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AVALIACAO DO EMPREGO DO GM1 APOS LESAO MEDULAR
EXPERIMENTAL EM RATOS

EVALUATION OF THE USE OF GM1 AFTER EXPERIMENTAL SPINAL CORD INJURY IN RATS

EVALUANDO EL USO DE GM1 DESPUES DE LESION EXPERIMENTAL DE MEDULA ESPINAL
EN RATONES

FagIANO INACIO DE Souza', Tarcisio ELoy Pessoa Barros FiLHO?, ALEXaNDRE FoGaca CRISTANTES

RESUMO

Obijetivo: Avaliar a eficdcia do GM1, administrado por via intraperitoneal, apés lesdo medular experimental em ratos. Métodos: Foram
utilizados 20 ratos da raga Wistar machos, adultos jovens, com média de idade de 20 semanas, pesando em torno de 350 g, divididos em
dois grupos de 10 animais. No grupo 1 foi administrado apenas soro fisioldgico por via intraperitoneal. Ao grupo 2, administraram-se 30
mg/kg de GM1 diariamente por essa mesma via. As lesdes foram produzidas seguindo-se o protocolo internacional MASCIS (Multicenter
Animal Spinal Cord Injury Study), com o sistema NY/mpactor. Os animais foram avaliados funcionalmente pela escala BBB nos dias 14, 28
e 42 apos a lesdo. O potencial evocado foi realizado em todos os animais, no 42° dia apés o trauma. Resultados: Utilizou-se um modelo
de variancia de dois fatores (ANOVA) e o teste t de Student. As avaliagdes funcionais e por meio de potencial evocado ndo demonstraram
diferenga estatisticamente significante entre os dois grupos. Concluséo: O emprego de GM1 intraperitoneal nao demonstrou resultados
satisfatorios apds lesdo medular experimental.

Descritores: Traumatismos da medula espinal; Gangliosideo G(M1); Ratos Wistar.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the efficacy of GM1, administered intraperitoneally after experimental spinal cord injury in rats. Methods: A total of
20 Wistar rats, young adults, males, with a mean age of 20 weeks, weighting about 3509 were divided into two groups of 10 animals. The
group 1 was given only saline intraperitoneally. Group 2 received GM1 30mg/kg daily, also intraperitoneally. The lesions were produced by
following the international protocol MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study), using the system NY Impactor. The animals were
evaluated functionally by the BBB scale at days 14, 28 and 42 after injury. The evoked potential was performed on all animals 42 days after
trauma. Results: We used a two-factor variance model (ANOVA) and the Student t test. The functional assessments as well as those by
evoked potential showed no statistically significant difference between the two groups. Conclusion: The use of intraperitoneal GM1 was not
efficient after experimental spinal cord injury.

Keywords: Spinal cord injuries; G(M1) Ganglioside; Rats, Wistar.

RESUMEN

Objetivo. Evaluar la eficacia del GM1, administrado por via intraperitoneal, después de la lesién medular experimental en ratones. Métodos:
se utilizaron 20 ratones de la raza Wistar, machos, adultos jovenes, con una edad promedio de 20 semanas, peso de 350 gramos, apro-
ximadamente, que se dividieron en dos grupos de 10 animales. En el grupo 1 se usé solamente suero fisiolégico por via intraperitoneal.
En el grupo 2, se administrd por via intraperitoneal 30 mg/kg de GM1 por dia. Las lesiones fueron producidas siguiéndose el protocolo
internacional MASCIS (estudio multicéntrico de lesion de médula espinal en animales) por sistema NYImpactor. Los animales se evaluaron
funcionalmente por la escala BBB en los dias 14, 28 y 42 después de la lesion. El potencial evocado se realizd en todos los animales a
los 42 dias después del traumatismo. Resultados: se utiliz6 un modelo de variancia de dos factores (ANOVA) y la prueba t de Student.
Las evaluaciones funcionales y de los potenciales evocados no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.
Conclusion: El uso de GM1 intraperitoneal no demostro resultados satisfactorios después de la lesion medular experimental.

Descriptores: Traumatismos de la médula espinal; Gangliésido G(M1); Ratones Wistar.

INTRODUCAO

A lesao medular grave encontra-se entre os grandes desafios
da medicina, devido a inexisténcia de tratamento satisfatoério.
Geralmente os individuos acometidos encontram-se na pleni-

A incidéncia de trauma raquimedular nos EUA varia de 42,4 a
51,4, por milhao de habitantes ao ano, com prevaléncia entre 220 e
285.000 casos'?. Elevados gastos sdo realizados nestes casos. As
despesas com internagéo inicial aproximam-se de U$282,245.00,

tude da idade produtiva, ocorrendo a transformagéo de uma vida
ativa para um estagio de dependéncia de terceiros, diminuigao da
auto-estima, possibilidade de desenvolvimento de doengas, asso-
ciados a elevados custos permanentes.

enquanto as modificagbes da casa (U$21,000.00), do carro (de
U$1,000 a 65,000), cuidados diarios (U$21,000.00/ano) e trabalhistas
(U$57,000.00/ano) completam o montante de gastos permanentes®.
Outras formas de lesdo medular sdo as tumorais e as iatrogénicas.
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Hé& controvérsias sobre os beneficios da utilizagdo de drogas
apos lesédo medular, nas quais a metilprednisolona e o GM1 (mo-
nossialotetraesosilgangliosideo) encontram-se em destaque.

A necessidade dos estudos experimentais visando a aplicabili-
dade clinica € notdria e indispensavel.

O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia do GM1, adminis-
trado pela via intraperitoneal, apés lesdo medular experimental
em ratos.

METODOS

Foram utilizados 20 ratos da raga Wistar, machos, adultos jo-
vens, com idade média de 20 semanas, peso em torno de 350g,
provenientes do Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina
da USP, divididos em dois grupos de 10 animais.

No grupo1 foi administrado diariamente 0,5 ml de soro fisiolo-
gico pela via intraperitoneal, enquanto que no grupo 2 foi injetado,
pela mesma via, 30mg/kg de GM14,

Procedimento cirtrgico

Os procedimentos cirdrgicos e o acondicionamento dos animais
foram realizados no Laboratério de Estudos do Traumatismo Raqui-
medular e Nervos do Instituto de Ortopedia e Traumatologia da USP

Os animais foram anestesiados com pentobarbital, na con-
centracao de 60mg/kg, pela via intraperitoneal no terco inferior do
abddémen. Em seguida, realizou-se a tricotomia dorsal, antissepsia
com clorexidine, e incis@o longitudinal na topografia de T7 a T12,
disseccao por planos e exposi¢cdo dos componentes posteriores
da coluna dorso-lombar. As Iaminas de T9 e T10 foram ressecadas,
no sentido caudo-cranial.

Lesao medular

As lesbes foram produzidas seguindo-se o protocolo interna-
cional MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Studly)®, pelo
sistema NYimpactor®, com altura de 25 mm (Figuras 1 e 2). O stio
lesionado foi irrigado com soro fisiolégico a temperatura ambiente,
seguindo-se a inspecao, cauterizagéo, aproximagao dos tecidos e
sutura da pele.

A efetividade da leséo era verificada através dos dados obtidos
no grafico formado (Figura 3), registrando-se individualmente e
armazenando o padrado de cada imagem.

Administrou-se, subcutaneamente, 25mg/kg de cefalotina®.

Os animais foram mantidos em gaiolas (60x40cm) em ndmero
de 3 ou 4, sendo fornecido ragao e agua ad libitum. As massagens
para esvaziamento vesical pos-operatério foram efetuadas diaria-
mente, assim como avaliagdo de possiveis complicacbes, como
infecgado urinaria, autofagia e ébito.
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Figura 1. Diagrama do NYimpactor.

Figura 2. Momento da lesdo medular.
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Figura 3. Gréfico padrao do NYimpactor.

Avaliacao funcional

Os animais foram avaliados pela escala BBB (Basso, Beattie,
Bresnahan)’®, nos dias 14, 28 e 42 apés a leséo.

Avaliacao por potencial evocado motor

O potencial evocado motor atraves da estimulacéo elétrica
transcraniana® foi realizado em todos os animais, 42 dias apos o
trauma, através de estimulo de Unico de 0,2 ms de duragdo, com
intensidade de estimulo supraméxima. A captacdo das respostas
musculares nas patas inferiores foi realizada por varredura com
janela de 20ms, sensibilidade 2mV/div.

Em seguida, procedeu-se a eutanasia com administragéo in-
traperitoneal de pentobarbital (140mg/Kg). Posteriormente foram
disponibilizados seguindo os critérios do Colégio Brasileiro de Ex-
perimentagdo em Animais'®.

RESULTADOS

Dois animais do grupo 1 e trés do grupo 2 apresentaram autofagia
do membro inferior ou ébito (um de cada grupo), sendo excluidos.

Analise estatistica

Os valores medios dos escores BBB foram comparados utilizan-
do um modelo de andlise de variancia (ANOVA) com dois fatores:
grupo (1 e 2) e momento de avaliagdo (14, 28 e 42 dias), conside-
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rando medidas repetidas no fator momento de avaliagéo. A existén-
cia de efeito de interagdo entre estes fatores também foi avaliada.

A comparagao entre as médias do potencial evocado motor
(medidas das amplitudes) nos grupos 1 (Soro fisiolégico) e 2 (GM1
intraperitoneal) foram comparadas por meio do teste t de Student.
Na analise da amplitude, as medidas analisadas correspondem as
meédias dos valores observados no membro inferior esquerdo (MIE)
e direito (MID) de cada animal.

Avaliacao funcional

A Tabela 1 e a Figura 4 apresentam medidas descritivas do es-
core BBB para cada grupo de estudo e momento de avaliagdo. De
uma forma geral, observa-se um aumento do escore médio ao lon-
go das avaliagdes, tanto para o grupo soro fisiolégico quanto para o
grupo GM1. No entanto, a 32 avaliagdo mostra uma diferenca maior
entre 0s grupos, sendo a média (desvio padrao) igual a 14,8 (4,2)
no grupo soro fisioldgico e 12,3 (4,2) no grupo GM1. Apesar disso,
a andlise ndo indicou efeito significante de interagao (p=0,132). A
existéncia de efeito de interagéo ocorre quando a diferenga entre
0S grupos nao é a mesma para os trés momentos de avaliagéo ou,
de forma equivalente, quando as diferencas entre os momentos de
avaliacao ndo sao as mesmas para os diferentes grupos.

A analise também nao mostrou diferencas estatisticamente sig-
nificantes entre as médias dos grupos, ou seja, ndo houve efeito
de grupo, com p=0,637.

Em relagdo ao momento de avaliagéo, a anélise mostrou efeito
significante (p<0,001). Alem disso, conclui-se que houve um au-
mento significante na média, tanto quando passamos da 12 ava-
liacéo (2,0) para a 22 (7,5), como quando passamos da 22 para a
32 avaliacéo (13,6), ambas com p<0,001.

Tabela 1. Medidas descritivas para o escore BBB segundo grupos.

Grupo Dia Média | D.P | Mediana Minimo | Maximo
14 1.8 1.7 2,0 0 4
Soro(‘;lf_"gfg'co 28 | 75 |24 70 5 13
42 14,8 4,2 15,0 7 20
14 2,3 23 3,0 0 5
GM1
(N=7) 28 74 33 70 3 13
42 12,3 4,2 13,0 5 17
14 2,0 1,9 3,0 0 5
Total
(N=15) 28 75 2.8 70 3 13
42 136 | 42 14,0 5 20
20 -
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Figura 4. Médias e desvios padrdes para os escores BBB, segundo grupo
e dia de avaliagao.
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Potencial evocado motor

ATabela 2 apresenta medidas descritivas da amplitude em cada
grupo de estudo. No grupo 1, a amplitude teve média igual a 544,6
e variou de 81,0 a 1840,0 e, no grupo 2, foi de 392,9, variando de
120,0 a 1384,5. Os dados apresentaram grande variabilidade, no
entanto, h4 indicagao de diferenca significante entre as variancias
dos dois grupos (o teste de Levene para comparagao entre as
variancias dos dois grupos forneceu p=0,362).

A andlise nao mostrou diferencga estatisticamente significante
entre as amplitudes médias dos grupos, com p=0,590.

Tabela 2. Medidas descritivas para a amplitude segundo grupos.

N | Média | D.P Mediana | Minimo | Maximo
Soro
Grupo fisiolai 8 | 544,6 | 596,2 | 2435 81,0 1840,0
isiolgico
p=0,590 9 7 | 3929 [4425| 2705 120,0 1384,5
GM1
Total 15 | 4738 | 5176 | 254,5 81,0 1840,0

Valor de p referente ao teste ¢ de Student.

DISCUSSAO

As alteragOes decorrentes da les&o raquimedular sdo divididas
em agudas e progressivas. As primeiras ocorrem imediatamente
apos o impacto traumatico, onde o dano tecidual leva a morte celu-
lar local, incluindo neurdnios, astrécitos, oligodendrécitos e células
endoteliais, edema e isquemia. As alteragOes teciduais permane-
cem evoluindo, onde a ativagao da cascata complementar ocasiona
macica migragao de neutrdfilos, levando a peroxidagao lipidica e a
formagao de radicais livres, contribuindo para o dano neural.

Aumenta-se a concentragéo intracelular de calcio e sédio e
extracelular de potéssio, determinando importante desequilibrio
fisico-quimico. A fase sub-aguda é marcada pela continuidade de
morte celular, estimulada pela invaséo de monécitos, macréfagos e
linfocitos-T, e pela formagéo de tecido cicatricial pelos fibroblastos.
A desmielinizagao distal acentua a morte dos oligodendrocitos' 2,

A taxa de mortalidade no primeiro ano apés a fase aguda da
lesdo medular varia de 8% a 15%. Estes individuos geralmente
encontram-se em dependéncia ventilatoria ou apresentam comor-
bidades pré-existentes, destacando-se doengas céardio-pulmonares,
endocrinolégicas e o uso de drogas e alcool™ .

Na fase crbnica, os pacientes portadores de lesdo medular
estédo propensos a desenvolver doengas psiquicas e fisicas. O
disturbio psiquiatrico mais comum é a depressao, embora pode-
-se caracterizar o isolamento social, a perda da auto-estima e a
sensacgao de inferioridade, como alteragdes comportamentais nao
necessariamente patologicas'.

Estes individuos apresentam alteragdes neurais e morfologi-
cas no sistema gastrointestinal'®, obesidade e suas comordidades,
como hipertensao arterial sistémica, cardiopatias, diabetes melli-
tus, Ulceras de decubio, vasculopatias'®'’, contraturas musculo-
-tendineas e disfungao sexual’®. A dor cronica incide entre 11 e 94%
destes casos, aumentando sensivelmente a incidéncia de doengas
psiquicas e dificuldade de terapias de manutengao'®2°,

Desta forma, € imperativo o tratamento continuo por equipes
multidisciplinar e multiprofissional, buscando-se atenuar ao méximo
o devastador impacto na qualidade de vida destas pessoas?'??.

Em casos com boa evolucéo, revisao da literatura demonstra bai-
xo indice de retorno ao trabalho, com taxas variando de 11,5 a 74%2.

Inimeras linhas de pesquisa encontram-se em andamento em
varias partes do mundo, onde um dos principais objetivos ¢é a in-
terferéncia na fase progressiva e degenerativa da leséo, visando-se
impedir a evolu¢do do quadro.

Algumas drogas séo utilizadas clinica e experimentalmente,
embora distante do consenso da comunidade cientifica. O GM1
€ um glicolipidio presente nas membranas celulares de tecidos
neurais, caracteriza-se pela capacidade de modulacéo e diferen-




308

ciacao celular as respostas adaptativas locais. Eum neuroprotetor,
antineurotéxico, indispensavel na excitabilidade neuronal de fibras
mielinicas e amielinicas, atua no desenvolvimento, crescimento,
diferenciacao e maturagao neuronal, nao requerem a presenca de
células gliais para sua atividade®*?”, além de diminuir a intensidade
da degeneragéo waleriana®.

Os testes funcionais, através do BBB, realizados com periodi-
cidade de 14 dias demonstraram uma média superior no grupo 1,
embora sem efeito estatistico significante.

O potencial evocado motor por meio de estimulagdo elétrica
transcraniana mensurando-se a amplitude, ndo demonstrou resul-
tados estatisticamente significantes entre os grupos.

Marcon RM?°, em 2010, testou 0 GM1 associado a oxigenotera-
pia hiperbérica, afirmando que houve efeito benéfico do emprego
do gangliosideo, embora, como neste estudo, ndo tenha se obser-
vado significancia estatistica.

Geisler et a.*° observaram que o GM1 utilizado nas primeiras 2 ho-
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CONCLUSAO
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traram resultados estatisticamente significantes do emprego do
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em ratos.
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