, com uma 

sensação reduzida de esforço para realizar o movimento. 

Visando a recuperação motora, Angeli et al. (2014), em um estudo com 

humanos acometidos com lesão medular crônica, observaram uma progressiva 

recuperação via eletromiografia motora, após o implante e a aplicação de 

eletroestimulação epidural na medula, demonstrando a potencialidade que essa 

abordagem pode apresentar. 

Recentemente, maior experiência clínica foi agregada na área, após o grupo 

de Lauzane divulgar resultados promissores em doentes crônicos medulares 

implantados com um gerador cíclico, capaz de estimular pools de motoneurônios em 

tempos específicos durante a marcha (Wagner et al., 2018). 

Apesar desses avanços, ainda permanece obscuro os mecanismos pelos quais 

a eletroestimulação medular contribue no sentido de recuperação motora. A resposta 

a essa pergunta científica só é possível através da experimentação animal, por meio 

da qual o explante e a análise histopatológica das medulas estimuladas tornam-se 

possíveis. 
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OBJETIVOS 

 

1.2 Gerais 

 
 

Este projeto tem como objetivo avaliar a recuperação motora de ratos com 

lesão medular submetidos à estimulação elétrica epidural intermitente. 

 
1.3 Específicos 

 
 

a) Aprimorar o modelo de lesão medular no sentido de causar lesão grave com pouca 

recuperação espontânea. 

b) Desenvolver um sistema de estimulação elétrica medular implantável para 

ratos. 

c) Avaliar a estabilidade, a segurança e os efeitos adversos do sistema estimulação 

elétrica medular em ratos normais 

d) Estudar a eficácia da estimulação elétrica epidural na recuperação motora após 

a lesão medular em ratos. 

e) Esclarecer as mudanças estruturais medulares induzidas pela eletroestimulação. 



27 
 

 
 
 
 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.4 Caracterização do modelo de lesão medular 

 
 

Para a realização do estudo foi necessário a caracterização do modelo de lesão 

por meio da escolha dos melhores parâmetros, a fim de se buscar uma lesão grave o 

suficiente a ponto de não se incorrer em recuperação espontânea significativa durante 

a fase de observação do projeto previsto para 2 meses. 

 
1.4.1 Impactor 

 
 

Foi utilizado como equipamento de lesão o Benchmark Stereotaxic Impactor- 

Impact One® (Leica Biosystems Richmond inc®, Estados Unidos da America - EUA) 

acoplado ao estereotáxico Leica Angle Two® (Leica Biosystems Richmond inc®, 

Estados Unidos da America - EUA) e pontas de impactos nas dimensões de 1,5 e 2 

milímetros de diâmetro. Para a estabilidade vertebral no momento da lesão foi utilizado 

o sistema de fixação vertebral Clamping System (New York University, Estados Unidos 

da América). 

 
1.4.2 Animais e grupos experimentais 

 
 

Ratos Wistar, machos, pesando entre 250 e 300 gramas foram divididos em 4 

grupos e submetidos a específicos protocolos de lesão medular: 

• Grupo controle (n=2): submetidos apenas a laminectomia a nível de T9; 

• Grupo lesão leve (n=6): submetidos a laminectomia a nível de T9 e aos 

parâmetros de lesão: ponta de impacto 2mm de diâmetro; velocidade de 

impacto 4 m/s; profundidade de lesão a partir da superfície da medula 1,5 mm 

e tempo de permanência da ponta de impacto no local da lesão 0,1 ms. 

• Grupo lesão moderada (n=6): submetidos a laminectomia a nível de T9 e aos 

parâmetros de lesão: ponta de impacto 1,5mm de diâmetro; velocidade de 
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impacto 1,5 m/s; profundidade de lesão a partir da superfície da medula 1,7 

mm e tempo de permanência da ponta de impacto no local da lesão 0,1 ms. 

• Grupo lesão grave (n=6): submetidos a laminectomia a nível de T9 e aos 

parâmetros de lesão: ponta de impacto 2mm de diâmetro; velocidade de 

impacto 5 m/s; profundidade de lesão a partir da superfície da medula 2 mm e 

tempo de permanência da ponta de impacto no local da lesão 0,1 ms. 

 
1.4.3 Procedimento de lesão medular 

 
 

Os animais foram anestesiados via injeção intraperitoneal com 

cetamina(100mg/kg, Ketamin NP-Cristália®) e xilazina (10 mg/kg, Xilazin-Syntec do 

Brasil®). Em seguida foram acomodados sobre uma plataforma aquecida a 

temperatura aproximada de 38 °C (Insight- EFF421- Insight®, São Paulo, Brasil). Após 

a acomodação, foi realizada a assepsia da região dorsal, via aplicação de gaze 

embebida de solução de iodopovidona na concentração de 10%, seguida de uma 

incisão longitudinal mediana da pele na topografia de T7 a T12, afastando 

cuidadosamente a musculatura paravertebral das lâminas vertebrais, seguindo-se a 

laminectomia em T9, expondo-se a dura-máter intacta. Em seguida os animais foram 

acondicionados no aparelho estereotáxico, fixados pelas vértebras superior e inferior 

em relação à laminectomia (T8 e T10). O dispositivo de lesão Bechmark® Stereotaxic 

Impactor foi configurado para aplicar as características lesões descritas para cada 

grupo de animais. No pós-operatório, foi feita analgesia via Tramadol intramuscular 

20 mg/kg, de 12/12 horas, por no mínimo de 7 dias. O esvaziamento vesical foi 

realizado duas vezes ao dia até o retorno da função, se necessário. 

 
1.4.4 Avaliações pré e pós cirúrgicas 

 
 

Inicialmente foram realizados testes pré-lesão que consistiram na avaliação 

motora pela escala de BBB (Basso, Beattie e Bresnahan) cujo objetivo é quantificar a 

evolução do déficit motor decorrente da lesão medular (Basso et al., 1996), além de 

mensuração de peso, avaliação de campo aberto (Open Field). 
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Já as avaliações pós-cirúrgicas consistiram na avaliação pela escala BBB, 

avaliação de peso corporal e retorno da função vesical da bexiga, realizados 3 vezes 

por semana, durante 8 semanas. 

Ao final da última semana, repetiram-se os testes já descritos. 

i) Testes de campo aberto, Open-Field (Insight- 06250- Insight®, São Paulo, 

Brasil) dispositivo destinado à monitorização atividade motora dos animais no tocante 

ao deslocamento nos eixos X, Y e Z (Basso, Beattie et al., 1996) ; 

ii) Testes de plano inclinado (Insight®, São Paulo, Brasil) cujo objetivo é avaliar 

a força e resistência muscular dos membros através do aumento do ângulo de 

inclinação máximo de sustentação do animal (Rivlin and Tator 1977) 

 
1.4.5 Sacrifício 

 
 

Após as oito semanas de estudo, os animais foram anestesiados com cetamina 

(300 mg/kg, Ketamin NP-Cristália®) e xilazina (30 mg/kg, Xilazin-Syntec do Brasil®) 

por via intraperitoneal até cessação dos batimentos cardíacos. Imediatamente após o 

sacrifício, os animais foram abertos por toracotomia, canulados no ventrículo 

esquerdo e, após abertura do átrio direito e clampeamento da aorta descendente, 

foram perfundidos continuamente com 300ml de solução salina (PBS) resfriada. 

Em seguida, os animais foram perfundidos com 300ml de solução fixadora que 

consistia em 4% de paraformaldeído diluído em solução tampão fosfato resfriada 

(0,1M; pH 7,4), preparada no dia anterior. Após esses procedimentos, as medulas 

foram removidas e cortadas 1,0 cm acima e 1,0 cm abaixo do ponto da lesão, por 

extensão da laminectomia prévia. Assim, os seguimentos das medulas extraplantadas 

foram congelados por submersão em solução de congelamento (Tissue Freezing 

Medium- Leica®, Wetzlar, Alemanha) e guardadas em freezer a -80Cº. Antes da 

marcação imuno-histoquímica, as medulas foram cortadas em 3 séries, em cortes de 

60 μm de espessura, em criostato (Leica, CM3050, Leica®, Wetzlar, Alemanha). 

 
1.4.6 Imuno-histoquímica 

 
 

Para tanto, foi escolhido o anticorpo primário NeuN-monoclonal (1: 1.000; 

Millipore®-MAB377, host Specie: Mouse, Burlington, Massachusetts, EUA) para a 
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marcação de núcleos de neurônios. Como marcador secundário foi utilizado o Alexa 

488-policlonal (Molecular Probes®, host Specie: Goat, Estados Unidos). 

 
1.4.6.1 Hematoxilina e eosina 

 
 

Previamente à realização dos cortes do material, foi realizada a gelatinização 

das lâminas, a fim de evitar que o material cortado se deslocasse pela extensão desta. 

Tendo finalizado o processo de gelatinização, os materiais foram submetidos a cortes 

de 15 µm de espessura em criostato (Leica, CM3050, Leica®, Wetzlar, 

Alemanha), seguido de um desbaste de 60 µm, sendo pego sempre o primeiro corte 

de após o desbaste, e, assim, até o fim do material. 

Seguindo esses procedimentos, os cortes de foram submetidos à desidratação 

por meios de banhos sucessivos de álcool etílico nas concentrações de 70%, 80%, 90% 

e  100%, seguidos por dois banhos de xilol, durando 5 minutos cada etapa, como 

preparação do tecido para a aplicação dos corantes. As lâminas foram observadas 

em microscópio óptico de luz comum. 

 
1.4.6.2 Imunofluorescência 

 
 

Outro conjunto de cortes foi lavado em solução tampão (PBS) e incubado 

durante uma hora em solução de bloqueio (4% soro de cabra) e PBS +0,1% de Triton 

X-100. 

A seguir foi aplicado o anticorpo primário anti-NeuN por um período de 24 horas 

a uma temperatura de 8 °C em shaker.  A seguir, os cortes foram lavados por 5 vezes 

em PBS por 10 min cada lavagem e foi aplicado o anticorpo secundário Alexa Flour 

488 respectivamente, seguido de incubação de 24 horas a 8 graus em shaker. Por 

fim, as lamínulas foram montadas sobre as lâminas contendo flourescent mounting 

médium (Dako), fotografadas em microscópio de epifluorescência (Zeiss Axio Imager 

A2, Carl Zeiss, Alemanha) e analisadas via software (Zen blue, Carl Zeiss, Alemanha). 
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1.4.7 Análise estatística 
 

Para análise estatística utilizamos o software JMP14.0 (SAS Institute, 

California, EUA) e para a configuração dos gráficos utilizamos o programa GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Holdings®, Califórnia, EUA). 

Com relação aos testes utilizamos o de Anderson-Darling para avaliação de 

normalidade da distribuição dos dados. Dessa forma, analisamos os dados 

paramétricos por meio de ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. Os dados não-

paramétricos foram comparados pelos testes de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste 

de Dunns, nos quais foram aceitas como variações significativas aquelas em que a 

diferença entre os grupos resultaram em um p menor ou igual a 0,05. 
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1.5 Desenvolvimento do estimulador implantável 

 
 

Essa etapa foi realizada no Laboratório de Microeletrônica do Departamento de 

Engenharia Elétrica da Escola Politécnica da Universidade de São Paulo, sob 

supervisão e chefia do Prof. Dr. Marcelo Nelson Páez Carreño. 

 
 

1.5.1 Determinação dos parâmetros de estimulação 

 
 

Para o cumprimento do presente projeto, surgiu a necessidade de 

desenvolvimento de um estimulador elétrico totalmente implantável, apto a liberar 

correntes fisiológicas de maneira estável e biologicamente seguro, ou seja, com 

revestimento adequado da bateria para evitar intoxicação metálica, segundo 

parâmetros pré-definidos na literatura (Gerasimenko et al., 2006; Gerasimenko et al., 

2007; Lavrov, Courtine et al., 2008; Lavrov et al., 2008; Harkema et al., 2011; Shah and 

Lavrov 2017; Gill et al., 2020). Em termos de características elétricas do estímulo, foi 

preconizado para o presente trabalho a intensidade de estímulo de aproximadamente 

100mV, frequência de 30 a 40 Hz, formato de onda monofásica retangular e largura 

de pulso de 500µs. 

 
1.5.2 Determinação do microcontrolador 

 
 

Para a escolha do chip utilizado, foi estabelecido que este deveria atender 

alguns requisitos tais como: baixo custo, possibilidade de programação, apresentar 

pequenas dimensões, necessidade mínima de componentes externos, baixo consumo 

de energia, tensão de funcionamento baixa, apresentar sistemas de gerenciamento 

de clock, apresentar sistemas de gerenciamento de energia e modos de suspensão e 

ter sistemas de segurança contra perda de programação. 

Considerando esses pré-requisitos, a arquitetura foi baseada no 

microcontrolador da família MegaAVR (Atmel®), dado que esta família de 

microcontroladores atende a todos os requisitos exigidos pelo trabalho. 
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1.5.3 Determinação dos componentes eletrônicos 

 
 
 

Embora o microcontrolador escolhido atenda aos requisitos do projeto, em um 

primeiro momento, existiu a necessidade de alguns componentes externos para o 

pleno funcionamento do circuito. Desta forma, além do microchip, houve a 

necessidade da adição de capacitores, os quais foram responsáveis por realizar o 

desacoplamento da energia de rádio frequência do sistema, resistores tanto para 

divisão de tensão de saída como para realizar o pull up e cristal oscilador para 

determinar o ciclo de clock. 

 
1.5.3.1 Otimização do circuito eletrônico 

 
 

Devido ao tempo de avaliação dos animais e como se optou por utilizar apenas 

uma bateria do modelo 2032 para alimentar o sistema, foi necessária a reconfiguração 

do circuito eletrônico, a fim deste consumir uma menor quantidade de energia. 

Dessa forma, buscando atingir tal meta, efetuaram-se aprimoramentos no hardware do 
dispositivo, resultando na eliminação dos capacitores de desacoplamento, do cristal 
oscilador externo e na reconfiguração dos fusos. Essas alterações possibilitaram ao 
sistema operar plenamente com uma quantidade mínima de tensão, viabilizando a 
administração da estimulação elétrica ao longo do período de estudo.  
 

1.5.4 Desenvolvimento do código-fonte 

 
 

O desenvolvimento do código-fonte foi baseado inteiramente em linguagem de 

programação C++, sendo que em um primeiro momento o código se deu por meio da 

utilização de bibliotecas específicas suportadas pelo microcontrolador. No processo 

de elaboração do código de programação foram estabelecidas as tensões de trabalho, 

frequência de estímulos, formatos de onda, modos de suspensão e ativação, tempo de 

trabalho e ativação e/ou desativação de portas digitais e analógicas. 
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1.5.4.1 Otimização do software 

 

Esse objetivo foi alcançado através da implementação de lógicas de 

programação e da alteração de fusos como: deepsleep, watchdog timer, desativação 

de portas logicas, alteração do clock do sistema, tudo através do programa Progisp 

(versão 1.72) e da interface de comunicação ISP (AVR USBASP). 

 
 

1.5.5 Simulação virtual de viabilidade do circuito 

 
 

Após a elaboração do código-fonte e com o intuito de testar a viabilidade do 

circuito desenvolvido e da segurança do código-fonte, foi criado um ambiente de 

simulação virtual, por meio do programa de simulação de circuitos elétricos, Proteus 

Design Suite, versão 8.6 (Labcenter Eletronics Ltd®). Neste software foi simulado todo 

o circuito eletrônico, considerando todos os componentes já descritos. 

 
1.5.6 Simulação do layout do circuito e implante 

 
 

Para a efetividade do desenvolvimento do sistema implantável e principalmente 

devido às pequenas dimensões do animal, foi necessária a elaboração de um layout 

compatível tanto com circuito eletrônico quanto com as dimensões do animal. Para 

isso, foi realizado um estudo e simulações sobre o melhor modo para a interligação 

dos componentes eletrônicos da placa e do eletrodo de implante propriamente dito. 

Para essa interligação elétrica foi utilizado o Proteus Design Suite, versão 8.6 

(Labcenter Eletronics Ltd®), o qual dispõe de diversos mecanismos de roteamento de 

trilhas de cobre. Após isso, foi desenvolvido o formato do implante, o qual teve como 

objetivo a acomodação de toda a parte eletrônica, assim como o sistema de 

alimentação do circuito. Assim sendo, ficou definido que o sistema completo seria 

composto por três módulos interdependentes, em que o primeiro compreendia o 

circuito propriamente dito, o segundo o sistema de alimentação e por último o eletrodo 

de estimulação. Todos esses módulos foram projetados para serem interligados via 

cabos subcutâneos. 

O desenvolvimento do eletrodo de estimulação foi baseado no trabalho de Gad, 

Choe et al. (2013), sendo desenvolvido por meio do software Inventor versão 2019 
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(AutoDesk®). Após todos esses procedimentos e testes de viabilidade em ambiente 

virtual, deu-se início aos trabalhos de construção e aos testes em bancada. 

 
1.5.7 Determinação dos materiais da placa base 

 
 

Para construção do estimulador os materiais teriam que apresentar baixo custo, 

fácil aquisição, disponibilidade no mercado nacional, boa flexibilidade, espessura 

adequada, biocompatibilidade, condução elétrica adequada, capacidade de suportar 

temperaturas de até 400 °C (necessárias para a solda dos componentes eletrônicos) e 

permitir a utilização de isolante elétrico-biológico ao final da construção. 

A partir desses pré-requisitos e após diversas tentativas e testes, foi escolhido 

como material para a construção, um composto formado por polímero de Poli-imida 

recoberto com uma fina camada de cobre cuja espessura total foi menor que 100 µm 

e atendia todos os requisitos necessários para o início dos testes de bancada. 

 
1.5.8 Construção do protótipo 

 
 

1.5.8.1 Integração dos projetos físico e elétrico 

 
 

O primeiro passo da construção do protótipo foi a integração dos projetos de 

roteamentos de trilhas com o formato físico do implante. Esses passos foram unidos 

por meio do Proteus Design Suite, versão 8.6 (Labcenter Eletronics Ltd®). Após a 

integração do projeto e a acomodação das trilhas de cobre no espaço do dispositivo, 

esses arquivos foram exportados sob a forma de negativos e submetidos à impressão 

fotolitográfica de alta resolução em papel acetato. 

 
 

1.5.8.2 Aplicação da película fotossensível 

 
 

Em paralelo, a folha de Poli-imida cobreada foi submetida a uma limpeza 

utilizando-se água e sabão para remoção de impurezas sobre as faces. Seguindo, o 

substrato cobreado foi submetido a limpeza com álcool etílico 70%, 80%, 90% e 100%, 

respectivamente, e, por último, com álcool metílico, a fim de remover qualquer tipo 

deimpurezas orgânicas e inorgânicas, preparando, assim, a folha para a aplicação da 

película fotossensível. 
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O dry film ou película fotossensível é um composto azulado que se enrijece 

quando exposto à radiação ultravioleta. Todo o processo de aplicação do dry film foi 

realizado em sala limpa, livre de radiação ultravioleta e submerso em água. Assim, a 

aplicação do filme fotossensível se deu em uma cuba plástica contendo água ultrapura 

onde foi submersa a folha de Poli-imida cobreada, seguida da aplicação do filme 

fotossensível na camada que continha o metal. Todas as bolhas foram retiradas, 

garantindo assim a adesão adequada entre o dry film e a camada de cobre. Após esse 

procedimento, o novo composto formado foi submetido a uma prensa de rolo 

aquecida, a fim de retirar a umidade e garantir melhor adesão. 

 
1.5.8.3 Transferência do circuito para a camada de cobre 

 
 

Após aplicado o filme fotossensível sobre o cobre, iniciou-se a transferência do 

circuito elétrico contendo o layout das trilhas e pontos de solda dos componentes. Para 

isso a folha de cobre foi posicionada em uma superfície plana e acima do conjunto 

cobre-dry Film foi colocado o papel de fotolitografia contendo o negativo do circuito. 

Para garantir o posicionamento desses elementos foi colocada uma placa de vidro 

transparente, pressionando tudo contra a superfície plana. 

Após isso, foi utilizada uma lâmpada de radiação ultravioleta de 40 watts de 

potência a uma distância de 15 cm da superfície superior do vidro. Em seguida, a 

lâmpada foi ligada e expôs o dry film a radiação UV por um período de 40 segundos. 

Após esse período a lâmpada foi desligada, o vidro e o fotolito foram retirados, 

restando apenas o composto de cobre com a tinta sensibilizada nos pontos de 

interesse. 

 
1.5.8.4 Revelação e corrosão da Poli-imida cobreada 

 
 

Para remoção da porção não sensibilizada do filme fotossensível, a folha obtida 

na etapa anterior foi submersa em solução composta de 100ml de água destilada e 

10g de carbonato de sódio (Na₂CO₃), até que toda a parte não curada do filme tivesse 

sido removida, restando apenas as regiões de interesse. 
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Terminada essa etapa, o produto resultante foi submetido a uma solução de 

40% de percloreto de ferro (FeCl3), cuja função foi remover todo o cobre exposto, 

permanecendo apenas aquele de interesse, ou seja, que o filme fotossensível curado 

estava protegendo. 

Após a remoção do cobre, o produto dessa etapa foi novamente submetido à 

solução de água e carbonato de sódio.No entanto, na proporção de 50% e sobre atrito 

manual, até que todo o dry film fosse removido, restando como produto final o layout 

das trilhas e os pontos de solda do circuito final no cobre. 

 
1.5.8.5 Limpeza e solda dos componentes eletrônicos 

 
 

Tendo finalizado a transferência do circuito, este foi novamente submetido à 

limpeza com álcoois 70%, 80%, 90%,100% e álcool metílico, a fim de remover 

quaisquer resíduos das etapas posteriores. 

Assim foi iniciada a soldagem dos componentes do dispositivo. Todo o processo 

foi realizado de forma manual, utilizando a estação de solda e retrabalho Yaxun 

(Yaxun 886d+, Yaxun, China), solda de estanho sem chumbo, pasta de solda, pinças 

oftalmológicas, fita Kapton e componentes eletrônicos SMD. 

 
1.5.9 Teste de funcionabilidade do protótipo 

 
 

Para os testes de bancada, o protótipo construído foi alimentado com uma 

tensão de 3 volts, fornecido por uma fonte de bancada. Também foi utilizado 

osciloscópio HM407-2 (HAMEG®), a fim de conferir: formato de onda, tensões pico- 

a-pico, tensões médias, frequência de estimulação e artefatos indesejáveis. Além 

disso, um multímetro Fluke 115 (Fluke®) foi utilizado para verificar as características 

dos componentes elétricos e o consumo de energia e integridade das trilhas de cobre. 

 
1.5.10 Teste de viabilidade do sistema de alimentação do circuito 

 
 

O teste de viabilidade do sistema de alimentação consistiu na simulação 

utilizando o ambiente virtual do software Proteus Design Suite. Assim, foi simulado um 

circuito cujas características elétricas eram similares às observadas no ambiente 

biológico ao qual o protótipo se destinava. Com isso, foi verificado que uma fonte 

contento no mínimo 3 volts de tensão era necessária para o pleno funcionamento de 

todo o sistema e que um circuito com resistência de 50 kΩ conseguia simular o 
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ambiente de implante. 

Na sequência, partiu-se para o teste físico do sistema de alimentação por meio 

da utilização de uma bateria do tipo moeda (2032- Sony). Assim todo o circuito foi 

avaliado e validado quanto ao seu funcionamento. 

 
1.5.11 Determinação dos materiais de isolamento elétrico 

 
 

Devido ao ambiente úmido do organismo animal e como o sistema seria 

totalmente implantável, foi necessário o desenvolvimento de uma solução capaz de 

isolar totalmente os circuitos eletrônicos e de alimentação do organismo animal. 

Dessa forma foi possível evitar eventuais curtos-circuitos ou extravazamentos de 

materiais metálicos que poderiam levar à morte dos animais. 

Para sanar esse problema foi aplicado, inicialmente sobre toda a superfície do 

dispositivo uma camada de polivinilsiloxano. Esse material tem como características 

principais a formação de uma barreira impermeável, sólida, flexível e com capacidade 

de isolamento elétrico, além de apresentar biocompatibilidade. Ao final dos testes 

biológicos, optamos por utilizar como isolante elétrico o silicone elastômero dimetil 

polissiloxano, devido a vantagens em modo de aplicação, tempo de cura, versatilidade 

e biocompatibilidade. 

 
1.5.12 Teste de isolamento elétrico in vitro 

 
 

Tendo aplicado tal composto sobre o circuito, este foi submetido a uma imersão 

em um ambiente aquoso, com pH neutro, temperatura de 50  °C por um período de 24 

horas, seguido de outra imersão similar, em ambiente ácido, pelo mesmo período. 

Estes testes buscavam avaliar a capacidade de isolamento elétrico e de 

impermeabilidade do polímero de isolamento sobre situações de normalidade e ataque 

do sistema imunológico do animal frente ao implante. 

Passado o período de imersão, o dispositivo foi retirado deste ambiente. Todo 

o seu isolamento foi removido e submetido a avaliações de possíveis infiltrações 

no circuito elétrico, de integridade no funcionamento deste. Tendo finalizado essa 

etapa, os dispositivos seguiram para os testes In Vivo. 
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1.5.13 Teste de viabilidade biológica do sistema in Vivo 

 
 

A fim de avaliar a integridade, versatilidade do dispositivo e possíveis intercorrências 
no procedimento cirúrgico, foram produzidos 3 dispositivos para o implante em 3 
ratos Wistar, machos, pesando cerca de 270 gramas, sem lesão medular, 
observados por um período de 30 dias e submetidos aos testes comportamentais, a 
fim de se verificar a adaptabilidade e conforto do animal com o sistema implantado, 
bem como possíveis reações inflamatórias nos tecidos peri- implante após o 
sacrificio. Para os procedimentos cirúrgicos os animais foram acomodados sobre uma 
plataforma aquecida (Insight- EFF421- Insight®, São Paulo, Brasil). Em seguida, foi 
realizada uma incisão longitudinal mediana da pele na topografia de T8 a T12, 
afastando cuidadosamente a musculatura paravertebral das lâminas vertebrais, 
seguindo-se a laminectomia T10, expondo-se a dura-máter intacta. Em seguida foi 
realizado o implante do eletrodo de estimulação, o qual foi posicionado manualmente 
sobre a camada epidural, na região medial da medula espinal com polos de 
estimulação, catodo e anodo, de forma rostral e caudal, respectivamente. O circuito 
principal do estimulador e sua bateria foram alocados paralelamente na região dorsal 
da coluna vertebral. No pós-operatório foi feita analgesia via Tramadol intramuscular 20 
mg/kg, de 12/12 horas, por no mínimo de 7 dias. O esvaziamento vesical foi realizado 
duas vezes ao dia até o retorno da função, se necessário.  
 
 

1.5.14 Avaliações pré e pós cirúrgicas 

 
 

Para a avaliação comportamental, foram realizados os seguintes testes, 

sempre um 1 dia antes, 1 uma semana depois da cirurgia e semanalmente até o 

sacrifício: 

• Índice BBB: a fim de estimar a avaliação locomotora dos ratos. 

• Plano inclinado: cujo objetivo é investigar alterações de força e resistência 

muscular. 

• Open Field: cuja função é avaliar a atividade motora, no tocante ao 

deslocamento, nos eixos X, Y e Z. 

 
1.5.15 Metodologia de sacrifício 

 
 

Após o período de estudo, os animais foram anestesiados com cetamina (300 

mg/kg, Ketamin NP-Cristália®) e xilazina (30 mg/kg, Xilazin-Syntec do Brasil®) por via 

intraperitoneal até cessação dos batimentos cardíacos. Imediatamente após o 

sacrifício, os animais foram abertos por toracotomia, canulados no ventrículo 

esquerdo e, após abertura do átrio direito e clampeamento da aorta descendente, 

foram perfundidos continuamente com 300ml de PBS resfriado, seguido por 300ml de 

paraformaldeído a 4% fresco e resfriado. 
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A medula espinal foi removida e cortada 1,5 cm acima e 1,5 cm abaixo, por 

extensão da laminectomia prévia. Por fim, a avaliação histológica foi feita por meio de 

hematoxilina/eosina. A imunofluorescência da medula espinal foi realizada por meio 

do anticorpo primário anti- NeuN monoclonal (1: 1.000; Millipore®-MAB377, host 

Specie: Goat, Burlington, Massachusetts, EUA) e 488 (Molecular Probes®). 

 
1.5.16 Avaliações Post-Mortem 

 
 

1.5.16.1 Teste de integridade do circuito 

 
 

Após o sacrifício dos animais, os dispositivos eletrônicos foram retirados, 

lavados, seu isolamento externo retirado e, assim, foi realizada a avaliação por meio 

observacional, buscando pontos de infiltração de material biológico, quanto possíveis 

oxidações. Além disso, esses dispositivos foram submetidos a testes de bancada, a 

fim de avaliar a funcionalidade do sistema e estabilidade de funcionamento. 

 
1.5.16.2 Avaliações biológicas 

 
 

A avaliação biológica foi por imunofluorescência da medula espinal realizada 

com o seguinte marcador: NeuN (Millipore®); 488 (Molecular Probes®) e por 

imunohistoquímica por meio da coloração de Hematoxilina e Eosina. Ambas as 

técnicas  tinham como objetivo avaliar as alterações celulares, assim como a extensão 

e as características da lesão. 

Adicionalmente, o tecido celular subcutâneo, muscular e osteo-vertebral ao 

redor dos materiais implantados foram visualmente inspecionados, a fim de se notar 

possíveis sinais de inflamação ou infecção. 

 
1.5.17 Determinação estatística 

 
 

Para análise estatística utilizamos o software JMP14.0 (SAS Institute, 

California, EUA) e para configuração dos gráficos utilizamos o programa GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Holdings®, California, EUA). 

Com relação aos testes utilizamos o teste de Anderson-Darling para avaliação 

de normalidade da distribuição dos dados e, assim, analisamos os dados paramétricos 

por meio de ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni e os dados não paramétricos 

com Kruskal-Wallis, seguido dos pós-teste de Dunns, tendo sido aceitas como 
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variações significativas aquelas em que a diferença entre os grupos resultassem em 

um p menor ou igual a 0,05. 

Todas as etapas descritas nesse projeto, desde o planejamento, execução, 

testes virtuais e de bancada, testes in vivo até a análise de dados, sem exceção, foram 

feitas por mim, doutorando Leonidas Gomes Angelin, sem ajuda direta. 

 

1.6 Avaliação de eficácia da eletroestimulação epidural medular 

 
 

1.6.1 Determinação dos grupos de animais 

Os animais selecionados para a fase 3, todos machos Wistar de 300 a 340 

gramas, foram divididos nos seguintes grupos: 

• Grupo controle (n=15): animais não foram submetidos a nenhum tipo de 

procedimento cirúrgico. 

• Grupo Sham (n=15): animais submetidos ao procedimento de laminectomia a 

nível de T9 e implante do dispositivo de estimulação elétrica. 

• Grupo Lesão (n=15): animais submetidos aos procedimentos de laminectomia 

a nível de T9 e lesão medular. 

• Grupo Lesão e estimulação (n=15): animais submetidos a laminectomia a nível 

de T9, lesão medular, e a estimulação elétrica epidural medular. 

 
 
1.6.2 Procedimento de lesão medular 

 
 

Os animais (n=45) foram anestesiados via injeção intraperitoneal com cetamina 

(100 mg/kg, Ketamin NP-Cristália®) e xilazina (10 mg/kg, Xilazin-Syntec do Brasil®). 

Em seguida foram acomodados sobre uma plataforma aquecida a temperatura 

aproximada de 38Cº (Insight- EFF421- Insight®, São Paulo, Brasil). Após a 

acomodação, foi realizada a assepsia da região dorsal via aplicação de gaze 

embebida de solução de iodopovidona na concentração de 10%, seguida de uma 

incisão longitudinal mediana da pele na topografia de T8 a T12, afastando 

cuidadosamente a musculatura paravertebral das lâminas vertebrais, seguindo-se a 

laminectomia em T9 e expondo-se a dura-máter intacta. 

Em seguida, os animais foram acondicionados no aparelho estereotáxico, 

fixados pelas vértebras superior e inferior em relação à laminectomia. O dispositivo de 

lesão Benchmark Stereotaxic Impactor- Impact One® (Leica Biosystems Richmond 

inc®, Estados Unidos da América - EUA) foi configurado para aplicar a seguinte lesão 
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nos grupos lesão e lesão com estimulação: ponta de impacto 2mm de diâmetro; 

velocidade de impacto 5 m/s; profundidade de lesão a partir da superfície da medula 

2 mm e tempo de permanência da ponta de impacto no local da lesão 0,1 ms, 

conforme modelo de lesão grave estabelecido na fase anterior. No pós-operatório foi 

feita analgesia via Tramadol intramuscular 20 mg/kg, de 12/12 horas, por no mínimo 

7 dias. O esvaziamento vesical foi realizado duas vezes ao dia até o retorno da função, 

se necessário. 

 
1.6.3 Avaliação funcional 

 
 

Após os procedimentos cirúrgicos, deu-se início ao processo de avaliação 

motora e comportamental, o qual teve uma duração de 8 semanas cuja contagem foi 

iniciada no dia seguinte ao da realização dos procedimentos cirúrgicos. 

 
1.6.4 Implante do estimulador medular 

 
 

30 Ratos Wistar machos, pesando entre 300 e 340g, referente ao grupo lesão 

e estimulação, foram anestesiados   via injeção intraperitoneal com cetamina (100 

mg/kg, Ketamin NP-Cristália®) e xilazina (10 mg/kg, Xilazin-Syntec do Brasil®). Os 

animais foram acomodados sobre uma plataforma aquecida (Insight- EFF421- 

Insight®, São Paulo, Brasil). 

Passados sete dias da lesão, estes animais foram novamente submetidos à 

anestesia via injeção intraperitoneal com cetamina (100 mg/kg, Ketamin NP- 

Cristália®) e xilazina (10 mg/kg, Xilazin-Syntec do Brasil®). A incisão longitudinal 

mediana da pele na topografia de T8 a T12 foi reaberta e realizou-se o implante do 

dispositivo no espaço epidural. O implante foi realizado no sentido crânio-caudal, 

começando na vértebra T10 e avançando até o nível de T13. Após o posicionamento 

preciso do eletrodo de estimulação, a haste de fixação foi cuidadosamente afixada na 

fáscia das bordas laterais das vértebras com o objetivo de evitar qualquer 

deslocamento crânio-caudal indesejado. Para garantir ainda mais segurança, todo o 

aparato do gerador, incluindo a bateria, foi alocado e fixado no tecido subcutâneo da 

região dorsal do tórax do animal, e fixado nas fáscias adjacentes, evitando qualquer 

deslocamento supero-inferior ou latero-lateral, o que poderia comprometer o 

procedimento. Essa fixação cuidadosa é importante para garantir que a estimulação 

seja aplicada de forma consistente e precisa no local desejado, sem causar danos ao 

animal ou aos tecidos circundantes. Também é importante que o gerador e a bateria 
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não se movam para outras áreas do corpo do animal, o que poderia afetar a 

eficácia da estimulação ou causar desconforto. 

Após a conclusão dos procedimentos cirúrgicos, os animais foram 

cuidadosamente colocados em suas caixas individuais e mantidos aquecidos até que 

a anestesia fosse totalmente dissipada. Posteriormente, foram submetidos a uma 

limpeza diária da área cirúrgica, utilizando uma solução de soro fisiológico e 

iodopovidona, a fim de garantir uma recuperação saudável e segura. Este processo 

de higienização foi realizado regularmente até a completa cicatrização do tecido 

cutâneo, assegurando assim a impossibilidade de infecções. Quanto à analgesia, foi 

feita via Tramadol intramuscular 20 mg/kg, de 12/12 horas, por um mínimo de 7 dias. 

 
1.6.5 Avaliações pré e pós cirúrgicas 

 
 

No dia anterior ao do procedimento cirúrgico de lesão, todos os animais 

passaram por uma série de avaliações, incluindo OpenField, Plano Inclinado, BBB e 

aferição de peso. 

Após o procedimento cirúrgico de implante e durante as 8 semanas, todos os 

animais foram avaliados 3 vezes por semana através do índice BBB e medida de peso 

corpóreo. 

No dia anterior ao do sacrifício, ou seja, ao final das 8 semanas de estudo, os 

testes de OpenField, Plano Inclinado, BBB e aferição de peso foram repetidos, a fim 

de avaliar a evolução dos animais desde o início do estudo até o momento do 

sacrifício. 

 
1.6.6 Metodologia de sacrifício 

 
 

Após o período de estudo, os animais foram anestesiados com cetamina (300 

mg/kg, Ketamin NP-Cristália®) e xilazina (30 mg/kg, Xilazin-Syntec do Brasil®) por via 

intraperitoneal até cessação dos batimentos cardíacos. Imediatamente após o 

sacrifício, os animais foram abertos por toracotomia, canulados no ventrículo 

esquerdo e, após abertura do átrio direito e clampeamento da aorta descendente, 

foram perfundidos continuamente com 300ml de PBS resfriado, seguido por 300ml de 

paraformaldeído a 4% fresco e resfriado. A medula espinal foi removida e cortada 1,5 

cm acima e 1,5 cm abaixo, por extensão da laminectomia prévia. A seguir, em 

criostato, foram feitos cortes de 60µm micrometros por toda extensão do órgão. 
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1.6.7 Avaliações Post-mortem 

 
 

1.6.7.1 Teste de integridade do circuito 

 
 

Após o sacrifício dos animais, os dispositivos eletrônicos foram retirados, 

lavados e seu isolamento externo retirado. Assim, foi realizada a avaliação por meio 

observacional, buscando pontos de infiltração de material biológico, quanto possíveis 

oxidações. Além disso, esses dispositivos foram submetidos a testes de bancada, 

objetivando avaliar a funcionalidade do sistema. 

 
1.6.7.2 Imunofluorescência 

 
 

A marcação por imunofluorescência da medula espinal foi realizada com os 

seguintes anticorpos primários: NeuN (Millipore®); sinaptofisina (Millipore®), 

revelados com Alexa Flour 595 – Monoclonal (1:200, Molecular Probes®, Host Specie: 

Rat) e 488-policlonal (1: 200, Molecular Probes®, host Specie: Goat, Estados Unidos). 

 
1.6.8 Análise estereológica 

 
 

Para quantificação das células positivas para determinado marcador foram 

desenhadas as áreas de interesse, envolvendo os dois cornos anteriores medulares e 

a região central da medula. As áreas foram, automaticamente, escaneadas no 

microscópio de Zeiss Axio Imager A2 e as células positivas em cada campo visual 

foram determinadas de maneira semiautomática, usando-se para tanto uma série de 

15 cortes de 15 animais de cada grupo, calculando-se as células positivas totais por 

animal de acordo com a fórmula de Abercrombie, cuja equação é apresentada abaixo: 

𝑃 = 𝑀/(𝐷 + 𝑀) 𝐴. 𝑁 

Onde P representa o total de células, M= espessura do corte, D= diâmetro 

médio de células positivas, A= número de contagem de células e N= número de series. 
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1.6.9 Análise de intensidade de imunofluorescência 

 
 

Para a análise da intensidade do sinal fluorescente foram selecionadas 300 

imagens de microscopia de epifluorescência por grupo. Em cada imagem a 

intensidade luminosa por pixel foi calculada. Foram definidas duas Regiões de 

Interesse (ROI) para cada imagem: a primeira ROI, representando a imagem completa 

(ROIT, ROI total), e a segunda ROI, englobando uma área correspondente a 10% do 

menor sinal (ROIB, ROI de background). Assim, o ROI final em cada caso foi obtido 

subtraindo-se o valor da ROI de fundo (ROIB) do valor da ROI total, conforme 

demonstrado na seguinte equação: 

 
𝑅𝑂𝐼𝑓 = 𝑅𝑂𝐼𝑡 − 𝑅𝑂𝐼𝑏 (2) 

 
 

1.6.10 Determinação estatística 

 
 

Para análise estatística utilizamos o software JMP14.0 (SAS Institute, 

California, EUA) e para configuração dos gráficos, utilizamos o programa GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Holdings®, California, EUA). 

Com relação aos testes utilizamos o teste de Anderson-Darling para avaliação 

de normalidade da distribuição dos dados. De acordo com essa análise, analisamos 

os dados paramétricos por meio de ANOVA, seguido do pós-teste de Bonferroni. Os 

dados não paramétricos com Kruskal-Wallis, seguido dos pós teste de Dunns, 

permitiram aceitar como variações significativas aquelas em que a diferença entre os 

grupos resultassem em um p menor ou igual a 0,05. 
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RESULTADOS 

 

1.7 Estudo de padronização da lesão 

 
 

Todos os animais submetidos a um dos três protocolos de lesão apresentaram 

os aspectos típicos daqueles observados em pacientes com lesão medular, ou seja, 

inicialmente uma paralisia flácida com ausências dos reflexos espinhais e dos reflexos 

vesicais, além de inexistência da atividade motora voluntária. Após cerca de 7 dias, 

esses achados foram dando lugar a algum tipo de recuperação motora e retorno das 

funções vesicais em níveis diferentes, devido aos protocolos distintos, progredindo de 

cranial para caudal, de maneira descendente. De forma contrária, os animais 

submetidos apenas à laminectomia não apresentaram quaisquer prejuízos funcionais, 

queira quanto à motricidade ou quanto à sensibilidade, funções vegetativas ou 

reflexas. 

 
1.7.1 Resultados comportamentais 

 
 

1.7.1.1 Índice BBB 

 
 

Através da escala de evolução de recuperação motora, índice BBB, foi 

observado que os animais do grupo controle não apresentaram prejuízo quanto à 

atividade motora. Durante todo o estudo, esses animais obtiveram um score máximo 

de 21, o que reflete a ausência de lesão medular consistente. No entanto, todos os 

grupos de animais submetidos à lesão medular (leve, moderada e grave) 

apresentaram diferenças estatísticas em relação ao grupo controle, imediatamente 

após o procedimento de lesão (Fig.1). 

A análise da evolução da recuperação espontânea dos grupos de animais 

submetidos à lesão medular mostrou que um dia após o procedimento todos os 

animais obtiveram um score de BBB de 0. As análises semanais subsequentes 

mostraram que, ao final da primeira semana, os animais do grupo de lesão moderada 

e grave alcançaram um score máximo de BBB de 1, enquanto o grupo de lesão leve 

obteve um score de aproximadamente 2. No entanto, não foram observadas 

diferenças estatísticas entre esses grupos (Fig.1). 
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Ao final da segunda semana, os resultados mostraram que os grupos de lesão 

leve e moderada apresentaram uma evolução mais evidente e pronunciada, o que 

lhes conferiu um índice BBB de aproximadamente 6. Esses grupos continuaram sua 

recuperação de forma semelhante e sem diferenças estatísticas até o final do estudo, 

alcançando um score máximo de BBB de 9 para o grupo de lesão leve e de 11 para o 

grupo de lesão moderada (Fig.1 -traçados preto e azul). 

Por outro lado, os animais do grupo de lesão grave apresentaram uma evolução 

menos pronunciada que os demais grupos lesionados, refletindo em um score BBB 

de aproximadamente 2 no final da primeira semana. Continuando as análises, 

observou-se que os animais deste grupo seguiram uma evolução pouco pronunciada 

e quase linear entre a segunda e a terceira semanas do estudo. A partir da quarta 

semana, foi observada uma diferença estatística significativa entre este grupo (2,8 ± 

1, p = 0,0022) e os grupos de lesão leve (6 ± 6) e moderada (8 ± 2) Fig.1. 

 
Figura 1 - Índice BBB 

 

 

 
Figura 1 - Teste de gravidade da lesão medular. Evolução do índice BBB ao longo de 8 semanas de 
observação entre os grupos controle, lesão leve, moderada e grave, notando-se substancial evolução 
no grupo lesão moderada e leve a partir da 2º semana, alcançando 9 e 11 pontos na escala BBB, 
respectivamente. O grupo lesão grave apresentou discreta evolução durante todo estudo, alcançando 
score máximo 5 no índice BBB. * Diferença estatística entre os grupos submetidos a lesão P<0,0022. 
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1.7.1.2 Peso corpóreo 

 
 

Quanto à evolução do peso dos animais a partir da lesão medular, todos os 

grupos lesionados apresentaram evolução semelhante, sem diferença estatística 

entre eles e todos diferentes do grupo controle p= 0,001 (média controle= 440 gramas 

(± 33), média lesão leve =346 gramas (± 18), média lesão moderada = 357 gramas (± 

28) e média lesão grave = 360 gramas (± 17), entre a segunda e a quinta semanas de 

observação (Fig. 2), período esse em que os animais lesados tiveram perda ponderal, 

em relação aos seus valores de base. 

Os resultados dos grupos lesados seguiram uma trajetória similar, partindo de 

350 gramas e iniciando uma queda desde a primeira semana de estudo, alcançando 

seu menor valor na terceira semana (330 gramas). A partir de então foi observada 

uma recuperação do peso com uma taxa de crescimento consistente, as quais 

superaram seus valores iniciais por volta da sexta semana, seguindo uma evolução 

de forma constante até o final do estudo. Quando comparados os valores iniciais e 

finais, verificou-se que os animais ganharam peso, alcançando uma média máxima 

de 380 gramas (± 18) (Fig. 2). 

Já com relação aos animais do grupo controle, esses apresentaram durante 

todo o período de estudo um ganho de peso importante, principalmente a partir da 

terceira semana, quando foi observado o aumento na taxa de crescimento das 

medidas peso, sendo que ao final do período de estudo esse grupo alcançou uma 

média de 480 gramas (Fig.2- traçado cinza). 
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Figura 2 - Peso corpóreo 

 

Figura 2 - Evolução de Peso ao longo de 8 semanas de duração, notando-se similaridade na perda de 
peso nos grupos lesão leve moderada e grave até a 3º, com ganho de peso idêntico a partir de então, 
até o fim do estudo. * Diferença estatística entre os grupos submetidos a lesão P<0,05. 

 

1.7.1.3 Função vesical 

 
 

Os resultados do estudo indicaram que o grupo controle não apresentou 

disfunção urinária ao longo do período de observação, enquanto os grupos 

submetidos à lesão medular apresentaram prejuízos na liberação de urina no dia 

seguinte à lesão, persistindo de 3 a 5 semanas até a completa recuperação da função 

vesical (Fig. 3). Observou-se uma evolução semelhante no retorno da atividade 

vesical nos grupos de lesão leve e moderada, iniciando-se desde a primeira semana 

e progredindo ao longo do tempo.  

Todos os animais do grupo lesão moderada recuperaram a plena função 

vesical no início da terceira semana, enquanto os do grupo lesão leve tiveram essa 

recuperação no início da quarta semana (Fig. 3). Já os animais do grupo de lesão grave 

apresentaram uma recuperação mais lenta, com ausência de melhora na liberação 

espontânea de urina na primeira semana, seguida de melhora consistente a partir da 

segunda semana, culminando na recuperação totalda capacidade de liberação da 

urina na quinta semana, conforme demonstrado na Fig. 3. 
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Figura 3 - Função vesical 

 

Figura 3 - Evolução da função vesical entre os grupos controle e lesados até a recuperação completa 
da função urinária; eixo Y: quantidade de retenção urinaria (UA); bexiga vazia (e.g.,0,0); bexiga 
moderadamente cheia (e.g.,0,5); bexiga completamente cheia (e.g., 1,0) Nota-se plena recuperação do 
grupo lesão moderada na 3º semana, do grupo lesão leve na 4º semana, e na 5º semana para o grupo 
lesão grave. # unidade arbitraria. 

 

 
1.7.1.4 Plano Inclinado 

 
 

Durante a realização de testes de plano inclinado foi possível observar que o 

ângulo de inclinação médio obtido pelo grupo controle foi de 80º (± 3), enquanto os 

grupos com lesões moderadas e leves apresentaram ângulos médios de 66º (±3) e 

64º (± 5), respectivamente. A partir desses resultados, foi possível identificar uma 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos lesão leve (média = 64 ± 5, p 

= 0,020) e moderada (média = 66 ± 3 p= 0,031) quando comparados ao grupo controle 

(média = 80 ± 3). No entanto, não foram identificadas diferenças estatisticamente 

significativas entre os dois grupos lesionados. 

Ao se comparar os grupos controle e lesão grave foi possível identificar uma 

diferença estatisticamente significativa, com uma média de 80º (± 3) de ângulo de 

inclinação para o grupo controle e de 54º (± 3) para o grupo de lesão grave, o que 

demonstra uma diferença mais expressiva quando comparada aos resultados dos 

demais grupos (p=0,0003). Assim os animais do grupo grave obtiveram pior resultado 

entre os três grupos lesados (Fig. 4). 
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Figura 4 - Plano inclinado 

 
 

 
Figura 4 - Teste de plano inclinado. Avaliação de resistencia muscular por meio do teste de plano 
inclinado após 8 semanas de estudo. Nota-se diferença estatística entre grupo controle e lesão leve e 
moderada e grupo lesão grave. * Diferença estatística com relação aos grupos controle p<0,02. ** 
Diferença estatística com relação aos grupos controle p<0,0003. Barra: erro padrão. 

 

1.7.1.5 Open field 

 
 

Os resultados do teste de open field indicaram que os animais pertencentes ao 

grupo de lesão leve (n=6) apresentaram diferença significativa (5988 ± 486-, 

centímetros) em relação ao grupo controle (3946 ± 458 centímetros) na avaliação da 

distância percorrida (p=0,003), conforme evidenciado na Figura 5. 

Por outro lado, os demais grupos estudados não apresentaram diferenças 

significativas em relação ao grupo controle. Os animais do grupo de lesão moderada 

(n=5) apresentaram uma distância percorrida de aproximadamente 4900 centímetros 

(± 461), enquanto os animais do grupo de lesão grave (n=5) apresentaram uma 

distância de 4100 centímetros (± 203). Não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas entre esses grupos e o grupo controle. 
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Figura 5 - Distância percorrida 
 
 

 
Figura 5 - Teste distância total via OpenField. Avaliaçao da distância máxima alcançada após 8 
semanas de estudo entre os grupos controle, lesão leve, moderada e grave. Nota-se diferença 
estatística entre os grupos grupo lesão leve e lesão controle. * Diferença estatística entre os grupos 
submetidos a lesão com relação ao grupo controle P<0,003. 

 
 

1.7.1.6 Apoio bípede 

 
 

A análise comportamental do teste de apoio bípede revelou que os animais 

submetidos aos protocolos de lesão medular apresentaram um desempenho 

significativamente inferior em comparação ao grupo controle. O grupo controle 

apresentou uma média de 25 (± 1) apoios bípedes, contra uma média de 6 (± 3 p= 

0,03) apoios bípedes do grupo lesão leve, 6 (± 3, p=0,02) do grupo lesão moderada e, 

por fim, com os piores desempenhos os animais do grupo lesão grave os quais não 

realizaram nenhum evento (p= 0,0001) apoio. Assim, todos os grupos apresentaram 

diferença estatística em relação ao grupo controle conforme evidenciado na Fig. 6. 
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Figura 6 - Apoio bípede 
 
 

 
Figura 6 - Contagem de apoio bípede após 8 semanas de observações. Nota-se diferença estatística 
significante entre os grupos lesão leve, moderada e grave contra o grupo controle. * Diferença 
estatística com relação ao grupo controle p<0,05. ** Diferença estatística com relação aos grupos 
controle p<0,0001. 

 

1.7.2 Resultados histológicos 

 
 

1.7.2.1 Caracterização da lesão 

 
 

A análise histológica permitiu a observação dos danos teciduais, causados em 

cada um dos parâmetros de lesão, tanto acima, no epicentro, quanto abaixo e acima 

do ponto de impacto. Inicialmente, utilizando a coloração com hematoxilina e eosina, 

foram observadas alterações teciduais gerais. Ao analisar os cortes histológicos no 

sentido cranial-caudal, foi possível notar que todos os animais lesados apresentaram 

alterações nos diâmetros do canal ependimário (asteriscos), localizados logo acima 

do epicentro da lesão. A partir daí, houve progressiva perda morfológica do órgão, 

somada a outras alterações teciduais (Fig.7). 

No epicentro da lesão, os animais dos grupos lesão leve e moderada 

apresentaram perda parcial da citoarquitetura medular, morfologia e células, com 

focos de infiltrado celular (setas). De forma mais pronunciada e como esperado, os 

animais do grupo lesão grave apresentaram danos mais graves com perda total da 

citoarquitetura e morfologia medular, somados a uma expressiva perda celular em toda 
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a área afetada pela lesão. De forma contrária, não foram observados danos teciduais 

nos animais do grupo controle (Fig.7). 

 
Figura 7 - Processamento histológico 

 

Figura 7 - Processamento histológico da medula espinhal. Coloração Hematoxilina e Heosina. Em A, B 
e C é observado o processamento histológico da medula de um animal do grupo Lesão leve, nos pontos 
acima da lesão, no epicentro da lesão e abaixo da lesão, respectivamente. Nota-se em A alteração no 
canal ependimário (asterisco), em B um infiltrado celular com perda parcial da citoarquitetura do órgão 
(seta) e em C poucas alterações do tecido. Em D, E e F é observado o processamento histológico da 
medula de um animal do grupo lesão moderada, nos pontos acima da lesão, no epicentro da lesão e 
abaixo da lesão, respectivamente. Em G, H e I é observado o processamento histológico da medula de 
um animal do grupo lesão grave, nos pontos acima da lesão, no epicentro da lesão e abaixo da lesão, 
respectivamente. Nota-se em G, alteração no diâmetro do canal ependimário (asterisco), em H 
completa destruição da secção transversal do órgão indicado grande severidade (seta) e em I poucas 
alterações celulares. Em J, L e M é observado o processamento da medula de um animal do grupo 
controle. Não são evidenciados quaisquer tipos de alterações. Barra de escala: 20µm. 
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1.7.2.2 Imunofluorescência 

 
 

A análise morfológica não-quantitativa das lâminas coradas com anticorpos 

anti- NeuN permitiu revelar danos teciduais envolvendo todos os grupos de animais 

lesados. Todas os grupos submetidos à lesão medular apresentaram evidências de 

alterações morfológicas caracterizadas por aumento do tamanho do corpo celular, 

deslocamento periférico do núcleo e formação de vacúolo na região perinuclear, cujas 

características sugerem o processo de degeneração walleriana, indicativos de 

denervação, ou seja, interrupção de vias de projeção neuronal. Contudo, não foram 

observados quaisquer tipos de alterações morfológicas nos animais do grupo controle. 

(Fig.8). 

 
Figura 8 - Processamento Histológico 

 

Figura 8 – Analise morfológica de neurônios NeuN positivos da região anterior do corno medular. A- 
Grupo controle. Nota-se núcleo bem delimitado e central ao citoplasma, ausência de focos de lesão e 
B- Grupo lesão leve. C- Grupo lesão moderada e D- Grupo lesão grave. Nota-se núcleo em com 
tendência na região periférica (#). Presença de vácuo células, refletindo a presença de focos de lesão 
da degeneração Walerriana (setas). Barra de escala 200μm. 
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1.8 Desenvolvimento do estimulador implantável 

 
 

O desenvolvimento do estimulador contou com três fases de desenvolvimento: 

a primeira realizada toda em ambiente virtual; a segunda com implementação em 

bancada e, por último, testes de segurança em animais. 

 
1.8.1 Desenvolvimento do estimulador em ambiente virtual 

 
 

Para o desenvolvimento do sistema de estimulação foram realizadas 

simulações em ambiente virtual via Proteus®, a fim de mensurar a viabilidade desse 

sistema para futuros testes In Vivo. 

Após o desenvolvimento do esquema elétrico básico, o mesmo foi testado 

utilizando-se um algoritmo simples responsável por fazer piscar um led virtual (D1). 

Desta forma, confirmou-se que o sistema virtual criado conseguiu executar de forma 

funcional o programa com a possibilidade de simulação da execução de algoritmos 

(Fig. 9). 

Figura 9 - Esquema básico do circuito 
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Figura 9 - Esquema básico do chip utilizado para os testes virtuais de viabilidade. Nota-se na porta 
logica 13 a ligação de um LED virtual para visualizar a efetivação da estimulação elétrica. Osc 1 e 2, 
cristais osciladores para o clock do sistema ligados em conjuntos com capacitores de desacoplamento. 
RST botão de ativação do circuito, representando o Red switch. 

 

 
1.8.2 Desenvolvimento do estimulador em bancada 

 
 

Após a realização de experimentos em ambiente virtual, iniciou-se o 

desenvolvimento do algoritmo responsável pela ativação do circuito e entrega do 

estímulo elétrico aos animais. Com este propósito, um programa foi criado com o 

objetivo de modular a intensidade, a frequência e a largura de pulso da saída elétrica. 

Considerando-se que a porta do chip utilizado tem características digitais, que por 

padrão deve entregar apenas 0 volts (para nível lógico baixo) ou 5 volts (para nível 

lógico alto), o que é diferente dos 100 mV com onda quadrada necessários para uma 

estimulação adequada, foi necessário implementar a técnica de Modulação por 

Largura de Pulso (PWM - Pulse Width Modulation) em conjunto com um divisor 

resistivo. Estes componentes foram responsáveis por modular a tensão de saída da 

porta digital, garantindo também o formato de onda desejado por meio da manipulação 

da ativação e desativação do microcontrolador. A partir dessa metodologia, foi 

verificado que tanto o circuito quanto o algoritmo desenvolvido estava adequados aos 

propósitos do projeto, confirmando sua viabilidade e sua estabilidade do ponto de vista 

elétrico, conforme mostrado na Figura 10. 

Outro ponto avaliado foi a viabilidade do sistema de alimentação do circuito. 

Esse foi composto, em um primeiro momento, por duas baterias do tipo Sony® 

CR2032 de 3 Volts e 220mAh cada, ligadas em série e fornecendo 6 volts de tensão 

ao circuito. Para garantir a viabilidade da bateria, primeiro foi criado um circuito virtual 

composto por resistências elétricas da ordem de 50KΩ. Conforme a equação de Ohm 

(𝑈= 𝑅. 𝐼), verificou-se que o sistema conseguiria fornecer energia por um período 

equivalente a 60 dias, respeitando o tempo de estimulação de 30 minutos por dia, até 

o fim do estudo. Com isso foi verificado que a abordagem adotada seria adequada ao 

propósito do trabalho. 

Tendo confirmado as etapas anteriores, iniciou-se o desenvolvimento do design 

do estimulador, o qual foi composto por três módulos separados: o circuito eletrônico, 

contendo o microcontrolador e os componentes eletrônicos; o circuito contendo a 

bateria e, por fim, os arrays de estimulação. 
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Figura 10 - Teste bancada 
 

Figura 10 - A-Fotografia da bancada de testes. A- Bancada de testes. Nota-se a presença da fonte de 
alimentação configurada em 5v, alimentado o dispositivo de estimulação elétrica medular e o 
osciloscópio, registrando o sinal proveniente do dispositivo. B-Fotografia do dispositivo de estimulação. 
Nota-se a semelhança com o modelo de simulação em ambiente virtual. C-Formação de onda quadrada 
com tensão de pico de aproximadamente 100mV. Por análise do formato de onda, nota-se ausência 
de interferentes elétricos indesejáveis. D-Formação de onda quadrada com frequência de 30,7Hz, 
conforme proposto. 

 

O circuito eletrônico e as baterias foram construídos com um formato circular, 

ambos com 20 mm de diâmetro total, 0,8 mm de altura para o circuito contendo o 

microcontrolador e 6 mm de altura no circuito contendo a bateria, (Fig. 11 e 13). O 

array estimulador foi concebido em um formato retangular, cuja extremidade distal 

tinha um formato de semicírculo, com pontos de estimulação circulares interligados às 

suas respectivas polaridades (Fig. 13-C). 



59 
 

 

Figura 11 - Dimensões dos componentes 

 

 
Figura 11 - Esquemático das dimensões dos componentes principais do estimulador. Em A observa-se 
a vista frontal/superior e lateral com as dimensões da bateria utilizada como fonte de energia do 
estimulador. Em B, C e D as vistas frontal/superior, frontal/inferior e lateral do chip principal. Em E, 
tabela referencial com as devidas dimensões de cada elemento do chip principal. Unidades em 
milímetros (mm). 
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A seguir, iniciou-se o processo de confecção da placa principal e do eletrodo 

de estimulaçao via técnica de fotolitografia, a partir do projeto nos ambientes 

AutoDesk® Inventor (versão 2020) e Proteus® (versão 8). Para tanto, foi utilizada 

como substrato uma folha de Poli-imida cobreada, cujas etapas são resumidas e 

mostradas na figura 12 e seu resultado na Fig.13. 

 
 

Figura 12 - Fotolitografia da placa principal 
 

 
Figura 12 - Reprodução simplificada do processo de impressão do circuito eletrônico principal, circuito 
da bateria e do eletrodo de estimulação em folha de Poli-imida cobreada via técnica de fotolitografia. 
UV=Luz ultravioleta. 

 

 
Com relação às dimensões do estimulador, essas foram adaptadas seguindo o 

modelo utilizado por Gad et al. (2013), sendo, então, confeccionadas com largura de 

2,5mm, comprimento total de 1,5cm e 100µm de espessura com os pontos de 

estimulação sendo de formato circular com diâmetro de 0,5mm (Fig. 13-C). 

Em seguida, os componentes eletrônicos foram devidamente soldados na placa 

principal e submetidos aos testes em bancada, cujo objetivo foi verificar se o 

funcionamento da parte elétrica e lógica atendiam aos requisitos projetados. 
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Figura 13 - Confecção da placa principal 
 

Figura 13 - Confecção da placa principal de estimulação e do eletrodo de implante. A-Resultado final 
do processo de fotolitografia da placa principal de estimulação. B-Acomodação dos principais 
componentes eletrônicos na placa principal. C-Eletrodo de implante epidural. 

 

 
A análise gráfica em osciloscópio revelou ondas consistentes com o planejado, 

quase em    forma quadrática (Fig.10-C e D) e sem a presença de artefatos, seja na 

rampa de subida, seja na rampa de decida. Além disso, a análise de Ripple 

demonstrou onda estável, oscilando de forma mínima próximo aos pontos máximo e 

minimo de tensão. 

Com relação à tensão pico a pico, o valor alcançado foi de aproximadamente 

100mV para uma carga de 50kΩ de resistência (Fig. 10-C). Ainda na análise gráfica 

de tensão foi observado fornecimento adequado e estável de energia pelas baterias, 

não tendo sido observadas quedas abruptas de tensão durante o período de análise, 

demonstrando, assim, a eficácia do sistema eletrônico e do sistema de alimentação. 

No que se refere à frequência de oscilação, foi viabilizada a modulação do 

cristal oscilador, cuja faixa de operação está situada na ordem dos mega-hertz, a fim 

de ajustá-lo para uma frequência desejada de 30 Hz (conforme indicado na Figura 10- 

D), de acordo com o planejamento projetado. 

Assim sendo, os resultados obtidos em ambiente de bancada foram 

condizentes com aqueles observados em simulações virtuais, atestando a 

estabilidade e confiabilidade do sistema projetado. 
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1.8.3 Testes de segurança In Vivo 

 
 

1.8.3.1 Evolução de peso 

 
 

A evolução do peso corpóreo apresentou diferença estatística (p= 0,001) devido 

a um aumento progressivo de peso em um dos animais. Esse aumento de peso se deu 

desde o início do estudo (293 gramas), apresentando uma taxa de crescimento mais 

expressiva nos primeiros cinco dias após os procedimentos cirúrgicos, seguido de 

uma evolução menos pronunciada e voltando a um aumento mais evidente entre os 

cinco últimos dias, alcançando um peso máximo de 427 gramas. 

Já os demais animais apresentaram uma estabilização do peso corpóreo nos 

primeiros 15 dias após os implantes, seguido de uma leve perda de peso no vigésimo 

dia de estudo, progredindo para um ganho de peso nos últimos 10 dias. A partir desses 

resultados, foi possível observar uma diferença estatística entre os animais 1 e 3 entre 

o 15º e 25º dia de estudo (média 1= 371 ± 13; média 2= 290 ± 3, respectivamente), 

conforme observado na Fig. 14. 

 

Figura 14- Evolução de Peso 

 

 
 

Figura 14 - Teste de segurança do dispositivo de implante. Evolução de Peso ao longo de 30 dias de 
observação entre os animais 1, 2 e 3. Nota-se diferença estatística entre os animais 1 e 3 entre o 15º 
e 25º dia de observação. Diferença estatística P<0,0001. 
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1.8.4 Análise comportamental 

 
 

1.8.4.1 Procedimento de implante e índice BBB 

 
 

Os animais usados para os testes in vivo do sistema de estimulação foram 

seguidos por 30 dias, a fim de averiguar possíveis intolerâncias, reações inflamatórias, 

comportamento doloroso ou impedimento geral de mobilidade secundários ao 

implante do sistema em si e não à estimulação elétrica. 

A evolução da escala BBB ao longo dos 30 dias de observação pós-implante 

revelou movimentação normal e inalterada dos animais implantados (Fig.16), sem 

qualquer prejuízo funcional (Fig.15). Ademais, não se observa qualquer 

comportamento doloroso consequente ao implante. 

 
Figura 15 - Índice BBB 

 

 

 
Figura 15 - Evolução do índice BBB ao longo de 30 dias de observação entre os animais 1, 2 e 3. Nota- 
se ausência de diferença estatística significativa - média = 21 ± 0 (traçado azul). 
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Figura 16 - Procedimento de implante 
 

Figura 16 - Imagem demostrando os passos principais do procedimento de implante do estimulador 
epidural. Em A acomodação do animal sobre a plataforma aquecida. Em B assepsia do local da incisão. 
Em C  incisão longitudinal do tecido cutâneo. Em D exposição da lâmina da vertebra alvo para a 
realização do procedimento de laminectomia. Em E implante epidural e acomodação lateral dos 

componentes do estimulador. Em F sutura final e conclusão do procedimento de implante. 
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1.8.4.2 Análise de distância percorrida 

 
 

A análise via OpenField revelou distância máxima geral relativamente menor 

no período pós-implante (997cm ± 163), em relação às mensurações pré-implante 

(1352 ± 161, centímetros), o que, todavia, não foi estatisticamente significante 

(p=0,135) Fig. 17. 

 
Figura 17 - Distância percorrida 

 
 
 

 
Figura 17 - Teste de segurança do dispositivo de implante. A – Deslocamento geral em centímetros por 
segundo dos animais 1, 2 e 3 antes e após o implante ao longo de 30 dias de observação. Nota-se 
ausência de diferença estatística. 

 
 

 
1.8.4.3 Análise de deslocamento geral 

 
 

Quanto à velocidade média de deslocamento, essa foi discretamente menor no 

período pós-implante, em relação ao pré-implante (média 16 ± 2, média 22 ± 2 

respectivamente), embora não tenha havido diferença estatisticamente significante (p= 

0,0873) Fig. 18. 
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Figura 18 - Velocidade máxima 
 
 
 

 
Figura 18 - Teste de segurança do dispositivo de implante. Velocidade geral de deslocamento em 
centímetros por segundo dos animais 1,2 e 3 antes e após o implante ao longo de 30 dias de 
observação. Nota-se ausência de diferença estatística. 

 

 
1.8.5 Melhorias implementadas 

 
 

Durante o processo de desenvolvimento e aplicação do primeiro protótipo do 

estimulador elétrico foram identificados possíveis pontos de aprimoramento em 

diversos aspectos. Isso, tanto no que se refere ao próprio dispositivo quanto às 

facilidades de implantação, configuração e de remoção de componentes eletrônicos 

cujo intuito foi melhorar a qualidade e efetividade do dispositivo, bem como, otimizar 

seus recursos, em especial aqueles ligados à economia de energia. 

A primeira versão do dispositivo consistia em três módulos distintos: o circuito 

eletrônico, o sistema de alimentação e os eletrodos de estimulação. No entanto, foi 

observado que essa abordagem apresentava desafios consideráveis em termos de 

construção, isolamento elétrico e implante. Para superar esses obstáculos foi 

realizada uma revisão do layout do dispositivo, resultando na transição de um conjunto 

de módulos separados para um sistema completamente integrado, conforme ilustrado 

na Figura 19. Através dessa nova concepção, foram observadas melhorias 

significativas na fabricação do dispositivo, incluindo reduzidas chances de falhas ou 

de ruídos devido à ausência de pontos de conexão, bem como, maior praticidade no 
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processo de implantação. 

 
Figura 19 - Circuito elétrico integrado 

 

Figura 19 - Resultado da otimização e integração do Layout estimulador em apenas um módulo. Em 
marrom: substrato de Poliimida cobreada (cobre já corroído). Em azul: trilhas de cobre recobertas pelo 
Dry Film responsáveis pela interligação entre os pontos de solda dos componentes eletrônicos e 
entrega da estimulação elétrica. 
 

Outro aspecto que demandou aprimoramento foi a utilização otimizada do 

sistema de alimentação, uma vez que na primeira versão do dispositivo este foi 

projetado para fornecer carga por cerca de 30 dias, a partir de duas baterias em série; 

enquanto a aplicação principal requeria um período de funcionamento de 60 dias. 

Assim, a partir da revisão dos componentes internos ao chip foi identificado que a sua 

arquitetura interna incluía diversos elementos eletrônicos básicos a seu 

funcionamento, tais como: cristal oscilador e resistores (conforme ilustrado na Figura 

20), mas, que permaneciam inativos em sua forma original. Entretanto, através da 

manipulação direta de registradores foi possível a ativação desses componentes e, 

assim, a eliminação daqueles de origem externa que haviam sido utilizados na 

primeira versão do dispositivo. Essa redução de componentes externos conferiu ao 

sistema maior tempo de funcionamento, utilizando a mesma fonte de energia. A figura 

21 traz a comparação entre os componentes eletrônicos da primeira e da segunda 

versão. 
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Figura 20 – Diagrama de blocos do microcontrolador 

 

Figura 20 – Diagrama de blocos dos principais componentes internos do chip principal utilizado no 
desenvolvimento do estimulador. Nota-se a presença dos cristais osciladores responsáveis pelo 
sistema de clock do chip, assim como do sistema de gerenciamento de energia. Fonte: Atmel®. 

 
 

Figura 21 - Comparação de versões do estimulador 
 

Figura 21 - Comparação das versões do estimulador implantável. A imagem A apresenta a primeira 
versão do estimulador elétrico com todos os componentes eletrônicos externos soldados. Na imagem 
B observa-se a segunda versão do estimulador elétrico, já com o layout integrado, notando-se a 
ausência dos capacitores de desacoplamento e do cristal oscilador. 
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Além disso, por meio da manipulação do hardware também foi possível alterar a 

frequência de funcionamento do cristal oscilador de 16 MHz para o valor mínimo 

necessário, resultando em uma frequência final de operação de 32 KHz. Essa redução 

na frequência de operação também contribuiu significativamente para a economia de 

energia do sistema. 

Diante dessas mudanças, o sistema ainda apresentava sensibilidade a quedas 

de tensão, o que era interpretado pelo hardware como uma forma de reinicialização, 

devido ao sistema de garantia de carga padrão intrínseco ao chip. No entanto, por meio 

da manipulação dos componentes internos da CPU, incluindo a ativação do cristal 

oscilador interno e a redução da sua frequência de trabalho, foi possível manipular o 

sistema de garantia de carga sem prejudicar o processo de estimulação como 

ilustrado na Figura 22. 

 
Figura 22 – representação da tensão de funcionamento do chip 

 

 
Figura 22 - Representação gráfica da tensão mínima exigida pelo chip principal para seu pleno 
funcionamento. Note que a tensão mínima possível é de 1.8 para uma frequência de clock de 4 MHz 
ou inferior. Fonte:Atmel®. 

 

Além das mudanças de hardware mencionadas, foram feitas algumas 

alterações igualmente importantes de software. A análise detalhada do datasheet do 

microcontrolador revelou uma série de modos de operação que se concentram em 

reduzir o consumo de energia, principalmente durante os períodos de inatividade do  

sistema. As Figuras 23 e 24 apresentam um resumo desses modos de operação e 

suas respectivas economias de energia para o funcionamento pleno do sistema, os 

quais foram implementados na segunda versão do dispositivo. 
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Figura 23 - Tabela de registradores e modos de economia de energia 

 

Figura 23 - Tabela dos principais registradores utilizados para alterações e otimizações do programa e 
do sistema de alimentação do estimulador implantável. Os registradores foram identificados e 
selecionados a partir da análise do datasheet do microcontrolador utilizado no dispositivo e seu uso 
permitiu a implementação de modos de operação de baixo consumo de energia. Fonte: Atmel® 
 

Figura 24 - Relação consumo de energia, frequência e modos de economia 
 

Figura 24 - Figura apresentando um resumo da relação entre o consumo de energia do chip principal, 
sua frequência de clock e os modos de economia de energia disponíveis. O consumo de energia é 
expresso em miliamperes (mA) e microamperes (µA) para o pleno funcionamento do sistema e os 
modos de economia de energia, respectivamente.Fonte: Atmel® 
 

Por fim, as dimensões do sistema foram reduzidas por meio da eliminação de 

alguns componentes eletrônicos externos e de uma das baterias. Outra mudança 

importante foi uma nova abordagem em relação ao isolamento. Na primeira versão, o 

isolamento foi realizado por meio de aplicação manual de polivinilsiloxano, enquanto 

na segunda versão, o PDMS (dimetil polissiloxano) foi utilizado devido às suas 

melhores características de biocompatibilidade, isolamento elétrico e modo de 

aplicação. O PDMS é um composto líquido que apresenta rápida cura a uma 

temperatura adequada, proporcionando melhor aplicação, melhor isolamento elétrico 
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do dispositivo e maior biocompatibilidade. A aplicação do PDMS também resultou em 

menores dimensões do dispositivo, conforme ilustrado na Figura 25. 

 
Figura 25 - Otimização de isolamento elétrico 

 

Figura 25 – Otimização do isolamento elétrico entre a primeira e a segunda versões do estimulador 
implantável. Na imagem A a primeira versão do dispositivo é mostrada com isolamento feito por 
polivinilsiloxano, que é dividido em três módulos: sistema de alimentação (*), placa principal (#) e ponto 
de conexão intermódulos (&), além do estimulador (setas). Já na imagem B é apresentada a segunda 
versão do dispositivo, agora em layout integrado, com a bateria de alimentação (*) e o microcontrolador 
(#) e o estimulador (seta). 
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1.9 Teste de eficiência da eletroestimulação epidural no modelo de lesão medular 

 
 

1.9.1 Análises comportamentais 

 
 

1.9.1.1 Índice BBB 

 
 

Os dois grupos de animais lesados, sem tratamento e tratados com estimulação 

epidural, apresentaram queda abrupta e importante do índice BBB, indo a 0 no 

momento imediatamente após o procedimento cirúrgico. Ambos se recuperaram lenta 

e progressivamente até a 8ª semana. No entanto, a recuperação do grupo submetido 

à estimulação foi significativamente mais expressiva (p < 0,05) a partir da 5ª semana 

e até o final da 8ª, com relação ao grupo apenas lesado. Todavia, o pico da 

recuperação não chegou a atingir os níveis pré-lesão, permanecendo no valor máximo 

de 7 no grupo tratado (média= 5 ± 2) com estimulação e 4 no grupo lesado (média= 4 

± 2. O grupo controle não apresentou alterações no índice BBB e o grupo Implante 

mostrou pequena oscilação negativa entre a 1ª e a 3ª semana, todavia, com grande 

variabilidade (Fig. 26). 

 
Figura 26 – Avaliação de recuperação motora BBB 

 

 

 
Figura 26 - Teste de gravidade da lesão medular: evolução do índice BBB ao longo de 8 semanas de 
observação entre os grupos controle, implante, lesão e lesão+estimulação. Observa-se uma evolução 
significativa no grupo lesão+estimulação a partir da terceira semana, alcançando um índice máximo de 
7 pontos na escala BBB ao final das 8 semanas, seguido pelo Grupo lesão, que alcançou um índice 
máximo de 4 pontos. O Grupo implante apresentou um animal com alteração no índice BBB na primeira 
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semana, mas com tendência à normalidade até o final do estudo. Não foram observadas alterações 
significativas no índice BBB no Grupo controle. * diferença estatística significativa entre o Grupo lesão 
e  Grupo lesão+estimulação entre a 5ª e a 8ª semanas de estudo (p<0,05). 

 
 

1.9.1.2 Evolução de peso corpóreo 

 
 

A evolução do peso corporal dos animais observada e analisada neste estudo 

mostra que ambos os grupos submetidos à lesão apresentaram uma redução 

significativa de peso logo após os procedimentos cirúrgicos, atingindo seu valor 

mínimo na segunda semana do estudo (grupo lesão = 268 ± 6 gramas; grupo 

estimulador = 307 ± 8 gramas). A partir desse ponto, houve uma evolução positiva 

com um ganho de peso constante até o final do experimento e com diferenças 

estatisticamente significativas em relação ao grupo controle. Essa diferença 

permaneceu até o fim do estudo (média grupo controle= 423 ± 15, média grupo lesão 

= 310 ± 7, p= 0,0001 média grupo estimulação = 338 ± 8, p= 0,02). Assim, a análise 

isolada dos grupos submetidos à lesão também revelou diferença estatística entre 

ambos, com p= 0,002 (Fig. 27). 

No que se refere aos animais dos grupos controle e implante não foi observada 

diferença estatisticamente significativa. A análise gráfica dos resultados demonstrou 

que, ao longo de todo o período de estudo, ambos os grupos apresentaram ganho de 

peso constante e consistente (Fig. 27). 

 
Figura 27 - Evolução de peso corpóreo 

 

 

Figura 27 - Evolução de Peso ao longo de 8 semanas de duração do experimento, notando-se 

similaridade na perda de peso nos grupos lesão e lesão+estim até a 2º, com ganho de peso idêntico, a  

partir de então até o fim do estudo. * Diferença estatística entre grupos lesados e grupo controle P<0,05. 
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1.9.1.3 Plano Inclinado 

 
 

Os resultados obtidos indicam uma queda significativa no desempenho dos 

grupos de animais lesionados quando comparados ao grupo controle e a seus valores 

basais, com redução de 85º (±1,7) para 59º (± 2,1) no grupo sem tratamento e de 77º 

(± 7,2) no grupo com tratamento. No entanto, a análise comparativa entre esses grupos 

revelou que aquele submetido à estimulação apresentou uma perda de desempenho 

menos acentuada em relação ao grupo controle. Além disso, os animais do grupo 

controle e implante não apresentaram mudanças significativas de desempenho no 

teste de plano inclinado nos momentos avaliados, conforme mostrado na Figura 28. 

 
Figura 28 - Avaliação de plano inclinado 

 

 

 
Figura 28 - Teste de plano inclinado. Avaliação de plano inclinado uma semana antes da lesão (-1) e 
após 8 semanas de estudo. Nota-se diferença estatística na 8a semana de estudo entre grupos lesão e 
lesão+estim com relação ao controle. * Diferença estatística com relação ao grupo controle. 
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1.9.1.4 Openfield 

 
 

A análise do padrão de motricidade revelou que todos os grupos apresentaram 

uma redução na distância percorrida no teste comportamental de campo aberto após 

as 8 semanas de intervenção, em comparação aos valores basais. No entanto, as 

menores reduções foram observadas nos animais que foram submetidos à lesão 

medular isolada (705 ± 607, centímetros) e no grupo tratado com estimulação epidural 

(603 ± 537 centímetros). Esses dois grupos apresentaram uma diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo controle (p<0,001). A análise 

comparativa entre os grupos lesados não demonstrou diferença estatisticamente 

significativa. Além disso, os grupos controle (1092 ± 184, centímetros) e implante 

(1054 ± 381, centímetros) não apresentaram diferença estatisticamente significativa 

entre si, como apresentado na Figura 29. 

 
Figura 29 - Distância percorrida 

 

 

 
Figura 29 - O gráfico apresenta os resultados do teste comportamental de campo aberto, demonstrando 
a evolução da distância máxima percorrida pelos animais após 8 semanas de estudo. Observa-se uma 
diferença estatisticamente significativa entre os grupos lesionados e o grupo controle após as 8 
semanas de estudo, indicando uma redução na distância percorrida nos animais lesionados. *diferença 
estatisticamente significativa em relação ao grupo controle, p< 0,05. 
 

Para concluir a análise pelo método de openfield, a velocidade de  

deslocamento dos animais foi medida antes do procedimento cirúrgico e após 8 

semanas de estudo. A observação do gráfico revelou que todos os grupos 

apresentaram uma diminuição na velocidade de deslocamento entre o período pré- 

operatório e pós-operatório. No entanto, não foram observadas diferenças 

estatisticamente significativas em nenhum momento. (Fig  30). 
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Figura 30 - Velocidade média de deslocamento 
 

 

 
Figura 30 - Velocidade de deslocamento em centímetros por segundo dos grupos: controle, implante, 
lesão e lesão, antes e após os procedimentos cirúrgicos ao longo de 8 semanas de observação. Nota- 
se ausência de diferença estatística. 

 
 

1.9.2 Análise morfológica e estereológica por imunohistoquímica de fluorescência 

 
 

A marcação imunohistoquímica com anti-NeuN permitiu identificar alterações 

morfológicas importantes nas células neurais nos cornos anteriores da medula 

espinhal, principalmente nos motoneuronios alfa, naqueles animais submetidos à 

lesão. Dentre as principais alterações, verificou-se aumento globular do corpo celular, 

a presença de vacúolos citoplasmáticos (Fig. 31 C - Setas), bem como a localização 

nuclear periférica (Fig. 31 C - #), os quais constituem indicadores de degeneração 

Walleriana decorrente da desaferentação causada pela lesão. Também foi observado 

aumento no diâmetro do canal ependimário desses animais, o que remete à 

siringomielia pós-traumática. É importante ressaltar que essas alterações foram 

identificadas em ambos os grupos lesados; entretanto, foram menos pronunciadas no 

grupo tratado com eletroestimulação (Fig. 31 D). 

Por outro lado, nos grupos controle e implante, não foram identificados focos 

de lesão nem degeneração celular. Em ambos os casos as células neurais 

apresentaram-se bem delimitadas, com localização nuclear central e com uma 

quantidade relevante de células neurais em formato piramidal ou fusiforme (Fig.31 A 

e B, respectivamente). 
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Figura 31 - Análise morfológica neural 
 

Figura 31 – Analise morfológica de neurônios NeuN positivos da região anterior do corno medular. A- 
Grupo controle e B- Grupo implante. Nota-se núcleo bem delimitado e central ao citoplasma, ausência 
de focos de lesão. C- Grupo lesão e D – Grupo lesão+estim. Nota-se núcleo com tendencia na região 
periférica (#). Presença de vácuo células, refletindo a presença de focos de lesão da degeneração 
Walleriana (setas). * Canal epedimário com dimensões anormais. Barra de escala 200µm. 

 

Os resultados da análise estereológica das células NeuN-positivas indicaram 

que houve uma diferença estatisticamente significativa entre os animais submetidos à 

lesão medular. O grupo tratado apresentou uma contagem média de 1783 ± 2 células 

por animal, em comparação com o grupo lesado e não estimulado, que apresentou 

uma contagem média de células de 897 ± 3 células por animal (p<0,001). Figura 32. 

Além disso, também foi observada diferença estatisticamente significativa entre 

os grupos controle e implante. O grupo controle apresentou uma contagem média de 

corpos celulares em torno de 4334 ± 2 células por animal, enquanto o grupo implante 

apresentou uma contagem média de 2433 ± 3 células por animal. Esta diferença 

também foi estatisticamente significativa com p< 0,001, como pode ser visto na Figura 

32. 
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Figura 32 - Quantificação estereológica 
 

 

 
Figura 32 - Contagem de células dos Grupos controle, implante, lesão e Lesão+Estim. Nota-se diferença 
significativa entre os Grupos lesão e lesão+estim. Nota-se também diferença entre os Grupos controle 
e implante. ** Diferença estatística entre os Grupos lesão e lesão+estim e entre os Grupos controle e 
implante, P<0,001. 

 

 
1.9.3 Análise de intensidade de imunofluorescência 

 
 

Quanto à análise de intensidade de fluorescência para sinaptofisina (Fig.33) e 

β-III-tubulina (Fig.34), observou-se quanto ao primeiro marcador diferença estatística 

significativa (p< 0,01) entre o grupo submetido à  estimulação (1294 ± 46, UA*= 

unidade arbitrária) e o grupo lesado (1198 ± 23, UA*= unidade arbitrária). Ademais, os 

valores do grupo estimulado se equivaleram ao do grupo controle (Fig. 35). 
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Figura 33 - Intensidade de imunofluorescência - Sinaptofisina 
 

Figura 33 – Analise de intensidade luminosa de neurônios sinaptofisina positivos da região anterior do 
corno medular. A- Grupo controle e B- Grupo implante. C- Grupo lesão, com presença de vácuo célular 
(setas) e D – Grupo lesão+estim. Nota-se núcleo com perímetro celular com maior intensidade luminosa 
(círculos). Barra de escala 200µm 
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Figura 34 -Intensidade de imunofluorescência - β-tubulina 
 

Figura 34 – Análise de intensidade luminosa de neurônios β-tubulina positivos da região anterior do 
corno medular. A- Grupo controle e B- Grupo implante. C- Grupo lesão, e D – Grupo lesão+estim. Barra 
de escala 200µm 

 

Figura 35 - Intensidade de imunofluorescência - Sinaptofisina 

 

Figura 35 – Análise da intensidade de imunofluorescência utilizando marcação com Sinaptofisina. 
Observa-se uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos de Estimulação e lesão 
(p<0,01) e entre o grupo implante e controle (p<0,01); não houve diferença entre os grupos estimulação 
e controle. 

 
 



81 
 

Analogamente para β-III-tubulina, observaram-se diferenças estatisticamente 

significativas entre os grupos implante (859 ± 23), lesão (1049 ± 21) e lesão+estim 

(1116 ± 32) em relação ao grupo controle (p<0,001). Contudo, não foram observadas 

diferenças estatísticas entres os animais lesados (Fig.36). 

 
Figura 36 - Intensidade de imunofluorescência -β-tubulina 

 
 
 

 
Figura 36 – Análise da intensidade de imunofluorescência utilizando marcação com β-tubulina. 
Observa-se uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos de implante, lesão e 
estimulação em relação ao grupo controle. **** Diferença estatística p = 0,001. 
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DISCUSSÃO 

 

1.10 Sobre o modelo animal 

 
 

Na literatura científica há diversos modelos descritos de lesão medular cada 

um com particularidades em relação à gravidade, recuperação e correspondência com 

a realidade clínica (Rivlin and Tator 1978; Watson et al., 1986; Bunge et al., 1994; 

Fiford et al., 2004; da Costa et al., 2008). O modelo mais antigo é o de contusão, que 

foi desenvolvido e testado pela primeira vez por Allen et al. (1911). Nesse modelo, os 

pesquisadores soltaram uma massa de determinada altura sobre a superfície dorsal 

da medula espinhal de cães, com o objetivo de padronizar a lesão medular por 

contusão. Contudo, Osterholm (1974), ponderou que as propriedades de absorção de 

impacto pela medula são diretamente proporcionais ao diâmetro da mesma e 

inversamente proporcional ao diâmetro do agente de lesão. 

Tendo em vista essas questões, e por meio de testes experimentais em animais 

e simulação computacional, Koozekanani et al. (1976) afirmam que a metodologia 

utilizada por Allen pode resultar em diferentes tipos de lesão, mesmo quando a energia 

de lesão e o modelo animal se mantêm com valores constantes. Isso ocorre porque 

ao soltar um objeto sobre a medula espinhal este bate várias vezes no órgão até que 

sua energia cinética potencial em relação à medula seja igual a zero. Além disso, 

afirmam que variações mínimas na metodologia experimental podem facilmente 

causar grandes variações na gravidade da lesão medular. 

Em 1992 um grupo de pesquisadores desenvolveu um dispositivo mais preciso, 

que foi adotado pelo MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) e nomeado 

como MASCIS impactor. Embora tenha apresentado melhorias, como a regulagem 

das características físicas da lesão, este equipamento ainda se baseava no princípio 

da conservação de energia proposto por Allen (Gruner et al., 1992). 

Outro dispositivo que foi desenvolvido nessa época é o Infinite Horizon, que se 

baseia na aplicação de uma força de lesão predeterminada, associada a um 

mecanismo de retirada da ponta de lesão assim que a força configurada fosse 

exercida. Com isso, os pesquisadores reduziram os efeitos das múltiplas lesões 

causadas pelo princípio da ação e reação do modelo proposto por Allen, embora 
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mantivesse ainda alguma desvantagem em relação à variação da altura da medula 

durante a respiração do animal (Scheff et al., 2003). 

A correta escolha e padronização do modelo animal é um aspecto essencial 

para a realização de estudos em lesão medular. A literatura demonstra que certos 

animais possuem vantagens para a execução do estudo, seja pela facilidade de 

manipulação, custos mais baixos ou translação clínica mais evidente (Khan et al., 

1999; Moon and Bunge 2005). O modelo mais amplamente utilizado é o de roedores, 

particularmente ratos, devido às facilidades de manipulação, menor custo e alta taxa 

de reprodutibilidade. Além disso, ratos possuem um sistema imunológico resistente, 

apresentando poucas complicações decorrentes de infecções em procedimentos pós- 

cirúrgicos. Outro fator importante é que os ratos possuem uma anatomia bem 

conhecida, em decorrência de sua vasta aplicação em diferentes tipos de estudo 

(Talac et al., 2004; Nakae et al., 2011; Lee and Lee 2013; Kjell and Olson 2016; Haefeli 

et al., 2017; Sharif-Alhoseini et al., 2017). 

Em concordância com essas premissas e com o objetivo de analisar o perfil da 

pesquisa científica relacionada à lesão medular, Verstappen et al. (2022) relatam que 

os roedores apresentam a maior representatividade nos estudos de lesão medular. 

Além disso, os resultados indicam que o modelo de contusão medular está entre as 

formas mais comumente aplicadas e que os níveis de lesão mais frequentemente 

estudados são T9, T8 e T10, respectivamente. 

Além do modelo animal ser um aspecto crucial em estudos de lesão medular, 

pode existir diferentes respostas em decorrência da linhagem e do sexo podendo 

influenciar fortemente a recuperação motora após a lesão. Por exemplo, Mills et al. 

(2001), observaram uma recuperação mais rápida em ratos da linhagem Sprague- 

Dawley em comparação com a linhagem Wistar, o que foi atribuído a fatores 

intrínsecos da espécie. Além do exposto, pesquisas apontam que o sexo do animal, 

associado a fatores hormonais, pode exercer uma influência significativa no 

estabelecimento de lesões medulares. Chaovipoch et al. (2006), por exemplo, 

verificaram que ratas submetidas a doses de estradiol apresentaram prognóstico mais 

favorável para recuperação motora pós lesão medular, supondo que isso se deve, em 

parte, a um possível efeito neuroprotetor promovido pelo hormônio presente em 

fêmeas dessa espécie. 
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Com o intuito de investigar a recuperação motora de ratos após lesão medular 

induzida por clip, bem como os efeitos histológicos de diferentes forças de 

compressão aplicadas por esses dispositivos, Poon et al. (2007) realizaram um estudo 

experimental em ratos nos quais foram aplicados clips com forças de 20, 26 e 35 

gramas, correspondente a lesões de intensidades variadas. Após a lesão, foi avaliada 

a recuperação motora dos animais semanalmente por meio do teste de BBB. Ao final 

das quatro semanas de avaliação, foi possível observar que os animais submetidos à 

força de lesão mais elevada apresentaram um escore BBB de 10, indicando uma 

recuperação espontânea significativa, mesmo após uma lesão teoricamente mais 

grave. Foi observado também que a gravidade da lesão foi diretamente proporcional 

ao dano histológico da medula espinhal, indicando uma correlação entre a força do 

clip e alterações histológicas da lesão. Correspondentemente, Alluin et al. (2011) 

observaram uma significativa recuperação espontânea motora em animais submetidos 

a uma lesão causada por aplicação de clip cuja força foi de 24 gramas. Embora a 

metodologia para indução da lesão medular ter causado déficits em um primeiro 

momento, estes foram amplamente recuperados, tornando inadequado o uso dessa 

técnica para avaliar a eficácia de tratamentos visando à recuperação motora. 

Em consonância com esse enfoque, Wang et al. (2022) propuseram um estudo 

cujo objetivo foi investigar a utilização de clips com mecanismos distintos (em 

movimento de alavanca ou paralelo) como uma abordagem para induzir lesões na 

medula espinhal. Os resultados obtidos demonstraram que, apesar de ser uma 

abordagem promissora para induzir lesões, foi observada importante recuperação 

espontânea dos animais, os quais apresentaram um score de 9 no índice BBB após 

21 dias de avaliação. Além disso, a quantificação da força de compressão, velocidade, 

tempo de permanência do clip e calibração podem apresentar variações de difícil 

mensuração, podendo levar a erros. 

Com o objetivo de compreender as diferentes manifestações clínicas das 

lesões medulares, Khan and Griebel (1983) realizaram um estudo comparativo em 

ratos, avaliando três técnicas de lesão: queda de peso, clip e compressão por balão. 

Ao final do estudo foi concluído que o método por queda de peso apresentou pouca 

confiabilidade. O método por clip apresentou bons resultados no estabelecimento de 

uma lesão, embora apresente a desvantagem de requerer uma precisão elevada na 
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compressão. Por sua vez, no método por compressão por balão, embora inicialmente 

os animais tenham apresentado as características típicas da lesão, ao final do estudo 

estes tiveram uma recuperação espontânea significativamente maior em comparação 

a dos outros métodos , além da maior dificuldade em relação à localização precisa do 

balão. Nesse sentido, é evidente que os métodos propostos desempenham um papel 

relevante no estudo das lesões. No entanto, ainda há uma lacuna considerável entre 

esses métodos e as observações dos casos reais de lesão medular em humanos. 

Nessas situações, a presença da componente da velocidade de impacto sobre o órgão 

é amplamente predominante. 

Com o objetivo de comparar os resultados histológicos de modelos de 

lesão medular, Chen et al. (2016) investigaram as diferentes respostas histológicas 

resultantes da lesão medular causada por deslocação, distração e contusão. Os 

autores observaram que o método de contusão, usando um atuador linear, apresentou 

a perda mais grave da substância branca da medula, decorrente da lesão axonal, 

resultando em uma diminuição do diâmetro do órgão no ponto de lesão. Da mesma 

forma, Mattucci et al. (2021) investigaram a progressão da lesão medular induzida por 

três diferentes mecanismos: distração, deslocação e contusão. Os resultados 

demonstraram uma progressão da lesão distintiva para cada método de lesão, sendo 

que a contusão se apresentou como a mais grave em relação à lesão axonal, 

demonstrando um dano precoce da mielina ainda na fase aguda da lesão 

Na mesma linha de investigação sobre a progressão da lesão medular 

contusional, Ek et al. (2010) desenvolveram e testaram um dispositivo de lesão 

controlado por computador que utiliza a velocidade de deslocamento da ponta de 

lesão como base de funcionamento. Além disso, avaliaram a evolução histológica de 

ratos submetidos à lesão medular. A partir desse estudo, os autores concluíram que 

o método levou a uma instalação padronizada da lesão, adequada para avaliações da 

eficácia de tratamentos de lesão medular. Foi verificado também que houve 

degeneração da matéria cinzenta da medula, principalmente nas primeiras 24 horas, 

mantendo-se constante durante o período de 10 semanas do estudo. Já com relação 

à substância branca, observou-se uma perda mais evidente desse tecido na primeira 

semana, o que dificultou uma recuperação espontânea mais evidente. 

Com base nos estudos mencionados, pode-se inferir que a gravidade da 

lesão medular é determinada pela magnitude e pela duração da compressão 

exercidas 
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sobre a medula espinhal, bem como pela altura e massa do objeto que causa a lesão. 

Além disso, a velocidade de deslocamento do tecido medular quando impactado por 

um objeto também pode influenciar a gravidade da lesão. 

Baseando-se no fato de que o principal determinante da lesão medular 

seja a velocidade de impacto de um objeto sobre a medula, Wu et al. (2017) buscaram 

testar este modelo de lesão por impacto em um modelo de roedor. Como vantagens 

desse método relataram a alta precisão dos parâmetros, a alta reprodutibilidade e alto 

controle sobre a gravidade da lesão com consequente maior padronização dos 

resultados. 

No contexto do presente estudo, necessitávamos de uma lesão que 

fosse grave o suficiente para que não houvesse recuperação espontânea significativa 

dentro do período observacional de 2 meses após o implante do estimulador e que 

também não fosse tão grave a ponto de impedir a observação de qualquer possível 

efeito benéfico da neuro-modulação. Nesse cenário, o modelo de lesão grave (ponta 

de impacto de 2 mm de diâmetro; velocidade de deslocamento 5m/s e profundidade 

de lesão, 2mm), por contusão (impacto) na medula torácica de ratos Wistar se revelou 

eficaz e reprodutível para a finalidade proposta. 

A escolha de um modelo de lesão grave, todavia, acarreta preocupações 

adicionais a respeito das consequências fisiopatológicas da lesão para o organismo 

do animal. Dentre essas mudanças fisiológicas, destaca-se a perda de peso nas 

primeiras semanas, a desidratação (Landry et al., 2004), desregulação mitocondrial 

da musculatura esquelética (Scholpa et al., 2019), atividade espástica excessiva 

(Nevin et al., 2017), atrofia muscular e, alterações gastrointestinais (Duan et al., 2019, 

Bannerman and Ghasemlou 2022). No nosso estudo, o grupo submetido a lesão grave 

chegou a apresentar perda ponderal de peso nas primeiras quatro semanas, 

recuperando-se a seguir, atingindo seu valor basal em 6 semanas. Procurou-se 

manter o animal hidratado e sem dor, além do esvaziamento periódico da sua bexiga  

até a recuperação vegetativa, evitando-s,e assim, distensão abdominal e infecções 

urinárias. Essa abordagem permitiu garantir as condições ótimas para avaliação da 

recuperação espontânea ou induzida pela eletroestimulação. 
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1.11 Sobre o dispositivo de estimulação implantável 

 
 

Entretanto, além dos fatores relacionados ao modelo animal, como espécie, 

linhagem e sexo, entre outros, é crucial que estudos envolvendo qualquer tipo de 

implante no sistema nervoso apresentem características específicas para evitar danos 

adicionais aos órgãos. No contexto da pesquisa sobre interfaces neuroprotéticas e 

com o objetivo de investigar as propriedades da poli-imida como material para 

implantes, Rousche et al. (2001) desenvolveram e testaram em ratos uma interface 

intracortical multicanal. Os resultados do estudo destacaram a excelente flexibilidade, 

estabilidade elétrica e biocompatibilidade da poli-imida, além de sua capacidade de ser 

utilizada como um dispositivo para liberação controlada de espécies bioativas devido 

a suas características químicas. 

De forma análoga, Gandhi et al.(2006) realizaram o desenvolvimento e a 

avaliação de eletrodos baseados em poli-imida em um ambiente controlado de 

laboratório. Durante os experimentos, o material demonstrou propriedades físicas e 

elétricas que são compatíveis com sua aplicação em tecido neural vivo, tanto para a 

estimulação elétrica quanto para a captação de sinais neurais, indicando assim o 

potencial da poli-imida como um material adequado para a criação de interfaces 

neuroprotéticas eficazes e seguras. 

Neste contexto, Lee et al. (2004) conduziram um estudo de implante cerebral 

no qual os eletrodos utilizados eram compostos por polímero de poli-imida associado 

a uma camada de silício para o registro da atividade neural cerebral. No referido 

estudo, os autores afirmam que o polímero empregado demonstrou flexibilidade 

adequada e biocompatibilidade, não causando danos mecânicos ou toxicidade ao 

tecido, o que se refletiu em uma resistência elétrica estável 

Chang et al. (2014), em busca pelo desenvolvimento de um estimulador para 

estimulação epidural da medula espinhal, projetaram e fabricaram um dispositivo 

utilizando uma base de poli-imida com eletrodos de platina e realizaram testes in vitro 

para verificar a capacidade de estimulação. A partir deste estudo, os autores 

observaram que o eletrodo desenvolvido é altamente aplicável à estimulação elétrica, 

devido à sua natureza flexível, estável e versátil. 

Por meio da técnica de fotolitografia com o uso de polímero de poli-imida, 

Wenger et al. (2016) desenvolveram e testaram um eletrodo para a aplicação de 
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estimulação elétrica medular em ratos com lesão medular contusa. A escolha 

desse material pelos pesquisadores foi fundamentada em sua excelente 

biossegurança, estabilidade e versatilidade, o que foi confirmado no estudo em 

decorrência da ausência de danos secundários pelo implante. 

Considerando a importância crucial da biointegração dos materiais 

empregados na estimulação de tecido neural para o sucesso do tratamento, Wurth 

et al. (2017) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a estabilidade, 

funcionalidade e biocompatibilidade de implantes intraneurais baseados em poli-

imida ao longo de um período de 6 meses. Os resultados obtidos revelaram que, 

embora tenha ocorrido inicialmente um encapsulamento induzido pelas células de 

defesa do organismo, resultando em um aumento no diâmetro do nervo estudado, ao 

longo do tempo foi observada uma redução desse encapsulamento ao ponto que, no 

final do estudo, os autores classificaram essa reação tecidual como leve e sem 

alterações funcionais; além de considerarem o polímero como estável e compatível 

para aplicações em tecido nervoso. 

Com base nesses estudos e na necessidade de materiais compatíveis com a 

natureza do tecido nervoso, em nosso estudo os animais incluídos na fase de teste 

de biossegurança do estimulador apresentaram resultados consistentes com os 

achados relatados na literatura. Essa característica foi observada devido à ausência 

de alterações comportamentais ou funcionais de qualquer natureza, indicativos de dor 

ou intolerabilidade do animal em relação ao implante. Dessa forma, o implante 

desenvolvido em nosso laboratório nos permitiu investigar adequadamente os efeitos 

da eletroestimulação epidural na recuperação motora de ratos com lesão medular 

contusional. 

 
1.12 Sobre a estimulação epidural na lesão medular 

 
 

A estimulação elétrica para modular tecidos biológicos começou a ser destaque 

a partir da década de 1950 e se tornou mais difundida a partir da década de 1990 

(Koketsu 1952; Salmons 1967). 

Estudos em animais com lesão medular submetidos à estimulação epidural 

medular e reportando melhora da motricidade começaram a surgir no início dos anos 

2000. Aoyagi, Mushahwar et al. (2004), estudando gatos, constataram que a 
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estimulação elétrica epidural oferece possibilidade de restaurar a função 

motora perdida após lesões na medula espinhal devido à sua capacidade de ativação 

sinérgica de grupos musculares. 

De maneira semelhante, Liu and Jordan (2005) verificaram que a estimulação 

elétrica da medula espinhal é capaz de modular a amplitude das respostas do centro 

gerador de padrões em ratos, o que pode ser benéfico para a recuperação motora. 

Gerasimenko, Lavrov et al. (2006), ao aplicar essa abordagem para investigar os 

reflexos espinhais, analisaram os tempos de resposta muscular evocados por 

diferentes níveis da medula espinhal. Eles apontaram que a eletroestimulação 

medular é uma técnica viável para estudar os componentes medulares responsáveis  

pela contração muscular múltipla necessária à locomoção, além de discutirem a 

influência da ativação antidrômica das colunas posteriores nos padrões de contração  

de determinados músculos. 

Em consonância com essas descobertas, Gaunt et al. (2006), em um estudo 

com gatos, também associaram as respostas musculares evocadas por estimulação 

elétrica com a atividade antidrômica e ortodrômica das fibras aferentes. Lavrov et al. 

(2008), por meio de sua pesquisa em ratos, relataram que o sistema sensorial 

desempenha um papel essencial na recuperação motora após lesões na medula 

espinhal e que a estimulação epidural tem a capacidade de facilitar a ativação dos 

centros motores medulares. Também observaram que frequências de estimulação 

entre 40 e 60 Hz são as mais adequadas para induzir contrações musculares mais 

consistentes, coordenadas e rítmicas. 

Corroborando essas descobertas, Moritz et al. (2007), relataram em seu estudo 

que, devido à integração de informações aferentes e eferentes na medula espinhal, a  

estimulação epidural com intensidades entre 10 e 80 µA e pulsos quadráticos é capaz 

de ativar adequadamente grupos musculares agonistas e antagonistas. Nesse 

sentido, Courtine et al. (2009) verificaram que a estimulação elétrica epidural foi 

capaz de ativar centros motores medulares em ratos submetidos a lesões medulares 

torácicas completas, recrutando regiões específicas da medula e refinando esse 

controle por meio das fibras sensoriais. 

De forma semelhante, Rossignol and Frigon (2011) relatam em seu trabalho de 

revisão a importância das funções sensoriais na recuperação motora após lesão 
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medular e aponta que a estimulação elétrica pode atuar não apenas como 

facilitadora, mas também como agente de integração entre as funções sensoriais e 

motoras. 

Com o objetivo de investigar a influência da estimulação elétrica epidural em 

ratos com lesão medular, Gad et al. (2013) desenvolveram e testaram um sistema de 

estimulação com múltiplos pontos de estimulação independentes e, assim, 

demonstraram que esses animais, quando submetidos a uma configuração bipolar 

específica de eletrodos com frequência de 40 Hz, foram capazes de manter-se em 

pé. 

Nesse contexto, Alam et al. (2015) conduziram um estudo em ratos com o 

objetivo de identificar parâmetros mais confiáveis para a realização de movimentos 

específicos em ratos com lesão medular. Os resultados revelaram que a polaridade e 

a intensidade   exercem influência na ativação de grupos musculares específicos, 

sendo que a configuração bipolar foi a mais adequada para uma ativação muscular 

consistente, requerendo menor carga elétrica. Seguindo essas descobertas, Lavrov et 

al. (2015) demonstraram em seu estudo com ratos lesionados que a combinação de 

estimulação elétrica e sensorial pode induzir respostas motoras vigorosas ou ritmadas, 

considerando que os principais parâmetros elétricos aplicados na estimulação 

epidural são intensidade, largura de pulso e frequência. Dose et al. (2016) 

investigaram em um estudo com medulas de ratos neonatos que a frequência e os 

tempos de entrega de carga são fatores mais importantes do que a intensidade para 

alcançar as respostas desejadas. Em consonância com essas descobertas, Shah et 

al. (2016), após três semanas de estudo, verificaram que modelos de roedores 

submetidos à lesão medular apresentaram melhores respostas quando a frequência 

de estimulação foi de 40 Hz, com escalonamento dos tempos de entrega de carga. 

Nesse sentido, Barra et al. (2018) relatam em seu estudo realizado em animais que 

para uma recuperação motora mais efetiva a estimulação medular deve ser mais 

seletiva em relação às estruturas neurais ativadas e parâmetros de estimulação. 

Como notado, muitos estudos com estimulação epidural reportam melhora da 

motricidade no modelo animal de lesão medular. No entanto, poucos avançaram nos 

mecanismos fisiopatológicos envolvidos nessa recuperação. Um estudo que foi divisor 

de águas no contexto eletrofisiológico foi o de Moraud et al. (2016). Usando 

interessante modelo matemático de computação neural e verificação experimental em 

ratos do modelo, os autores procuraram predizer o potencial de disparo das fibras 

eferentes motoras em função da corrente exógena aplicada pela estimulação epidural 
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e o disparo dos aferentes dos fusos neuromusculares carreados por fibras Ia e II. O 

modelo de aferências fusais se correlaciona a envelopes de bursts de atividade 

eletromiográfica, que, por sua vez, se correlacionam ao acoplamento de atividade 

motora alfa-gama, conforme descrito preliminarmente. Estudos prévios sugeriam que 

a resposta motora elicitada nos membros posteriores a cada pulso de estimulação 

epidural era preferencialmente mediada por fibras grossas mielinizadas, em particular 

fibras envolvidas no feedback sensorial fuso-muscular (Gerasimenko et al., 2006, 

Capogrosso et al., 2013, Wenger et al., 2014). As aferências fusais musculares se 

somam a modulações descendentes supra-tentoriais para elaborar segmentarmente 

padrões motores (Levine et al., 2014). Evidências eletrofisiológicas que remontam aos 

estudos de Sherrington (1910) sugerem que esses circuitos reguladores são 

ancestrais e comuns na regulação da atividade motora em vertebrados (Clarac et al., 

2000), sendo extremamente conservados em mamíferos (Pierrot-Deseilligny 1989 e 

passíveis de serem recrutados por estimulação epidural em humanos (Sayenko et al., 

2014; Hofstoetter et al., 2015).  

Em termos de reabilitação motora em humanos sabe-se da importância da 

repetição de padrões motores (sejam reproduzidos pelas mãos do fisioterapeuta ou por 

próteses exosqueléticas), na indução de plasticidade medular (Borton et al., 2013). 

Nesse sentido, a estimulação epidural atuaria como mais uma ferramenta (e 

poderosa) para prover essas repetições. A interpretação corrente dos efeitos da 

estimulação epidural provém de estudos em simulação matemática do funcionamento 

das redes neurais específicas da medula (Rattay et al., 2000; Capogrosso et al., 2013) 

e de estudos experimentais (Gerasimenko et al., 2006, Hofstoetter et al., 2015).  

Ambas as linhas de evidência sugerem ativação preferencial de fibras grossas 

aferentes provenientes dos fusos neuromusculares, que, por sua vez, teriam o 

potencial de recrutar centros geradores de padrão (CPG, ou central-pattern 

generators) na medula espinhal (Angeli et al., 2014; Danner et al., 2015). Essa 

ativação de CPG contribuiria elevando a excitabilidade dos neurônios próprios 

espinhais, integrando-os em redes sensitivo-motoras funcionantes (Edgerton et al., 

2008). Assim sendo, acredita-se que do ponto de vista eletrofisiológico a estimulação 

epidural module circuitos aferentes fusais no sentido de aprimoramento do programa 

motor (como por exemplo a mudança da velocidade da marcha).  

Segundo os modelos mais atuais de entendimento, a estimulação epidural 

interage com estímulos sensoriais fusais de duas maneiras sinergísticas: i) 

primeiramente, a estimulação de fibras aferentes fusais favorece eferência excitatória 

mono- e di-sináptica para motoneurônios medulares; e ii) o fortalecimento da inibição 



92 
 

recíproca de antagonistas favorece o recrutamento alternado de agonistas e 

antagonistas necessário para a marcha apropriada (Talpalar et al., 2011). De acordo 

com esse modelo, a interação desses dois mecanismos proveria à medula espinhal 

capacidade de ajuste e de controle do padrão motor, independentemente de centros 

supra-tentoriais (Courtine et al., 2009; Talpalar et al., 2011). Um exemplo da 

complexidade dos padrões segmentares medulares é o que ocorre quando a esteira 

elétrica é parada com o animal andando sobre ela. Nesse instante, há aumento da 

atividade de músculos extensores e diminuição da atividade de músculos flexores, 

promovendo a transição do estado de marcha para ortostase estática (Quevedo et al., 

2000). Essas observações, entretanto, provêm do nosso conhecimento rudimentar 

sobre circuitos excitatórios mono- e di-sinápticos medulares. Ainda restam largamente 

incompreendidas as complexas interações de interneurônios do CPG com esses 

circuitos medulares mais  simples (Rybak et al., 2006). 

Embora se tenha avançado nas alterações eletrofisiológicas induzidas pela 

corrente elétrica exógena, ainda muito pouco se sabe sobre os efeitos de tal 

estimulação sobre a estrutura neural medular. É nesse aspecto que nosso estudo 

representou avanço por demonstrar aumento da população neuronal nos animais 

estimulados, além de aumento do sinal correspondente a estruturas sinápticas. 

Quanto ao primeiro achado, a princípio poderíamos estar diante de aumento da 

neurogênese induzida pela eletroestimulação, efeito conhecido da modulação elétrica 

(Huang et al., 2006; Lavrov, et al., 2008; Sayenko et al., 2014; Moraud et al., 2016; 

Calvert et al., 2021). Por outro lado, sabe-se que a medula espinhal é muito pobre em 

neurogênese e ,de fato, essa não ocorre na medula espinhal do animal adulto. Assim 

sendo, a hipótese mais plausível para esse achado parece ser a de diminuição de 

apoptose tardia após a lesão medular (> 1 semana no rato). É sabido que a apoptose 

ocorre na lesão secundária até 6 meses (Norenberg et al., 2004; Temkin et al., 2007), 

assim sendo, especulamos aqui que a estimulação esteja causando um efeito 

benéfico ao inibir a apoptose de células neuronais desaferentadas. Reforça a 

compreensão de que essa hipótese seja coerente o fato que a entrada de corrente 

iônica na célula ativa diversos 
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mecanismos de maturação neuronal por meio de sinalização de cAMP, cálcio e 

ativação de fatores de transcrição envolvidos em processos neurogênicos (Lepski et 

al., 2013). O segundo achado patofisiológico encontrado em animais estimulados foi 

o aumento de sinal sináptico. Ora, é sabido que a corrente exógena promove 

maturação sináptica, pelos mesmos mecanismos citados acima e outros envolvendo 

BDNF e cálcio (Bischofberger et al., 2006; Hauser et al., 2022). Interessante foi a 

observação de que o brotamento axo-dendrítico, medido em nosso estudo por beta- 

III-tubulina, não mostrou diferença significativa entre animais lesados e estimulados. 

 
1.13 Estimulação medular para recuperação motora em humanos 

 
 

O sucesso das observações experimentais motivou o teste da estratégia de 

estimulação medular em pacientes vitimados por lesão medular traumática. Nesse 

contexto, Jilge et al. (2004) conduziram um estudo com cinco pacientes cronicamente 

lesionados, nos quais foi realizado o implante de uma gride de eletrodos na região 

lombossacral. A partir dessa pesquisa, os autores constataram que, mesmo em 

estágios crônicos da lesão, a medula espinhal é capaz de responder à estimulação 

elétrica epidural. Essa resposta foi observada pela capacidade de induzir ritmicidade 

motora com frequências de 25 a 50 Hz, sendo que frequências de 5 a 15 Hz foram 

mais efetivas para a extensão dos membros. 

Com o objetivo de investigar a importância do posicionamento dos eletrodos 

para a estimulação epidural, Huang et al.(2006) conduziram um estudo com dois 

pacientes cronicamente lesados. Os eletrodos de estimulação foram posicionados na 

região lombossacral, sendo que em um paciente foi colocado na linha média e no outro 

com leve deslocamento. Ao final do estudo, os pesquisadores constataram que o 

paciente cujo eletrodo estava deslocado lateralmente apresentou resultados 

superiores em termos de magnitude e cinemática articular durante a marcha, em 

comparação com o outro paciente. Dessa forma, os autores concluíram que os efeitos 

da estimulação facilitam o recrutamento de motoneurônios lombares; porém, esse 

efeito é dependente da localização dos eletrodos e da história da lesão, ressaltando 

a importância de realizar uma análise individualizada para cada caso de lesão. 
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Em uma abordagem semelhante, Harkema et al. (2011) realizaram um estudo 

com um paciente em um estágio crônico de lesão medular. O paciente, já com 3 anos 

de evolução, foi submetido ao implante de um grid de eletrodos na região lombo-

sacral. Por meio de um extenso mapeamento das configurações de estimulação e de 

treinamento fisioterapêutico, os pesquisadores observaram que a estimulação 

epidural possibilitou a ativação da circuitaria dos seguimentos medulares 

correspondentes à região da intumescência lombar, resultando no recrutamento de 

grupos musculares responsáveis pela sustentação do corpo. Esse efeito permitiu que 

o paciente suportasse mais de 50% do seu peso corporal por um período prolongado. 

Após sete meses da cirurgia, os autores constataram que houve recuperação parcial 

de alguns movimentos das pernas. No entanto, ainda era necessário o uso da 

estimulação epidural. Como conclusão, os autores destacam que o treinamento em 

conjunto com a estimulação epidural pode ter reativado circuitos neurais que foram 

preservados e silenciados após o evento da lesão ou ainda ter estimulado processos 

de neuroplasticidade. 

Em consonância com essas descobertas, Rejc et al. (2015) conduziram um 

estudo envolvendo quatro pacientes que foram submetidos ao implante de um 

estimulador epidural medular. Dois desses pacientes foram classificados como ASIA- 

A e os outros dois como ASIA-B, de acordo com a classificação da American Spinal 

Injury Association. Em ambos os casos os pacientes apresentaram melhorias na 

sustentação do peso corporal, com o mínimo de assistência necessária. Além disso, 

os autores constataram que a configuração do eletrodo, com o catodo posicionado na 

região caudal em relação ao anodo, juntamente com frequências de estimulação 

variando entre 25 e 60 Hz, demonstrou ser a mais efetiva para a obtenção desses 

resultados. Dessa forma, os autores afirmam que a medula espinhal lombar possui a 

capacidade de gerar padrões motores consistentes para o suporte de peso, mas 

ressaltam que a seleção e a configuração adequadas dos parâmetros de estimulação 

são fatores primordiais e devem ser individualizados para cada caso específico. 

No entanto, esses resultados não se restringem à recuperação dos movimentos 

dos membros inferiores. Lu et al. (2016) investigaram os efeitos do implante do 

estimulador na região da medula cervical em dois pacientes tetraplégicos, e 

constataram melhorias significativas tanto na força das mãos quanto no controle 

voluntário desses membros superiores. Em relação aos parâmetros de estimulação, 
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os melhores resultados foram obtidos quando a frequência foi configurada entre 20- 

30 Hz e a intensidade entre 1-3 mA, em ambos os casos. Esses achados confirmam 

a efetividade dessa abordagem para pacientes tetraplégicos. Além disso, assim como 

os estudos anteriores, esses resultados enfatizam a necessidade de ajustes 

individuais na configuração dos parâmetros para cada paciente específico. 

No estudo conduzido por Angeli et al. (2018) quatro pacientes cronicamente 

lesionados foram submetidos à estimulação medular e os resultados revelaram que, 

após sessões de treinamento em esteira combinadas com estimulação epidural, esses 

indivíduos foram capazes de caminhar em superfície plana com um mínimo auxílio de 

suporte de peso. Além disso, apresentaram melhorias significativas na posição em pé 

e maior estabilidade do tronco, sugerindo que a combinação de treinamento e 

estimulação epidural pode potencializar a reabilitação motora voluntária 

Considerando a importância da seletividade das regiões medulares na 

recuperação motora, Wagner et al. (2018) conduziram um estudo de estimulação 

epidural baseado no princípio de seletividade e acionamento cíclico em tempo real 

durante o processo de marcha, o que denominaram: Estimulação Espaço-temporal. 

Nesse estudo três pacientes cronicamente lesionados foram submetidos ao implante 

de um grid de eletrodos de estimulação na medula toracolombar. Os resultados 

revelaram melhorias significativas no controle motor com os pacientes conseguindo 

realizar movimentos em bicicleta e caminhar com auxílio de duas bengalas 

canadenses e tutores de membros inferiores, depois de 1 ano de observação. Esses 

achados demonstram o potencial da estimulação epidural seletiva como uma estratégia 

eficaz para melhorar a função motora em indivíduos com lesões crônicas. 

 
CONCLUSÕES 

 

Pelo que foi exposto, vemos que há bastante coerência e reprodutibilidade nos 

achados pré-clínicos e clínicos a favor de estimulação epidural medular com a 

finalidade de recuperação motora após lesão medular traumática. Todavia, os 

mecanismos por trás dessa recuperação permanecem até o presente momento 

largamente obscuros. O esclarecimento dessa questão científica extremamente 
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relevante só é possível no animal de experimentação pela possibilidade de avaliação 

morfológica das medulas explantadas, após lesão e terapia de estimulação. 

Os estudos apresentados anteriormente sugerem que, após uma lesão medular 

acima da intumescência lombar, a denervação segmentar consequente acaba por 

causar diminuição das correntes pós-sinápticas excitatórias nos motoneurônios 

medulares alfa e gama, impedindo que atinjam seu limiar de excitação e, por 

conseguinte, mediem ativação muscular periférica programada. Esses circuitos 

estariam presentes, mas, silentes; com tendência de degeneração apoptótica induzida 

pelo desuso. Entende-se que a aplicação de uma corrente elétrica exógena nesse 

circuito desaferentado possa aproximar tonicamente as células de seu limiar de 

disparo, de modo que uma pequena corrente excitatória por uma via descendente 

remanescente seja agora capaz de recrutar essa célula e reintegrá-la em uma rede 

funcional. Além das observações de melhora induzida por eletroestimulação, nosso 

estudo avança em mostrar evidências a favor de maior povoamento neuronal induzido 

pela estimulação (muito provavelmente por menor taxa de apoptose) e também maior 

grau de sinaptogênese na medula deaferentada. Esses achados evidenciam o 

substrato neural necessário para explicar a reabilitação motora, vista após estimulação 

medular, mesmo em fases muito tardias após o traumatismo. 

As lesões medulares têm sido um desafio médico e científico ao longo dos 

séculos. Na era moderna, houve um investimento significativo de recursos e de tempo 

no desenvolvimento de agentes neuroprotetores (Wu et al., 2013; Nagoshi et al., 2015; 

Kjell and Olson, 2016) para minimizar as lesões secundárias resultantes do 

traumatismo medular, bem como nas terapias celulares restauradoras (Li and Lepski 

,2013). Mais recentemente, foi observado um grande potencial da terapia de 

estimulação medular em uso clínico desde 1969 para o tratamento da dor, no sentido 

de induzir plasticidade motora e prover ganhos funcionais relevantes. Neste estudo, 

apresentamos evidências experimentais que sustentam indução de plasticidade 

medular por meio de repovoamento neuronal e neo-sinaptogênese. O correto 

entendimento do mecanismo de ação da estimulação epidural para regeneração 

medular vai permitir o aprimoramento dessa técnica extremamente promissora, quiçá 

alcançando quantidade maior de doentes ou candidatos mais propensos a responder 

a essa abordagem. 
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