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(A)mega-conotoxina MVIIC no trauma experimental da medula espinhal em ratos’
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RESUMO. Introducio: As lesdoes medulares causam danos no tecido
Nnervoso por mecanismos primario e secundario. A lesao primaria e de tipo irreversivel,
ja no mecanismo secundario um influxo exacerbado de calcio ¢ produzido, sendo o
passo mais critico depois da lesdo da medula espinhal, principalmente devido a ativagao
de canais para calcio voltagem-dependentes. Esse evento ¢ considerado critico na
fisiopatogénia da lesao medular, reduzir o influxo de calcio deveria resultar numa
melhora da lesdo medular, ja que tem sido demostrado que os bloqueadores de canais de
calcio tém um alto potencial para reduzir as lesdes.Objetivos: avaliar o efeito
neuroprotetor da Omega-conotoxina MVIIC obtida do veneno de Conus magus é capaz
de bloquear ditos canais e, assim, reduzir o influxo de calcio. O presente estudo avaliou
o efeito da aplicagdo intratecal da toxina nas doses 15 e 30 pmol e nos tempos 5 minutos
e uma hora apos o trauma medular experimental em ratos. Métodos: Foram utilizados
36 ratos machos adultos, variedade Wistar, aleatoriamente divididos em seis grupos. Os
animais do grupo controle negativo foram submetidos a laminectomica dorsal. Nos
demais grupos, além da laminectomica, os animais foram submetidos ao trauma
medular agudo contusivo pelo aparelho MASCIS impactor. Realizou-se aplicagao
intratecal de placebo nos animais dos grupos controle positivo. Nos grupos G3 e G5
foram aplicadas doses de 15 e 30 pmol. respectivamente, da toxina, nos animais tratados
5 minutos apos o trauma. Nos grupos G4 e G6 foram aplicadas as doses de 15 e 30,
respectivamente, uma hora apos o trauma. Coletaram-se segmentos de medula espinhal,
para quantificacao de espécies reativas de oxigeénio e peroxidagao lipidica e para a
avaliacao da expressao génica de fatores relacionados a apoptose por meio de técnica de
qRT-PCR. Resultados: Nao foram encontradas diferencas diferenciadas para os
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tratamentos avaliados com relagdo a produgdao de radicais livres e as reagdes da
peroxidagao lipidica. Sem embargo, o uso de 15 pmol de 6mega-conotoxina MVIIC ¢
uma hora apoés o trauma, que € mais grave que as outras doses avaliadas.Conclusoes: A
omega-conotoxina MVIIC pode ser util para o tratamento do trauma da medula espinal
em ratas. Sem embargo, consulte mais estudos para determinar a dose recomendada
para este sustento

Palavras-chave: apoptose, Oomega-conotoxina, neuroprote¢cdo, qRT-PCR em tempo
real, traumatismo da medula espinhal

Omega-conotoxina MVIIC en trauma experimental de médula espinal en ratas

RESUMEN. Introduccion: Las lesiones de la médula espinal causan
dano al tejido nervioso por mecanismos primarios y secundarios. La lesion de tipo
primario es irreversible, que ya se encuentra en el mecanismo secundario y produce una
entrada de calcio exacerbada, siendo el paso mas critico después de la lesion de la
medula espinal, principalmente debido a la activacion de los canales de calcio activados
por voltaje. Este evento se considera critico en la fisiopatologia de la lesion de la
medula espinal, puesto que la entrada de calcio deberia mejorar la lesion, ya que se ha
demostrado que los bloqueadores de los canales de calcio tienen un alto potencial para
reducir las lesiones. Objetivos: evaluar el efecto neuro protector de omega conotoxina
MVIIC obtenida de la venus de Conus magus es capaz de bloquear estos canales y asi
reducir la entrada de calcio. El presente estudio evalud el efecto de la aplicacion de
toxina intratecal a dosis de 15 y 30 pmoles a los 5 minutos y una hora después del
trauma experimental de la médula espinal en ratas. Metodologia: Treinta y seis ratas
Wistar macho adultas se dividieron al azar en seis grupos. Los animales en el grupo de
control negativo se sometieron a una laminectomia dorsal. En los otros grupos. ademas
de la laminectomia, los animales fueron sometidos a un traumatismo contuso agudo de
la médula espinal usando el aparato impactor MASCIS. La aplicacion intratecal de
placebo se realizo en los animales de los grupos de control positivo. En los grupos G3 y
G5 de animales tratados 5 minutos despues del trauma se aplicaron dosis de 15 y 30
pmoles de la toxina respectivamente. En los grupos G4 y G6 de animales tratados una
hora después del trauma se aplicaron dosis de 15 y 30 pmoles respectivamente. Se
recogieron segmentos de la médula espinal para cuantificar las especies reactivas de
oxigeno y la peroxidacion lipidica y para evaluar la expresion geénica de factores
relacionados con la apoptosis mediante la técnica qRT-PCR. Resultados: No se
encontraron diferencias significativas para los tratamientos evaluados con respecto a la
produccion de radicales libres y las reacciones de la peroxidacion lipidica. Sin embargo,
el uso de 15 pmol de omega-conotoxina MVIIC una hora después del trauma fue mejor
que las otras dosis evaluadas. Conclusiones: Omega-conotoxina MVIIC podria ser util
para el tratamiento del trauma de la médula espinal en ratas. Sin embargo, se necesitan
mas estudios para determinar la dosis adecuada de esta sustancia
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Palabras clave: apoptosis, omega-conotoxina, neuroproteccion, qRT-PCR en tiempo
real, traumatismo medular

Omega-conotoxin MVIIC on experimental spinal cord trauma in rats

ABSTRACT. Introduction: Spinal cord lesions produce an
exacerbated calctum input, being the most critical step after the spinal cord injury,
mainly due to the activation of voltage-dependent calcium channels. Thus, calcium
channel blockers could have a high potential to reduce spinal cord injuries. Aim: To
evaluate the neuroprotective effect of omega-conotoxin MVIIC obtained from the
poison of Conus magus in rats with spinal cord trauma. Methods: Thirty-six adult,
male, Wistar rats were randomly divided into six groups. Animals in the negative
control group underwent dorsal laminectomy. In the other groups, in addition to
laminectomy, the animals underwent acute bruised trauma using the MASCIS impactor.
Intrathecal placebo application was performed in the animals of the positive control
groups. In groups G3 and G35 doses of 15 and 30 pmol of the Omega-conotoxin toxin
MVIIC were applied, respectively, in the treated animals, 5 minutes after the trauma. In
groups G4 and G6, doses of 15 and 30 pmol were applied. respectively. one hour after
the trauma. Segments of the spinal cord were collected to quantify reactive oxygen
species and lipid peroxidation, and to assess gene expression of factors related to
apoptosis using a qRT-PCR technique. Results: No significant differences were found
for the treatments evaluated regarding the free radical production and reactions of lipid
peroxidation. However, the use of 15 pmol of omega-conotoxin MVIIC 1 hour after
trauma tended to be better than the other evaluated doses. Conclusions: Omega-
conotoxin MVIIC could be useful for the treatment of spinal cord trauma in rats.
However, further studies are necessary to determine the adequate dose of this substance.

Key words: apoptosis, omega-conotoxin, neuroprotection, qRT-PCR i real time,
spinal cord trauma

Introducao

Na medicina veterinaria, o trauma medular ¢ um dos problemas neuroldgicos mais
comuns em animais domesticos, apesar de sua incidéncia real nao ser bem documentada
(Brouns, 2009). O trauma medular tem adquirido grande importancia devido ao fato do
sistema nervoso central, diferente do sistema nervoso periférico, apresentar alteragoes
ureversivels que vao impedir o restabelecimento do tecido neuronal lesado (Bandtlow,
2000). Quando ocorre uma lesdo medular, o dano inicial localiza-se no epicentro
levando a uma deformacao secundaria e compressao persistente, o que desencadeara
interrupgao dos axonios, da microvasculatura e das membranas celulares, levando a
morte celular primaria com alteragdes vasculares progressivas dando inicio a lesao
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medular secundaria (Ballesteros et al., 2012). Os eventos fisiopatologicos no trauma
medular secundario existem trés fases: fase aguda. fase subaguda e fase cronica. A fase
aguda comeca imediatamente apos o trauma. Nessa fase, a injuria mecanica provoca
hemorragia, redugao no fluxo sanguineo, o que posteriormente leva a necrose isquémica
e a falha da fungdo neuronal. Além disso, iniciam-se a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, o processo de ativacdo de células da micréglia e a migracao de neutrofilos
e monocitos para o foco da lesdo. Na fase subaguda, a reagdo inflamatoria persiste e a
produgdo de radicais livres aumenta consideravelmente. Essas alteracdes secundarias
provocam peroxidagdo lipidica, induzem apoptose em neuronios e oligodendrocitos, o
que culmina com perda de tecido.

Estratégias farmacologicas neuroprotetoras vém sendo desenvolvidas na tentativa de
interromper ou reduzir a lesao secundaria e com isso melhorar a fun¢ao neurologica dos
pacientes com trauma medular. Os agentes bloqueadores de canais para calcio mostram-
se com grande potencial na reducao de injurias cerebrais e medulares, por mmpedir o
mnfluxo exacerbado desse ion, e assim, prevenir a progressao da lesdao secundaria (Choi,
1992; Lanz et al., 2000). As conotoxinas tém como alvo canais de calcio voltagem
dependentes (CCVD). chamando atenc¢ao pela sua capacidade de diminuir os processos
na cascata do trauma medular secundario (Garateix et al.. 2003; Essack et al., 2012). As
omega-conotoxinas sao especificas para CCVD (Oliveira, 2014).

A MVIIC ¢ uma toxina da familia das m-conotoxinas de caramujos marinhos da
espécie C. magus (Oliveira, 2012). A Omega-conotoxina MVIIC ¢ um bloqueador
seletivo e reversivel dos canais para calcio voltagem dependente do tipo N e P/Q (Liu et
al., 1996 Sato et al., 1997; McDonough et al., 2002) e, por isso, consegue nibir a
liberagao de neurotransmissores que determinardo a progressao da lesdo medular
secundaria (Minami et al., 2001). Portanto, o presente estudo objetivou avaliar os
efeitos das doses de 15 e 30 pmol da d6mega-conotoxina MVIIC cinco minutos e uma
hora apos do trauma medular agudo, pela via intratecal por meio de avaliagdes clinica e
laboratorial de toxicidade, classificacdao da locomocdao em campo aberto, quantificacao
de espécies reativas de oxigenio, peroxidacao lipidica e avaliagao da expressao génica
de fatores relacionados a apoptose.

Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Departamento de Clinica e Cirurgia
Veterinarias da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), do Instituto de Ensino
e Pesquisa da Santa Casa de Minas Gerais (IEP-SCBH).
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Animais

Foram utilizados 36 ratos machos da espécie Ratrus norvegicus. linhagem Wistar, de
aproximadamente trés meses de idade. com peso meédio de 350 g, provenientes do
Biotério da Faculdade de Farmacia da UFMG. Foram mantidos no Centro Experimental
da EV/UFMG, acondicionados em caixas plasticas de dimensdes 17cm X 41cm x 33cm.
Os animais foram submetidos a ciclos de claro-escuro de 12 horas (07:00 - 19:00), em
ambiente com temperatura controlada (22+2°C) receberam rag¢do comercial para
roedores. Os animais permaneceram 14 dias para desvermina¢ao com tiabendazol (100
mg/kg por via oral). Durante todo o periodo experimental, receberam racao comercial
para roedores e agua ad libitum.

A toxina MVIIC

A o-conotoxina MVIIC com apresentacao comercial liofilizada, (Latoxan, Franca), na
dose de 100ug. A toxina foi suspensa em solucao de PBS estéril e o volume ajustado
para 30 pMol/uLL e 15 pMol/uL. e conservada em freezer (-20°C) até o momento da
aplicagao.

Grupos experimentais

Os 36 animais foram aleatoriamente divididos em seis grupos experimentais: controle
negativo (CN), controle positivo (CP), m-conotoxina MVIIC na dose de 15 pmol apos 5
minutos (MVIIC 15-5), @-conotoxina MVIIC na dose de 15 pmol apdés 60 minutos
(MVIIC 15-60), m-conotoxina MVIIC na dose de 30 pmol apés 5 minutos (MVIIC 30-
5) e ®-conotoxina MVIIC na dose de 30 pmol apos 60 minutos (MVIIC 30-60).

Procedimentos anestésico e cirturgico e cuidados pos-operatorios

Apos pesagem dos animais, foi realizada antibioticoprofilaxia com cefalotina sodica (60
mg/kg via IM), medicacao pré-anestésica e analgesia com sulfato de morfina (5 mg/kg
via IM), 30 minutos antes do procedimento cirirgico. Em seguida, a indugao anestesica
foi realizada em camara com isoflurano e a manutencdo com o mesmo agente
anestésico.

ApoOs a tricotomia e anti-sepsia da regido dorsal do tronco com iodopovidona
degermante e &lcool 1odado, os ratos foram posicionados no dispositivo indutor de
trauma da medula espinhal MASCIS Impactor. Foi realizada a ostectomia do processo
espinhoso e da lamina dorsal de T12, fazendo o desgaste com drill pneumatico
neurologico e, com auxilio de pinga hemostatatica de Halsted para remoc¢ao da cortical
interna realizou-se a exposi¢cao do segmento medular. O trauma mecanico foi causado
por queda da haste de impacto a 12,5 mm de altura, caracterizando uma lesao moderada
segundo Santos et al. (2011) (figura 1).
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O dispositivo € conectado ao computador no Software Impactor 7.0, que exibe as curvas
de trajetoria de impacto, apontando possiveis erros de velocidade, tempo e altura de
queda. Para o presente estudo foram aceitos animais com erro maximo de 5% durante a
inducdo do trauma.

Apos a cirurgia, todos os animais receberam solugdo fisiologica, na taxa de manutengao
(15 mL/kg), via subcutanea (SC). Os animais foram mantidos em caixas aquecidas por
meio de cobertores e colchdo térmico, com oxigenoterapia até completa recuperagao
anestésica.

Tratamentos

A aplicagao intratecal foi realizada de acordo com o método previamente descrito para
ratos por Mestre et al. (1994). Apos o procedimento ciriirgico, os animais do grupo CN
e CP (apos laminectomia) receberam 10 puL. de PBS por via intratecal com seringa de
Hamilton. Os animais dos grupos MVIIC 15-5 (15 pmol/Smin), MVIIC 15-60 (15
pmol/60min), MVIIC 30-5 (30 pmol/5min) e MVIIC 30-60 (30 pmol/60min).

Figura 1. Fotografias do procedimento cirtirgico de trauma medular experimental em
ratos Wistar. A) Inducdo anestésica com isoflurano. B) Animal posicionado em
decubito esternal sobre mesa aquecida com bolsa térmica. Realizacdo de antissepsia
com 1odopovidona degermante em regido dorsal do tronco tricotomizada. Manutencgao
anestésica por meio de mascara com isoflurano em sistema semiaberto. C) Afastamento
da musculatura epaxial e identificacao dos processos espinhosos. D) Ostectomia do
processo espinhoso com pinga de Halsted. E) Desgaste da lamina dorsal com drill
pneumatico. F) Visualizagdo da medula espinhal apos laminectomia dorsal. G)
Utilizacao do sistema de estabiliza¢ao vertebral “clamping system”.
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Avaliacdo dos efeitos colaterais

A o-conotoxina MVIIC fo1 avaliada a partir da analise de parametros sistémicos como
perfil hematologico, bioquimico e urinalise. Para a realizacao das avaliagoes sanguineas
foram coletados 3.0 mL de sangue no dia da eutanasia, por cardiopuncao. Metade desse
volume foi acondicionada em frasco com EDTA e o restante em tubo sem EDTA. No
perfil bioquimico, para avaliacdo da fun¢do hepatica, foram dosadas fosfatase alcalina
(FA), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Todas as
avaliacoes de toxicidade foram realizadas no Laboratorio de Analises Clinicas da Escola
de Veterinaria da UFMG. A avaliacdo dos efeitos colaterais da aplicacao da -
conotoxina MVIIC foi feita através da observacao.

Avaliacdo da capacidade motora em campo aberto

Todos os animais foram adaptados em um campo aberto de um metro de diametro e 20
cm de altura, para reduzir o estresse da manipulagdo e facilitar as avaliagdes pos-
operatorias. A avaliacao neurologica foi realizada 24 e 48 horas apés o trauma, esta
ultima imediatamente antes de cada eutanasia. Todos os animais foram observados e
filmados durante quatro minutos e. posteriormente os videos foram assistidos por dois
avaliadores sem conhecimento do grupo a que os animais pertenciam. De acordo com a
escala proposta por Basso, Beatie e Bresnahan (Basso et al., 1995).

Futandsia e coleta de materiais

Apos quarenta e oito horas do procedimento cirurgica, os animais foram eutanasiados
com 2 ml de lidocaina e sobredose de tiopental sodico (100 mg/kg). Foi feita a
dissecacao da coluna espinhal, para coleta de dois segmentos medulares: o primeiro, de
1,5 cm, o qual foi dividido em dois fragmentos de 0,75 cm cada um caudal ao epicentro
da lesao, acondicionado em tubos plasticos siliconizados e congelados em nitrogénio
liquido e mantidos no freezer a —80°C até o processamento para analises de
quantificacao de EROs e avaliacdao de peroxidagao lipidica, e o segundo, de 1,5 cm, o
qual também foi divido em dois fragmentos de 0,75 cada um, for acondicionado em
tubos plasticos siliconizados livres de RNAse/ DNAse e imediatamente congelado a —
80°C para avaliacao de expressao geénica de fatores relacionados a apoptose por qRT-
PCR em tempo real.

Avaliacdo das espécies reativas de oxigénio

A quantificagdo das espécias reativas de oxigenio (EROs) foi realizada através da
técnica de diclorofluorescéina-diacetato (DCHF-DA). Este método experimental de
analise baseia-se na desacetilacdo da sonda DCHF-DA e sua oxidagao subsequente por
EROs, gerando um composto altamente fluorescente que é considerado indicador da
produgao de peroxido pelos componentes celulares (Jakubowski e Bartosz, 2000).
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Peroxidacdo lipidica por método TBARS

A lipoperoxidacao foi determinada pela quantificacao do contetido de malondialdeido
(MDA) presente no sobrenadante do homogenato, por meio da reagao colorimétrica
com acido tiobarbittirico (TBARS) em altas temperaturas. Este método consiste na
reacao de duas moléculas de acido tiobarbiturico com uma de malondialdeido,
produzindo um complexo de coloracao rosea que € quantificado no espectrofotometro a
535 nm. Para determinacao da peroxidacgao lipidica por método TBARS.

PCR em tempo real

Para avaliacao da apoptose realizou-se a técnica de reacdo em cadeia polimerase qRT-
PCR em tempo real para os genes pro-apoptoticos e anti-apoptoticos. Foram utilizados
os primeiros das proteinas relacionadas a apoptose Bax, caspase-8, caspase-9 (pro-
apoptoticas), Bel-x1, (antiapoptotica), e da proteina constitutiva beta-actina, utilizada
como normalizadora (“housekeeping gene™). Para extracao do RNA adicionou-se, a
cada amostra, 1 mL do reagente Trizol, foi homogeneizada no aparelho Tissue Lyser II.
A sintese do DNA complementar, fo1 feita pela solugao “mix” contendo, para cada
amostra, 10uL de 2XRT Reaction e 2.0 pL. da enzima RT (transcriptase reversa).

Andlise estatistica

Todas as analises foram feitas considerando intervalo de confianga 95%, utilizando
ambiente R (1). Para a escolha do teste adequado para a comparag¢ao dos grupos, foi
verificado o perfil de distribui¢ao das variaveis continuas utilizando o teste de Shapiro-
Wilk. Para expressao génica foi assumida distribuicdo nao-parameétrica o teste de
comparagoes multiplas, teste de Dunn foi aplicado quando o teste de Kruskal-Wallis
apresentou p<0,05.

Resultados e Discussao
Avaliacdo da capacidade motora em campo aberto

A avalia¢ao da capacidade motora, baseada na observagao da deambulagcao espontanea
em campo aberto, possibilitou a graduagao dos déficits neurologicos, que variaram
desde perda da propriocepcdo a paresia ambulatorial, segundo Basso, Beattie e
Bresnaham (1995). Esse teste, embora subjetivo. mostrou-se uma ferramenta de facil
aplicabilidade, acessivel, nao invasiva e imediata para avaliagao tanto da gravidade da
lesao como da recuperagao motora.
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Antes da cirurgia, todos os animais apresentaram parametros neurologicos dentro da
normalidade, com escore maximo de 21 pontos pela escala BBB (Basso et al., 1996),
que foi importante para garantir auséncia de déficits anteriores.

Neste estudo, objetivou-se causar uma lesao de intensidade leve a moderada. Os animais
submetidos ao trauma medular apresentaram, imediatamente apds indugdo da lesdo,
reducdo de fun¢ao motora nos membros pélvicos, classificados em escores que variaram
de 12 a 17 pontos (Tabela 1). Auséncia de déficits neurologicos nos animais
pertencentes ao grupo CN, submetidos apenas ao procedimento cirurgico, indicou que a
laminectomia, conforme esperado, nao gerou lesdo importante ao tecido medular como
relatado por Scheff et al. (2003), Ghazemlou et al. (2005), Torres et al. (2010) e Rajao
2014.

Tabela 1. Valores médios de escores de deambulacdao por escala de Basso, Beattie e
Bresnahan (BBB) de ratos submetidos a trauma medular agudo contusivo, avaliados 15
horas e 30 horas apos inducdo do trauma medular. Os animais apresentaram escore
maximo de 21 pontos antes da cirurgia.

GRUPOS
Avaliagao CN CP 155 151 30/5 301
Imediata 21 14 14 14 15 15
15 horas 21 14 14 15 15 15
30 horas 21 14 15 16 15 17

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas avaliagoes seguintes, os animais do grupo CN que foram submetidos apenas a
laminectomia mantiveram seus escores maximos (21). os animais que sofreram trauma
medular nao apresentaram diferenca estatistica comparados com 0s grupos control, mas
no momento da avaliacao segundo a escala BBB todos os grupos tratados apresentaram
uma melhora na sua resposta motora se comparar com o score inicial, sendo uma
resposta bem discreta nas avaliagdes subsequentes a intervencao cirurgica A avaliagao
foi realizada com o objetivo de garantir a ndo indugao de lesdao nos animais submetidos
a laminectomia e a indugdo de um trauma leve a moderado nos demais animais do
projeto.

Avaliacdo clinica e laboratorial dos efeitos colaterais da MVIIC

Nao foi observada qualquer alteracao clinica sugestiva de efeitos colaterais advindos do
emprego da 6mega-conotoxina MVIIC. Os efeitos colaterais foram avaliados através de
observa¢do de sinais clinicos de toxicidade e analises laboratoriais. (Faro et al., 2008;
Rajao, 2016; e Milani, 2016). Os valores encontrados nas avaliacdes hematologicas
(quantidade de hemacias, concentracao de hemoglobina, quantidade de leucocitos
totais) nao apresentaram diferenca em relacao aos padroes fisiologicos para a espécie
(Rajao, 2016). Mas, na comparacao de medianas enfre os grupos tratados, houve
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diferen¢a estatistica na concentracao de hemoglobina. Na comparag¢do das medianas,
apesar da estatistica sugerir diferenca entre os grupos. p=0.0464 (Kruskal-Wallis), essa
diferen¢a nao ocorreu em relacao ao grupo CP. Ja em relagao aos valores de leucocitos
totais houve diferenca estatistica do grupo 15/1 em relagao ao CP (p= 0.0294), porém
mesmo demostrando essa diferenca, os resultados permaneceram dentro dos parametros
fisiologicos para a espécie.

Hemaclas

Céldas x 10°9L
70
|

T T T t T T
CcP CN 30/1 30/5 151 185/5
orupos

Figura 2. Representacdo grafica de médianas dos valores de hemadcias de ratos Wistar
submetidos a laminectomia dorsal.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5, receberam PBS itratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1), N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds Smin. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1h;
Animais do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15pmol de m-conotoxin MVIIC apoés
5 min. A estatistica de teste nao sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).

Os valores plasmaticos de ALT e AST e de ureia e creatinina nao apresentaram
diferenca estatistica, permanecendo dentro dos padroes fisiologicos entre os grupos
experimentais (Giknis e Clifford. 2008; Rajao, 2016),

Na analise de FA plasmatica, os grupo que foram submetidos a trauma apresentaram
diferencia estatistica, tambeém se apresento diferencia estatistica entre o grupo CP para o
CN com um P=0,01989, ja para os grupos tratados no houve diferenca estatistica com o
grupo CP, embora exista essa diferencia entre as medianas para o grupo CN e CP nao
pode se concluir que seja uma colestase ou uma alteragdao por lesao muscular, ja que
mesmos apresentada essa diferenca de medianas os valores encontram-se dentro dos
parametros fisiologicos (Thrall, 2007).
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Nao apresentou alteragao na fungao renal que pode se evidenciar nos niveis séricos
normais de ureia e creatinina entre os tempos e as doses aplicadas nos diferentes
grupos, estes resultados sao indicativos que a toxXina nessa concentracao nao causa
alteracao sistémica (Oliveira, 2014).
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Figura 3. Representagao grafica de médianas dos valores plasmaticos de FA.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regiao toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP). N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 35, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1), N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds Smin. Animais do
grupo tratado (15/1). N= 3, receberam 15 pmol de @-conotoxin MVIIC apés 1h; animais
do grupo tratado (15/5). N= 4, receberam 15 pmol de m-conotoxin MVIIC apos 5 min.
O grupo CN apresentou mediana maior em comparagao ao grupo CP, p=0,01989.

Aspartato Aminotransferase

«

kL

Core. Piasndsca UL
00

0 W MW ¥

I..
Il
|

.

100

CcrP CN 30/1 30/5 15/1 15/5

QruUpoOs

Figura 4. Representacao grafica de médianas dos valores plasmaticos de AST.
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Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP). N= 5. receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1), N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30pmol de ®-conotoxin MVIIC apds 5 min. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 1h: animais
do grupo tratado (15/5). N= 4, receberam 15 pmol de w-conotoxin MVIIC apos 5 min.
A estatistica de teste nao sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).

Alanina Aminotransferase

onc. Flasmaica(UL)

-~
W

R

l | : _— ’ N l;]
: [—l; =1
T T T T T T -
CcP CN 30/1 30/5 15/1 15/5

Qrupos

Figura 5. Representacao grafica de médianas dos valores plasmaticos de ALT.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP). N= 5. receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1). N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds Smin. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 1h: animais
do grupo tratado (15/5). N= 4, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 5 min.
A estatistica de teste nao sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).
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Figura 6. Representacao grafica de médianas dos valores plasmaticos de ureia.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP). N= 5. receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1). N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds Smin. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 1h: animais
do grupo tratado (15/5). N= 4, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 5 min.
A estatistica de teste nao sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).

Efeito da MVIIC sobre expressdo génica de fatores relacionados a apoptose apos
lesdo medular

Avaliou-se os efeitos da toxina MVIIC na expressao génica de fatores relacionados a
apoptose (Bax, Bcel-xl, Caspase -8 e -9) por qRT-PCR, apos indugao de lesdao medular
contusiva experimental em ratos. Os resultados foram expressos por meio de expressao
génica relativa, através de transformacio fold change dada por 274"

Referente a expressdao de Bax, na comparacao das medianas nao observou-se diferenca
estatistica entre os grupos controles e os grupos tratados 15/5, 15/1, 30/5 e 30/1 na
avaliacao de 48 horas apos lesao medular (figura 7).

Na avaliacdo da expressao de Bcl-XI, os outros grupos tratados 30/5 e 15/5
apresentaram diferenca estatistica em relacdao ao grupo CN na comparacao das medianas
(p<0.,05) o que pode ser sugestivo de aumento na expressao de fatores antiapoptoticos
nesses tratamentos o que vai favorecer a neuroprotecao (figura 8).
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Figura 7.Representacio grafica de médianas do fold change (2*°") referentes a

expressao genica dos fatores relacionados & apoptose Bax.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 35, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1), N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC ap6s 1 h; animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de @-conotoxin MVIIC apods 5 min. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15pmol de @-conotoxin MVIIC apos 1 h; animais
do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 5 min.
Na comparagao das medianas ndao observou-se diferenca estatistica, p= 0,1067
(Kruskal-Wallis).
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Figura 8. Representacao grafica de médianas e desvios-padrao do fold change (2°")
referentes a expressao génica dos fatores relacionados a apoptose Bel-x1.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apés 1h do trauma; animais do grupo Controle
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Negativo (CN), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1). N= 4, receberam 30 pmol de m-conotoxin MVIIC apés 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30pmol de ®-conotoxin MVIIC apés Smin. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15pmol de ®-conotoxin MVIIC apos 1h: animais
do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apo6s 5 min.
O teste de Kruskal-Wallis apresentou p<0,001. Na compara¢do das medianas, 0s grupos
30/5 e 15/5 apresentaram diferenca estatistica em relagao ao grupo CN, p<0.05.

Em relacdo a expressao de caspase-8, nao observou-se diferenca estatistica na
comparag¢ao das medianas (figura 9).

Referente a expressao da caspase -9, nao observou-se diferenga estatistica na
comparagao das medianas entre os grupos. Montazeri et al. (2013) relatam que, a
expressao e ativacao da cassasse-9 podem apresentar picos em 6, 24, 48 e 72 horas,
podendo persistir por cinco dias, o que nao foi observado no presente estudo (figura 10).

Os achados do presente estudo indicam que, seria interessante testar outros genes e
reavaliar a utilizagao da beta-actina como gene controle, uma vez que ele apresenta
altamente expresso nos processos inflamatorios, o que vai levar a um deslocamento da
curva para esquerda, o que pode sugerir que nao ha diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 9. Representacdo grafica de medianas e desvios-padréo do fold change (2°*°7)
referentes a expressao génica dos fatores relacionados & apoptose Caspase-8.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5 mm) na
regiao toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5. receberam PBS intratecal apés 1 h: animais do grupo tratado
(30/1). N= 4, receberam 30pmol de ®-conotoxin MVIIC apoés 1 h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apoés Smin. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15pmol de m-conotoxin MVIIC apoés 1 h; animais
do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15 pmol de w-conotoxin MVIIC apos 5 min.
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Na comparacao das medianas ndao observou-se diferenca estatistica, p=0,3361 (Kruskal-
Wallis).
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Figura 10. Representacio grafica de medianas e desvios-padrdo do fold change (2°*°7)
referentes a expressao génica dos fatores relacionados & apoptose Caspase-9.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5, receberam PBS itratecal apos 1h; animais do grupo tratado
30/1), N= 4, receberam 30p mol de m-conotoxin MVIIC apos 1h; animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de @-conotoxin MVIIC apés 5 min. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1h; animais
do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15 pmol de m-conotoxin MVIIC apos 5 min.
Na comparacao das medianas ndao observou-se diferenca estatistica, p=0,6879 (Kruskal-
Wallis).

Efeito da omega-conotoxina MVIIC sobre niveis de ERO apds lesdo medular

Na produc¢ao de ERO’s e seu nivel basal, a utilizacdo da 6mega-conotoxina MVIIC nao
apresentou diferenca estatistica entre as medianas dos grupos (figura 11 e figura 12). A
utilizagao de 15 pmol aos 5 minutos apds o trauma da toxina apresentou tendéncia de
reducdo dos niveis de ERO's em comparagdo aos grupos controles (CP e CN), o que,
provavelmente, estaria relacionado a redug¢ao dos eventos patogénicos devido ao
acumulo intracelular de célcio pelo bloqueio de CCVD.

Observou-se também uma tendéncia a aumentar os niveis de ERO’s nos grupos tratados
com 15 pmol/1 hora, 30 pmol/5 minutos e 30 pmol/l hora, o que pode sugerir que a
toxina nessa dosagem e nesses tempos tenha uma tendéncia de bloqueio excessivo dos
canais de calcio, podendo levar a alteragdes metabolicas nas células do tecido neuronal
que nao foram lesadas no trauma inicial.
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Porem, apesar de ter demonstrado tendéncia a redugdo dos niveis medulares com a
aplicacao 15 pmol da toxina aos 5 minutos apos o trauma e um aumento nos demais
grupos tratados, nao foi observada diferenca estatistica.
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Figura 11. Efeito da toxina MVIIC sobre a producao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) 48 horas apoés trauma medular.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 35, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1), N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds 1h; animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds Smin. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15pmol de @-conotoxin MVIIC apos 1h; animais
do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15pmol de ®-conotoxin MVIIC apoés 5 min. A
estatistica de teste nao sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).
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Figura 12. Concentra¢do basal da toxina MVIIC sobre a producao de espécies reativas
de oxigenio (ERO) 48 horas apos trauma medular.
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Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12.5 mm) na
regido toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo controle positivo
(CP). N= 5. receberam PBS intratecal apos 1h do trauma; animais do grupo controle
negativo (CN), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
(30/1), N= 4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC ap6s 1 h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds 5 min. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apds 1 h;
snimais do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apoés
5 min. A estatistica de teste ndo sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).

Efeito da omega-conotoxina MVIIC sobre peroxidacdo lipidica 48 horas apos lesdo
medular

A etapa critica da produgao excessiva de radicais livres € a interacdo desses compostos
com as macromoléculas biologicas como: lipideos (principalmente dos de membrana),
proteinas e DNA. A lipoperoxidagao ¢ a degradacao oxidativa de um lipideo, que se
micia quando um radical livre doa um elétron para um acido graxo de membrana,

principalmente insaturado. iniciando uma reacdo em cadeia que culmina em dano
celular (Mylonas et al., 1999).

Levando em conta o anterior, pode-se concluir que a lesdo medular primaria contusiva
foi capaz de induzir estresse oxidativo secundario de maneira eficiente. Além disso, o
emprego da toxina MVIIC nos diferentes grupos tratados ndo apresentou diferenca
estatistica em relagao aos grupos controles (CP e CN). nao foi capaz de reduzir a
peroxidagao lipidica 48 horas apos indugdo da lesdo e, portanto, nao teve participagdo
do sistema anti-oxidante.
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Figura 13. Efeito da toxina MVIIC sobre a producao de peroxidacao lipidica 48 horas
apos trauma medular.

Animais foram submetidos a trauma medular com Mascis Impactor (10g/12,5mm) na

regiao toroco-lombar, T11 (exceto grupo CN). Animais do grupo Controle Positivo
(CP), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1 h do trauma; animais do grupo controle
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negativo (CN), N= 5, receberam PBS intratecal apos 1h; animais do grupo tratado
30/1). N= 4, receberam 30 pmol de m-conotoxin MVIIC apés 1h: animais do grupo
tratado (30/5), N=4, receberam 30 pmol de ®-conotoxin MVIIC apoés 5 min. Animais do
grupo tratado (15/1), N= 3. receberam 15 pmol de ®-conotoxin MVIIC apés 1 h;
animais do grupo tratado (15/5), N= 4, receberam 15pmol de m-conotoxin MVIIC apos
5 min. A estatistica de teste ndo sugeriu diferenca entre as medianas (Kruskal-Wallis).

Conclusoes

O aparelho estereotaxico imdutor de trauma a medula Mascis Impactor € capaz de
reproduzir trauma leve a moderado de forma padronizada, o que ¢ de extrema
importancia no estudo de neuroprote¢ao ja que permite gerar um trauma medular agudo,
que permitiu a utilizacdo da omega-conotoxina MVIIC nas doses de 15 e 30 pmol nos
tempos de 5 minutos e 1 hora apos do trauma para avaliacao de neurprotecao permitindo
concluir que a dose de 15 pmol/5 minutos, apos o trauma, ndo demostrou diferenca
estatistica na producao de radicais livres e nas reacdes de peroxidacao lipidica. Contudo,
ela apresentou uma tendéncia a redugao desses niveis; porem o emprego de 15 pmol/1
hora apos do trauma embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica, ele mostrou
uma mediana maior aos demais grupos fratados, o que pode sugerir que nessa
concentragao de toxina tem wma maior expressao de genes pro-apoptotico Bax.
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