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RESUMO

Obijetivos: Avaliar os efeitos de monossialogangliosideos (GM1) admi-
nistrados com laser por via transdérmica na recuperagédo da lesdo da
medula espinal de ratos. Métodos: Quarenta ratos Wistar machos fo-
ram submetidos a contusao da medula espinal usando NYU Impactor.
No Grupo 1, os ratos receberam 0,2 ml de solugao salina diaria por
via intraperitoneal; no Grupo 2, GM1 foi administrada intraperitoneal-
mente em concentracao de 30 mg/kg por dia; no Grupo 3, 0s ratos
foram tratados diariamente com o laser a baixa temperatura sobre a
pele, e no Grupo 4, a sesséo de laser diaria também continha GM1.
Todos os grupos foram tratados durante 42 dias. Os animais foram
avaliados pela escala funcional de Basso, Baettie e Bresnahan (BBB)
nos dias 7, 14, 21, 28, 35 e 42 apbs a lesdo, e por histopatologia e
potencial motor evocado 42 dias depois da lesao. Resultados: Os
animais do Grupo 4 apresentaram escores BBB mais elevados em
comparagao com os outros grupos. Nao houve diferencas entre os
grupos ou nas comparacdes ao longo do tempo. A avaliagéo his-
toldgica n&o mostrou diferengas, e tampouco foram encontradas
diferengas significativas no potencial evocado. Concluséo: A GM1
associada ao uso de laser a baixa temperatura ndo mostra resultados
superiores no tratamento de lesdes da medula espinal de ratos. Nivel
de Evidéncia I, Experimental, Estudo Controlado de Animais.

Descritores: Traumatismos da medula espinal. Contusdes. Gan-
gliosideo G(M1). Laser.

ABSTRACT

Objectives: To evaluate the effects of monosialoganglioside (GM1)
administered transdermally with laser in the recovery of spinal
cord injury in rats. Methods. Forty male Wistar rats underwent
spinal cord contusion using the NYU Impactor. In Group 1, the
rats received 0,2 ml of saline intraperitoneally daily; in Group 2,
GM1 was administered intraperitoneally at a concentration of 30
mg/kg per day; in Group 3, rats were treated daily with laser at low
temperature on the skin, and in Group 4, the daily laser session
also contained GM1. All the groups were treated for 42 days. The
animals were evaluated by the Basso, Baettie and Bresnahan
(BBB) functional scale on days 7, 14, 21, 28, 35 and 42 after the
injury, and by histopathology and motor evoked potential after 42
days of injury. Results: The animals in Group 4 had higher BBB
scores compared with the other groups. There were no differences
between the groups, or in the comparisons over time. Histological
evaluation showed no differences, and no differences were found
in the motor evoked potential tests either. Conclusion: GM1 as-
sociated with the use of low-temperature laser shows no superior
functional, neurological or histological results in the treatment of
spinal cord lesions in rats. Evidence Level I, Experimental,
Controlled, Animal Study.
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INTRODUCAO

Existem poucos métodos para o tratamento das lesdes de medula
espinal e ndo ha um tratamento realmente eficaz.! O tratamento
cirlrgico para estabilizagdo mecénica e descompresséao pode ser
realizado nos casos de fraturas instaveis com lesédo de medula, e

0 uso de medicamentos para tratar essas lesoes foi extensamente
estudado. As experiéncias com uso de substancias quimicas sdo
realizadas visando principalmente a promogao de regeneracao
nervosa e na tentativa de desativar ou reduzir a cascata de eventos
secundarios que segue as lesbes de medula espinal. Contudo,
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apenas dois desses medicamentos ja s&o usados na clinica: mo-
nossialogangliosideo (GM1) e metilprednisolona,? embora nao
exista consenso quanto aos beneficios de sua indicagéo.®

O GM1 é um agente antineurotéxico, anti-inflamatério e neuro-
protetor, essencial para a excitabilidade neuronal das fibras mieli-
nizadas e ndo-mielinizadas. Também promove desenvolvimento,
crescimento, diferenciacéo e amadurecimento neuronal e reduz a
intensidade da degeneracao Walleriana.*

Muitos pesquisadores também defendem o uso de meios fisicos
no tratamento das lesdes da medula, na tentativa de obter melho-
res resultados. A hipotermia é uma dessas alternativas; reduz o
metabolismo e o consumo de energia pds-traumatico, reduzindo a
intensidade das lesdes secundarias, a hipdxia e a isquemia, assim
como a apoptose de neurdnios e células gliais.>”

Recentemente, foi desenvolvido na Itdlia um novo tipo de laser
usado para administragao de medicamentos, (Laser Ice Med). O
laser permite penetragéo transcuténea de particulas misturadas
em gel em baixa temperatura, por meio de raios paralelos de
comprimento de onda de 635 nm e 50 mW de poténcia. Santos
et al.® apresentou, no Congresso Europeu de Neurociéncia, sua
pesquisa sobre os efeitos do laser com GM1 sobre les&o nervosa
periférica da medula espinal associada a trauma em ratos Wistar.
O GM1, administrado diariamente por via transdérmica durante 60
dias, resultou em regeneragao superior a do grupo controle nas ava-
liagdes histoldgica e funcional dos nervos isquiaticos e na medula.®
Os resultados de cada terapia com GM1 e “laser ice”, porém, ainda
n&o sao satisfatorios, o que nos induziu a estudar a possivel sinergia
entre eles. A possibilidade de a baixa temperatura melhorar os resul-
tados da medicagao, como ocorre em outros campos da medicina,
deve ser investigada como uma oportunidade para tratar as lesbes
da medula espinal. O objetivo deste estudo foi, portanto, avaliar
os efeitos do monossialogangliosideo (GM1) administrado por via
transdérmica e do laser a baixas temperaturas sobre a recuperagao
funcional e histoldgica das lesdes medulares em ratos.

METODOS

Desenho do estudo e ética

Neste estudo experimental controlado por placebo, foram segui-
das todas as regulamentages institucionais e governamentais
sobre o uso ético de animais. O protocolo do estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicao e os procedimen-
tos estao acordo com os protocolos de pesquisa. Os animais do
estudo, uma vez anestesiados, foram submetidos a laminecto-
mia e a uma modelo de lesédo experimental da medula espinal,
seguidos pela terapia com monossialo-tetra-hexosil gangliosideo
(GM1) e laser em baixa temperatura ou ambas. Foram, a seguir,
comparados com um grupo controle que recebeu placebo, sendo
avaliados em termos funcionais e por potencial evocado somatos-
sensorial, quanto aos efeitos do tratamento sobre a recuperagao
da leséo da medula espinal.

Animais e procedimento anestésico

Foram usados quarenta ratos Wistar machos com idade entre 20 e
21 semanas, pesando 300 a 340 gramas neste estudo. Os ratos que
morreram em qualquer momento depois da leséo experimental da
medula foram excluidos. Os animais que apresentaram anomalias
medulares macroscopicas (malformagdes) detectadas durante o pro-
cedimento cirlrgico ou 0s que ainda apresentavam movimento normal
depois da lesdo (auséncia de paraplegia) também foram excluidos.

Os ratos foram anestesiados antes dos procedimentos de laminec-
tomia e lesdo medular com uma dose de 55 to 75 mg/kg de peso
corporal de pentobarbital sédico por via intraperitoneal. O efeito
anestésico foi obtido em cinco minutos e durou pelo menos 60 mi-

nutos. No final da experiéncia, os ratos foram pesados e submetidos
a eutanasia com dose letal de pentobarbital (140 mg/kg), por via
intraperitoneal. Todos os ratos foram examinados macroscopica-
mente e realizou-se analise histopatoldgica.

Laminectomia e lesao da medula espinal

O método da laminectomia ja foi descrito.®'® O processo espi-
nhoso e as laminas das vértebras T8 e T11 foram removidos para
expor a medula espinal, de modo a se proceder a leséo.
Adotou-se o protocolo multicéntrico de lesédo de medula espinal
MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study), padronizado
para ratos Wistar.>'" A lesdo foi produzida com o dispositivo NYU
Impactor (New York University Spinal Cord Contusion System), com
um peso de queda de 10 g, que comprime a medula espinal por
15 segundos. A altura foi padronizada em 25 mm.*?'3 O dispositivo
foi ajustado para produzir impacto entre a margem superior de T9
e a margem inferior de T10.

Os animais receberam cefalotina profilatica por via subcutanea
(25 mg/kg de peso corporal) imediatamente e, a seguir, uma vez
por dia nos sete dias seguintes, para evitar infeccao da ferida
ou do trato urinario. Assim que se recuperaram da anestesia, 0s
animais foram mantidos em gaiolas com grupos de cinco, com
acesso a alimentagao e agua ad libitum.

Grupos e tratamentos

Os animais foram divididos manualmente em quatro grupos, com
dez animais cada um:

O grupo 1 recebeu apenas solugao salina intraperitoneal (0,2 ml
por dia) e foi considerado o grupo controle;

O grupo 2 recebeu 30 mg/kg de peso corporal de GM1 (TRB Phar-
ma, Campinas, S&o Paulo, Brasil) diluidos em 0,2 ml de solugéo
salina, administrado por via intraperitoneal diariamente;

O grupo 3 recebeu apenas terapia com laser, sem GM1, durante
trés minutos por dia;

O grupo 4 recebeu laser durante trés minutos por dia com GM1
na concentragéo de 30 mg/kg.

Todos os grupos foram tratados por 42 dias. A dose de 30 mg/kg
por dia de GM1 foi calculada de acordo com a dissolugao do gel
contido no tubo do laser e com o niimero de animais tratados em
cada tubo."1%

O dispositivo do laser liga-se a um tubo cheio de gel a base de
agua congelado, que causa hipotermia local. No grupo 4, o GM1
foi misturado com o gel no dia anterior a administracao.

Avaliacao funcional

Arecuperacao da lesdo da medula espinal foi avaliada pela escala
de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB), que varia de 0 a 21 pontos
de cada lado."" A avaliagéo foi realizada simultaneamente por dois
observadores treinados, que nao conheciam o cédigo de rando-
mizagao do procedimento administrada a cada rato. A avaliagao
foi realizada nos dias 7, 14, 21, 28, 35 e 42 depois da cirurgia.
No caso de discordancia, registrava-se o valor mais baixo. Cada
avaliagdo demorou quatro a cinco minutos por animal.

Os animais foram anestesiados novamente para a avaliagdo do
potencial evocado, conforme descrigao de Ferreira et al.'®

Necropsia e analise histologica

O segmento da coluna de T8 a T12 (0sso e partes moles) foi
removido dos ratos e se realizou uma avaliagao visual macros-
copica da medula espinal no local da contusdo para verificar
qualquer anomalia. A medula foi entdo removida e enviada para
analise microscépica. Os cortes histologicos transversais foram
feitos no plano axial do segmento da medula, com 2 mm de
espessura e 1 cm a partir do centro da leséao, proximal e dis-
talmente. Esse material foi processado e incluido em parafina.
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Foram feitos cortes histoldgicos de cinco micra de espessura, 5 mm
acima e abaixo da area central da leséo. O material foi entéo fixado
em laminas, corado com hematoxilina-eosina, sendo trés laminas
para cada medula espinal: uma da regido proximal a lesdo, uma
central e uma da regido distal a leséo, representando, portanto toda
a érea danificada.

As variaveis avaliadas foram: necrose, hemorragia, hiperemia,
degeneracao de substancia nervosa (degeneracao cistica) e in-
filtragao celular. Foram avaliadas como ausentes (0), leves (1),
moderadas (2) e intensas (3), gerando um escore entre 0 e 15.1317
0 exame anatomopatoldgico foi realizado por um Unico patologista
que ndo conhecia o cddigo de randomizagéao dos grupos.

ANALISE ESTATISTICA

Os escores BBB médios foram comparados usando-se modelo
de efeitos mistos com dois fatores: grupo e semana de avaliagéo,
considerando-se as medidas repetidas durante as semanas. O efeito
de interacdo entre esses fatores também foi avaliado. O modelo de
efeitos mistos foi adaptado, considerando-se matrizes de covarian-
cias iguais nos diferentes grupos e um formulério n&o estruturado.
Inicialmente, as distribuicdes das medidas de amplitude e laténcia
do teste de potencial evocado nos quatro grupos do estudo foram
comparados usando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis.
A andlise de variancia (ANOVA) foi entdo usada para comparar as
amplitudes e laténcias médias dos diferentes grupos.

A associacao entre o nivel de escore e 0s grupos foi avaliada com
o teste exato de Fisher. Os valores de p inferiores a 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo, ocorreram nove mortes. A causa da
morte foi identificada como autofagia em seis casos e indetermina-
da em trés. Portanto, o estudo foi concluido com 31 animais: oito
no grupo 1, sete no grupo 2, sete no grupo 3 e nove no grupo 4.
N&o houve associagao entre as mortes e a alocagao nos grupos
(p = 1,000, teste exato de Fisher). O peso médio dos animais foi
347 g, variando de 311 g a 402 g no final da experiéncia.

Avaliacao funcional

A Tabela 1 mostra as medidas descritivas do escore BBB para
cada grupo do estudo e semana de avaliagdo, com ampla varia-
¢ao dos dados no decorrer de varias semanas. Esse fendbmeno foi
observado em todos 0s grupos €, no geral, o escore BBB médio
(e o desvio padréo) aumentou de 0,9 (1,4) na primeira semana
para 12,7 (4,4) na sexta semana de observacéo. O grupo 4 teve
valores médios mais altos da segunda a quinta semana. Na sexta
semana, o grupo 1 se destacou dos demais, com a maior média
observada no estudo (14,8).

O ajuste do modelo indicou efeito de interacao significante entre
grupo e semana, com p < 0,001. Portanto, a comparacéo entre
grupos teve de ser feita em cada semana, e a comparagao no de-
correr das semanas teve de ser feita em cada grupo. Os resultados
dessas comparagdes sao apresentados na Tabela 2, € mostram
que: (/) para cada semana da avaliagdo, nao houve evidéncias
de diferencas significantes entre os valores médios dos grupos
(todas as comparagbes com p = 0,215), () para todos 0s grupos,
as médias das semanas foram significantemente diferentes (p <
0,001). Assim, nao houve diferenca na comparacao de um trata-
mento com outro, mas houve diferenca significante nas médias
no decorrer do tempo.

Com base nesses resultados, a analise continuou visando com-
parar os aumentos semanais medios de cada grupo, como mos-
tra a Tabela 3.
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Tabela 1. Medidas descritivas para o escore BBB, de acordo com o
grupo e a semana de avaliagao.

Semana de avaliacdo

Grupo |2 | 3 [ & | 5 |6

Média 13 | 1,8 | 58 | 75 | 98 | 148

Desviopadrao | 16 | 17 | 23 | 24 | 32 | 42

%”f‘;; Mediana 05 | 20 | 50 [ 70 | 95 [ 150
- Minimo 0 1 4 7 8 7
Méximo 4 | 4 [ 11 [ 13 [ 15 | 20

Média 07 | 23 | 54 | 74 | 90 [ 123

Desviopadrdo | 15 | 23 | 19 | 33 | 44 | 42

(i;l"f‘;)z Mediana 00 | 30 [ 60 [ 70 | 90 | 130
= Minimo 0o [0 | 3 [ 34765
Méximo 4 [ 5 | 8 [ 13 |15 [ 17

Média 06 |27 | 51 | 73 | 77 [ 114

Desvio padido | 15 | 2.0 | 26 | 33 | 45 | 49

?L“f‘;)"’ Mediana 00 | 30 | 60 | 60 | 60 | 130
- Minimo 0 0 0 3 2 4
Méximo 4 [ 5 | 8 [ 11 | 14 | 18

Média 09 | 41 | 7,7 | 96 | 108 | 121

Desviopadi@o | 14 | 31 | 84 | 39 | 44 | 46

%"f‘;;‘ Mediana 00 [ 30 | 70 | 90 [ 110 [ 120
= Minimo 0o [0 3 5 6|7
Maximo 3 9 13 16 19 19

Média 09 | 28 | 61 | 80 | 04 | 127

Total | Desviopadi@o | 14 | 24 [ 27 | 33 | 41 | 44

e Mediana 00 | 30 | 60 [ 70 | 90 [ 130
- Minimo 0 0 0 3 2 4
Méximo 4 | 9 [ 13 | 16 | 19 | 20

Tabela 2. Valores de p para a comparacao entre semanas em cada
grupo e entre grupos em cada semana.

Valor de p
Na 12 semana de avaliacdo 0,829
Na 2% semana de avaliacdo 0,215
Comparacéo Na 3 semana de avaliacdo 0,448
entre grupos Na 4% semana de avaliacdo 0,448
Na 5% semana de avaliacdo 0,530
Na 6% semana de avaliacdo 0,492
No grupo 1 < 0,001
Comparacéo No grupo 2 < 0,001
entre semanas No grupo 3 < 0,001
No grupo 4 < 0,001

Valores de p obtidos do modelo de efeitos mistos

Tabela 3. Valores de p que correspondem a comparagéo entre duas
semanas consecutivas em cada grupo.

Grupo sgfn?g:;agsgsii:ttil:ass Diferenca média |Valor de p
2% semana - 1% semana 05 0,492
3% semana - 2% semana 40 < 0,001
Grupo 1 4* semana - 3% semana 1,8 < 0,001
5% semana - 4° semana 2,3 < 0,001
6° semana - 5° semana 50 < 0,001
2% semana - 1% semana 1,6 0,043
3% semana - 2* semana 3,1 < 0,001
Grupo 2 4° semana - 3* semana 2,0 < 0,001
5% semana - 4% semana 1,6 0,025
6° semana - 5° semana 3,3 < 0,001
2% semana - 12 semana 2,1 0,006
3% semana - 2* semana 2,4 < 0,001
Grupo 3 4 semana - 3° semana 2,1 < 0,001
5% semana - 4% semana 0,4 0,540
6° semana - 5° semana 3,7 < 0,001
2% semana - 1% semana 32 < 0,001
3% semana - 2% semana 3,6 < 0,001
Grupo 4 4 semana - 3% semana 1,9 < 0,001
5% semana - 4° semana 1,2 0,048
6% semana - 5% semana 1,3 0,086

Valores de p obtidos do modelo de efeitos mistos.
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Potencial evocado: laténcia e amplitude

A Tabela 4 apresenta as medidas descritivas para as variaveis
amplitude e laténcia no exame do potencial evocado, de acordo
com os grupos de estudo. O valor da laténcia extremamente alto
(10,95) observado no grupo 1 (caso n° 2, cujos valores originais
para a esquerda e a direita séo 11,8 e 10,1, respectivamente),
corresponde ao mesmo caso que apresentou valor extremamente
baixo de amplitude (81,0, valores originais para a esquerda e a
direita de 89,0 e 73,0, respectivamente).

A andlise n&o indicou diferengas significantes entre as laténcias
médias dos quatro grupos (p = 0,335). No entanto, a analise dos
residuais indicou um ajuste razoavel dos dados, com variancias
desiguais entre grupos. Isso se deveu a uma grande variabilidade
no grupo 1 em comparagao com os outros grupos. Esse acha-
do continuou o mesmo depois das tentativas de transformar os
dados. A analise residual mostrou dois casos que exigem investi-
gacao meticulosa, correspondendo aos dois valores extremos do
grupo 1, caso n® 1 (3,30) e n°® 2 (10,95). O teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis nao mostrou diferencas significantes entre os dis-
tribuidores dos quatro grupos, tanto para as medidas de amplitude
(p = 0,884) quanto para as de laténcia (p = 0,118).

O modelo ANOVA para os dados de amplitude n&o indicou di-
ferencas significantes entre as médias dos quatro grupos, com
p = 0,921. Realizou-se uma andlise dos residuais do modelo, e
foram detectados dois pontos que requerem investigacao meticu-
losa, que correspondem aos valores extremos do grupo 3 (cason° 1,
amplitude de 3140,5) e 4 (caso n° 7, amplitude de 2848,0), como
assinalado anteriormente. Assim, foram feitas novas definigdes no
modelo ANOVA, que rejeitou cada um desses pontos e também
rejeitou os dois pontos simultaneamente. Excluindo-se o cason® 1,
a média e o desvio padrao do grupo 3 foram reduzidos para 275,0
e 70,6. No grupo 4, excluindo-se o0 caso n° 7, esses valores caem
para 277,7 e 158,2. Em todos esses testes, ndo houve indicagao
de diferencgas significantes entre os grupos (Tabela 5, p > 0,5).

Tabela 4. Medidas descritivas de amplitude e laténcia de acordo com
grupos e analise de variancia (ANOVA).

Z?/toe:a‘iilzl Grupos | N | Mediana | DP | Mediana | Minimo | Maximo
Grupo1 | 8 | 5446 596,2 2435 81,0 1840,0
Amplitude Grupo2 | 7 | 3929 4425 270,5 120,0 1384,5
p = 0921 Grupo3 | 7 | 6844 |10850| 2700 187,5 3140,5
’ Grupo4 | 9| 5633 869,5 262,5 150,0 2848,0
Total 31| 5473 7544 262,5 81,0 3140,5
Grupoi | 8 6,7 2.2 6,2 3,30 10,95
Laténcia Grupo2 | 7 6,0 04 6,1 5,30 6,35
p=0,335 Grupo 3 | 7 6,1 0,3 6,1 5,50 6,50
’ Grupo 4 | 9 5,6 0,6 54 4,85 6,85
Total |31 6,1 1,2 6,0 3,30 10,95

DP: Desvio padrao

Tabela 5. Valores de p para o teste de comparagao das amplitudes e latén-
cias médias nos quatro grupos de estudo por andlise de variancia (ANOVA).

Total de casos

Modelo considerados Valor de p

Amplitudes

sem caso n° 1, Grupo 3 30 0,791

sem caso n° 7, Grupo 4 30 0,647

sem os dois casos acima 29 0,509
Laténcias

sem caso n° 1, Grupo 1 30 0,034

sem caso n® 2, Grupo 1 30 0,530

sem os dois casos acima 29 0,044

Os resultados da anélise, excluindo-se esses pontos, também
sdo apresentados na Tabela 5. Note que a remoc¢éo do valor ex-
tremamente alto (Modelo B) n&o altera as conclusdes, porque
ndo indica diferencas significantes entre os grupos (p = 0,530).
A nao ser que se afirme o contrario, excluindo-se o valor minimo
(Modelos A e C) o resultado sao modelos que indicam diferengas
significantes entre 0s grupos. Ao investigar quais grupos foram
diferentes, os dois modelos indicaram que as laténcias médias
dos Grupos 1 e 4 sao diferentes, porém néo sao diferentes de
outros grupos considerados .

Resultados histolégicos

A andlise histoldgica, expressa em escores para as variaveis au-
sentes, leves, moderadas e graves, de acordo com 0s grupos de
estudo e o local da lesdo, nao mostraram diferencas significantes
entre 0s grupos, exceto para a variavel necrose na regiéo central
da lesdo (p < 0,001, Tabela 6) e hiperemia, também obtida para
a regido central (p = 0,015, ver Tabela 6). A variavel hemorragia
nédo apresentou diferenga entre os grupos ou periodos (p > 0,20)
nem a degeneragéo da substancia neural (p > 0,66) ou mesmo
com infiltrac&o celular (p > 0,11).

Tabela 6. Distribuicao dos escores de necrose e hiperemia, de acordo
com o grupo e a regiao da medula espinal, e diferencas de acordo com
o teste exato de Fisher.

Escore de necrose N Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
N % N % N % N %
Proximal A_usente 6 [750] 4 [571| 2 |286| 6 |667
0= 0,186 Discreto 2 | 250 3 [429| 2 |286| 3 |333
' Moderado 0 0,0 0 0,0 3 [429] 0 0,0
Central A_usente 3 |375] 0 0,0 1 143 0 0,0
0 < 0,001 Discreto 5 [625] 2 [286] O 0,0 6 | 667
' Moderada 0 0,0 5 |74 6 |87] 3 [333
Ausente 5 [625] 1 [14(3)| 3 [429]| 3 [333
Distal Discreto 3 |375| 2 |286]| 3 [429] 3 |333
p=0,282 | Moderada 0 0,0 4 |571 1 [14@3] 3 [333
Total 8 [100%| 7 [100%| 7 [100%| 9 |100%
Escore de hiperemia N Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
N % N % N % N %
Proximal A_usente 2 [250] 0 0,0 0 0,0 2 | 222
0=0,132 Discreto 4 |500]| 7 [1000] 5 [714] 3 [333
' Moderado 2 [250] 0 0,0 2 |286| 4 |444
Ausente 1 125 0 0,0 1 143 0 0,0
Central Discreto 7 |875| 2 |286| f 143 | 4 | 444
p=0,015 | Moderado 0 0,0 4 |571 | 5 |7M4] 5 |[556
Intenso 0 0,0 1 143 0 0,0 0 0,0
Ausente 1 125 0 0,0 0 0,0 1 11,1
Distal Discreto 6 [75.0 3 |429| 6 [857| 5 |556
p=0,390 | Moderado 1 |125| 4 |571] 1 [143] 3 [333
Total 8 [100%| 7 [100%| 7 [100%| 9 |100%
DISCUSSAO

Ainda que longe de ser assunto de consenso na comunidade cien-
tifica, o GM1 é uma opgé&o terapéutica promissora, em especial
quando se obtém resultados favoraveis com a ampliagédo de sua
agao por outros meios, como fisicos, quimicos ou bioldgicos. O
GM1 tem sido usado em varios estudos clinicos em pacientes com
lesdo de medula espinal, e sua seguranga foi confirmada, com
poucas complicacdes e com resultados promissores, mostrando
melhora da recuperagéo motora.*'®

O laser pode promover absor¢do transdérmica de proteinas,
peptideos e outras moléculas, o que o torna uma boa alternativa
como via de administragdo de medicamentos.'®?! Santos et al.®
apresentaram resultados preliminares em favor do uso de laser
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em baixa temperatura associado a GM1 nas lesdes da medula
espinal e de nervos periféricos. Seguindo essa linha de pesquisa,
realizamos este estudo com ratos, acrescentando a analise por
potencial evocado, uma avaliacao que pode ser considerada mais
objetiva que o escore BBB isolado.

O potencial evocado parece ser um teste confidvel em todos os
casos de lesdo de medula espinal. No entanto, neste estudo,
nao apresentou diferencas significantes entre grupos ou entre
periodos, mesmo para os dois casos que estavam bem acima
da média. Possivelmente, a avaliacao patologica por coloragédo
imuno-histoguimica poderia revelar evidéncias de regeneragao
neuronal que nao foram vistas com os métodos empregados por
nos neste estudo. Contudo, nossa equipe ja esta seguindo essa
linha de pesquisa.

Na analise histolégica depois de seis semanas da lesdo, havia
concentracao expressivamente superior dos escores mode-
rados de necrose nos ratos tratamento com GM1 ou laser,
porém, sem qualquer correlagdo com outros itens avaliados
ou com os resultados histolégicos e funcionais. Pode ser que
a falta de significancia estatistica entre os grupos na anali-
se histoldégica deva-se a técnica utilizada.’® Outras andlises
da histologia da medula éssea com microscopia eletrénica e
metodos especificos de coloragéo de nervos podem produzir
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resultados mais significantes.

A observagao dos resultados descritivos das avaliagdes funcionais
revela um ligeiro aumento da funcédo motora em ratos de todos
0s grupos no decorrer do tempo. Porém, a anélise estatistica ndo
mostrou diferengas significantes. Seria interessante reavalia-las
com amostra maior.

E possivel supor que, na lesdo de medula espinal aguda e
subaguda, existe uma sinergia entre laser, hipotermia e GM1.
Depois de um determinado periodo, essa combinacéo teria
um efeito contrario, mas essa hipotese precisa ser testada em
estudos especificos.

CONCLUSOES

N&o se constatou diferenca estaticamente significante nas ava-
liagdes funcional, histolégica ou de potenciais evocado motores
entre ratos com lesdo moderada de medula espinal tratados com
GM1, laser ou combinagao de ambos.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem TRB Pharma, Brasil, pela doacdo do
monossialotetrahexosil gangliosideo (GM1) usado neste es-
tudo experimental.

on reliability. Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study. J Neurotrauma.
1996;13(7): 343-59.

12. Cristante AF, Damasceno ML, Marcon RM, Oliveira RP, Barros Filho TLP.
Viabilidade de células do sistema nervoso central fetal no tratamento da lesdo
de medula em ratos. Acta Ortop Bras. 2010;18(5):284-90.

13. Cristante AF, Barros Filho TE, Oliveira RP, Marcon RM, Rocha ID, Hanania
FR, et al. Antioxidative therapy in contusion spinal cord injury. Spinal Cord.
2009;47(6):458-63.

14. Goettl VM, Neff NH, Hadjiconstantinou M. Sciatic nerve axotomy in aged rats:
response of motoneurons and the effect of GM1 ganglioside treatment. Brain
Res.2003; 968(1):44-53.

15. Carvalho MO, Barros Filho TE, Tebet MA. Effects of methylprednisolone and gan-
glioside GM-1 on a spinal lesion: a functional analysis. Clinics (Sao Paulo).2008;
63(3):375-80.

16. Ferreira R, Oliveira AR, Barros Filho TEP. Padronizagdo da técnica para cap-
tagdo do potencial evocado motor em ratos através da estimulagédo elétrica
transcraniana. Acta Ortop Bras. 2005;13(3):112-4.

17. Galvao PEC, Cristante AF, Jorge HMH, Damasceno ML, Marcon RM, Oliveira
RP, et al. Avaliagéo funcional e histolégica da oxigenoterapia hiperbarica em
ratos com lesdo medular. Acta Ortop Bras. 2011;19(1):10-6.

18. Barros Filho TEP, Silva Filho C. Titulagéo de anticorpos anti-gangliosideo no
soro de pacientes com lesdo medular croénica e precedendo tratamento com
gangliosideo GM1. Acta Ortop Bras. 2003;11(2):69-71.

19. Benson HA, Namjoshi S. Proteins and peptides: strategies for delivery to and
across the skin. J Pharm Sci. 2008;97(9):3591-610.

20. Bachhav YG, Summer S, Heinrich A, Bragagna T, Béhler C, Kalia YN. Effect
of controlled laser microporation on drug transport kinetics into and across
the skin. J Control Release. 2010;146(1):31-6.

.Bachhav YG, Heinrich A, Kalia YN. Using laser microporation to improve
transdermal delivery of diclofenac: Increasing bioavailability and the range of
therapeutic applications. Eur J Pharm Biopharm. 2011;78(3):408-14.

2

-





