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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacéo em Disturbios da Comunicagdo Humana
Universidade Federal de Santa Maria

GENOTOXICIDADE E EQUOTERAPIA NO CONTROLE POSTURAL
DE PORTADORES DE ESCLEROSE MULTIPLA

Autor: Karla Mendonga Menezes
Orientador: Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira
Co-orientador: Prof. Dr. Fernando Copetti
Data e Local: Santa Maria, 03 de margo de 2011.

Introducdo: A Esclerose Mudltipla (EM) € uma neuropatologia cronica
caracterizada pela infiltracdo de células inflamatérias no Sistema Nervoso Central
(SNC). Alguns estudos tem sugerido que danos cumulativos ao DNA, induzidos pelo
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), possam contribuir para varios
mecanismos subjacentes as lesbes da EM. Em decorréncia das disfuncdes
observadas em diferentes estruturas do SNC, as alteracdes no controle postural sdo
observacdes frequentes em portadores de EM. Neste sentido, estudos tem
evidenciado que intervencdes terapéuticas, como a equoterapia, tem potencial para
reduzir muitas das deficiéncias observadas na EM. Objetivos: 1) Verificar os indices
de dano ao DNA de portadores de EM, 2) Verificar a relacdo entre os indices de
danos ao DNA e parametros do controle postural de portadores de EM, e 3) Verificar
se a Equoterapia é capaz de desencadear alteracbes no controle postural de
portadores de EM. Método: Foram incluidos no estudo 14 portadores de EM com
idade média de 40,7+8,3 anos e 28 controles saudaveis com idade 35,10+15,3 anos.
O dano ao DNA foi avaliado através da versao alcalina do ensaio cometa. O controle
postural foi avaliado pela estabilometria, durante 30 segundos, em postura quieta.
Resultados: Portadores de EM apresentaram maior indice de dano de DNA
(21,3+4,8) do que controle saudaveis (7,9+6,1) com p=0,0001. Nao foram
encontradas associacdes entre os indices de dano ao DNA e os parametros do
controle postural. Apés a estimulacdo da equoterapia os sujeitos com EM foram
capazes de reduzir as oscilacbes corporais. Conclusdo: Portadores de EM
apresentam maior dano ao DNA do que controles saudaveis. A estimulacdo
proporcionada pela equoterapia foi capaz de desencadear alteracdes favoraveis no
controle postural de portadores de EM, podendo ser indicada como uma pratica
terapéutica eficiente para esta populagéo.

Palavras-chave: Esclerose Mdltipla; Controle Postural; Dano ao DNA; Equoterapia.
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GENOTOXICITY AND HIPPOTHERAPY IN THE POSTURAL
CONTROL IN PATIENTS WITH MULTIPLE SCLEROSIS
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Advisor: Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira
Co-supervisor: Prof. Dr. Fernando Copetti

Date and Place: Santa Maria, March 03, 2011.

Introduction: Multiple Sclerosis (MS) is a chronic neuropathology
characterized by infiltration of inflammatory cells in the central nervous system
(CNS). Some studies have suggested that cumulative damage to DNA, induced
accumulation of reactive oxygen species (ROS) may contribute to several
mechanisms underlying the lesions of MS. As a result of dysfunctions observed in
different CNS structures, changes in postural control are frequent observations in MS
patients. Studies have shown that therapeutic interventions such as equine therapy
has the potential to reduce many of the deficiencies observed in MS.
Objectives: 1) assess the levels of DNA damage in MS patients, 2) investigate the
relationship between rates of DNA damage and parameters of postural control in
people with MS, and 3) Verify that hippotherapy is able to initiate changes postural
control of patients with MS. Method: The study included 14 MS patients with a mean
age of 40.7 £ 8.3 years and 28 healthy controls aged 35.10 + 15.3 years. The DNA
damage was evaluated using the alkaline version of the comet assay. The postural
control was assessed by stabilometry for 30 seconds in quiet stance. Results:
Patients with MS had higher rates of DNA damage (21.3 + 4.8) than healthy controls
(7.9 £ 6.1) with p = 0.0001. We found no association between rates of DNA damage
and the parameters of postural control. After stimulation of hippotherapy, subjects
with MS were able to reduce body oscillations Conclusion: MS patients showed
more DNA damage than healthy controls. Hippotherapy can be recommended for
rehabilitation of postural control in subjects with MS.

Keywords: Multiple Sclerosis; Postural Control; DNA Damage; Hippotherapy.
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1 INTRODUCAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma neuropatologia cronica caracterizada pela
infiltracdo de células inflamatérias no Sistema Nervoso Central (SNC) (LANA-
PEIXOTO, 2002; KORNECK, LASSMANN, 2003; CALABRESI, 2004; BCTRIMS,
2010). Os fatores que influenciam o surgimento dessa patologia ainda ndo foram
elucidados, contudo a hipotese patogénica mais aceita é que a EM seja fruto de uma
predisposicdo genética associada a um fator ambiental desconhecido que, ao se
encontrarem desencadeiam uma disfungdo no sistema imune (KORNECK;
LASSMANN, 2003).

Estudos epidemioldgicos tem admitido que a EM geralmente surja no inicio da
idade adulta e seja, atualmente, a causa mais comum de incapacidade fisica
adquirida em muitos paises da América do Norte e Europa (DEBOLT, MCCUBBIN,
2004; FINKELSZTEJN et al., 2009). No Brasil, a distribuicdo e a caracterizacao
clinica da EM ainda ndo foram estabelecidas. Recentes estudos revelaram taxas de
15 caso0s/100.000 habitantes, nas regides sul e sudeste (PAPAIS-ALVARENGA et
al.,, 1995; CALLEGARO et al., 2001; GRZESIUK, 2006; FINKELSZTEJN et al.,
2009).

Estudiosos das mais variadas areas do conhecimento tem se dedicado a
observar os fatores que estdo envolvidos com o surgimento da EM. Alguns desses
estudos tem sugerido o acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode
contribuir para varios mecanismos subjacentes as lesdes da EM (VAN DER GOES
et al., 1998; LU et al., 2000; GILGUN-SHERKI et al., 2004; VAN HORSSEN et al.,
2008). Apesar das espécies EROs, muitas vezes designadas como radicais livres,
serem subprodutos normais do metabolismo aerdbico celular, essas moléculas
podem prejudicar lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Assim, o0os danos
cumulativos causados ao material genético (DNA, &cido desoxirribonucleico),
induzidos pela incidéncia de moléculas EROs, resultariam no declinio no
desempenho fisiolégico das células afetadas (COOKE et al., 2003; EVANS et al.,
2004; D'ERRICO et al., 2008; DRUZHYNA et al., 2008). Estudos sugerem que as
EROs desempenham um papel importante no envelhecimento normal e patoldgico,

nas doencas auto-imunes e neurodegenerativas (BOHR et al., 1998; COOKE et al.,
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2003; EVANS et al., 2004; KADLOGLU et al.,, 2004; RAO, 2009; REDDY et al.,
2009). Dentre eles, ha evidéncias de que as EROs possam contribuir para varios
mecanismos subjacentes as lesdes da EM como a fagocitose de mielina e
desagregacdo por macréfagos (VAN DER GOES et al. 1998; KORNECK,
LASSMANN, 2003; GILGUN-SHERKI et al. 2004), o dano oligodendroglial (VAN
HORSSEN et al., 2008) e lesdo neuronal e axonal (KORNECK, LASSMANN, 2003;
GILGUN-SHERKI et al. 2004).

Como consequéncia desse conjunto de disfuncdes, a EM geralmente tem
carater heterogéneo e tende a evoluir através de episodios de surto-remissdo
resultando em formas clinicas distintas, conforme a localizacdo das lesdes
(LASSMANN, LUCCHINETTI, 2001; KORNECK, LASSMANN, 2003; CALABRESI,
2004). Essas lesBes provocam uma gama de sinais neurologicos que comprometem
as atividades funcionais. Entre elas, as alteracbes nos mecanismos de controle
postural sdo observacdes frequentes em portadores de EM (FRZOVIC et al., 2000;
CATTANEO et al.,, 2002; KARST et al., 2005; PETERSON, CHO, FINLAYSON,
2007; CHUNG et al., 2008; MARTIN et al., 2008; CATTANEO, JONSDOTTIR, 2009;
POROSINSKA et al., 2010; VAN EMMERIK et al., 2010).

O controle postural € o resultado de complexas interacfes entre os sistemas
musculo-esqueléticos e neuromusculares, incluindo componentes sensoriais como a
visdo, os sistemas proprioceptivo e vestibular (KESHNER, 2002; SHUMWAY-COOK,
WOOLLACOTT, 2003).

Em individuos com EM, Reulen et al (1983) observou-se que o sistema visual
pode ser perturbado por placas no nervo Optico levando a cegueira, visao turva ou
diplopia, o envolvimento das vias vestibulares, foi identificado por Williams et al.
(1997) e, além disso, disturbios de propriocepcdo, espasticidade e fraqueza
muscular, também observados (CALABRESI, 2004; DEBOLT, MCCUBBIN, 2004;
ROMBERG et al., 2004; CHUNG et al., 2008; SOSNOFF et al., 2010).

A EM ainda ndo possui cura e o tratamento dessa doenca, normalmente se
restringe a aplicagdo de drogas imunossupressoras e imunomoduladoras
(LASSMANN, LUCCHINETTI, 2001; KORNECK, LASSMANN 2003; CALABRESI,
2004; BCTRIMS, 2010), no entanto, alguns estudos tem evidenciado que
intervencdes terapéuticas tenham potencial para melhorar muitas das deficiéncias
observadas na EM (DEBOLT, MCCUBBIN, 2004; ROMBERG et al., 2004; ALMEIDA
et al., 2007; CATTANEO et al., 2007; CATTANEO, JONSDOTTIR, 2009). Nesse
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contexto, as atividades de estimulagéo equestre, no Brasil inseridas no contexto da
Equoterapia (ANDE-Brasil, 2010), vem sendo utilizadas como método terapéutico
complementar em uma série de condi¢cdes neuroldgicas incluindo lesdo da medula
espinhal (LECHNER et al., 2003; LECHNER et al., 2007), paralisia cerebral
(BERTOTI, 1988; BIERY, KAUFFMAN, 1989; MCGIBBON et al., 1998; BENDA et al.,
2003; CASADY, NICHOLS-LARSEN, 2004; CHERNG et al., 2004; HAMILL et al.,
2007; MCGIBBON et al.,, 2009) e Esclerose Mdultipla (HAMMER et al., 2005;
SILKWOOD-SHERER, WARMBIER, 2007)

Assim, considerando as evidéncias de que espécies reativas de oxigénio
(EROs) podem contribuir para mecanismos subjacentes as lesdes da EM e as
frequentes observacdes de comprometimento no controle postural de portadores de

EM, esse estudo estabeleceu os seguintes objetivos:

1.1 Objetivos Gerais

Verificar os indicadores de Genotoxicidade e a influéncia da Equoterapia no

controle postural de portadores de EM.

1.2 Objetivos Especificos

Verificar os indices de dano ao DNA de portadores de EM, através do Ensaio

Cometa;

Comparar os indices de dano ao DNA de portadores de EM com o indice de

dano ao DNA de controles saudaveis;

Avaliar os parametros do controle postural, de portadores de Esclerose

Multipla, através da estabilometria;
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Comparar os parametros do controle postural dos portadores de EM conforme
histérico de instabilidade postural;

Verificar se um periodo de estimulacdo, através da Equoterapia, é capaz de

desencadear alteracdes no controle postural de portadores de EM.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Esclerose Mdltipla

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenca neuroldgica crénica, de carater
geralmente progressivo, que resulta em consequentes e variaveis déficits causados
por lesGes focais a mielina que podem dificultar e, até mesmo, interromper a
transmissao de impulsos nervosos, ou acarretar falhas na propagacao de potenciais
de acdo axonais (COOK, 1990; FURTADO; TAVARES, 2006). Durante esse
processo de desmielinizacdo formam-se placas ou tecidos endurecidos,
semelhantes a cicatrizes. Essas placas podem aparecer em distintas areas do
cérebro e medula espinhal, sendo esta a origem do home Esclerose Mdultipla.

Acredita-se, que as lesGes a camada de mielina sejam mediadas pelo sistema
imunolégico havendo, contudo, uma relativa preservacdo de outros elementos do
tecido nervoso (MILLER, 1990; COOK, 1990). Em reflexo dos diferentes
mecanismos responsaveis pela destruicdo da mielina, a EM geralmente tem caréater
heterogéneo e tende a evoluir através de episddios de surto-remissao resultando em
formas clinicas distintas, dependendo da localizacdo das lesfes (LASSMANN,
LUCCHINETTI, 2001; KORNECK, LASSMANN, 2003; CALABRESI, 2004).

Essas lesdes provocam uma gama de sinais neuroldgicos que comprometem
as atividades funcionais podendo incluir excessiva fadiga e fraqueza muscular
(PALTAMAA et al., 2007), espasticidade (SOSNOFF et al., 2010) e alteracdes no
controle postural (FRZOVIC et al., 2000; CATTANEO et al., 2002; KARST et al.,
2005; PETERSON, CHO, FINLAYSON, 2007; CHUNG et al., 2008; MARTIN et al.,
2008; CATTANEO, JONSDOTTIR, 2009; POROSINSKA et al, 2010; VAN
EMMERIK et al., 2010), entre outros.

Devido a sintomatologia variada, ainda n&o ha consenso entre os estudiosos
quanto a classificagdo de suas formas. Em 1996, Lublin e Reingold classificaram,
através de um consenso internacional, as formas de evolucdo da doenca em: 1)
Recorrente-remitente (RR) — evolui em surtos bem individualizados ndo havendo

progressdo dos déficits entre os surtos podendo deixar ou nao sequelas; 2)
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Secundariamente progressiva (SP) caracterizada por uma fase precedente de
recorréncias e remissdes seguida de progressdo dos déficits sem surtos, ou com
surtos subjacentes; 3) Primariamente progressiva (PP) caracterizada desde o inicio
por doenca progressiva evoluindo com ocasionais estabilizacbes e discretos
periodos de melhora; 4) Progressiva-recorrente (PR) caracteriza-se, desde o inicio,
por doenca progressiva, porém intercalada por surtos claramente objetivos, com ou
sem recuperacao total. J& para Callegaro et al. (2001) é possivel identificar apenas
dois cursos bem distintos: quando os sintomas e sinais neurologicos séo transitérios
denomina-se curso remitente-recorrente e, quando o quadro neurolégico se torna
mais sistematizado, ou seja, 0s sintomas e sinais neuroldgicos se intensificam, sem
remissdo, resultando em comprometimento motor, classifica-se como curso
progressivo.

A EM é o principal membro de um grupo de disturbios conhecidos como
doencas desmielinizantes (FRANKEL, 2004). Segundo dados da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), afeta cerca de 2,5 milh6es de pessoas no mundo. Embora
a distribuicdo e a caracterizacdo clinica da EM no Brasil ainda ndo sejam bem
conhecidas, recentes estudos revelaram taxas de 15/100.000 (PAPAIS-
ALVARENGA et al, 1995; CALLEGARO et al., 2001; GRZESIUK, 2006;
FINKELSZTEJN et al., 2009). Geralmente o diagnostico da EM se da entre os 20 e
40 anos de idade, havendo maior prevaléncia de casos no sexo feminino, em uma
proporcao de 2:1 (CALLEGARO et al., 2001).

2.2 Espécies reativas de oxigénio e danos oxidativos ao DNA

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo espécies quimicas presentes na
maioria dos sistemas bioldgicos. Em condicfes fisioldgicas do metabolismo celular
aerébio, o O, sofre reducdo tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons,
resultando na formacéo de H,O (VALKO et al., 2006). Durante esse processo Sao
formados intermediarios reativos, como os radicais superéxido (O2™), hidroperoxila
(HO), hidroxila (OH) e o peroxido de hidrogénio (H.O,) (SCANDALIOS, 2005).
Caracterizados pela instabilidade, vida curta e sendo muito reativos quimicamente,

eles tendem a ligar-se com outros elétrons em estruturas proximas de sua formacao
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comportando-se como receptores (oxidantes) ou como doadores (redutores) de
elétrons (VASCONCELOS et al. 2007; RAO, 2009).

Apesar das espécies EROs, muitas vezes designadas como radicais livres,
serem subprodutos normais do metabolismo aerdbico celular, essas moléculas
podem prejudicar lipideos, proteinas e acidos nucleicos (ANDERSON, 1996; EVANS
et al., 2004; BARREIROS et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007). Estas lesdes
podem ser induzidas ndo apenas pelas EROs, geradas pela exposicdo a agentes
exdgenos, mas também por fontes enddgenas, que incluem o metabolismo de
oxigénio, apoptose e respostas inflamatorias que envolvem o sistema imune
(BARREIROS, 2006; VANCONCELQOS, 2007). Normalmente, a taxa de lesdes
induzidas pela formacédo de EROs é equilibrada por sua taxa de reparo. No entanto,
a exposicao cronica ao estresse oxidativo, devido a deficiéncias nos processos de
reparacao celular, ou mudancas no potencial mitocondrial, podem induzir a
mutagénese e a perda da homeostase (RAO, 2009).

0s danos cumulativos causados ao material genético (DNA, 4&cido
desoxirribonucleico), induzidos pela incidéncia de moléculas EROs, resultariam no
declinio no desempenho fisiologico das células afetadas (COOKE et al.,, 2003;
EVANS et al.,, 2004; D'ERRICO et al.,, 2008; DRUZHYNA et al., 2008). Alguns
estudos sugerem que as EROs desempenham um papel importante no
envelhecimento normal e patolégico, nas doengcas auto-imunes e
neurodegenerativas (BOHR et al., 1998; COOKE et al., 2003; EVANS et al., 2004,
KADLOGLU et al., 2004; RAO, 2009; REDDY et al., 2009). Dentre eles, ha
evidéncias de que as EROs possam contribuir para varios mecanismos subjacentes
as lesdes da EM como a fagocitose de mielina e desagregacdo por macrofagos
(VAN DER GOES et al. 1998; KORNECK, LASSMANN, 2003; GILGUN-SHERKI et
al. 2004), o dano oligodendroglial (VAN HORSSEN, et al., 2008) e lesdo neuronal
somato e axonal (KORNECK, LASSMANN, 2003; GILGUN-SHERKI et al. 2004).

2.3 Utilizac&o do Ensaio Cometa para quantificar os danos ao DNA

O ensaio cometa (Single Cell Gel Electrophoresis) é um teste de

genotoxidade capaz de identificar agentes que causam mudanca no genoma e



20

detectar danos ao DNA induzidos por agentes alquilinantes e/ou oxidantes (SINGH
et al., 1988, HARTMANN, 2003). Essa técnica é capaz de medir lesdes ao DNA pela
migracdo de fragmentos, apds a acao de agentes genotoxicos (ROSS et al., 1995,
SINGH et al., 1988; OSTLING; JOHANSON, 1984).

O teste do cometa baseia-se no principio da eletroforese, onde uma
suspensédo de células a serem analisadas € colocada numa fina camada de gel de
agarose sobre uma lamina histolégica e submetidas a eletroforese (HARTMANN,
2003; FARBARIRN, 1995). A eletroforese permite que os fragmentos de DNA, que
tém carga negativa (-) migrem em dire¢cdo ao anodo (+). ApGs a eletroforese, as
células que apresentam um nucleo redondo sao identificadas como normais, sem
dano detectavel no DNA. Por outro lado, as células lesadas s&o identificadas
visualmente por uma espécie de cauda, similar a um cometa, formada pelos
fragmentos de DNA (COLLINS et al.,1995).

Ostling, Johanson (1984) afirmam, que a distdncia de deslocamento em
direcdo ao anodo é diretamente relacionada com a intensidade de dano causado. No
entanto, ha um consenso de que a simples visualizacdo do “cometa” ja significa que
danos estdo presentes ao DNA. A identificagdo do dano ao DNA pode ser feita por
diferentes maneiras como, por exemplo, medir o comprimento do DNA migrante com
a ajuda de uma ocular de medidas, ou ainda, classificar visualmente, em diferentes
niveis de dano, as células analisadas, podendo-se obter um valor arbitrario que
expresse o dano geral sofrido por uma populagéo de células (COLLINS et al.,1995).

Os danos ao DNA podem ser induzidos por um grande numero de agentes
fisicos e quimicos do ambiente, bem como por compostos produzidos pelo
metabolismo celular (EVANS et al, 2004, BARREIROS et al, 2006;
VASCONCELOS et al.,, 2007; D'ERRICO et al., 2008). Muitas evidéncias tem
sugerido, que os danos ao DNA, resultantes do acumulo excessivo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), muitas vezes designadas como radicais livres,
contribuam para diversas condic¢des clinicas (COOKE et al,. 2003; D'ERRICO et al.,
2008;; SEDELNIKOVA et al. 2010). Alguns estudos tem sugerido, que as EROs
desempenham um papel importante no envelhecimento normal e patolégico, nas
doencgas auto-imunes e neurodegenerativas (BOHR et al., 1998; COOKE et al.,
2003; EVANS et al., 2004; KADLOGLU et al., 2004; RAO, 2009; REDDY et al.,
2009).
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2.4 Controle Postural

O controle postural tem sido definido como uma habilidade motora complexa,
resultante da interacdo entre multiplos processos sensério-motores, que fornecem
informacdes sobre a orientacdo do corpo no espaco e permitem a manutencdo do
equilibrio corporal (KESHNER, 2002; SHUMWAY-COOK, WOLLACOTT, 2003).
Cada sistema sensorial oferece ao Sistema Nervoso Central (SNC) informacdes
especificas sobre a posicdo e o movimento do corpo. Essas informacfes sao
recebidas pelos sensores somatossensorial, vestibular e visual, conforme ilustra a
Figura 1. O SNC por sua vez solicita a contribuicdo dos sistemas neuromuscular e
musculo-esquelético que vao integrar as informacfes sensoriais e gerar
mecanismos adequados para a manutencdo do equilibrio corporal (SHUMWAY-
COOK, WOLLACOTT, 2003).

Ganglios da

base

Figura 1 — Influéncia das informacdes sensoriais no controle postural.
Fonte: Lundy-Ekman, 2008.

O nivel de controle aportado por cada sistema, em diferentes situacdes, ainda
nao foi estabelecido, no entanto, ha evidéncias de que individuos saudaveis, num
ambiente bem iluminado, com uma superficie estavel, confiam aproximadamente
70% em informacdes provenientes do sistema somatosensorial, 20% em
informacdes vestibulares e 10% nas informacdes visuais, para manter a postura
guase-estatica (PETERKA et al., 2002).
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O comprometimento de qualquer componente desses sistemas pode resultar
em diminuic&do do controle postural. Keshner (2002) salienta que quando um desses
sinais € comprometido ha uma restauracdo central na tentativa de reorganizar o
circuito neural, desencadeando assim, reacfes posturais, mesmo que alteradas,
utilizando as informagdes sensoriais remanescentes. David (2002) complementa
que, quando, se fazem necessérias adaptacbes, mecanismos de compensacao sao
invocados a fim de orientar a resposta motora substituindo uma resposta alternativa

(alterada) por uma resposta habitual de compensacéo.

2.5 Uso da Estabilometria para avaliacdo do Equilibrio Postural

A Estabilometria € a medida ou registro das continuas oscilagbes antero-
posteriores e laterais do corpo humano com um individuo sobre uma plataforma de
forca (DUARTE, 2000). A plataforma de forca mede a for¢a de reagdo do solo em
relacdo a resultante das forcas aplicadas, sendo a localizacdo desta resultante
correspondente ao centro de pressdo (COP). O principio fisico envolvido consiste
em considerar o deslocamento do COP sobre a plataforma de forca, refletindo a
atuacado dos mecanismos de controle postural (BARELA, 2006).

A avaliacdo estabilométrica faz uso de uma plataforma de forca AMTI, triaxial,
montada em uma base sélida contendo sensores, colocados em posicbes pré-
determinadas para que possa ser registrada a forca em trés planos (X, Y, 2Z).

Observacdes direcionadas a pessoas sem historico de neuropatias sugerem
que existem dois mecanismos ortogonais que controlam o COP. Enquanto as
oscilagdes na direcdo A-P sdo, em grande parte, controladas pela estratégia do
tornozelo (principalmente pelos flexores plantares), as oscilacdes na direcdo médio-
lateral (M-L) sdo controladas pela estratégia do quadril (WINTER et al. 1996;
WINTER et al. 2003)

Ao analisar diferentes métodos de avaliagdo, Berg et al. (1992) observou, que
testes laboratoriais parecem mais sensiveis do que testes clinicos na identificacédo
de déficits sutis no controle postural. Nesse contexto, Karst et al. (2005) sugere, que
a mensuracdo COP é capaz de perceber alteracdes sutis no controle postural de

individuos com EM e parece ser um instrumento adequado para quantificar
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mudancas no controle postural ao longo do tempo ou em resposta a intervencao de

individuos com EM.

2.6 Utilizacao de estratégias de reabilitacdo para portadores de EM

Varios estudiosos tem se dedicado a avaliar a eficacia de diferentes
programas de exercicios terapéuticos em individuos com EM.

Rodgers et al. (1999) observaram que seis meses de treinamento aerdbico
foram capazes de melhorar a capacidade aerdbica, mas teve pouco efeito sobre os
parametros da marcha em pacientes com EM.

Romberg et al. (2004) mostraram, que em um programa de exercicios
resistidos, realizados durante seis meses, o equilibrio estatico de individuos com EM
nao foi influenciado. Resultados similares foram observados por De Bolt, McCubbin
(2004) quando, ap6s um programa de exercicios resistidos para os membros
inferiores, realizados durante oito semanas, o aumento da forca muscular nédo foi
capaz de alterar o equilibrio e mobilidade dos sujeitos investigados.

Pavan et al. (2007), avaliaram o equilibrio postural, através da escala de
equilibrio de Berg, de quatro sujeitos com EM, submetidos a um programa de
reabilitacdo vestibular, com duracdo de dois meses, e observaram que, apos a
intervencao, trés, dos quatro sujeitos, aumentaram seus escores na Escala de Berg
enquanto o quarto individuo manteve a pontuacdao inicial. Nesta mesma perspectiva,
os resultados de um estudo realizado por Rodrigues et al. (2008) em dez sujeitos
com EM, demonstraram melhora significativa no escores da escala de Berg apés um
periodo de intervencdo de 15 sessfes de um programa terapéutico, que
compreendia treino de equilibrio em bola suica, cama-elastica, prancha de
desequilibrio e treino de marcha na barra paralela, circuitos, rampas e escadas.

Ao revisar os resultados de diversos estudos, que se dedicaram a avaliar
diferentes exercicios terapéuticos em portadores de EM, Giesser (2007) sugere, que
0 aprimoramento das estratégias de intervencdo, parece ser necessario para
efetivacdo de técnicas terapéuticas empregadas na reabilitacdo de individuos com
EM. Nessa perspectiva, Cattaneo et al. (2007) analisaram os efeitos de estratégias

sensoriais na reabilitagdo do equilibrio postural de um grupo de pessoas com EM e
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constataram, que exercicios, que utilizam estratégias sensoriais surtiram melhores

resultados no equilibrio postural do que exercicios aerdbicos e resistidos.

2.7 A Equoterapia como método de intervencao

O termo equoterapia origina-se da palavra grega hippos - cavalo, e designa o
tratamento realizado com o cavalo. Os efeitos terapéuticos da pratica equestre tem
sido descritos desde a época de Hipdcrates (458-370 a.C.), que indicava a equitacéo
como forma de regenerar a saude. Entretanto, somente a partir de 1960 as
qualidades terapéuticas da equitacdo foram reconhecidas, principalmente em paises
europeus (TOIGO, 2008). Nesse periodo, surgiram experiéncias, que nortearam
cientificamente essa atividade, dando origem a uma especialidade que viria a ser
designada como Hipoterapia. Esse modelo influenciou, de forma determinante, a
atual concepcéo brasileira de equoterapia.

A Equoterapia pode ser definida como um conjunto de técnicas reeducativas
e/ou reabilitativas, que atuam para superar danos sensoriais, cognitivos e
comportamentais desenvolvendo atividades ludico-esportivas por intermédio do
cavalo (ANDE-Brasil, 2010).

A utilizacdo desse método terapéutico tem se tornado cada vez mais presente
e despertado o interesse de muitos estudiosos. As pesquisas descrevem a
sistematizacdo do método e avaliacdes dos resultados frente a inUmeras sindromes,
deficiéncias e comprometimentos neuromotores, assim como, nos planos
psicossocial e educacional. Esses trabalhos tem alcangado bons resultados e
evidenciado a validade da equoterapia, enquanto recurso terapéutico complementar,
além de aperfeicoar sua aplicacao e técnica.

Os principais beneficios observados apds a insercdo de programas de
equoterapia apontam para reducdo dos déficits de equilibrio corporal e melhor
adequacdo da estabilidade postural (BIERY, KAUFFMAN, 1989; KUCZYNSKI,
SLONKA, 1999; HAMMER et al., 2005; HAMILL et al., 2007; SILKWOOD-SHERER,
WARMBIER, 2007), estabilidade de cabeca e tronco (SHURTLEFF; ENGSBERG,
2010; SHURTLEFF et al., 2009), reacOes de corre¢cédo postural (BERTOTI, 1988) e

diminuicdo dos indicadores de comprometimentos de marcha (HAEHL et al., 1999;
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WINCHESTER et al.,, 2002; COPETTI et al., 2007; MCGEE, REESE, 2009).
Regulacdo de tonus muscular e reeducacdo dos mecanismos de reflexos posturais
(BENDA et al., 2003; LECHNER et al., 2007), bem como melhorias nas funcdes
motoras grosseiras (STERBA et al., 2002; WINCHESTER et al., 2002; CHERNG et
al., 2004) também tem sido destacadas.

A utilizagcdo do cavalo, como instrumento terapéutico propicia um movimento
que é tridimensional, variavel, ritmico e repetitivo (DIAS, MEDEIROS, 2002). Esse
movimento é transmitido ao cérebro do praticante pelas inUmeras terminacdes
nervosas aferentes. O cérebro, por sua vez, manda informagfes ao corpo para que
Nnovos ajustes motores sejam realizados por meio do comportamento adaptativo, que
€ resultante também dos estimulos sensoriais (DIAS, MEDEIROS, 2002). A
variedade de movimentos disponiveis pelo cavalo favorece ao terapeuta a
graduacéo na quantidade de informacdes sensoriais a serem enviadas ao praticante,
associadamente a outras técnicas terapéuticas para chegar a um objetivo comum.
Esta manipulacdo assume a forma de alteracdes na velocidade, direcdo, cadéncia e
a troca de superficie (areia, asfalto, grama).

Segundo Machado (2003), os neurbnios aumentam ou diminuem sua
atividade, de acordo com a excitacdo ou inibicdo de impulsos elétricos com outros
neurdnios a eles conectados. Conforme o tipo de informacdo recebida por um
neurénio, ele se "especializard" naquele tipo de informacdo, produzindo um
determinado neurotransmissor, o qual vai reagir de determinada forma para aquele
estimulo. Desta forma, o cérebro se molda de acordo com o padrdo formado pelas
redes de neurbnios e é capaz de juntar, sempre que necessario, os fragmentos de
informacBes em uma imagem mental, a qual podemos identificar (Machado 2003).
Sendo assim acredita-se que a intervencdo com Equoterapia pode ser eficaz em
individuos com disfuncBes neuroldgicas por atuar diretamente na plasticidade

neuronal.
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3 METODOLOGIA

3.1 Delineamento

Este estudo contemplou a utilizacdo de dois delineamentos distintos, a fim de
satisfazer os objetivos propostos. O carater quase-experimental foi utilizado para
verificar o efeito de um periodo de intervencdo, através da Equoterapia sobre o
controle postural de portadores de EM e o delineamento tipo caso-controle foi
adotado para descrever os indices de dano ao DNA de portadores de EM
comparados a controles saudaveis (COZBY, 2003; THOMAS; NELSON, 2002).

3.2 Grupo de Estudos

O grupo de estudo foi composto por 14 portadores de Esclerose Multipla
escolhidos intencionalmente de acordo com os critérios de inclusdo previamente
definidos. Da mesma forma, foram incluidos 28 sujeitos saudaveis para compor um
grupo controle.

Em ambos os grupos a adesdo foi voluntéria, os sujeitos mostraram-se
capazes de responder ativamente a uma anamnese, tinham idades compreendidas
pela faixa etaria de 20 a 60 anos, sexos masculino ou feminino, e ndo possuiam
histérico de tabagismo. Além disso, para o0s sujeitos com EM foi solicitado
diagndstico neuroldgico, capacidade de permanecer em pé, sem utilizar
equipamento de apoio, por pelo menos um minuto, competéncia de andar (com ou

sem dispositivos de auxilio) e liberacdo médica para a pratica de equoterapia.

3.3 Procedimentos

Este estudo acompanha as normas da Resolucdo 196/96 do Conselho

Nacional de Saude e foi aprovado conforme parecer n°. 23081.009954/2009-77.
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Apés triagem inicial, os sujeitos foram esclarecidos quanto aos objetivos e
procedimentos metodoldgicos, através do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Para elucidar variaveis que poderiam intervir nas andlises, foi conduzida uma

anamnese que investigou o historico clinico dos sujeitos.

3.4 Avaliacédo dos indices de dano ao DNA

A deteccdo de danos do DNA foi feita através da versao alcalina do ensaio
cometa, realizada conforme descrito por Singh et al. (1988) em acordo com as
diretrizes gerais para uso do ensaio cometa (COLLINS et al.,, 1995; ROSS et al.,
1995; TICE et al., 2000; HARTMANN et al., 2003).

Para conducao deste ensaio foi coletado, de cada sujeito, uma amostra de 5
ml de sangue periférico, por puncdo venosa, em seringas plasticas descartaveis. As
amostras foram transferidas para tubos heparinizados, armazenadas no escuro e
protegidas de calor. O tempo entre coleta e inicio do processamento das amostras
nao excedeu 4 horas. ApOs a lise das células sanguineas os leucocitos foram
isolados e o ensaio cometa foi conduzido.

As amostras foram processadas em duplicatas. Em cada lamina, 100 células
foram escolhidas aleatoriamente, e analisadas em microscoépio 6ptico binocular, com
magnificacdo de 400 vezes. A classificacao visual dos aspectos morfolégicos das
células, em cinco categorias (0 - 4) sugeridas por Collins et al. (1995) foi baseada na
migragao dos fragmentos do DNA nuclear e pode ser visualizada na Figura 2.

Na categoria 0 foram incluidas as células com ndcleo esférico e sem cauda
aparente (células ndo danificadas), células com cabeca pequena, cauda longa e
difusa foram incluidos na categoria 4. As demais células foram classificadas
conforme caracteristicas intermediarias. Assim, dado o numero de células em cada
categoria, foi calculado o indice de Dano ao DNA (ID) pela expresséo:

(OXxCO+1xC1+2xC2+3xC3+4xC4
(x/100)

Onde, ID é o indice de dano ao DNA em unidade arbitraria (ua) e CO, C1, C2,

ID =

C3 e C4 sao o numero de células nas classificadas nas categorias 0, 1, 2, 3 e 4,
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respectivamente e, * € a soma de todos as células contadas (100). Assim, o ID
pode variar de zero (auséncia de dano) a 400 (todas as células com dano maximo).

(0) (1) (2
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Figura 2 — Classificacdo do Dano ao DNA dos individuos analisados. Quanto maior o nivel de dano
maior o nimero a ele atribuido. Classe 0 representa células sem dano e classe 4 o mais alto dano.

As laminas foram analisadas por dois avaliadores, em condi¢des de cego.
Para comparacgéo entre os grupos foi utilizado o ID médio de cada sujeito calculado

a partir do ID observado em cada réplica.

3.5 Avaliagédo do Controle Postural

A avaliagdo do controle postural, realizada somente no grupo com Esclerose
Multipla, foi feita através da estabilometria, com registro de dados cinéticos relativos
ao Centro de Pressédo (COP) dos individuos em postura estatica, posicionados sobre
uma plataforma de forca OR6-7 AMTI (Advanced Mechanical Technologies, Inc.)

(Figura 3), a uma frequéncia de amostragem de 100 Hz.
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Figura 3 - Plataforma de forca OR6-7 AMTI: dimens®es e sistemas de referéncia.
Fonte: Advanced Mechanical Technologies, Inc.
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Durante a aquisicdo dos dados, 0s sujeitos permaneceram descal¢os, em
apoio bipede. Um alvo fixo foi disposto na altura dos olhos e afastado 1 m para
referéncia visual. Cada sujeito realizou trés tentativas de 30 segundos. Os dados
extraidos do sistema processados através de rotinas desenvolvidas no Software
Matlab 7.3 (Matrix Laboratory - Mathworks Inc., EUA).

3.6 Intervencdao através da Equoterapia

O programa de estimulacdo foi proposto somente para 0s sujeitos portadores
de EM e contou basicamente com exercicios de adaptacdo a postura de montaria,
alongamentos, técnicas especificas de equitacdo e exercicios pré-esportivos como
mudancas de direcdo para estimular a dissociacdo de cinturas pélvica e escapular;
variacOes de piso, cadéncia (areia, asfalto e gramado) e terreno (plano, acidentado e
inclinado) objetivando intensificar os movimentos de antero e retroversao pélvica, e
elevacdes no estribo para fortalecimento da musculatura dos membros inferiores. As
atividades foram oportunizadas a todos os sujeitos e o nivel de dificuldade das
tarefas aumentado gradativamente.

As sessOes de estimulacdo, através da equoterapia, realizaram-se duas
vezes por semana, durante um periodo de quatro meses, e tiveram duracdo média
de 50 minutos cada, sendo desses, 30 minutos ininterruptos com o cavalo andando
ao passo. As atividades foram conduzidas em duplas e assistidas por profissionais
capacitados. Os cavalos estiveram equipados com estribos, rédeas e manta para

montaria, enguanto os sujeitos praticantes usaram capacete para protecao.
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4 RESULTADOS

As sessOes de resultados, discussdo dos resultados e conclusdes deste

estudo seréo divididos sob a forma de dois manuscritos apresentados a seguir:
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4.1 Artigo de Pesquisa | - Dano ao DNA e controle postural de portadores de

Esclerose Multipla

Resumo

Objetivo: Esse estudo se propds a avaliar os indices de dano ao DNA de portadores de Esclerose
Multipla (EM) em comparacdo com controles saudaveis, e verificar se existe relacédo entre os indices
de danos ao DNA e parédmetros do controle postural. Um estudo caso-controle foi conduzido, onde
incluimos 42 individuos dos sexos masculino ou feminino. Os voluntérios foram divididos em dois
grupos, pacientes EM (n=14, 40,7+8,3 anos) e grupo controle (28 individuos saudaveis, 35,10+£15,3
anos). Os indices de dano ao DNA foram avaliados através do ensaio cometa alcalino e os
parametros do controle postural mensurados através da estabilometria. Resultados: Pacientes com
EM apresentaram maiores indices de dano de DNA (21,3+4,8) do que controle saudaveis (7,916,1),
com p=0,0001. Esta associacdo foi independente de sexo e idade. Ndo foram encontradas
associacdes entre os indices de dano ao DNA e os parametros do controle postural. Conclusédo: os
resultados encontrados nesse estudo se somam a estudos congéneres que observaram maior indice
de dano ao DNA de portadores de EM quando comparados a controles saudaveis.

Palavras-chaves: Dano ao DNA; Esclerose Multipla; Ensaio Cometa; Controle Postural;

Abstract

Purpose: This study examined the rates of DNA damage in Multiple Sclerosis (MS) patients
compared with healthy controls, and to investigate the relationship between the rates of DNA damage
and parameters of postural control. Methods: A case-control study was conducted, where we selected
42 individuals between males and females. The volunteers were divided into two groups, MS patients
(n=14, 40.7 £ 8.3 years), control group (28 health individuals, 35.10 + 15.3 years). The DNA damage
index was analyzed by alkaline comet assay. The postural control parameters was measured by
stabilometry. Results: Patients with MS showed higher DNA damage rates (21.3 + 4.8) than control
group (7.9 + 6.1), p=0.001. This association was independent of sex and age. No association was
found between DNA damage index and postural control parameters. Conclusion: The results of this
study are in addition to similar studies that observed higher rate of DNA damage in MS patients
compared to healthy controls.

Keywords: DNA damage, multiple sclerosis; Comet assay; Postural Control

1. Introducéo

Os eventos que constituem o desenvolvimento dos organismos envolvem
tanto a participacdo genética quanto ambiental. Danos cumulativos causados ao
material genético (DNA, acido desoxirribonucléico), induzidos pelo aumento de
moléculas de oxigénio desemparelhadas eletricamente (espécies de reativas de
oxigénio, EROs), resultariam no declinio no desempenho fisiolégico das células
afetadas™. O desequilibrio no organismo em favor da geracao excessiva de radicais

livres, ou em detrimento da velocidade de remocao destas espécies, € conhecido
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como estresse oxidativo e pode ser induzido por um grande numero de agentes
fisicos e quimicos do ambiente, bem como por compostos produzidos pelo
metabolismo celular®®>. Quando a producdo de EROs oprime a capacidade
antioxidante celular, a incidéncia de estresse oxidativo pode resultar em danos a
macromoléculas, como lipideos, proteinas, e nucleotideos®*®.

Alguns estudos apontam que a percepc¢do ou auséncia de dano ao DNA in

vivo, torna-se eficaz na avaliacdo de disfunces neurolégicas®®?

, pois permite que
seja observada a influéncia de agentes mutagénicos (genotoxicidade). Nessa
perspectiva, o ensaio cometa (Single Cell Gel Electrophoresis), sendo um método
sensivel para mensurar quebras de cadeia simples e/ou duplas, pode ser utilizado
como marcador de dano oxidativo no DNA"®,

Estudos atuais sugerem que a incidéncia de estresse oxidativo possa estar
associado ao envelhecimento precoce e a doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas>®®'°. Dentre eles, alguns evidenciam que espécies reativas de
oxigénio (EROs) podem contribuir para varios mecanismos subjacentes as lesdes da
Esclerose Mltipla (EM) °.

A EM é uma neuropatologia crbénica caracterizada pela infiltragdo de células
inflamatérias no Sistema Nervoso Central (SNC)'. Os fatores que influenciam o
surgimento dessa patologia ainda ndo foram elucidados, contudo a hipotese
patogénica mais aceita € que a EM seja fruto de uma predisposicdo genética
associada a um fator ambiental desconhecido que, ao se encontrarem
desencadeiam uma disfuncdo no sistema imune, incluindo a desmieliniza¢do, dano
axonal e perda de oligodendrécitos®®°.

Em reflexo dos diferentes mecanismos responsaveis pela destruicdo da
mielina, a EM geralmente tem carater heterogéneo e tende a evoluir através de
episodios de surto-remissdo resultando em formas clinicas distintas, conforme a
localizacéo das lesbes'’. Essas lesdes provocam uma gama de sinais neuroldgicos
que podem comprometer os mecanismos controle postural**™**.

Considerando as evidéncias de que espécies reativas de oxigénio (EROS)
podem contribuir para mecanismos subjacentes as lesdes da EM e as frequentes
observacdes de comprometimento no controle postural de portadores de EM esse
estudo se prop6s a avaliar os indices de dano ao DNA de portadores de EM, através
do Ensaio Cometa, e comparar os indices de danos ao DNA com os parametros do

controle postural.
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2. Método

2.1 Sujeitos

Foram incluidos neste estudo 42 individuos, de ambos os sexos, escolhidos
intencionalmente e divididos em dois grupos: Grupo com Esclerose Multipla (EM) (n
14) e Grupo Controle (n 28).

Em ambos os grupos a adesdo foi voluntaria, 0os sujeitos mostraram-se
capazes de responder ativamente a uma anamnese, tinham idades compreendidas
pela faixa etaria de 20 a 60 anos e ndo possuiam histérico de tabagismo. As
caracteristicas gerais dos sujeitos compreendidos por ambos os grupos podem ser

visualizadas na Tabela I.

Tabela | — Caracterizacdo dos sujeitos

EM Controle
N 14 28
Mulheres 10 16
Homens 4 12
Idades* 40,71+8,27 35,11+15,26
Duracdo da EM* 7,28+7,41 -

*anos: média e desvio padrao

2.2 Procedimentos

Este estudo acompanha as normas da Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude e foi aprovado conforme parecer n°. 23081.009954/2009-77.

ApoOs triagem inicial, os sujeitos foram esclarecidos quanto aos objetivos e
procedimentos metodoldgicos, através do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Para elucidar variaveis que poderiam intervir nas analises, foi conduzida uma

anamnese gue investigou o histérico clinico dos sujeitos.

2.3 Avaliacéo dos indices de dano ao DNA



34

A deteccdo de danos do DNA foi feita através da versao alcalina do ensaio
cometa, realizada conforme descrito por Singh et al.” em acordo com as diretrizes
gerais para uso do ensaio cometa®*>1°.

Para conducéo deste ensaio foi coletado, de cada sujeito, uma amostra de 5
ml de sangue periférico, por puncéo venosa, em seringas plasticas descartaveis. As
amostras foram transferidas para tubos heparinizados, armazenadas no escuro e
protegidas de calor. O tempo entre coleta e inicio do processamento das amostras
nao excedeu 4 horas. ApOs a lise das células sanguineas os leucocitos foram
isolados e 0 ensaio cometa foi conduzido.

As amostras foram processadas em duplicatas. As imagens de 100 células,
escolhidas aleatoriamente, em cada lamina, foram analisadas em microscépio 6ptico
binocular, com magnificacdo de 400 vezes. A classificacdo visual dos aspectos
morfolégicos das células, em cinco categorias (0 - 4) sugeridas por Collins et al.*®, foi
baseada na migracdo dos fragmentos do DNA nuclear. Na categoria O foram
incluidas as células com nucleo esférico e sem cauda aparente (células nao
danificadas), células com cabeca pequena, cauda longa e difusa foram incluidos na
categoria 4. As demais células foram classificadas conforme caracteristicas
intermediarias. Assim, dado o nimero de células em cada categoria, foi calculado o
indice de Dano ao DNA (ID) pela expresséo:

D = (OXCO+1xCl+2xC2+3xC3+4xC4
(=/100)

Onde, ID € o indice de dano ao DNA em unidade arbitraria (ua) e CO, C1, C2,

C3 e C4 sao o numero de células nas classificadas nas categorias 0, 1, 2, 3 e 4,

respectivamente e, ¥ € a soma de todos as células contadas (100). Assim, o ID

pode variar de zero (auséncia de dano) a 400 (todas as células com dano maximo).
As laminas foram analisadas por dois avaliadores, em condicdes de cego.

Para comparacao entre os grupos foi utilizado o ID médio de cada sujeito calculado

a partir do ID observado em cada réplica.

2.4 Avaliagdo do Controle Postural
A avaliagdo do controle postural, realizada somente no grupo com Esclerose
Multipla (EM), foi feita através da estabilometria, utilizando-se o0 registro do

deslocamento Centro de Pressdo (COP) dos individuos em postura estatica,
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posicionados sobre uma plataforma de forca OR6-7 AMTI (Advanced Mechanical
Technologies, Inc.), a uma frequéncia de amostragem de 100 Hz.

Durante a aquisicdo dos dados, 0s sujeitos permaneceram descalcos, em
apoio bipede, com os pés afastados a largura do quadril. Um alvo fixo foi disposto na
altura dos olhos e afastado 1 m para referéncia visual. Cada sujeito realizou trés
tentativas de 30 segundos. Os dados extraidos do sistema processados através de
rotinas desenvolvidas no Software Matlab 7.3 (Matrix Laboratory - Mathworks Inc.,
EUA).

Foram consideradas para andlise as seguintes variaveis derivadas do COP:
1) amplitude de deslocamento antero-posterior (AMPap) - distancia entre o
deslocamento maximo e minimo do COP na direcdo antero-posterior; 2) amplitude
de deslocamento médio-lateral (AMPmI) - distancia entre o deslocamento maximo e
minimo do COP na direcdo médio-lateral; 3) Velocidade Média Total (VMT) -
calculada pela trajetoria dos deslocamentos do COP nas duas dire¢fes dividida pelo

tempo total da tentativa.

2.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram conduzidas no pacote estatistico SPSS, verséo
17.0. Os dados foram comparados entre os dois grupos (EM e controle) com teste t
de student para as variaveis continuas e testes qui-quadrado e teste Exato de Fisher
para as variaveis categoricas. Em todas as comparac¢des o nivel de significancia foi

estabelecido em 95%.

3. Resultados

Um total de 42 individuos foram incluidos no estudo, sendo 14 afetados pela
Esclerose Multipla e 28 saudaveis. A idade média em ambos os grupos foi
estatisticamente similar (p=0,208). No caso, sujeitos com EM tinham 40,7+8,3 anos
e sujeitos saudaveis tinham 35,10+15,3 anos. O grupo EM apresentou nimero maior
de mulheres na proporcdo de 2,5:1. Enquanto no grupo controle ndo houveram

diferencas entre sexo.
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A anamnese revelou que todos os sujeitos com EM estavam recebendo
terapia imunossupressora corrente e participavam de sessfes semanais de
fisioterapia.

O indice de dano de DNA (ID), obtido através do ensaio cometa, foi
comparado entre ambos 0s grupos e pode ser visualizado na Figura 1.

indice de dano ao DNA

DP 4,89

25 1

20 -

p=0,0001
HEM
DP 6,058 ¥ Controle

EM Controle

Figura 1 — Comparacéo do indice de dano ao DNA entre o grupo com Esclerose Mdltipla e Grupo
Controle: p - teste t de Student; DP — Desvio Padrao.

Os resultados indicam que os portadores de EM apresentaram maior ID
(21,3+4,8) do que o grupo controle (7,9+6,1) com p=0,0001. Esta associacao foi
independente de sexo e idade.

Uma analise adicional foi feita a partir da recategorizacdo dos sujeitos do
grupo EM conforme o ID. Néo foi encontrada padronizacdo de corte quanto aos ID
em sujeitos com EM. Assim, de acordo com a aproximacao do ID médio observado
no grupo EM, utilizou-se ID =2 20 e ID < 20 para divisdo. O ID de ambos os
subgrupos foram comparados com a idade, o tempo de diagndstico de EM e
parametros do controle postural. Os resultados dessas comparacfes podem ser

visualizados na Tabela Il.
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Tabela Il: Comparacéo entre subgrupos de Esclerose Mdltipla categorizados quando indice
de dano ao DNA

Variaveis ID n Média DP p

220 9 38,44 8,79

Idade 0,195
<20 5 44,80 7,46
220 9 6,88 5,68

TD 0,807
<20 5 8,00 11,24
220 9 2,34 0,93

AMPap* 0,746
<20 5 2,51 0,84
220 9 1,70 1,09

AMPmMI* 0,650
<20 5 1,99 1,11
220 9 1,45 1,02

VMT* 0,695
<20 5 1,66 0,81

Idade (anos); TD - tempo de diagndstico (anos); *Parametros do controle postural: AMPap - amplitude
de deslocamento antero-posterior (cm), AMPmI - amplitude de deslocamento médio-lateral (cm), VMT
- velocidade média total (cm/s); ID - Indice de dano ao DNA (ua); DP - desvio padrao.

Conforme descrito na Tabela Il, ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os subgrupos de EM dentro das variaveis

investigadas.

4. Discussao dos resultados

Esse estudo se propés a verificar os indices de dano ao DNA em sujeitos com
EM comparados a controle saudaveis e observar se, em portadores de EM, variaveis
adjacentes como idade, sexo, tempo de progressao da doenca e parametros do
controle postural estdo associadas aos indices de dano ao DNA. Os resultados
indicam que, independente da idade e sexo, portadores de EM apresentam indices
de dano ao DNA maiores do que controles saudaveis. Quando considerado somente
0 grupo com EM nédo encontramos associacao entre os indices de dano ao DNA e
as demais variaveis consideradas na analise.

Os danos ao DNA podem ser induzidos por um grande nimero de agentes
fisicos e quimicos do ambiente, bem como por compostos produzidos pelo
metabolismo celular®®. Muitas evidéncias tem sugerido que os danos ao DNA,
resultantes do acumulo excessivo de espécies reativas de oxigénio (EROs), muitas

vezes designadas como radicais livres, contribuam para diversas condicdes
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clinicas™*. Embora ainda ndo seja elucidado como o estresse oxidativo influencia na
etiologia de doencas neurodegenerativas, alguns estudos tem sugerido que o
aumento na producdo de EROs tem envolvimento na patogénese de doencas como
Parkinson e Alzheimer>*"*9,

Em portadores de Esclerose Mdltipla, pouco se sabe sobre os tipos de células
afetadas pelas EROs. No entanto, em comparacdo com controles saudaveis,
estudos tem demonstrado aumento da atividade das EROs e/ou deficiéncias em
importantes enzimas antioxidantes™®.

Alguns estudos tem evidenciado que as EROs podem contribuir para varios
mecanismos subjacentes as lesdes da EM*®°, Esses ensaios sugerem que as
EROs, produzidas na interacdo de mondcitos no endotélio cerebral, desencadeiam
alteracdes do citoesqueleto, perda da integridade da barreira hemato-encefalica, e
posterior extravasamento de leucécitos para o Sistema Nervoso Central (SNC)°.
Além disso, os leucécitos infiltrados podem produzir grandes quantidades de EROs,

que induzem a fagocitose de mielina e desagregacdo por macréfagos*®*

, 0 dano
oligodendroglial® e lesdo neuronal e axonal®'*. Em conjunto, essas implicacdes
desencadeiam uma série de sintomas e sinais neuroldgicos caracteristicos da EM
que comprometem as atividades funcionais dos sujeitos acometidos por essa
patogenese.

Dentre as disfuncdes observadas em portadores de EM, as alteragcdes nos

1214~ considerando

mecanismos do controle postural sdo manifestacdes frequentes
que o controle postural é o resultado de complexas interacdes entre 0s sistemas
musculo-esquelético e neuromusculares, incluindo componentes sensoriais como a
visdo e os sistemas proprioceptivo e vestibular?®® e, ponderando que na EM ainda
ndo se conhece a extensdo de células que podem ser afetadas pelas EROs*°
neste estudo, tentamos estabelecer uma relacdo entre parametros do controle
postural e os indices de dano ao DNA observados nos sujeitos com EM. Nossas
analises nao encontraram associacdo entre as Vvariaveis investigadas. Em
contrapartida, ndo foram encontrados estudos similares que permitissem a

discusséo mais aprofundada dos resultados encontrados.
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5. Conclusdes

Os resultados encontrados nesse estudo se somam a estudos congéneres
que observaram maior indice de dano ao DNA de portadores de EM quando
comparados a controles saudaveis.

Mesmo com o crescente avanco no entendimento das mais distintas
expressbes da EM, no que tange ao controle postural, ha necessidade de
estabelecer a relagdo dos mecanismos predominantes nas estratégias de controle

postural, bem como quais os sistemas sdo mais afetados.
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4.2 Artigo de Pesquisa Il - Controle postural de portadores de Esclerose

Multipla submetidos a Equoterapia

Resumo

Introducéo: A Esclerose Mdltipla (EM) é uma neuropatologia cronica caracterizada pela infiltragdo de
células inflamatdrias no Sistema Nervoso Central (SNC). Os comprometimentos desencadeados pela
EM sao variados e dependem da regido afetada, no entanto, alteragdes no controle postural sédo
achados comuns em portadores de EM. Objetivo: Este estudo se propés a verificar se a estimulagéo
através da equoterapia é capaz de desencadear alteracdes no controle postural de portadores de EM.
Método: Fizeram parte desde estudo 14 portadores de EM, divididos intencionalmente, conforme
relato de instabilidade corporal, em Grupo Intervencao (Gl) idade média de 44+9,09 anos e Grupo
Comparacao (GC) com idade média de 47,25+5,31 anos. O controle postural foi avaliado através da
estabilometria, durante 30 segundos, em postura quieta. Durante as avaliagfes a informac&o visual
foi manipulada. Intervencgao: As sess@es de estimulagdo, através da equoterapia, foram conduzidas
duas vezes por semana, durante quatro meses, com duracdo média de 50 minutos cada. Apés o
periodo destinado a intervencdo todos os sujeitos foram reavaliados. Resultados: Apos a
estimulacdo os sujeitos do Gl foram capazes de reduzir os valores de todas as variaveis analisadas,
com maior énfase de reducdo na amplitude de oscilagdo antero-posterior, enquanto o GC manteve
um comportamento inalterado entre as avaliagdes. Em ambos os grupos o desempenho foi piorado
quando a informacg&o visual foi suprimida. Conclusdes: Apds um periodo de quatro meses de
estimulacdo, a estimulagdo proporcionada pela equoterapia foi capaz de desencadear alteragcdes
favoraveis no controle postural de portadores de EM, podendo ser indicada como uma pratica
terapéutica eficiente para esta populagao.

Palavras-chave: Equilibrio Corporal; Equoterapia; Exercicio terapéutico; Esclerose Mltipla;

Abstract

Background: Multiple sclerosis (MS) is a chronic neuropathology characterized by infiltration of
inflammatory cells in the central nervous system (CNS). The impairments caused by the MS are varied
and depend on the affected region, however, changes in postural control are common findings in MS
patients. Purpose: To determine whether stimulation through hippotherapy can change the postural
control in people with MS. Methods: The study from 14 MS patients, divided intentionally, according to
report of body instability in Intervention Group (IG), mean age 44 + 9.09 years and Comparison Group
(CG) with a mean age of 47.25 + 5.31 years. The postural control was assessed by stabilometry for 30
seconds in quiet stance. During the evaluations, the visual information was manipulated.
Intervention: The stimulation sessions through hippotherapy, were conducted twice a week for four
months, with an average duration of 50 minutes each. After the intervention period for all subjects
were reassessed. Results: After the stimulation of IG subjects were able to reduce the values of all
variables, with greater emphasis on reducing the amplitude of oscillation anteroposterior, while CG
remained unchanged between the behavior ratings. In both groups, performance was worse when
visual information was suppressed. Conclusions: After a period of four months of stimulation, the
stimulation offered by hippotherapy was able to initiate changes in postural control in favor of MS
patients can be recommended as an effective therapy practice for this population.

Key-words: Body Balance; Hippotherapy; Exercise Therapy; Multiple Sclerosis

Introducéo

7

A Esclerose Mudltipla é uma neuropatologia crdnica caracterizada pela
infiltracdo de células inflamatorias no Sistema Nervoso Central (SNC)'2. Os fatores
que influenciam o surgimento dessa disfuncdo ainda ndo foram claramente

definidos. No entanto, acredita-se que a EM seja mediada por uma reacdo auto-
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imune desencadeada pela predisposicdo genética associada a um fator ambiental
desconhecido que resulta em les@es focais a mielina. Essa disfuncdo pode dificultar
e interromper a transmissao de impulsos nervosos ou acarretar falha na propagacéao
de potenciais de acdo axonais®. O carater progressivo, a variabilidade da
localizag&o, o volume das lesdes e a sequéncia de surgimento podem desencadear
inimeros sinais e sintomas clinicos que comprometem as atividades funcionais®.

Estudos epidemiologicos tem admitido que a EM geralmente surja no inicio da
idade adulta e seja, atualmente, a causa mais comum de incapacidade fisica
adquirida em muitos paises da América do Norte e Europa®®. A incidéncia da EM é
maior nos paises de clima temperado e fresco do que nos paises de clima quente’.
No Brasil, devido a grande variabilidade climatica, a distribuicdo e a caracterizacao
clinica da EM ainda ndo foram estabelecidas. Recentes estudos revelaram taxas de
15 casos/100.000 habitantes, nas regibes sul e sudeste™®.

As manifestacdes clinicas da EM séo variaveis e o curso da doenca nédo €
linear, caracterizado por sintomas e sinais dificeis de quantificar. No entanto, a
alteracdo dos mecanismos de controle postural e consequente aumento na taxa de
quedas sdo observacbes frequentes em individuos acometidos pela EM" %

O controle postural € o resultado de complexas interacfes entre os sistemas
musculo-esqueléticas e neuromusculares, incluindo componentes sensoriais como a
visdo, os sistemas proprioceptivo e vestibular'®. O nivel de controle aportado por
cada sistema, em diferentes situacdes, ainda nao foi estabelecido. No entanto, sabe-
se que o comprometimento de qualquer componente desses sistemas pode resultar
em diminui¢cdo do controle postural.

Estudos atuais tem discutido o processo de controle postural e assim, tentam
observar quais os mecanismos de controle predominantes em diferentes situacfes
e/ou quais estdo mais suscetiveis a comprometimentos desencadeados pelas mais
diversas disfun¢des neurolégicas. Ha evidéncias de que individuos saudaveis, para
manter a postura quieta, num ambiente bem iluminado, com uma superficie estavel,
conflam aproximadamente 70% em informacdes provenientes do sistema
somatosensorial, 20% em informacdes vestibulares e 10% nas informacdes
visuais'*. Em individuos com EM observou-se que o sistema visual pode ser
perturbado por placas no nervo éptico levando & cegueira, viséo turva ou diplopia®®,

o0 envolvimento das vias vestibulares pode ser associado com vertigens e
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nistagmos®® e, além disso, distirbios de propriocepcéo, espasticidade e fraqueza

491718 também foram observados.

muscular

Em resposta ao comprometimento de varios sistemas, os individuos com EM
apresentam uma distorcdo na integracdo sensorial e evidenciam deterioracoes
funcionais, mesmo na auséncia de recidiva clinica’®. Pesquisas apontam que a
avaliacao dos diferentes aspectos do controle postural e a determinacao dos fatores
qgue contribuem para as quedas podem ser utilizados como marcador da progressao
da EM, além de orientar a utilizacdo de estimulacdes eficazes para reducdo dos
déficits e prevencéo de quedas’ %2,

Estudos indicam que intervencbes terapéuticas tenham potencial para
melhorar muitas das deficiencias observadas na EM*'"'°. Algumas abordagens
como a fisioterapia convencional e exercicios fisicos, entre outras técnicas de
reabilitacdo, tem sido utilizadas com intuito de manter a independéncia fisica. No
entanto, a efetividade dessas intervengdes nem sempre é comprovada em aspectos
funcionais. O aprimoramento das estratégias de intervencdo parece ser necessario
para otimizar os resultados e, nessa perspectiva, evidencia-se que a utilizacao de
estratégias sensoriais deve ser parte integrante do programa de reabilitacdo para
individuos com EM®. Nesse contexto, as atividades de estimulacdo equestre, no
Brasil inseridas na Equoterapia®® podem ser consideradas como abordagem

multissistémica para o tratamento de doencas neurolégicas?'??

, pois solicita reacdes
posturais, combinadas a dissociacdo das cinturas pélvica e escapular e constantes
ajustes tonicos. Além de aumentar a demanda de informacdes sensoriais enviadas
ao sistema vestibular e diversificar em quantidade e magnitude as informacodes
visuais®+?#,

Nas Uultimas décadas, a efetividade da Equoterapia, enquanto método
terapéutico, vem sendo descrita em uma série de condigcbes neurologicas que
desencadeiam comprometimento no controle postural e mobilidade®*.
Recentemente, Lasa; Franchignoni®® forneceram uma descricéo da evolucéo dessa
técnica nos Udltimos anos e sugeriram a necessidade de novos estudos sobre a
eficacia dessa estimulacdo em populacdes especificas. Com esses pressupostos,
este estudo se propds a verificar se um periodo de estimulacdo, através da
Equoterapia, é capaz de desencadear alteracdes no controle postural de portadores

de Esclerose Mdltipla.
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Método

Grupo de Estudos

Os sujeitos deste estudo foram escolhidos intencionalmente, por
conveniéncia, respeitando 0s seguintes critérios: 1) diagnéstico de EM, 2) faixa
etaria compreendida entre 20 e 60 anos, 3) capacidade de responder ativamente a
questionario/anamnese, 4) capacidade de permanecer em pé, sem utilizar
equipamento de apoio, por pelo menos um minuto, 5) competéncia de andar (com
ou sem dispositivos de auxilio), 6) liberacdo médica para a pratica de equoterapia, 7)
auséncia de prévio contato com atividades equestres, 8) curso estavel da EM e, 9)
adesdo voluntaria. Adotou-se ainda como critério de excluséo frequéncia inferior a
50% das sessdes de estimulagao.

Depois de esclarecidos os objetivos, procedimentos metodologicos, possiveis
beneficios e/ou riscos do estudo, através do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), os sujeitos que se adequaram aos critérios expostos (n=14),
foram incluidos no estudo e divididos, intencionalmente, em dois grupos:

Grupo Intervencdo (GI) - (n=9) composto por sujeitos, com relato de
desequilibrio corporal, submetidos a trinta sessdes de equoterapia em um periodo
de quatro meses.

Grupo de Comparacao (GC) - (n=5) composto por sujeitos que nédo relataram
gueixa de desequilibrio corporal e ndo receberam a estimulacéo.

Cabe salientar que as atividades de estimulacéo, propostas para o Gl, foram
incluidas no cotidiano dos sujeitos desse estudo como um método terapéutico
complementar, a medida que estes ja realizavam algum tipo de atividade terapéutica
(conforme Tabela 1). Foram excluidos do estudo os sujeitos (n=2) que nao
alcancaram frequéncia superior a 50% das sessfes de estimulacéo, para o Gl. No
GC foi excluido 1 sujeito que ndo completou as testagens. As especificacbes dos
grupos e a caracterizacdo individual dos sujeitos podem ser observadas na Tabela I.
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Tabela |: Caracterizacdo dos Sujeitos

Grupo Intervencgéo (n=7)

D Sexo Idade MC Estatura TD Atividades
(anos) (Kg) (m) (anos) terapéuticas

**Cic 1
1 = 51 751 17 3 o F|S|oterap_|a+
Equoterapia

**Eic] 1
2 F 58 57,6 1,43 28 aioterapie,
quoterapia
3 M 40 101 1,7 6 **Equoterapia’

*Yoga

4 F 35 49,5 1,65 14 *Equoterapia”
5 F 45 62 1,66 4 **Equoterapia’

I .
6 F 32 67,8 1,69 4 Fisioterapia,|
Equoterapia

I .
7 = 47 64 151 1 **F|S|oterap|_a+
Equoterapia

Grupo Comparacéo (n=4)

8 M 43 75 1,81 1 **Pijlates

9 M 43 120 1,78 6 *Natacao
10 F 49 62 1,65 18 ***Musculagdo

11 F 54 90,4 1,58 6 -

ID - identificacdo; MC - Massa Corporal; TD - Tempo de Diagnéstico de EM; *1 vez por semana; ** 2
vezes por semana; ***3 vezes por semana;’Intervencdo. Nota: De acordo com diagnéstico
neurolégico, 0s sujeitos ndo possuiam classificacdo definida quanto ao tipo de EM.

Procedimentos

Inicialmente foi conduzida uma anamnese, para verificar o histérico clinico da
EM, acompanhada de uma avaliacdo antropométrica, que fez uso das medidas
primarias de peso e estatura, para descricdo de caracteristicas individuais dos
sujeitos.

O controle postural foi avaliado através da estabilometria, com registro das
oscilagbes corporais, relativas ao Centro de Pressdo (COP), dos individuos em
postura estatica, posicionados sobre uma plataforma de forca OR6-7 AMTI
(Advanced Mechanical Technologies, Inc.), a uma frequéncia de amostragem de 100
Hz.

Durante a aquisicdo dos dados, os sujeitos permaneceram descalgos, em

apoio bipede, com os pés afastados a largura do quadril. Um alvo fixo foi disposto na
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altura dos olhos e afastado 1 m para referéncia visual. Determinou-se duas
condi¢cbes sensoriais:

Condicao 1 - Olhos Abertos (OA), informacéao visual disponivel,

Condicao 2 - Olhos Fechados (OF), informacéo visual suprimida.

Cada sujeito realizou trés tentativas de 30 segundos, para cada condicéo.

ApGs o periodo destinado a intervengdo, os sujeitos foram reavaliados e os
dados extraidos do sistema foram processados através de rotinas desenvolvidas no
Software Matlab 7.3 (Matrix Laboratory - Mathworks Inc., EUA).

Foram consideradas para andlise as seguintes variaveis derivadas do COP:
1) amplitude de deslocamento antero-posterior (AMPap) - distancia entre o
deslocamento maximo e minimo do COP na direcdo antero-posterior; 2) amplitude
de deslocamento médio-lateral (AMPmI) - distancia entre o deslocamento maximo e
minimo do COP na diregdo médio-lateral; 3) velocidade média do deslocamento
antero-posterior (VMap) e 4) velocidade média do deslocamento médio-lateral
(VMml).

Os meétodos e protocolos de intervencdo empregados foram devidamente
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Santa
Maria e acompanham as normas da Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de
Saude sobre pesquisa envolvendo seres humanos, conforme parecer n°.
23081.009954/2009-77.

Intervencédo através da Equoterapia

O programa de estimulagcdo proposto contou basicamente com exercicios de
adaptacdo a postura de montaria, alongamentos, técnicas especificas de equitacao
e exercicios pré-esportivos como mudancas de direcdo para estimular a dissociacao
de cinturas pélvica e escapular; variacdes de piso, cadéncia (areia, asfalto e
gramado) e terreno (plano, acidentado e inclinado) objetivando intensificar os
movimentos de antero e retroversdo pélvica, e elevacbes no estribo para
fortalecimento da musculatura dos membros inferiores. As atividades foram
oportunizadas a todos os sujeitos e o nivel de dificuldade das tarefas aumentado
gradativamente.

As sessOes de estimulacao, através da equoterapia, realizaram-se duas vezes
por semana, durante um periodo de quatro meses, e tiveram duracdo média de 50

minutos cada, sendo desses, 30 minutos ininterruptos com o cavalo andando ao
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passo. As atividades foram conduzidas em duplas e assistidas por profissionais
capacitados. Os cavalos estiveram equipados com estribos, rédeas e manta para

montaria, enquanto os sujeitos praticantes usaram capacete para protecao.

Tratamento Estatistico

Foi realizado mediante um delineamento inteiramente casualizado, com
nimero variado de repeticdes, em um experimento fatorial 2* (2 grupos: Gl e GC; 2
testes: pré e pos e; 2 condicBes sensoriais: OA e OF). Na metodologia utilizou-se
analise de variancia através do Teste F e Post hoc de Tukey. As variaveis foram
transformadas, via raiz quadrada, para atingir a normalidade de distribuicdo. Todas
as analises foram conduzidas no software SAS (Statistical Analysis System), verséo

8.0, e a decisao estatistica tomada com indice de significancia de p-valor<0,05.

Resultados

Os dados clinicos e demogréaficos dos sujeitos desse estudo foram
apresentados na Tabela I. A idade variou entre 32 e 58 anos (44+9,09) para o Gl,
enquanto que para o GC variou de 43 a 54 anos (47,2545,31). O tempo médio que
os individuos no Gl haviam sido diagnosticados com EM foi de 8,57+9,5 anos e
7,75x7,22 anos para o GC. Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos com
relacdo a idade e tempo de diagnéstico.

Os resultados das avaliagbes do controle postural, em valores de média e
desvio-padrdo, podem ser observados na Tabela Il, onde sdo apresentadas as
variaveis derivadas do COP de ambos os grupos, discriminando, paralelamente, os
valores obtidos nos testes (pré e pods) e nas condi¢cdes sensoriais adotadas para

avaliacéo.
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Tabela Il — Controle postural de portadores de EM submetidos a equoterapia

Variaveis do COP*

Grupo Condicao Teste AMPap AMPmI VMap VMmlI
(cm) (cm) (cml/s) (cml/s)
oA Pré 2,85+0,93 2,21+1,19 1,44+0,56 1,30%0,75
P6s 2,28+0,68 1,66+0,79 1,48+0,46 1,19+0,59
Gl
OF Pré 3,91+1,70 3,28%2,12 1,91+0,79 1,70+0,99
P6s 3,02+0,84 2,17+0,99 1,85+0,70 1,19+0,41
oA Pré 1,58+0,35 0,96+0,43 0,83%0,19 0,62+0,30
P6s 1,89+0,99 0,96+0,63 0,97+0,28 0,72+0,18
GC
OF Pré 2,39+1,71 1,41%0,67 0,99+0,27 0,69+0,26
P6s 2,61+1,37 1,08+0,44 1,33%0,35 0,84%0,15

AMPap e AMPmI - amplitude de deslocamento do COP nas dire¢des antero-posterior e médio-lateral,
respectivamente; VMap e VMmI — velocidade média de deslocamento do COP nas dire¢des antero-
posterior e médio lateral, respectivamente.

A comparacao multipla das médias indicou diferencas significativas entre Gl e
GC (p<0,01) nas variaveis do COP contemplados nesta analise, com predominio de
valores superiores no Gl. Diferencas entre as condi¢des sensoriais (p<0,01) também
foram constatadas, sendo verificados valores maiores, em ambos 0s grupos, quando
a informacéo visual foi suprimida. Interacdes entre Pré e Pés teste e Gl e GC foram
observados na AMPap (5,07 g, p<0,01) e VMmI (5,50 ¢, p=0,02). Assim, o teste de
Tukey foi utilizado para localizar as significancias dentro dessas interacoes.

A Figura | ilustra a distribuicdo dos valores de AMPap (A) e VMmI (B), para Gl

e GC, em ambas as testagens.

A AMPap B VMmI

10,0
9,0 5,01
8,0 4,5

4,04

3,5

3,01

7,0
6,0
5,0

a 2,51
40 ab b 2,0 a
3,0 ab
2,01 j_ Tb 12 1 b #
PRE POS | PRE

AMPap(cm)
VMmI (cm/s)

1,0 0,51

0,0 0,0
PRE POS PRE POS

POS

Gl GC Gl GC

Figura | — Distribuicdo dos valores de AMPap (A) e VMmI (B), para Gl e GC, pré e pés intervencéo.
Teste de Tukey: Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as médias.

Quando comparados aos valores distribuidos do Gl e GC observa-se a

prevaléncia de valores maiores de AMPap (A) no teste inicial do Gl. J& o poOs-teste
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indica uma reducéo significativa dos valores do Gl, apds o periodo de intervencéo,
enquanto que o GC manteve um comportamento constante em ambas as testagens.
O teste de Tukey permitiu observar ainda, que com a reducdo dos valores de
AMPap do GlI, identificada depois da intervencéo, as diferencas estatisticas entre os
grupos sao atenuadas. A presenga das letras combinadas “ab” no Gl indica paridade
dos valores de ambos 0s grupos no pés-teste.

As mesmas consideracfes se aplicam a VMmI, Figura 1(B) que, embora
demonstre valores mais baixos, apresentou uma conduta analoga a AMPap em

ambos 0s grupos e testes.

Discussao

Este estudo se propds a verificar se a estimulacédo através da equoterapia é
capaz de desencadear alteracdes no controle postural de portadores de Esclerose
Multipla (EM). Em sintese, constatou-se que o Gl manifestou controle postural mais
comprometido do que o GC no teste inicial. Estes resultados eram esperados, uma
vez que o0s grupos foram organizados intencionalmente conforme relato de
instabilidade. Em ambos o0s grupos o desempenho foi piorado quando a informacao
visual foi suprimida. Apés a estimulacao, os sujeitos do Gl foram capazes de reduzir
os valores de todas as variaveis analisadas. No entanto, diferencas estatisticamente
significativas foram evidenciadas somente para AMPap e VMmI, ao passo que o GC
manteve um comportamento inalterado entre as avaliacdes.

Padrdes distintos de respostas observadas durante a avaliagdo do controle
postural podem ser indicativos de diferentes tipos de comprometimentos. Porosifiska

et al.tt

sugerem que valores elevados nas amplitudes e velocidades de oscilacédo
indicam disfungdo do sistema de controle do equilibrio. Nesse estudo, nés
observamos que independente do grupo, as maiores oscilagbes e velocidades
predominaram na diregao antero-posterior (A-P).

Estudos congéneres observaram que a instabilidade postural esta presente
em pessoas com EM quando submetidas a diferentes condi¢cbes de avaliacao,

7,11,12

incluindo a posicéo quieta . Quando comparados com controles saudaveis, 0s

individuos com EM manifestam maiores oscilagbes, em ambos os planos de

movimento*?, com predominancia de valores superiores na direcdo A-P%*2.



50

A observacao do desempenho de individuos em inUmeros testes, posturas e
situacOes que requerem adequacédo da estabilidade corporal sempre permearam 0s
estudos do controle postural. No entanto, estudos atuais tem discutido o processo de
controle postural e assim, tentam observar quais 0s mecanismos de controle
predominantes em diferentes situacbes e/ou quais estdo mais suscetiveis a
comprometimentos desencadeados pelas mais diversas disfungfes neuroldgicas.

Observacgdes direcionadas a pessoas sem historico de neuropatias sugerem
que existem dois mecanismos ortogonais que controlam o COP. Enquanto as
oscilacbes na direcdo A-P sdo, em grande parte, controladas pela estratégia do
tornozelo (principalmente pelos flexores plantares), as oscilagdes na direcdo médio-
lateral (M-L) s&o controladas pela estratégia do quadril?®%’. Em individuos com EM a
relacdo entre os mecanismos utilizados para adequacédo da estabilidade postural
ainda é pouco explorada. Chung et al.’, ao avaliar as associacdes entre a forca e
assimetrias de distribuicdo de peso durante o controle postural de individuos com
EM, relataram que a variabilidade dos deslocamentos do centro de pressao, durante
a postura quieta, € maior em EM, em comparacdo aos controles saudaveis, e que
essas medidas posturais sao correlacionados com menor forga nos extensores do
joelho e fadiga.

Pode ser observado que Gl reduziu os valores de todas as variaveis
analisadas ap6és a estimulagdo com equoterapia. No entanto, diferencas
estatisticamente significativas foram evidenciadas somente para AMPap e VMmI,
que fornecem indicativos de melhora no controle postural, ao passo que o GC
manteve um comportamento inalterado entre as avaliagbes. Esses resultados
corroboram com os achados que observaram melhora significativa nos escores de
equilibrio, apds estimulacdo através da Equoterapia®*?®. Todavia, cabe destacar que
em ambos os estudos mencionados, o equilibrio foi avaliado pela escala de BERG.

Quando a informacao visual foi suprimida ambos os grupos apresentaram
piora no desempenho das varidveis do COP. Em estudo similar*, o equilibrio
postural de um grupo de pacientes com EM foi avaliado por meio de testes clinicos e
posturograficos, em diferentes condigbes sensoriais, e observaram a prevaléncia de
déficits mais acentuados de estabilidade nas situacdes que inibiram a informacgéo
visual. Nesse mesmo estudo, ao comparar o desempenho dos individuos com EM
com controles saudaveis, 0os autores constataram que, enquanto os pares saudaveis

foram capazes de adequar a estabilidade postural, mesmo sem informacéo visual, a



51

auséncia dessa informacdo afetou significativamente o controle postural dos
acometidos pela EM. Na EM, as lesbes do sistema nervoso central podem
comprometer as fungdes sensoriais e alterar o controle postural**®. Assim, quando
a informacdo visual é suprimida, h4 uma maior confianca nos outros sistemas
sensoriais, alguns dos quais podem estar alterados na EM. Dessa forma, a
dependéncia visual exigida para manutencdo da estabilidade dos sujeitos
investigados sugere deficiéncias em outros sistemas sensoriais.

Por se tratar de uma disfuncdo progressiva, os distarbios e/ou
comprometimentos associados a EM tendem a aumentar gradativamente. Martin et
al.'® encontraram indicativos de deterioracdo funcional, mesmo na auséncia de
recidiva clinica, em individuos recém-diagnosticados com EM. Nessa perspectiva,
estudiosos das mais variadas areas de conhecimento, tem se dedicado a investigar
a contribuicdo de medidas terapéuticas no processo de reabilitacdo para promover a
independéncia funcional ou diminuir a sintomatologia desencadeada pela EM.

Abordagens como a fisioterapia convencional e exercicios fisicos, entre outras
técnicas de reabilitacdo, sao frequentemente utilizadas na tentativa de melhorar a
funcionalidade desses individuos, mas nem sempre comprovam sua efetividade.
Alguns desses estudos tem mostrado que exercicios aerdbicos e resistidos nédo
foram capazes de alterar parametros de mobilidade e controle postural de individuos
com EM*Y. Ao comparar os efeitos de diferentes estratégias sensoriais na
reabilitacdo do equilibrio postural de pessoas com EM, Cattaneo et al.*® observaram
que exercicios que utilizam estratégias sensoriais desencadearam melhores
respostas no equilibrio postural do que exercicios aerdbicos e resistidos. Nesse
contexto, a estimulacdo equestre, realizada dentro do contexto da equoterapia, é
considerada uma abordagem multissisttmica no tratamento de doencas
neurolégicas. Isso ocorre, pois ha solicitacdo de constantes reacdes posturais,
combinadas a dissociacdo das cinturas pélvica e escapular, provocando reacdes de
retificacdo do tronco e ajustes tdnicos que acionam os mecanismos de reflexos
posturais??2.

Os resultados encontrados nesses estudos convergem a grande maioria dos
estudos que investigaram a influéncia da estimulacdo equestre nas mais variadas
disfuncdes neurologicas. Quando analisado o efeito da estimulacdo sobre variaveis
que influenciam o controle postural, os estudos demonstram reducdo dos déficits de

equilibrio e adequac&o da estabilidade postural em portadores de EM%228,
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Conclusdes

ApOs um periodo de quatro meses, a estimulacdo através da equoterapia
mostrou-se eficiente em desencadear alterac6es favoraveis no controle postural de
portadores de EM. As melhorias foram identificadas através da reducdo das
amplitudes e velocidades de oscilagbes, com maior énfase da direcdo antero-
posterior.

O delineamento desse estudo possui algumas limitacdes que precisam ser
consideradas. Essas residem principalmente na dificuldade de homogeneizar grupos
de pessoas que possuam disfuncdes neurolégicas e na definicao clinica do tipo de
EM que ndo pode ser estabelecida através do diagndéstico neurolégico. Nesse
sentido, mesmo considerando que os individuos pudessem possuir niveis de
comprometimentos distintos a intervencao proposta surtiu efeito positivo no controle

postural dos sujeitos investigados.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Mesmo com o0 avanco no entendimento das mais distintas expressdes da EM,
no que tange ao controle postural, h4 necessidade de estabelecer a relagdo dos
mecanismos predominantes nas estratégias de controle postural, bem como quais
0s sistemas sdo mais afetados, afim de orientar efetivamente as estratégias de
intervencdo empregadas na tentativa de manter a funcionalidade dos sujeitos
acometidos pela EM. Dessa, forma, sugere-se a realizagéo de outros estudos com a
manipulacdo de outros inputs sensoriais.

A utilizacdo da equoterapia enquanto método terapéutico tem se tornado cada
vez mais presente e despertado o interesse de muitos estudiosos. As pesquisas
descrevem a sistematizacdo do método e avaliacbes dos resultados frente a
inUmeras sindromes, deficiéncias e comprometimentos neuromotores, assim como,
nos planos psicossocial e educacional. Esses trabalhos tem alcancado bons
resultados e evidenciado a validade da equoterapia enquanto recurso terapéutico
complementar, além de aperfeicoar sua aplicacdo e técnica. No entanto, as
pesquisas que circundam esse método sdo recentes, e de certa maneira ainda
incipientes. Acredita-se ser preciso explorar os processos de acomodacdo do
estimulo produzido pela estimulacdo equestre e ndo somente ratificar a eficacia

desse método terapéutico através de medidas de desempenho.
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ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Efeito da Equoterapia sobre o equilibrio corporal e a relagdo com
dano no Dna de individuos com Esclerose Multipla

Pesquisadores: Prof2. Msd?. Karla Mendonga Menezes, Prof. Dr. Aron Ferreira da
Silveira, Prof. Dr. Fernando Copetti.

Instituicdo: UFSM/ Centro de Ciéncias da Saude

Telefone para contato: (55) 9939-1567 / 3220-8877

Local da coleta de dados: Laboratério de Pesquisa e Ensino do Movimento
Humano

A mestranda Karla Mendonca Menezes, do Programa de Pdés-Graduacdo em
Distarbio da Comunicagdo Humana desenvolvera junto ao projeto de Equoterapia da
Universidade Federal de Santa Maria um estudo com pacientes portadores de Esclerose
Multipla. Este sera supervisionado pelos Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira (orientador) e
Prof. Dr. Fernando Copetti (coordenador do Projeto de Equoterapia).

Esta pesquisa tem por objetivo analisar as possiveis alteragdes no equilibrio através
da equoterapia em individuos com Esclerose Multipla e se justifica pelas melhorias que
podem ser adquiridas na independéncia para as atividades diarias (alimentacéo, vestuario e
higiene).

Para participar do estudo, o individuo voluntario passarda por uma avaliacdo de
equilibrio em situagbes como: permanecer em pé sem se apoiar, ficar em pé com os dois
pés juntos, permanecer em pé com os olhos fechados. Além disso, iremos coletar uma
amostra de 5 ml de sangue para avaliar se ha danos perceptiveis no Dna dos sujeitos, ou
seja, andlise de possiveis alteragcbes nas células sanguineas submetidas a testes
especificos.

As sessfes de equoterapia serdo realizadas no Centro de Educacdo Fisica e
Desportos e na Associagdo Equestre da UFSM (sedes do Projeto de Equoterapia) durante
vinte semanas, onde cada uma tera duracdo de cinqienta minutos, incluindo o tempo de
aproximacao, monta e encerramento, em dias fixos a serem combinados de acordo com a
sua disponibilidade, entre os meses de agosto e dezembro de 2009. Terminado o periodo de
tratamento (20 semanas) sera feita uma nova avaliagcdo, para comparar os resultados.

Este estudo podera apresentar alguns desconfortos gerados pela postura sentada
sobre o cavalo e/ou pela coleta de sangue (como dor no local da picada, calor,
aparecimento de mancha roxo no local da pun¢édo) no entanto, serdo tomados todos os
cuidados de assepsia (higiene) e técnicas especificas de coleta. Vocé nédo sera identificado
em nenhum momento, sendo respeitada a sua privacidade e o material coletado ficara
disponivel a sua consulta em qualquer momento, sendo os dados referentes ao equilibrio
postural armazenados sob a responsabilidade dos pesquisadores e as amostras sanguineas
inutilizadas e descartadas ap0ds as analises.
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O transporte até o local das sessdes serd por sua conta e ndo havera despesas
pessoais para vocé durante as avaliagdes e atendimentos. Também ndo ha compensacéo
financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Analise das alteracées no equilibrio através da
eguoterapia em individuos portadores de esclerose multipla”.

Eu discuti com os pesquisadores sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propdésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo é isenta de
despesas. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualguer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste servico.

Ciente e de acordo com o] que foi exposto, eu
, RG estou de

acordo com a participagdo nesta pesquisa, assinando este consentimento.
Santa Matria, de 20009.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacdo neste
estudo.

Santa Matria, de de 2009

Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira
Orientador

Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato:
Comité de Etica em Pesquisa - CEP-UFSM

Av. Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria — 7° andar — Campus Universitario — 97105-900 — Santa
Maria-RS - tel.: (55) 32209362 - email: comiteeticapesquisa@mail.ufsm.br
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ANEXO B — TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Titulo do estudo: Efeito da Equoterapia sobre o equilibrio corporal e a relagcdo com dano no
Dna de individuos com Esclerose Multipla

Pesquisador(es) responsavel(is): Prof. Karla Mendonca Menezes e Prof. Dr. Aron Ferreira
da Silveira, Prof. Dr. Fernando Copetti

Instituicdo: UFSM/ Centro Ciéncias da Saude

Telefone para contato: (55) 9939-1567 / 3220-8877

Local da coleta de dados: Laboratério de Pesquisa e Ensino do Movimento Humano —
CEFD/UFSM

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade
dos participantes. Concordam, igualmente, que as informagfes serdo utilizadas unica e
exclusivamente para execucdo do presente estudo. As informagbes somente poderdo ser
divulgadas sem a identificagdo dos sujeitos. As amostras sanguineas serdo descartadas
logo tenham sido analisadas. As fichas de coleta referentes a analise do equilibrio postural
bem como relatérios das sessbes de atendimento pela Equoterapia serdo armazenados
junto ao projeto de Equoterapia no Centro de Educacéo Fisica e Desportos, para formacao
de banco de dados sob responsabilidade do Prof. Dr. Fernando Copetti.

Santa Matria, ........... de oo de 2009.

Karla Mendonca Menezes

Prof. Dr. Aron Ferreira da Silveira Mestranda do PPGDCH

Orientador
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Pedimos para que responda 0s seguintes questionamentos que tém por

objetivo caracteriza-lo. Seu nome sera mantido em sigilo, sé € necessario que vocé

preencha para que possamos identifica-lo para

analise.

Dados de Identificagao

Nome:
Datade Nasc: __ / [/ Telefone:
Sexo: ( Jmasc.( ) fem. Profiss&o:

Histérico Médico
Marque as intervengdes cirdrgicas que vocé tenha feito:

[] Coluna [ Articulacéo [] Hérnia de disco
| Coracéo [] Olhos [] outros

Marque o(s) problemasis) abaixo que tenha sido diagnosticado ou tratado:

[J Problemas oculares [ Alcoolismo [] Asma
[] Presséo arterial alta [] Artrite [] Problemas musculares
[] Vlcera ] Diabetes ] QOutros

Yocé faz uso de medicamentos? Quais? Com que frequéncia?

Nos dltimos tempos, vocé sofreu algum acidente ou lesé&o osteo-articular ?

Yocé Fuma? Com que frequéncia?

Histérico Esclerose Multipla

Ha quanto tempo ocorreu o 12 surto?

Quantos surtos ao total vocé ja teve?

Quando foi o dltimo surto?

Yocé sente algum desconforto?

Sente dificuldade de equilibrar-se?

Tem queixa de tontura ou quedas?

a
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ANEXO D - PROTOCOLO TESTE COMETA
(Singh, 1988)

e Solucbes utilizadas

- Tampao fosfato pH 7.4

- Solucéo de Lise

- Tampéo para eletroforese

- Tampéao neutralizador pH 7.5
- Agarose 1,5%

- Agarose low melting 0,75%

- Solucéo Fixadora

- Solugdes de coloracao com prata
- Solucéo stop de coloracéo

- Tripsina 0,48%

e Preparo das Solucdes
1) Tampéo fosfato (PBS) 10X pH 7,4
- Pesar 80,0g de NacCl, 2,0g de KClI, 21.7g de Na,HPO,.7H,0 e 2,0g de KH,PO,.
- Colocar em um béquer e dissolver em agua miliQ, lavar o béquer e colocando na
proveta de 1000mL e acertar o volume.
- SOLUCAO DE USO: diluir 10x e ajustar o pH para 7,4 (NaOH ou HCI).
- Armazenar a solugéo na geladeira.

2) Solucéo de Lise
- Pesar 146,1g de NacCl, 37,2g de EDTA e 1,2g de Tris base, colocar em um béquer e
adicionar +/- 800 mL de H,O miliQ.
- Ajustar o pH com pérolas de NaOH (em torno de 8g) para 10 & 10,5.
- Completar o volume para 890mL em uma proveta, guardar em temperatura ambiente.
- SOLUCAO DE USQ: no momento do uso adicionar 1mL de Triton X-100 e 10 mL de
DMSO a 89 mL de solucao de lise e colocar na geladeira.

3) Tampé&o para eletroforese (NaOH 300mM/1mM EDTA) pH>13

- Solucdo A: Pesar 200g de NaOH e dissolver em 500 mL de agua destilada. E Armazenar
em temperatura ambiente.
- Solucéo B: Pesar 14,899 de EDTA e dissolver em 180 mL de agua destilada. Corrigir 0
pH para 10. Ajustar o volume para 200mL. Armazenar a solu¢cdo a temperatura
ambiente.
- SOLUCAO DE USO: Preparar somente no momento do uso. Pipetar 30mL da solug&o
A e 5mL da solugcdo B. Completar para 1L com agua destilada gelada e armazenar na
geladeira até o momento do uso.

4) Tampa&o neutralizador pH 7.5

- Pesar 48,59 de Tris base e dissolver em 950 mL de agua destilada.
- Corrigir o pH para 7,5 com HCI.

- Completar o volume para 1L e armazenar na geladeira.

5) Agarose 1,5% (pré cobertura das laminas)

- Pesar 1,80g de agarose normal e dissolver em 120mL de PBS pH 7,4.
- Aquecer no microondas até borbulhar 2x.

- Armazenar na geladeira tampado.

6) Agarose low melting (LMP) 0,75% (para uso com as células)
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- Pesar 0,159 de agarose LMP e dissolver em 20mL de PBS pH 7,4.
- Aquecer no microondas até borbulhar 2x.
- Armazenar em varios ependorfs na geladeira.

7) Solucdo fixadora (para coloracdo com nitrato de prata)

- 15% de acido tricloroacético, 5% de sulfato de zinco heptahidratado e 5% de glicerol.
- Pesar 150g de TCA, 50g de sulfato de zinco e pipetar 50mL de glicerol.

- Dissolver em 4gua e completar o volume para 1L.

- Manter a solucdo em temperatura ambiente.

8) Solucéo de coloracdo com prata

- Solucao A (carbonato de sddio 5%): pesar 259 de carbonato de sédio e dissolver em agua
destilada. Completar o volume para 500mL. Armazenar na temperatura ambiente.

- Solucéo B (nitrato de amdnia 0,1%, nitrato de prata 0,1%, 0,25% &cido tungstosilicico e
0,15% de formaldeido): Pesar 0,5g de nitrato de amobnia, 0,5g de nitrato de prata, 1,259
de acido tungstosilicico e pipetar 0,75mL de formaldeido (se for 100%) dissolver em
agua destilada. Completar o volume para 500mL. Armazenar a temperatura ambiente.

- SOULUCAO DE USQ: Preparar na hora do uso, 60mL da solucéo A e 30 mL da solucéo B.
Misturar em um béquer.

9) Solucdo STOP de coloragéo (acido acético 1%)

- Pipetar 10mL de &cido acético (se 100%) e adicionar em um béquer com agua.
- Completar o volume para 1L.

- Armazenar a temperatura ambiente.

10) Tripsina 0,48%
- Diluir e congelar imediatamente apoés dilui¢ao.

e Preparo das Células

Leucdcitos:

- misturar 5uL de leucdcitos com 90uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) em um
tubo de microcentrifuga e espalhar sobre a lamina.

Sangue total:
- misturar 5uL de sangue com 90uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) em um tubo
de microcentrifuga e espalhar sobre a lamina.

Linfécitos isolados:
- misturar 20uL de sangue com 1mL RPMI em tubo de microcentrifuga, adicionar 100uL de
Ficoll com cuidado para ndo misturar.

Cultura de células:

- tratar as células com tripsina (periodo curto, parar a reagéo adicionando meio) para obter
uma suspensdo de aproximadamente 1x10° células/mL. Adicionar 10uL da suspens&o
celular a 90pL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e espalhar sobre a lamina.

Tecidos (camundongo):

- remover pequeno pedaco do érgao e colocar em 1mL HBSS com 20mM EDTA no gelo.
Desprender o tecido em pedacos finos e deixar sedimentar.

- adicionar 5uL de suspenséao celular a 90uL de agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) e
espalhar sobre a lamina.

- para os tecidos de facil desagregacao (baco) adicionar 2 a 3x mais HBSS e utilizar 5pL
para a preparagdo da lamina. Para o figado, cortar em pedagos grandes, trocar a solugéo de
HBSS, cortar em pedacos pequenos. Utilizar 5-10uL na preparacao da lamina. Para medula
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ossea, perfusar o fémur com 1mL de HBSS frio em tubo de microcentrifuga, utilizar SuL na
preparacdo da lamina.

e Preparacdo das laminas

Material:

- laminas de microscopia (extremidade fosca);
- laminulas (25x50mm)

- agarose LPM 0,75%

- micropipetadores e ponteiras;

- banho-maria (37°C)

Procedimento:

- Pré-cobertura das laminas com agarose: Ferver a agarose 1,5% em frasco que sirva a
lamina e colocar no banho-maria (60°C). Mergulhar as laminas, deixando a ponta fosca de
fora. Escorrer e deixar secar a temperatura ambiente ou na estufa a 37°C por 2h. As laminas
pré-cobertas podem ser preparadas antes e armazenadas umas sobre as outras enroladas
em um pléstico (manter bem secas e longe da umidade).

- Ferver a agarose LMP e colocar no banho-maria 37°C.

- Misturar 5-10uL da suspenséo celular (5000-50000 células) a 90uL de agarose LMP.

- Adicionar a mistura (imediatamente) a uma lamina de microscopia com pré-cobertura.

- Rapidamente dispor uma laminula sobre o conteudo.

- Manter as laminas sob refrigeracdo até que o contetdo solidifique (5 minutos

aproximadamente).
e Lise
Material:

- solucdo de lise
- cubetas de vidro cobertas com papel aluminio.

Procedimento:
- Remover as laminulas.
- Imergir as laminas m tampdo de lise gelado (preparado com uma hora de
antecedéncia pela adicdo imediatamente antes do uso de 89mL de solucédo de lise a
10mL de DMSO e 1mL de Triton X-100).
- Manter as laminas nesta solugdo por no minino 1h (até 4 semanas), para a remogao
das membranas e citoplasma das células.

e Desenovelamento e eletroforese
Material:

- Solugéo A (NaOH)

- Solucédo B (EDTA)

- Cuba de eletroforese horizontal

- Fonte de eletroforese (25V, 300mA)

- Agua destilada gelada

- Gelo

Procedimento:
- Retirar as laminas da solug¢éo de lise, uma a uma, removendo com papel toalha o
excesso de solucdo de lise e dispb-las, imediatamente, na cuba de eletroforese que
deve estar dentro de um recipiente com gelo (4°C).
- Adicionar tampé&o de eletroforese feito na hora (no caso do ensaio alcalino: 300mM
NaOH e 1mM EDTA em &gua destilada para um pH final>13) e encubar por 20-40
minutos (no caso de sangue total e leucécitos 20min).
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- Submeter as laminas a eletroforese por 10-40minutos (20 minutos na maioria dos
casos, sangue total e leucdcitos) a 25V e 300mA (corrente controlada com o volume do
tampao).

OBS: TODO O PROCEDIMENTO, DESDE A PREPARAGCAO DA SUSPENSAO CELULAR,
DEVE SER EXECUTADO NO ESCURO OU SOB LAMPADA DE COR AMARELA OU
VERMELHA DE BAIXA INTENSIDADE PARA EVITAR DANO ADICIONAL NO DNA.

¢ Neutralizacao, Fixacao e Coloracéao
Material
- Solucéo neutralizadora Tris 0,4M (pH 7,5)
- Bandejas

Procedimento:

- Retirar as laminas da cuba de eletroforese, removendo o excesso de tampéo e disp6-
las sobre uma bandeja.

- Adicionar tampdao de neutralizag&o Tris 0,4M (pH 7,5) e esperar 5 minutos.

- Retirar o tampéao e repetir 0 processo por mais 2x.

- Lavar 2x com agua destilada

- Secar as laminas 1,5-2h 37°C ou (Over Night).

e Fixacéo

Material
- Solucéo fixadora
- Cubeta de vidro

Procedimento:

- Colocar as laminas em uma cubeta e adicionar ~100mL de solucéo fixadora e deixar
em repouso por 10 minutos.

- Lavar 3x com agua destilada

- Secar as laminas 1,5-2h 37°C ou (Over Night).

e Coloracao
Material
- Solucéo coloragéo A
- Solucéo coloracéo B
- Cubeta de vidro revestida com papel aluminio
- Banho-maria 37°C
- Solugdo STOP coloragéo

Procedimento:
- Hidratar as laminas 5 minutos com agua destilada (dentro da cubeta)
- Corar por aproximadamente 30 minutos na solucdo de coloracdo (60mL de A+ 30mL de B)
a 37°C (até a solucdo comecar escurecer).
- Lavar 3x com agua destilada
- Deixar 5 minutos ma solugdo STOP
- Lavar 3x com agua destilada
- Secar as laminas a temperatura ambiente.

e Andlise
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Material:
- Microscépio de luz comum.

Procedimento:

- Analisar 50 ou 100 células (em cada lamina da duplicata e fazer a média depois).

- Classificar as células de acordo com o formato da imagem em quatro classes de dano,
variando de 0 (nenhum dano) a 4 (dano méaximo). A soma desses valores forneceu um
indice de dano Unico para cada tratamento. Tal indice pode oscilar entre 0 (50 células x
0) e 200 (50x4) para o caso da analise de 50 células e de 0 a 400 para o caso de 100
células.

- Como uma variavel adicional pode-se medir o comprimento dos cometas (do inicio da
cabeca até a ponta da cauda) com o auxilio de uma ocular com escala (recomenda-se
um aumento de 200x)

Exemplo:

indice de danos

Classe 0: 25 25x0=0
Classe 1: 30 30x1=30
Classe 2: 23 23x2=46
Classe 3: 15 15x3 =45
Classe 4: 7 7x4=28
Total de células: 100 indice de danos: 149

Classificacdo de danos

Figura 1 — Classificagdo de danos no Teste Cometa. A: dano 0, B: dano 1, C: dano 2, D: dano 3, E:
dano 4, F apoptose (morte celular), (Ostling & Johanson, 1984).



