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RESUMO

A intervengdo terapéutica na fase aguda do trauma medular espinal (TME) visa a controlar os eventos
neurotoxicos secundarios e interromper sua progressdo. Nesse cenario, 0s anestésicos gerais se tornaram
alvo de diversos estudos, uma vez que modulam proteinas responsaveis pela transmissdo de sinais no
sistema nervoso e que, comumente, sdo alteradas pela injaria medular. Dada a importancia do emprego de
um modelo para trauma medular padronizado e aos resultados promissores dos anestésicos injetaveis nos
traumas ao sistema nervoso central, este trabalho objetivou padronizar um dispositivo indutor de trauma
medular espinal para ratos e avaliar o efeito neuroprotetor do propofol e do etomidato em ratos
submetidos ao trauma medular espinal. Para tanto, dois estudos foram conduzidos. No experimento I,
foram utilizados 15 ratos, distribuidos em trés grupos: controle negativo (CTL), laminectomia (LMT) e
trauma (TRM). Os animais do grupo CTL foram submetidos apenas a anestesia geral e colheita de liquor.
Nos grupos LMT e TRM, os animais foram submetidos a laminectomia dorsal da décima segunda
vértebra toracica (T12), tendo os animais de TRM sofrido trauma medular espinal contuso pela queda de
uma haste metélica de 10g a uma altura de 15mm sobre a dura mater exposta. Para avaliar o efeito do
trauma infligido a medula, foi avaliada a concentrag@o de glutamato no liquor no grupo CTL, 50 minutos
ap6s o procedimento cirurgico e aos sete dias. Para o experimento II, 48 ratos machos adultos foram
distribuidos igualmente em quatro grupos: controle negativo (CON"), controle positivo (CON"), propofol
(PRO) e etomidato (ETO). Apds anestesia com cetamina e xilazina, foi realizada laminectomia em T12
em todos os animais e TME nos grupos CON", PRO e ETO. Decorrida uma hora, aplicou-se, por via
intraperitoneal, solugdo fisiologica 0,9% (1,5 mL/kg), propofol (30 mg/kg) ou etomidato (3 mg/kg), de
acordo com o grupo. Avaliou-se o déficit neurologico dos animais durante sete dias, utilizando a escala de
avaliacdo de deambulag¢do em campo aberto de BBB (Basso, Bettie e Bresnaham) e, apds esse periodo, os
animais foram submetidos a eutandsia e a medula espinal foi colhida para avaliagdo de viabilidade
neuronal, fragmentagdo de DNA e expressdo de indicadores de ativagdo das vias da apoptose, Bax, Bcl-
Xl, Caspase-9 e Caspase-3. Os estudos foram conduzidos segundo delineamento inteiramente
casualisado, sendo as comparagdes estatisticas realizadas pelos testes de Student-Newman-Keuls, Kruskal
Wallis e Friedman (p<0,05). Na avaliagdo da concentragdo de glutamato no liquor, foi observada maior
quantidade desse neurotransmissor excitatorio nos grupos LMT e TRM que no CTL, mostrando que o
procedimento cirirgico causou aumento de sua concentragdo. Contudo, a maior concentragdo de
glutamato no grupo TRM que no LMT aos 50 minutos poés-trauma evidenciou um quadro de
excitotoxicidade agudo causado pelo trauma espinal, sendo portanto padronizado o dispositivo indutor de
trauma medular espinal. No experimento II, para o teste BBB, foi observada recuperago clinica mais
precoce no grupo ETO, indicando uma melhor modulagdo da lesdo secundaria ao TME. Na avaliag@o de
indicadores de apoptose, houve menor expressdo da proteina Bax e da contagem média de corpos
apoptoticos nos grupos ETO ¢ PRO, bem como menor expressdo génica de Caspase-3 no grupo PRO
quando comparados ao grupo CON", indicando um possivel efeito neuroprotetor desses farmacos.
Conclui-se que o dispositivo indutor de trauma medular foi capaz de causar lesio medular espinal
padronizada, caracterizada por quadro de excitotoxicidade. Além disso, o propofol e o etomidato possuem
efeito neuroprotetor aos sete dias pos-trauma medular espinal, quando administrados na fase aguda da
lesdo espinal, estando envolvida a inibi¢do do processo de morte celular por apoptose.

Palavras-chave: trauma medular espinal, neuroprotecao, propofol, etomidato, rato.



ABSTRACT

Therapeutic intervention in the acute phase of spinal cord injury (SCI) aims to control the secondary
neurotoxic process and to interrupt its progression. Thus, general anesthetics became target of diverse
studies, since they can modulate proteins related to nervous system transmission, which are altered after
spinal injury. Due to the importance of a standardized model of spinal cord injury and the promissing
results of injectable anesthetics in central nervous system injuries, this work intended to standardize a
spinal cord injury device and to evaluate the neuroprotective effects of propofol and etomidate in rats
submitted to contusive spinal cord injury. Therefore, two experiments were conducted. In the first one, 15
male rats were distributed in three groups: negative control (CTR), laminectomy (LMT), and trauma
(TRM). Animals from group CTR were only submitted to general anesthesia and liquor collection. For
the groups LMT and TRM, the animals were submitted to dorsal laminectomy of the twelfth thoracic
vertebra (T12), being TRM animals submitted to SCI caused by the dropping of a 10g metallic rod from a
15mm height right above the exposed dura mater. In order to evaluate the effect of the spinal injury,
glutamate concentration in the liquor was measured in CTR group, 50 minutes after the surgical
procedure, and seven days later. For the second experiment, 48 adult male rats were equally distributed
in four groups: sham (CON), positive control (CON"), propofol (PRO), and etomidate (ETO). After
anesthesia with ketamine and xylazine, T12 laminectomy was performed in all animals, while only the
animals from groups CON', PRO, and ETO were submitted to SCI. One hour after the spinal injury,
animals from groups CON', PRO, and ETO received, intraperitoneally, a single dose of saline solution
(1.5 mL/kg), propofol (30 mg/kg), and etomidate (3 mg/kg), according to the group. Neurological deficits
of the animals was observed during seven days, using the BBB locomotor scale, and after that period, the
animals were euthanized, and the spinal cord was collected for evaluation of neuronal viability, DNA
fragmentation, and expression of apoptosis indicators, Bax, Bcl-XI, Caspase-9, and Caspase-3. The study
was conducted following a completely randomized design, and the statistics comparisons were performed
through SNK, Kruskal Wallis, and Friedman tests (p<0.05). For glutamate concentration, higher
concentration of this excitatory neurotransmiter in groups LMT and TRM than CTL, showed that the
surgical procedure caused such increase. Nevertheless, the higher concentration of glutamate in TRM
group, compared to LMT group 50 minutes after trauma, evidenced an acute excitotoxicity process
caused by the SCI, standardizing therefore the spinal cord injury device. In experiment II, for the BBB
test, earlier neurological improvement was observed for ETO group, pointing to a better modulation of
the SCI secondary lesion. For the evaluation of apoptosis indicators, there was under-expression of Bax
gene and fewer apoptotic bodies for ETO and PRO groups, as well as under-expression of Caspase-3
gene for PRO group when compared to CON', indicating the neuroprotective effect of these drugs.
Concluding, the SCI was able to cause standardized SCI, characterized by excitotoxicity. In addition to
that, this study showed that propofol and etomidate have neuroprotective effect by the seventh day after
spinal cord injury, when administered in the acute phase of the spinal lesion by the inhibition of the
apoptosis pathway.

Key-words: spinal cord injury, neuroprotection, propofol, etomidate, rat.
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1. INTRODUCAO

O trauma medular espinal agudo ¢ um evento
catastrofico que, por vezes, produz sequelas que
persistem por toda a vida do paciente e incluem
perda parcial ou completa das fun¢des motora e
sensorial (Lou et al., 1998). Na medicina, as
causas sdo diversas, sendo frequentemente
acometido o homem, adulto jovem, com idade
entre 20 e 39 anos (Tuono, 2008). A lesdo
medular nesses pacientes culmina com
desgastes emocional e fisico, somados ao
elevado impacto econdmico-social que acarreta
ao pais, isso decorrente de gastos médicos e da
propria invalidez (Taoka e Okajima, 1998). Nos
animais, a lesdo medular ocorre, geralmente, por
trauma externo (acidentes de transito ou quedas)
e de trauma interno, principalmente por extrusao
de disco intervertebral (Jeffery e Blackemore,
1999). Os animais acometidos, em muitos casos,
sdo eutanasiados, levando também ao estresse
emocional do proprietario (Bergman et al.,
2000).

De modo geral, a lesdo medular traumatica
resulta das forgas biomecanicas e fisicas que
ocasionam o dano imediato e correspondem a
lesdo primaria, de carater irreversivel. Em
seguida, desencadeia-se uma cascata de eventos
celulares e moleculares conhecidos como lesdo
secundaria, os quais determinam a gravidade do
dano tecidual. Dentre os mecanismos de lesdo
secundaria que se estabelecem minutos ou horas
apos uma lesdo traumatica, destaca-se o
aumento da concentracdo de aminoacidos
excitatorios no meio extracelular, em especial o
glutamato (McAdoo et al., 1999; Leonard e
Kirby, 2002; Beattie, 2004).

Com o intuito de facilitar a compreensao desses
mecanismos e ainda possibilitar a avaliagdo da
eficaicia de diferentes terapias, modelos
experimentais de trauma medular espinal (TME)
em animais foram desenvolvidos (Gaviria et al.,
2000; Cayli et al., 2006; Silva et al., 2008;
Torres et al., 2010). O primeiro modelo de TME
contuso foi descrito por Allen (1911) e consistia
em um peso em queda sobre a medula espinal.
Esse modelo foi modificado ao longo dos anos,
a fim de se alcangar uma técnica reprodutivel,
simples ¢ de baixo custo (Taoka e Okajima,
1998; Gruner, 1992; Torres et al, 2010).

Como existe potencial para intervengdes
farmacologicas durante a fase aguda do
processo patologico do trauma medular, estudos
tém sido realizados com o intuito de limitar os
estdgios da cascata bioquimica e, assim,
melhorar a qualidade de vida dos individuos
acometidos (Jeffery e Blakemore, 1999;
Bergman et al., 2000; Lu et al., 2000). Sob a
hipotese de que mesmo pequenos ganhos em
intervengdes neuroprotetoras podem  surtir
efeitos relevantes na recuperagdo neuroldgica
poOs-trauma, os agentes anestésicos gerais
injetaveis, dentre esses, o propofol e o
etomidato, tornaram-se alvo de estudos relativos
a injuria medular. Pesquisas com metodologias
variadas tém demonstrado que esses farmacos
possuem propriedades neuroprotetoras,
mediadas por menor liberagdo de aminoacidos
excitatorios, reducdo da peroxidagdo lipidica e
da apoptose, reduzindo assim a perda tecidual e
os déficits motores pos-trauma (Kaptanoglu et
al., 2002; Cayli et al., 2006; Yamamoto et al.,
2010; Yu et al., 2010).

Desse modo, dada a importancia dessa afeccdo
na traumatologia veterinaria e na sociedade,
bem como os possiveis beneficios clinicos das
terapias neuroprotetoras, seria interessante
avaliar o efeito neuroprotetor do etomidato e do
propofol apds trauma medular espinal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Modelos de inducio de trauma
medular espinal agudo

A escassez de modelos de contusdo para
roedores que correlacionem, de forma confiavel,
o grau de lesdo com a intensidade do dano a
medula espinal e com o déficit funcional,
constitui um dos maiores desafios para que
estratégias ~ farmacologicas  possam  ser
desenvolvidas e aplicadas a pacientes com
TME. O modelo ideal deve reproduzir a
natureza do trauma, resultando em um grau de
lesdo suficiente para ocasionar déficit funcional
mensuravel e, ainda, ser reversivel e
quantificavel apds a intervengdo terapéutica
(Cao et al., 2005; Zhang et al., 2008).

Historicamente, Allen (1911) foi quem
descreveu o primeiro modelo experimental de
trauma medular contuso em cdes. O modelo se
caracterizava pela queda de um determinado
objeto, a partir de uma dada altura, sobre a
medula espinal exposta, resultando em um
impacto cuja energia era o produto dessa altura,
medida em centimetros, pela massa do objeto,
em gramas, sendo o atrito desconsiderado.
Embora  muitos  pesquisadores  tenham
empregado esse modelo, a variabilidade no grau
do trauma medular representou a principal
limitagdo (Rivlin e Tator, 1978), sendo, deste
modo, estabelecidas outras metodologias
aplicadas em ratos. Dentre estas, a mais
comumente empregada é o trauma contuso, o
qual mimetiza as lesdes causadas pela luxacdo
ou fratura de uma vértebra em humanos e
também em animais (Metz et al., 2000; Kim et
al., 2009).

Ao longo dos anos, foram realizadas
modifica¢des ao trauma contuso (Ford, 1983;
Carlson et al., 1998), algumas com tecnologias
sofisticadas para o maior controle das variaveis
biomecanicas (Gruner, 1992; Farooque, 2000;
Gaviria et al., 2000; Ma et al., 2001; Zhang et
al., 2008; Kim et al., 2009).

Além da técnica de contusdo, foram também
propostos a compressdo por clip ou pinga
(Rivlin e Tator, 1978), a compressdo por baldo
extradural (Khan e Griebel, 1983), a transecgdo

medular (Basso et al., 1996a; Abe et al., 1999;
Siegenthaler et al., 2007) e a compressdo por
peso (Silva et al., 2008; Torres et al., 2010),
cada qual com vantagens e desvantagens na
simula¢do do trauma medular.

Deste modo, a utilizagdo de modelos de TME
padronizados permitiu o desenvolvimento de
protocolos terapéuticos diversos (Gaviria et al.,
2000; Bull’on et al., 2005; Cakir et al., 2005;
Kalayci et al., 2005; Otha et al., 2005; Cayli et
al., 2006; Usul et al., 2006).

2.2 Fisiopatologia do trauma medular
espinal agudo

Modelos experimentais e observagdes clinicas
de individuos com injiria medular aguda
demonstraram a ocorréncia de um processo
denominado de lesdo primaria, decorrente da
transferéncia de energia cinética do trauma para
a medula espinal. Esta é caracterizada como um
evento passivo, geralmente de natureza
irreversivel (Bergman et al., 2000; Leonard e
Kirby, 2002), que evolui para a liberagdo de
eletrolitos, metabolitos e enzimas das células
acometidas, ativando um conjunto de processos
secundarios (Lou et al., 1998; Beattie, 2004).

Estes processos secundarios compreendem uma
cascata complexa de reagdes bioquimicas, que
amplificam tanto a morte celular, seja ela por
necrose ou apoptose, quanto a degeneracdo
axonal (Jeffery e Blakemore, 1999). Estas
alteragdes se iniciam minutos ou horas apods
uma lesdo traumatica (Carlson et al., 1998) e
podem se prolongar por dias ou meses (Liu et
al., 1997, Lu et al, 2000), aumentando
progressivamente a extensdo da lesdo (Beathie,
2004) e os déficits neuroldgicos (Carlson et al.,
1998).

Durante a fase inicial que se segue ao TME,
observa-se no local hemorragia petequial e
trombose intravascular, decorrentes da ruptura
traumatica de  vénulas e  arteriolas.
Adicionalmente, instala-se edema,
principalmente, devido ao aumento da
permeabilidade vascular ao redor da lesdo
inicial (Amar e Levy, 1999; Hagg e Oudega,
2006), o que reduz o fluxo sanguineo medular e
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leva a hipoxia (Hwan et al., 2006). A isquemia ¢é
exacerbada ainda pela hipotensdo secundaria a
perda da auto-regulacdo medular, aumentando a
sensibilidade as alteragdes hemodindmicas
sistémicas (Tator e Fehlings, 1991).

Paralelamente, a isquemia esgota o suprimento
de trifosfato de adenosina (ATP), levando a
disfungdo de processos dependentes de energia,
como a bomba de sodio e potassio, responsavel
pela homeostase celular. Deste modo, ions
passam a se mover passivamente através da
membrana celular, de acordo com o gradiente
de concentragdo. Isto leva ao efluxo de potéassio
e ao influxo de sodio, cloreto e calcio, o que
causa edema celular agudo (Amar e Levy,
1999).

Devido a isquemia e ao disturbio eletrolitico que
se instalam, tem inicio uma cascata de outras
reagdes, conhecida como excitotoxicidade, que
estda relacionada a liberagdo exacerbada de
neurotransmissores excitatorios endogenos, em
especial o glutamato e o aspartato (Tymianski e
Tator, 1996; Xu et al., 2004). Em relagdo ao
glutamato, o aumento de sua concentragdo
extracelular pode também se estabelecer através
de mecanismos ndo-isquémicos, ja que a lesdo
traumatica direta a célula produz o actimulo
local deste neurotransmissor e expde as células
adjacentes ao risco de dano excitotoxico (Lipton
e Rosenberg, 1994).

O glutamato liberado pode atuar em diversas
familias de receptores, cada qual com distintas
propriedades farmacologicas e eletrofisiologicas
(Lipton e Rosenberg, 1994), e que incluem os
receptores  ionotropicos N-metil-D-aspartato
(NMDA), 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazole propidnico (AMPA) e kainato, além
dos receptores metabotropicos, dependentes de
segundo mensageiro. Deste modo, a ativagdo
glutamatérgica de receptores especificos,
principalmente os NMDA, aumenta o influxo
neuronal de célcio, que exerce papel crucial na
regulagdo intracelular de sodio e potassio; na
ativacdo de diversas enzimas fundamentais ao
metabolismo e na sobrevivéncia neuronal, bem
como na liberagdo de neurotransmissores na
fenda sinaptica (Arundine e Tymianski, 2003).

Paralelamente, os desequilibrios nos fluxos de

calcio, decorrentes tanto da isquemia quanto da
excitotoxicidade,  desencadeiam  processos
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dependentes deste ion, como ativagdo da
fosfolipase-A,, mobilizagdo de acidos graxos
livres, geragdo de radicais livres de oxigénio e
deplegdo de reservas de energia pela ativagdo de
ATP dependente de célcio. Também sdo
atribuidas a este desequilibrio idnico a
modificagdo de componentes do citoesqueleto,
alteracdes na  fosforilagdo  mitocondrial
oxidativa, degeneracdo axonal e ativagdo de
enzimas liticas (Lipton e Rosenberg, 1994;
Tymianski e Tator, 1996). Por este motivo, a
elevagio na  concentragdo de  calcio
citoplasmatica ¢ postulada como sendo a via
comum final, responsavel pela morte celular em
varios tecidos (Lipton e Rosenberg, 1994;
Tymianski e Tator, 1996).

A resposta inflamatéria aguda também
corresponde a um importante fator no
desenvolvimento da lesdo secundaria. Ela
envolve a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas (Bareyre e Schwab,
2003), relacionadas com o recrutamento de
neutrofilos e microglia (Carlson et al., 1998).
Embora o processo inflamatério que se
estabelece apos o trauma medular espinal seja
essencial para eliminar debris e auxiliar na
cicatrizagdo, seus beneficios podem ser
suplantados pelo acimulo de moléculas toxicas
produzidas pelas células inflamatorias e que
lesam o tecido integro, como ¢ o caso da
producdo de espécies reativas de oxigénio pelos
neutrofilos (Trivedi et al., 2006).

2.3 Morte celular poés-trauma medular
espinal

De forma geral, o TME induz a formagdo de
cavitagdes e a desmielinizagdo no tecido
nervoso, que podem progredir de forma
centripeta, pela morte de neurdnios e de células
da glia durante a fase de lesdo secundaria, com
consequente déficit neurolégico. A morte
celular ocorre por dois processos distintos:
necrose ¢ apoptose (Lu et al., 2000; Hagg e
Oudega, 2006).

A morte celular por necrose, resposta passiva
aos eventos deletérios pods-trauma medular
espinal, ¢ caracterizada por tumefagdo celular,
perda de capacidade de produzir energia (ATP),



dano mitocondrial e perda da homeostase
celular (Beattie et al., 1998; Lu et al., 2000).
Essas altera¢des, em conjunto, levam a ruptura
de organelas e a lise da membrana celular,
determinando o extravasamento do conteudo
intracelular e a exacerbagdo da reagdo
inflamatoria local (Kwon et al., 2004).

A morte celular por apoptose, denominada
morte programada, ¢ um processo ativo que
envolve a transcricdo de genes e sintese
protéica. E caracterizada por alteracdes
morfologicas e bioquimicas que incluem a
contragdo celular, a condensagdo da cromatina e
a fragmentagdo do DNA internucleossomal. Sao
também observadas alteragdes na membrana
celular que facilitam o reconhecimento e
fagocitose dos corpos apoptoticos, sem a
indugdo de resposta inflamatéria (Majno e Joris,
1995; Lou et al., 1998).

A apoptose pode resultar de duas cascatas
bioquimicas distintas conhecidas como vias
extrinseca e intrinseca (mitocondrial), que se
cruzam em diferentes pontos (Majno e Joris,
1995). Sucintamente, a ativagdo da via
apoptotica  extrinseca ¢  iniciada  pelo
acoplamento de proteinas especificas (ligantes)
a receptores transmembrana presentes na célula,
como fator de necrose tumoral (TNF) e Fas, que
transmitem sinais extracelulares de perigo a
célula. Subsequentemente, ocorre ativagdo da
caspase-8 e a formagdo de um complexo
sinalizador da indugdo de morte (DISC),
associada a ativagdo de outras caspases, como
caspase-3, que cliva as proteinas intracelulares
estruturais e regulatorias, culminando na
apoptose.

De modo semelhante, a ativagdo da via
intrinseca envolve a efetivagdo da via
extrinseca, mas, devido a menor ativagdo de
caspase-8, a via mitocondrial ¢ iniciada. Desse
modo, a caspase-8 cliva e ativa o Bid, um fator
pro-apoptotico responsavel pela liberagdo do
citocromo-C da membrana mitocondrial interna
e, como resultado, esta membrana torna-se
permeavel, levando ao edema dessa organela,
seguido de ruptura da sua membrana externa
(Schultz e Harrington, 2003).

Na via intrinseca pode ocorrer também a
participagdo do fator protease ativador da
apoptose (Apaf-1), que, por sua vez, ativa as

pro-caspases-9 e 3 (Adrain e Martin, 2001).
Neste processo, a familia de proteinas Bcl-2
possuem papel importante em prevenir (Bcl-2 e
Bcel-xl) ou permitir (Bax) a apoptose, pois
controlam a liberagdo do citocromo-C
mitocondrial. Apds a ativagdo das caspases 8 e
9, ocorre a clivagem e ativagdo de outras
caspases da cadeia, como a caspase-3, levando a
fragmentacdo do DNA celular (Adrain e Martin,
2001; Kawaguchi et al., 2005; Galluzzi et al.,
2009).

Mesmo sendo um processo complexo, a morte
celular neuronal por apoptose pode ser
manipulada para criar estratégias que limitem
esse processo e, assim, a melhorar a fungdo
motora pos-trauma medular espinal (Taoka e
Okajima, 1998).

2.4 Neuroprotecao anestésica

Os pacientes com TME que apresentam lesdes
associadas a outros sistemas organicos requerem
interveng@o cirurgica em um curto espago de
tempo. Adicionalmente, individuos com
compressdo cronica da medula espinal devido a
presenga de  neoplasias  primarias  ou
metastaticas extradurais necessitam de anestesia
geral para a descompressdo medular (Grissom et
al., 1994). Assim, considerando a importancia
dos procedimentos anestésicos nas diferentes
situagdes clinicas, estudos tém sido realizados
com o objetivo de avaliar o efeito dos agentes
anestésicos nos periodos pré, trans ou poOs-
trauma (Grissom et al., 1994; Sang et al., 2006;
Yamamoto et al., 2010). Isto no intuito de
prevenir ou reduzir as lesdes secundarias
relacionadas ao TME ou melhorar a recuperacdo
neurologica (Baptiste e Fehlings, 2006; Cayli et
al., 2006; Sakai et al., 2007). Contudo, a
influéncia dos agentes anestésicos nos eventos
relacionados ao TME ainda ¢ pouco estudada
(Cayli et al., 2006).

Os primeiros estudos sobre mneuroprotecdo
anestésica se basearam em  avaliagOes
eletrofisioldgicas in vivo, que demonstraram que
o tiopental sédico suprimia a atividade elétrica
neuronal (Michenfelder, 1974; Kassel et al.,
1980). Esse mecanismo de neuroprotec¢ao
inicialmente proposto estava relacionado a
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redu¢do da demanda metabolica de oxigénio
cerebral e, desta maneira, os neurdnios da area
isquémica se tornavam menos susceptiveis ao
insulto (Traul et al., 2008). Depois disso, foram
conduzidos ensaios in vitro e in vivo com
agentes anestésicos injetaveis e inalatdrios
(Reeker et al., 2000; Haelewyn et al., 2003;
Elsersy et al., 2004; Turner et al., 2005; Pape et
al.,, 2006; Statler et al., 2006; Kitano et al.,
2007) que apontaram efeitos benéficos ou ndo.
Durante esse periodo, surgiu o interesse em
avaliar o efeito neuroprotetor dos anestésicos
nos traumas medulares espinais (Haelewyn et
al.,, 2003; Cayli et al., 2006). Estudos mais
recentes demonstraram que esse efeito
neuroprotetor ocorre por mecanismos multiplos,
incluindo a modulagdo daqueles relacionados a
morte celular (Acquaviva et al., 2004;
Engelhard et al., 2004a; Engelhard et al,
2004b).

2.4.1 Propofol

O propofol, cuja nomenclatura quimica ¢ 2,6-
diisopropilfenol, ¢ um agente anestésico
injetavel da  classe  alquilfenol, com
propriedades sedativa e hipnotica. O propofol ¢
indicado para indugdo e manutengdo de
anestesia geral, bem como para sedagdo
prolongada de pacientes adultos intubados e sob
ventilagdo mecanica em unidades de terapia
intensiva (Kay e Rolly, 1977; Borgeat et al.,
1994, Wilbur e Zed, 2001). Esse anestésico age
potencializando a transmissdo inibitéria GABA-
érgica por meio da hiperpolarizagdo pré-
sinaptica (Kikuchi et al., 1998; Murugaiah e
Hemmings, 1998), diminuindo a liberagdo de
glutamato e inibindo canais para calcio e sodio
(Ratnakumari e Hemmings, 1997; Buggy et al.,
2000; Kitayama et al., 2002).

Como indica a propria classe farmacologica, ¢
caracterizado por uma estrutura fendlica
semelhante a da vitamina E e, portanto, com
propriedades antioxidantes (Acquaviva et al.,
2004). Por este motivo, o propofol se tornou um
farmaco amplamente estudado, demonstrando
ser capaz de proteger as células em modelos de
estresse oxidativo, incluindo a mucosa intestinal
(Santos et al., 2003; Liu et al., 2007), o
miocardio (Ko et al., 1997; Zhao et al., 2010;),
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os rins (Wang et al., 2007; Sanchez-Conde et
al., 2008; Assad et al., 2009), a musculatura
esquelética (Ergiin et al., 2010) e o encéfalo
(Yamaguchi et al., 2000; Engelhard et al., 2004;
Adembri et al., 2006). Ensaios experimentais
com modelos de isquemia e reperfusdo
demonstraram que a eliminagdo de radicais
livres e a inibi¢do da peroxidagdo lipidica estdo
envolvidas nesse mecanismo protetor (Peters et
al., 2001; Vasileiou et al., 2009).

Com relagdo a prote¢do do sistema nervoso
central (SNC), o propofol foi capaz de inibir a
morte de neurdnios (Yamaguchi et al., 2000;
Engelhard et al., 2004a; Engelhard et al., 2004b;
Adembiri et al., 2006) e de astrocitos (Sitar et al.,
1999; Peters et al., 2001; Acquaviva et al.,
2004), bem como de reduzir a area de infarto e
melhorar a recuperagio funcional ap6s isquemia
e reperfusdo encefélica (Statler et al., 2006). O
mecanismo de agdo ainda ndo foi totalmente
elucidado, mas a neuroprote¢do pode ser
decorrente da reducdo do metabolismo cerebral,
potencializagdo de mecanismos inibitorios
mediados pelos receptores GABA,, bem como
pela alteracdo do fluxo sanguineo cerebral, pela
sua atividade antioxidante (Daskalopoulos et al.,
2001; Acquaviva et al., 2004; Bayona et al.,
2004). Recentemente, os mecanismos de
reducdo do numero de receptores para
glutamato e aumento da recaptagdo deste
neurotransmissor também foram relatados (Cai
etal., 2011).

Modelos de isquemia e reperfusdo medular
demonstraram que o propofol reduziu a
peroxidagdo lipidica (Ke et al., 2005; Zeng et
al., 2009b); normalizou o potencial motor
evocado; preservou a integridade neuronal
(Kumagai et al., 2006; Yamamoto et al., 2010) e
inibiu o acimulo de neurotransmissores
excitatorios (glutamato e aspartato) (Zeng et al.,
2009a; Zeng et al., 2009b). Foram observadas
também reducdo da reagdo inflamatéria (Lin et
al., 2008a) e da apoptose na medula espinal (Ke
et al., 2005) associadas com recuperagao
funcional (Lin et al., 2008b).

Em modelos de TME, os estudos demonstraram
resultados promissores quanto ao efeito
neuroprotetor do propofol. Kaptanoglu et al.
(2002) observaram que a administracdo de
propofol imediatamente ap6s o trauma medular
contuso foi capaz de reduzir a peroxidagdo



lipidica. De modo semelhante, Gergek et al.
(2007) observaram redugdo da concentragdo de
radicais livres de oxigénio (perdxido de
hidrogénio, radicais hidroxila, hipoclorito,
peroxinitrito e radicais superoxido) associada ao
pré-condicionamento com propofol no trauma
medular contuso experimental, de forma dose
dependente.

2.4.2 Etomidato

O etomidato ¢ um composto imidazoélico
carboxilado, cuja nomenclatura quimica ¢ 1-(1-

feniletil)1-H-imidazol-5-éter etil acido
carboxilico. E um potente farmaco hipndtico
néo-barbiturico, com propriedades

anticonvulsivantes  (Wauquier, 1983). O
etomidato potencializa a transmissdo inibitoria,
secundaria a ativagdo de  subunidades
especificas (B2 e PB3) dos receptores GABA,
(Murugaiah e Hemmings, 1998; Lambert et al.,
2005). Ele é usado para indugdo de anestesia e
intubacdo orotraqueal rapidas em emergéncias,
devido ao seu perfil hemodindmico favoravel e
rapido inicio de ag¢do (Smith et al., 2000; Yeung
e Zed, 2002; Warner et al., 2009). Entretanto, a
administracdo como infusdo continua ¢ contra-
indicada, pois o uso prolongado do etomitado
pode causar inibi¢do persistente da funcdo
adrenocortical, com redugdo dos niveis de
cortisol e de aldosterona (Zed et al., 2006).

Os estudos acerca dos efeitos ndo anestésicos do
etomidato encontram-se, ainda, em estagio
inicial, com resultados, muitas vezes, negativos
(Drummond et al., 1995; Yagmurdur et al.,
2004; Hanouz et al., 2008; Yuzer et al., 2009;
Ergiin et al., 2010). Foi demonstrado que o
etomidato reduz a injuria neuronal no
hipocampo de ratos submetidos a isquemia
parcial do encéfalo frontal (Watson et al., 1992),
inibe o aumento extracelular da concentracao de
glutamato e glicina (Patel et al., 1995) e atenua
os déficits poOs-traumaticos funcionais e
histologicos na medula espinal (Caily et al.,
2006). O  etomidato  produziu, ainda,
neuroprotecdo contra o estresse oxidativo
induzido pela hiperglicemia (Ates et al., 2006).
Contudo, a sua administragdo prolongada, antes
e durante isquemia e reperfusdo do cortex

cerebral ndo trouxe beneficios (Drummond et
al., 1995).

Em relagdo a medula espinal, o efeito
neuroprotetor do etomidato ocorreu a partir da
manutengdo da atividade antioxidante endogena
(Cayli et al., 2006; Yu et al., 2010) e do balango
ionico (Yu et al., 2010), tanto em modelo de
trauma medular contuso quanto de isquemia e
reperfusdo, quando administrado antes e durante
a isquemia (Yu et al., 2010) ou imediatamente
apos o trauma (Cayli et al., 2006).

2.5 Avaliacao da atividade locomotora
em campo aberto

A avaliagdo comportamental em experimentos
envolvendo trauma medular espinal objetiva: (1)
associar o déficit funcional com a gravidade,
localizag@o e duragdo da lesdo, (2) documentar a
recuperagdo apos a lesdo medular com e sem a
intervengdo terapéutica em questdo, ¢ (3)
identificar a integridade dos sistemas motor e
sensorial envolvidos na recuperagdo pos-trauma
(Basso, 2004).

Neste cendrio, a ferramenta ideal para o estudo
comportamental deve ser de facil uso, sensivel a
pequenas mudangas de comportamento ¢ capaz
de avaliar rapidamente a fun¢do locomotora em
um grande nimero de animais (Basso et al.,
1995). Assim, diversos métodos de avaliagdo
comportamental foram propostos, cada qual
com suas vantagens, desvantagens e adaptagdes.
Como exemplo, podem-se citar os testes de
plano inclinado (Rivlin e Tator, 1978; Gale et
al., 1985), placa quente (Gale et al., 1985),
deambulacdo em barras (Hicks e D'Amato,
1975) e deambulagdo em campo aberto (Basso
et al, 1995), dos filamentos de Von Frey
(Liebscher et al., 2005) e de potencial
eletrofisiologico evocado (Fehlings et al., 1987),
dentre tantos outros. Apesar de existirem varias
opgdes, o teste de locomogdo em campo aberto
utilizando a escala de Basso, Beatic e
Bresnaham (BBB) tem sido o mais amplamente
utilizado em estudos de TME (Scheff et al.,
2002).

A escala BBB (Quadrol) foi descrita pela
primeira vez em 1995, com o objetivo de
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otimizar a avaliacdo locomotora proposta por
Tarlov, muito utilizada naquela época. E um
sistema de 22 pontos ordinais baseado em
caracteristicas comportamentais. Foi proposta
com o objetivo de avaliar a recuperacdo
funcional dos membros posteriores em ratos,
ap6s lesdo medular espinal toracica (Basso et
al., 1996a, Basso et al., 1996b, Metz et al.,
2000). O escore 0 representa auséncia de
movimenta¢do, enquanto o 21 corresponde a
locomogdo normal. Os escores de 1 a 8
representam o retorno de movimentos isolados
nas articulagdes coxofemoral, femoro-tibio-
patelar e tibio-tarsica. Os escores de 9 a 13
descrevem o retorno do apoio da pata e de
movimentos coordenados com os membros
anteriores. Os escores de 14 a 20 indicam o
retorno da elevacdo dos digitos durante o passo,
do posicionamento apropriado da pata, da

estabilidade do tronco e da posi¢do da cauda
(Quadro 1) (Basso et al.,, 1996b, Sedy et al.,
2008).

Para avaliacdo pelo teste BBB, o rato deve se
locomover livremente em um campo aberto
moldado em formato circular, com 90 cm de
diametro e sete centimetros de altura, durante
quatro minutos. O animal pode ser filmado para
posterior avaliagdo por dois avaliadores que
definem o escore, com base nos movimentos
dos membros posteriores direito e esquerdo
durante o periodo de um minuto (Basso et al.,
1996a). E ideal realizar condicionamento prévio
para familiarizar os animais ao procedimento e
evitar o estresse durante as sessdes, aumentando
assim a atividade locomotora dos ratos no
campo aberto (Basso et al., 1995; Sedy et al.,
2008).

Quadro 1: Escores e caracteristicas locomotoras segundo o teste de Basso, Beattie ¢ Bresnahan (BBB) para avaliagdo

da capacidade locomotora de ratos apds trauma medular agudo.

Escores Caracteristicas Comentarios

0 Sem movimento observavel dos MPs.

1 Movimento discreto de uma das articulagdes dos MPs. Discreto: <50% da
articulag@o.

2 Movimento extenso de uma articula¢do e possivel movimento discreto de ~ Extenso: >  50%  da

outra articulagdo dos MPs. articulag@o.

3 Movimento extenso de duas articulagdes dos MPs. 2 articulagdes: coxofemoral
e femorotibiopatelar.

4 Movimento discreto das trés articulagdes dos MPs. 3 articulagdes: coxofemoral,
femorotibiopatelar e
tibiotarsica.

5 Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da terceira dos MPs. Terceira, geralmente
tibiotarsica.

6 Movimento extenso de duas articulagdes e discreto da terceira dos MPs.

7 Movimento extenso das trés articulagdes dos MPs.

8 Passada sem suporte de peso ou posicionamento plantar sem suporte de Extensdo ritmica das trés

peso. articulagdes.

9 Posicionamento plantar com suporte de peso somente em estagao ou Suporte de peso: contragdo
passada dorsal com suporte de peso ocasional, frequente ou consistente ¢ do MP durante o
sem apoio plantar. posicionamento plantar da

pata ou elevagdo do trem
posterior em estagao.
Coordenagdo: 1 passo do
MP para 1 passo do MA,
passos do MP alternados.

10 Passos ocasionais com suporte de peso sem coordenagdo dos MPs com Ocasional: > 5% e < 50%.
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

0s MAs (MP-MA).

Passos frequentes a consistentes com suporte de peso sem coordenagio
MP-MA.

Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenagdo MP-
MA ocasional

Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenagdo MP-
MA frequente.

Passada plantar consistentemente coordenada, com a posi¢ao da pata
predominantemente rotacionada durante contato inicial e retirada;
passada plantar frequente, coordenagdo MP-MA consistente ¢ ocasional
passada dorsal.

Passadas plantares coordenadas consistentes, elevagido dos digitos
ausente ou ocasional durante avango do membro, posicionamento da pata
predominantemente paralela ao corpo durante contato inicial.

Passadas plantares coordenadas consistentes, elevagdo dos digitos
frequente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato
inicial e rotacionada na retirada.

Passadas plantares coordenadas consistentes, elevacdo dos digitos
frequente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato
inicial e retirada.

Passadas plantares coordenadas consistentes, elevagao dos digitos
consistente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato
inicial e retirada.

Passadas plantares coordenadas consistentes, elevagdo dos digitos
consistente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato
inicial e retirada, cauda abaixada por parte ou todo o tempo de avaliagdo.

Passadas plantares coordenadas consistentes, elevagdo dos digitos
consistente, pata predominantemente paralela ao corpo durante contato
inicial e retirada, cauda consistentemente elevada e instabilidade de
tronco.

Marcha coordenada consistente, elevacdo dos digitos consistente, pata
predominantemente paralela ao corpo durante contato inicial e retirada,
cauda consistentemente elevada e estabilidade de tronco consistente.

Passos: contato da face
plantar com suporte de
peso, avango dos MPs para
restabelecer contato plantar.

Frequente:  51-94%  do
tempo.
Consistente: > 95% do
tempo.
Rotacionada: rotagdo

interna ou externa da pata
traseira, em estagdo ou

durante o inicio do
movimento

Paralela:  pata  traseira
paralela ao corpo, em

estagdo ou durante o inicio
do movimento

Cauda abaixada: cauda toca
a superficie durante as
passadas

Cauda elevada: cauda ndo
toca a superficie

Instabilidade de tronco:
mudanca de peso
lateralmente durante
mudangas bruscas de

diregdo e quedas

Estabilidade de tronco:
pelve e cauda alinhados
com o corpo durante a
locomogao.

Cada escore representa um grupo unico de caracteristicas locomotoras (Adaptado de Basso et al., 1996b).
MP: membro posterior, MA: membro anterior.

Apesar de ser um exame de simples realizagdo,
requer treinamento minucioso dos avaliadores.
Além disso, uma desvantagem importante do
teste BBB ¢ a ndo linearidade da escala, ja que
0s escores mais baixos abrangem aspectos

grosseiros da locomog¢do, enquanto que os mais
elevados incluem aspectos mais refinados do
movimento, sem contudo representar uma
melhora consideravel na capacidade locomotora
do animal (Sédy et al., 2008). Por esta razdo,
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diversas  modificacdes  foram  propostas,
inclusive com a utilizagdo de ferramentas
tecnologicas (von Euler et al., 1997, Lankhorst
et al.,, 1999; Metz et al., 2000, Wong et al.,
2009), mas o escore BBB permanece como o
padrio para avaliagdo clinica de ratos
submetidos ao trauma da medula espinal
toracico (Sédy et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

Determinar os efeitos do propofol e do
etomidato na evolugdo das lesdes induzidas pelo
trauma medular espinal experimental
padronizado em ratos.

3.1 Objetivos especificos

Padronizar e validar o dispositivo para trauma
medular espinal desenvolvido pela Escola de
Veterinaria da UFMG, mediante quantificacdo
da concentragdo de glutamato no liquido céfalo-
raquidiano.

Verificar os efeitos do propofol e do etomidato
na recuperacdo na func¢do locomotora pods-
trauma medular espinal.

Avaliar se o propofol e o etomidato interferem
na viabilidade neuronal e na morte celular aos
sete dias pos-trauma medular espinal.

Estudar os mecanismos envolvidos na
neuroprote¢do desses farmacos pela
quantificagdo da expressdo de indicadores das
vias da apoptose: Bax, Bcl-XI, Caspase-9 e
Caspase-3.

23



4. MATERIAL E METODOS

25



4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentagdo Animal (CETEA)
da Universidade Federal de Minas Gerais
(Anexo 1).

Os ratos foram acondicionados em caixas
plasticas com trés a quatro animais em cada e
receberam ragdo comercial para roedores' e
agua ad libitum, sendo submetidos a ciclos de
claro-escuro de 12 horas, em ambiente com
temperatura entre 20 ¢ 25°C. Durante o periodo
experimental, os animais foram mantidos no
Centro Experimental de Pequenos Animais
(CEPA) da Escola de Veterinaria da UFMG.

4.1 Experimento 1 - Padronizacio do trauma
medular espinal experimental em ratos

Foram utilizados 15 ratos machos adultos da
espécie Rattus norvegicus, variedade Wistar,
pesando entre 300 e 450 g, os quais foram
submetidos a procedimento cirtirgico, com ou
sem TME contuso, induzido por um dispositivo
especialmente  desenvolvido  para  essa
finalidade.

4.1.1 Dispositivo indutor de trauma medular
espinal

O dispositivo indutor de trauma medular espinal
(DI-TME) para ratos foi desenvolvido pelo Prof.
Alvaro Enéas Ribeiro Falcio de Almeida do
Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinarias
da UFMG, adaptando o aparelho descrito por
Torres et al. (2010). O DI-TME consistiu de
uma base de microscopio antigo® (Fig. 1A), na
qual uma placa de polietileno, de uso culinario,
de 23,0 x 19,5 cm, foi fixada com parafusos a
mesa € ao charriot do microscopio, onde o
animal era posicionado. Um suporte em forma
de L de 4,0 (lado fixo) por 8,0 cm (lado livre) e
1,2 cm de largura, contendo um tubo de 0,5 cm

"'Nuvilab® CR-1 , Nuvital Nutrientes S/A, Colombo -
PR, Brasil.

% Winkel-Zeiss Diagnostic Microscope n. 61999,
Gottingen, Germany.

de diametro e 7,2 cm de comprimento, a 0,4 cm
de sua extremidade livre, foi fixado ao braco do
microscopio, com capacidade para se
movimentar no sentido vertical, utilizando o
parafuso do macrométrio, para o adequado
posicionamento da haste metalica que causou o
impacto sobre a medula espinal exposta (Fig.
1B).

4.1.2 Procedimento cirurgico e colheita de
amostra de liquor

Para realizacdo dos procedimentos descritos
abaixo, fez-se pré-medicagdo com cloridrato de
tramadol’ (5 mg/kg, SC), indugdo e manutengdo
anestésica com isoflurano”, administrado por
meio de mascara facial, em sistema de ndo-
reinalacdo. Apos atingirem plano anestésico
cirargico, caracterizado por imobilidade,
relaxamento muscular e perda da sensibilidade
da cauda, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em trés grupos:

Grupo CTL - controle negativo (n=3): foi
realizada apenas a colheita de liquor.

Grupo LMT - laminectomia (n=6): os animais
foram submetidos a laminectomia dorsal, sem
trauma medular espinal. A colheita de liquor foi
realizada aos 50 minutos (n=3) e aos sete dias
apos o procedimento cirurgico (n=3).

Grupo TRM - trauma (n=6): os animais foram
submetidos a laminectomia dorsal e ao trauma
medular espinal contuso. A colheita de liquor
foi realizada aos 50 minutos (n=3) e aos sete
dias apods o trauma medular (n=3).

Os animais do grupo controle negativo (CTL)
foram submetidos apenas a anestesia geral com
isoflurano em mascara facial seguida de colheita
de liquor, sem procedimento -cirrgico. Os
animais dos grupos laminectomia (LMT) e
trauma (TRM) foram posicionados em dectibito
esternal no dispositivo para trauma medular
(Fig. 1) e o campo operatorio, preparado
assepticamente.

* Tramadon® 50mg/mL, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP, Brasil.
4 Isoforine®, Cristélia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira - Sp, Brasil.
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Para manter a temperatura corporal dos animais
entre 36 e 37°C, uma bolsa de agua a 80°C foi
posicionada sob a plataforma do dispositivo,

sendo a temperatura monitorada a cada 15
minutos por termdmetro retal.

Figura 1: Desenvolvimento do dispositivo para trauma medular espinal (DI-TME) para ratos. Em A, vista lateral
do microscopio Winkel-Zeiss utilizado como base para o DI-TME. Em B, vista lateral superior do dispositivo para
trauma medular. O dispositivo possui estrutura metalica de microscopio, uma plataforma de polietileno (PP) para
posicionamento do animal, cremalheira lateral (CL) para regulagem transversal e longitudinal da mesa e parafuso
de macrométrio (seta vermelha) para regulagem da altura do suporte em L (seta amarela). Observe a haste de ago
inoxidavel (seta preta), que causaria o impacto, contida em um tubo de mesmo material, fixado a extremidade livre
do suporte em L, dentro do qual ela desliza antes de atingir a medula espinal exposta.

Para o procedimento cirirgico, foi realizada
incisdo de pele e de tecido subcutineo na linha
média dorsal, estendendo-se da oitada vértebra
toracica (T8) a primeira lombar (L1). As
insercdes dos musculos epiaxiais foram
incisadas e estes, afastados lateralmente. Com o
auxilio de uma pinga hemostatica Kocher, foi
realizada a ostectomia do processo espinal da
décima segunda vértebra toracica (T12) e em
seguida, procedeu-se o desgaste da lamina
dorsal da respectiva vértebra com drill
pneumatico neuroldgico®, até que, através do
0ss0, fosse possivel visualizar a veia dorsal da
medula. As brocas do drill foram
constantemente  irrigadas com  solucdo
fisiologica® para evitar o aquecimento do tecido

SECCOS® Aesculap, Laboratorio B.Braun, Sdo
Gongalo — RJ, Brasil.

¢ Cloreto de sodio a 0,9%, Laboratorio Sanobiol Ltda,
Pouso Alegre — MG, Brasil.
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osseo. Para realizar a abertura da 1amina dorsal
de aproximadamente 5,0 mm de didmetro e
exposi¢do da medula espinal, utilizou-se uma
pinga hemostatica de Halsted curva de 10 cm.
Em seguida, o dispositivo foi ajustado
utilizando a cremalheira lateral da base do
microscopio, de modo a permitir o
posicionamento da haste metalica no centro da
area da laminectomia (Fig. 2). A haste foi
confeccionada de ago inoxidavel, com peso de
10 g, 9,3 cm de comprimento ¢ 4,0 mm de
didmetro, extremidade de 2,3 mm de didmetro
com bordas arredondadas e gradagdes em
intervalos de 5,0 mm. O trauma medular espinal
foi aplicado sobre a dura-mater, na linha média
dorsal da medula espinal, pela queda da haste
metalica de uma altura de 15 mm. Apdés o TME,
o local foi irrigado com solugdo fisiologica e,
em seguida, realizou-se a aproximagdo da
musculatura e redugdo de espaco morto,
empregando-se sutura em padrdo simples



continuo com fio de polipropileno’ 3-0. A sutura
de pele foi realizada em pontos simples
separados utilizando-se o mesmo fio. Ao
término das suturas, a anestesia foi
descontinuada e os animais foram mantidos em
plataforma de aquecimento, a 38°C, para
recuperagdo anestésica. Para controle da dor
pos-operatoria, todos os animais receberam 5
mg/kg de cloridrato de tramadol®, por via oral, a
cada 12 horas por cinco dias.

Decorridos 50 minutos (n = 6 animais) e sete
dias (n = 6 animais) do procedimento cirurgico,
os animais dos grupos LMT e TRM foram
novamente anestesiados com isoflurano para
colheita de liquor e eutandsia. Para tanto, os
animais foram posicionados em um aparelho
estereotaxico’, com a cabeca reflexionada
ventralmente, facilitando, deste modo, a pungdo
do espago atlanto-occipital. Apds a colheita de
50 a 80 pL de liquor, todos os animais foram
eutanasiados com sobredose de tiopental
sodico'® (100 mg/kg), por via intraperitoneal.

As amostras de liquor foram imediatamente
processadas para dosagem enzimatica dos niveis
de glutamato, pela fluorescéncia emitida pela
producdo de NADH (um produto naturalmente
fluorescente  quando  excitado por luz
ultravioleta) na presenca de glutamato
desidrogenase e NADP+ (Nicholls et al., 1987).
Para o ensaio, foram adicionados 1,5 mL de
solugdo de incubagdo KRB (122 mM NaCl; 3,1
mM KCI; 1,8 mM CaCl,; 1,8 mM Na,HPOy; 0,2
mM NaH,POy; pH 7,4), 5,0 uL de NADP" (1
mM), 50 U de glutamato desidrogenase, ¢ 50 uL
da amostra. Apés 10 minutos, a emissdo da
fluorescéncia  foi  detectada  por  um
fotomultiplicador no espectrofluorimetro'’, com
excitacdo ajustada no comprimento de onda de
350 nm e emissdo em 450 nm.

7 Prolene®, Johnson & Johnson Produtos

Profissionais Ltda., Sdo Jos¢ dos Campos — SP,
Brasil.

$ Tramadon® 100mg/mL, solugdo oral, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP,
Brasil.

? Estereotaxico 1 Torre (EFF 331), Insight™ Pesquisa
¢ Ensino, Ribeirdo Preto - SP, Brasil.

' Tiopentax®™ 1g, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda., Itapira - Sp, Brasil.

" Spectrofluorophotometer (RF-5301 PC), Shimadzu
Scientific Instruments, Tokio, Japan.

Figura 2: Procedimento cirtirgico para indugdo de
trauma medular espinal em ratos: posicionamento
da haste metalica para queda a uma altura de 15
mm.

4.2 Experimento 2 - Avaliacio da
neuroprotecio

Foram utilizados 48 ratos machos adultos da
espécie Rattus norvegicus, variedade Sprague-
Dawley, pesando entre 300 ¢ 450 g, fornecidos
pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo
Biolégica na Area da Ciéncia de Animais de
Laboratério (CEMIB), da UNICAMP.

4.2.1 Protocolo anestésico

Para realizagdo do TME, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina'? (80
mg/kg) e cloridrato de xilazina'® (8 mg/kg),
associados na mesma seringa e aplicados
intraperitonealmente (Flecknell, 2009; Guizar-

12 Ketamina Agener 10%, Agener Unido — Saude
Animal, Sao Paulo — SP, Brasil.

B Virbaxyl® 2%, Virbac — Saude Animal, Sio Paulo
— SP, Brasil.
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Sahagtin et al., 2009). Para tanto, os animais
foram contidos manualmente em decubito
dorsal e posicionados com a cabeca mais baixa
que os membros pélvicos, sendo a injecdo
realizada no quadrante inguinal esquerdo. Apo6s
atingirem plano anestésico, o campo cirurgico
foi preparado para cirurgia asséptica, e os ratos
foram posicionados em dectbito esternal sobre
a base do DI-TME. Todos os animais foram pré-
medicados com cloridrato de tramadol (5
mg/kg) e receberam cefalotina sédica® (60
mg/kg) como antibidtico profilatico, ambos por
via subcutinea, 30 minutos antes do
procedimento  cirirgico. Os ratos foram
mantidos sob respiragdo espontdnea em mascara
facial com oxigénio a 100%. Adicionalmente, a
base do DI-TME foi aquecida de modo a manter
a temperatura corporal dos animais entre 36 e
37°C, a qual foi monitorada, constantemente,
por termdmetro retal.

O TME foi realizado como descrito no
Experimento 1. Para controle da dor pds-
operatoria, todos os animais receberam 5 mg/kg
de cloridrato de tramadol, por via oral, a cada 12
horas por cinco dias.

4.2.2 Tratamentos

Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro grupos com 12 ratos cada:

Grupo CON’ - controle negativo: os animais
deste grupo foram submetidos a laminectomia
dorsal em T12, sem contudo, ser realizado o
trauma medular espinal.

Grupo CON" - controle positivo: os animais
foram submetidos a laminectomia dorsal em
T12 e trauma medular espinal. Uma hora apds o
trauma, receberam solucdo fisiologica (0,15
mL/100 g) por via intraperitoneal.

Grupo PRO - propofol: os animais foram
submetidos a laminectomia dorsal em TI12 e
trauma medular espinal. Uma hora apds o

" Keflin® 1 g, Antibidticos do Brasil Ltda.,
Cosmopolis — SP, Brasil.
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trauma, receberam propofol

via intraperitoneal.

(30 mg/kg) por

Grupo ETO - etomidato: os animais foram
submetidos a laminectomia dorsal em T12 e
trauma medular espinal. Uma hora apds o
trauma, receberam etomidato'® (3 mg/kg) por
via intraperitoneal.

4.2.3 Avaliacio neurologica

Antes do procedimento cirurgico, todos os
animais foram adaptados em um campo aberto
(open field) de um metro de didmetro e 20 cm
de altura, para reduzir o estresse da manipulagdo
e facilitar as avaliagdes pos-operatorias. Durante
o periodo de adaptagdo, os animais foram
colocados dois a dois no campo aberto durante
10 minutos, diariamente, por trés dias,
permitindo que eles se movimentassem
livremente e explorassem o ambiente.

A funcdo locomotora dos animais foi avaliada
24 horas antes da intervencdo cirurgica, 24
horas apdés a laminectomia e diariamente,
durante sete dias. O exame neuroldgico
consistiu  na avaliagio da  capacidade
locomotora, baseando-se na observacdo da
atividade espontanea do animal em campo
aberto, sem obstaculos (Fig. 3). Para tanto,
todos os animais foram observados e filmados
durante trés minutos e, posteriormente os videos
foram assistidos por dois avaliadores sem
conhecimento do grupo a que pertenciam. De
acordo com a escala BBB, cada animal recebeu
um escore, que variou de 0 a 21 (Quadro 1).

15 Propovan® 1%, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP, Brasil.

1 Etomidato 2 mg/mL — Produto genérico, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP,
Brasil.



Figura 3: Animal submetido ao trauma medular espinal experimental sendo observado
no campo aberto para avaliagdo da capacidade locomotora. Observe auséncia de apoio
dos membros pélvicos.

4.2.4 Avaliagoes
imunohistoquimica

histologica e

Sete dias apos o trauma medular, cinco animais
de cada grupo foram eutanasiados com
sobredose de tiopental sodico'” (100 mg/kg) por
via intraperitoneal e submetidos a perfusido
transcardiaca com PBS (solugdo tampdo de
fosfato) a 0,15M (137 mM NaCl; 30 mM KClI;
80 mM Na,HPO,4; 20 mM K,HPO,4, pH 7,4) ¢
em seguida, com solugdo de formaldeido
tamponado a 10%. Sete dias apos fixagdo em
solugdo de formaldeido, a coluna vertebral foi
dissecada, ¢ um segmento de medula espinal de
0,7 cm foi colhido, equivalente ao epicentro da
lesdo. Posteriormente, os fragmentos foram
processados pela técnica de rotina para incluséo
em parafina e submetidos a cortes transversais
seriados de 4,0 um.

17 Tiopentax® 1g, Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP, Brasil.

Para avaliagdo da area de lesdo, trés cortes
histologicos seriados do epicentro da lesdo,
intervalados de aproximadamente 150 pm,
foram corados pela técnica de hematoxilina-
eosina'®, sendo a morfologia avaliada em
microscopio Optico (Luna, 1968). Os cortes
foram fotografados e, em seguida, foi
determinada a relagdo entre a area de tecido
medular com alteragdes morfologicas dividida
pela area total da medula espinal, utilizando
software Imagel® (versio 1.33u, National
Institutes of Health, USA).

Adicionalmente, foi realizada imunoistoquimica
para avaliagdo da expressdo de anticorpo
primario anti-NeuN (1:1000)'° para contagem
neuronal. Para cada animal, foram coradas trés
laminas com cortes histologicos seriados,

'8 H&E — Sigma - Aldrich, St. Louis, MO - USA.
1 NeuN - Chemicon Internacional Inc., Temecula,
CA - USA.
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intervalados de aproximadamente 150 pm. A
técnica de imunoistoquimica seguiu os padrdes
determinados pelo fabricante e as 1dminas foram
visualizadas a microscopia Optica. Os cortes
histologicos foram colocados em laminas
silanizadas e armazenados em estufa a 37°C. Os
cortes foram desparafinados em xilol e
hidratados em uma sequéncia gradual de
alcoois. Realizou-se a recuperacdo antigénica
em tampao citrato em agua destilada (0,01 M,
pH 6,0) a 98°C, bloqueio das peroxidases em
peroxido de hidrogénio a 3% em dlcool
metilico, seguido pela incubagcdo em soro
bloqueio® e pernoite em anticorpo primério a
4°C. No dia seguinte, foi feita incubagdo em
anticorpo secundario universal'’, seguida pelo
complexo  estreptavidina-biotina-peroxidase®,
revelacio em diaminobenzidina (DAB)* e
contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris
(Anexo 2). Para controle negativo foi utilizada
solugdo PBS (10,4 mM Na,HPO,; 3,6 mM
NaH,PO,, 123,2 mM NaCl, pH 7,2)
substituindo o anticorpo primario. A contagem
de células marcadas foi realizada em
microscopio Optico, em objetiva de 40x, com
auxilio de uma graticula reticulada em 121
pontos®. Foram contados os corpos neuronais
marcados pelo anticorpo Neu-N em dez campos
histolégicos. O numero de campos foi
determinado de modo a abranger toda a
substdncia cinzenta. O resultado obtido
correspondeu a média de células Neu-N
positivas por campo.

Foi realizada ainda a avaliagdo da fragmentacéo
de DNA, in situ, pelo método TUNEL (7dT
mediated-dUTP Nick End Labeling). Assim, foi
utilizado um corte histologico de cada animal,
representando o ponto central do epicentro da
lesdo. Apos desparafinizagdo, os cortes
histologicos foram processados utilizando-se kit
comercial’®, de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os cortes foram submetidos a
desparafinizagdo em xilol e hidratagdo em uma

2 protein block, Serum Free (X0909-1), Dako North
America Inc., Carpinteria, CA - USA.

2! Universal LSAB® + kit/HRP, Rb/Mo/Goat (K0690-
1), Dako North America Inc., Carpinteria, CA - USA.
2 Liquid DAB" (K3468-1), Dako North America
Inc., Carpinteria, CA - USA.

3 Olympus®, Eyepiece Micrometer 20.4mm OCM
10/10/SQ, Dublin - Ireland.

b FragEL" DNA Fragmentation Detection Kit TdT
Enzime, Merck, Darmstadt, Germany.
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sequéncia gradual de alcoois. Em seguida, foi
realizada a permeabilizacdo das amostras com
0,5% de triton X-100 em 4gua destilada,
recuperagdo antigénica com proteinase K em
Tris base (NH,C(CH,OH);3) a 0,01 M, bloqueio
das peroxidases enddgenas com peroxido de
hidrogénio a 3% em metanol, seguida de
incubagdo em tampdo para equilibrio, insergdo
de nucleotideos em tampédo de reacdo TdT em
camara umidificada, incubagao em
streptavidina-biotina-peroxidase, revelagdo com
DAB em peroxido de hidrogénio e contra-
coloragdo com Methyl Green (Anexo 3). Para
controle negativo foi utilizada solugdo TBS
(salina tamponada de Trizma Base) (60 mM
NaCl; 20 mM Tris Base, pH 7,6) substituindo a
enzima TdT. De forma semelhante & marcagao
da proteina Neu-N, a contagem de células
marcadas foi realizada em microscopio Optico,
em objetiva de 40x, com auxilio de uma
graticula reticulada em 121 pontos. Foram
contados corpos apoptdticos marcados em 15
campos, abrangendo as substdncias cinzenta e
branca, e o resultado obtido correspondeu a
média de células TUNEL positivas por campo.

Foi  realizada  também  avaliagdo  por
imunofluorescéncia da expressdo de anticorpo
primario anti-Bax para avaliagdo da ativagdo da
via intrinseca da apoptose. Para essa avaliacdo
foi utilizado um corte histolégico de cada
animal, representando o ponto central do
epicentro da lesdo. De forma sucinta, os cortes
foram mantidos sob luz ultravioleta durante
duas horas para reducdo da autofluorescéncia.
Em seguida, foram desparafinados em xilol e
hidratados em uma sequéncia gradual de
alcoois. Realizou-se permeabilizagdo com triton
X-100 a 0,1%, recuperagdo antigénica em
tampdo citrato (0,01 M, pH 6,0) a 98°C,
bloqueio das peroxidases enddgenas com
peroxido de hidrogénio a 3% em élcool metilico
e com soro de cabra a 5% em albumina sérica
bovina (BSA) a 1%. Para maior controle da
autofluorescéncia, os cortes foram ainda
incubados em Sudan Black B a 0,01% em etanol
70° e em seguida, incubados pernoite com
anticorpo primario anti-Bax (dilui¢@o 1:100)* a
4°C. No dia seguinte, foi feita incubagdo em

» Bax P-19 (SC 526), Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz — CA, USA.



anticorpo secundério®® e DAPI (4’,6-diamidine-
2-phenylindole)”’” (Anexo 4). Para controle
negativo foi utilizada solugdo de BSA a 1% em
PBS 0,15 M (137 mM NaCl; 30 mM KCI; 80
mM Na,HPO,; 20 mM K,HPO,, pH 7,2)
substituindo o anticorpo primério. As laminas
permaneceram congeladas a -20°C e protegidas
da luz, at¢ o momento da leitura. Os cortes
histologicos  foram  avaliados em um
microscopio  invertido de  fluorescéncia®™®
equipado com sistema ApoTome, utilizando-se
filtro 488 nm e objetiva de 20x, sendo
fotografados trés campos por corte distribuidos
no funiculo dorsal e nos cornos dorsais. O
tempo de exposic¢do foi ajustado e padronizado
na lamina controle negativo e, sem seguida,
usado igualmente em todos os cortes.

As imagens foram avaliadas utilizando software
ImageJ®. Para cada imagem, quantificou-se, de
forma sistemitica e com o auxilio desse
software, a média da densidade integrada de
pixels das células, subtraida do background.

4.2.5 Avaliacdo da expressido génica de
indicadores de apoptose

Foi empregada a técnica de PCR transcriptase-
reversa (RT-PCR) em tempo real para avaliagdo
da expressdo génica de Bax, Bcl-X1, Caspase-3
e Caspase-9 como forma de avaliar a ativagdo
das vias de apoptose. Os primers referentes aos
genes para Caspases-9 e 3 e o gene
normalizador (B-actina) foram delineados
utilizando a base de dados de nucleotideos do
portal do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e as ferramentas
para analise de sequéncias génicas (Pick
Primers e Blast). Os primers para Bax e Bcl-X1
foram obtidos a partir de estudos anteriores em
ratos (Li et al., 2005; Nagel et al., 2010).

Para tanto, sete dias apds a laminectomia e
TME, sete animais de cada grupo foram
eutanasiados com tiopental sodico (100 mg/kg

% Alexa Fluor® 488, goat anti-rabbit (A11008),
Invitrdgen, Carlsbad - CA, USA.

7 DAPI, Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis -
MO, USA.

2 Microscopio Axiovert 200M, Carl Zeiss,
Gottingen, Germany.

IP). Apds a eutanasia, os animais foram
dissecados de forma asséptica e um fragmento
de medula espinal do sitio da lesdo, de 5,0 mm
de comprimento, foi colhido e congelado,
imediatamente, em nitrogénio liquido, para
posterior conservagdo a -80°C em freezer de
ultra-baixa temperatura®. A extragio do RNA
total foi realizada em trés etapas. Na primeira
(fase de homogeneizagdo), as amostras de tecido
foram trituradas e misturadas em 1,0 mL de
reagente Trizol®’, seguida pela incubagdo a
temperatura ambiente por cinco minutos para
permitir a completa dissociagdo dos complexos
nucleotideos. Na etapa seguinte (fase de
separa¢do), foram adicionados 0,2 mL de
cloroféormio e, apds agitagdo manual, os
microtubos foram incubados a temperatura
ambiente por trés minutos e centrifugados a
12.000 g por 15 minutos a 4°C. Como resultado
da centrifugagdo, a mistura foi separada em trés
fases, mas apenas a fase aquosa superior, que
continha o RNA, foi colhida. Na terceira etapa
(fase de precipitagdo do RNA), foi adicionado
0,5 mL de alcool isopropilico ¢ o material foi
incubado a -80°C por 30 minutos. Em seguida,
as  amostras foram  descongeladas ¢
centrifugadas a 12.000 g por 15 minutos para
precipitagdo do RNA. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado com 1,0 mL de
etanol a 75%. Os microtubos foram novamente
centrifugados a 7.500 g por cinco minutos a 4°C
e o sobrenadante foi descartado mais uma vez.
O pellet de RNA foi ressuspendido em 20 pL de
agua DEPC*', livre de RNAse, ¢ incubado por
10 minutos a 55°C para ser entdo estocado a -
80°C.

Para confecgdo do cDNA, a concentragao de
RNA de cada animal foi determinada pela
leitura da absorbancia a 260/280 nm por
espectrofotometria. Com base nesses valores,
foram realizadas as reagdes de transcrigdo
reversa. Este processo consistiu na diluigdo de
1,0 pg de RNA de modo a se obter 8,0 uL de
solucdo final. Apos a adi¢do de 2,0 uL de RT
Enzyme Mix e 10,0 pL de 2X RT Reaction

» Reveo DxF, Thermo Fisher Scientific, Whaltham -
MA, USA.

30 Trizol®, Invitrogen, Carlsbad - CA,USA.

3 Agua tratada com dimetil pirocarbonato (DEPC),
Invitrogen, Carlsbad - CA, USA.
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Mix>? ao RNA, as amostras foram incubadas em
um termociclador de acordo com o seguinte
programa: 25°C por 10 minutos, 42°C por 50
minutos e 85°C por cinco minutos. A reagdo foi
finalizada com a adicdo de 1,0 pL de E. coli
RNAse H® em cada amostra e incubagdo por
mais 20 minutos a 37°C. Os microtubos foram
armazenados a -20°C para posterior realizagdo
do RT-PCR em tempo real.

Para as reagdes de PCR em tempo real foram
utilizados 12,5 pL do reagente SYBR Green™, 5
pM de cada iniciador, 1,0 pL de Rox a 50 nM,
7,0 pL de 4gua DEPC e 2,5 pL de cada cDNA
em um volume final de 25 pL. Esta mistura e
cada cDNA foram pipetados em uma placa de
96 pogos> ¢ a leitura foi feita no aparelho 7500
Fast Real-Time PCR System™. Os parimetros
utilizados para amplificagdo foram: 50°C por
120 segundos, 95°C por 150 segundos e 45
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30
segundos. Os iniciadores foram delineados com
base na sequéncia do mRNA de Rattus
norvegicus (Quadro 2). A expressdo génica foi
calculada usando o método 2", na qual os
resultados obtidos para cada grupo foram
comparados quantitativamente em relacdo ao
grupo CON’, apds normalizagdo baseada na
expressdo de beta actina da referida espécie
animal.

32 SuperScript™ I1I Platinum® Two-Step qRT-PCR
Kit with SYBR Green, Invitrogen, Carlsbad - CA,
USA.

33 SuperScript™ III Platinum® Two-Step qRT-PCR
Kit with SYBR Green, Invitrogen, Carlsbad - CA,
USA.

3 96-well optical reaction plate with barcode,
Applied Biosystems, Carlsbad - CA, USA.

337500 Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems, Carlsbad - CA, USA.
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Quadro 2: Genes e sequéncia de nucleotideos dos iniciadores para RT-PCR em tempo real.

Iniciadores (Primers) Tamanho .
Gene (sequéncias de nucleotideos 5’ a 3°) do N° acesso Referéncia
produto
foward: GCGTCCACCCGCGAGTACAA
Beta actina 118 NM_031144.2 -
reverse: ACATGCCGGAGCCGTTGTCG
forward: AGGCGACTACTGCCGGAGTCTG
Caspase-3 70 NM_012922.2 -
reverse: CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT
forward: TGGAGGAGGCTGACCGGCAA
Caspase-9 77 NM _031632.1 -
reverse: CCACAGCTCCGCGACTTGCA
forward: CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTC Nagel et al.,
Bax 147 NM _017059.1
reverse: AGTTGCCATCAGCAAACATGTCA - 2010
foward: CCCCAGAAGAAACTGAACCA Lietal.,
Bel-X1 300 NM 031535.2
reverse: AGTTTACCCCATCCCGAAAG 2005
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5. ANALISE ESTATISTICA

Empregou-se delineamento inteiramente
casualisado, sendo os dados analisados pelo
software Prism 4 for Mac (GraphPad Sofiware -
Demo Version. La Jolla, CA, USA). Para
determinar se os dados eram paramétricos
(concentrag@o de glutamato no liquor, contagem
de células marcadas para anticorpos NeuN e
Bax, TUNEL e expressdo génica por PCR em
tempo real de Bax, Bcl-XI, Caspase-9 e
Caspase-3), empregou-se o teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov e o teste de
homocedasticidade de Bartlett. As varidveis
com distribui¢do normal (area da lesdo, Neu-N,
Bax ¢ TUNEL) foram submetidas a analise de
varidancia (ANOVA) seguida do teste de
comparagdo das médias de Student-Newman-
Keuls (SNK). As varidveis descontinuas
(concentragdo de glutamato e expressdo génica
de Bax, Bcl-XI, Caspase-3 ¢ Caspase-9) foram
normalizadas por meio de transformagdo
logaritmica, em base 10. Os dados
transformados que passaram nos testes de
normalidade foram analisadas como tal. Para a
dosagem de glutamato, empregou-se ANOVA
de duas vias, para as demais variaveis, ANOVA
de uma via. A razdo da expressdo relativa de
Bax/Bcl-X1 manteve sua distribuigdo
descontinua, mesmo apds transformacgdo
logaritmica, sendo as medianas comparadas
pelos testes de Kruskal-Wallis e post-hoc de
Dunn.

Para avaliacdo neurologica, expressa em
escores, foi utilizado teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis para comparag@o dos grupos em
cada momento de avaliagdo e teste de Friedman
para comparagdo de momentos em cada grupo.
Para ambas as avaliagGes, as comparagdes
foram realizadas pelo teste post-hoc de Dunn.
Para todos os testes, o nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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6. RESULTADOS

6.1 Experimento 1 - Padronizacido do
trauma medular espinal experimental em
ratos

Os valores médios (x erro padrdo) da
concentragdo de glutamato no liquor foram de
3,85 + 0,86 (CTL); 56,6 + 10,60 (LMT 50

minutos); 159,4 £ 31,78 (TRM 50 minutos);
51,11 = 7,31 (LMT 7 dias) e 32,84 + 12,41
(TRM 7 dias) pmol por miligrama de proteina.

A concentragdo de glutamato no liquor foi
maior nos animais dos grupos LMT e TRM aos
50 minutos e aos sete dias apos a cirurgia em
relagdo ao grupo CTL (p<0,001). A
concentragdo de glutamato do grupo TRM foi
maior em relagdo ao grupo LMT somente aos 50
minutos apo6s a cirurgia (p<0,05) (Fig. 4).
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Figura 4: Concentra¢do de glutamato no liquor de ratos submetidos a
anestesia com isoflurano (CTL), laminectomia dorsal (LMT) e trauma
medular espinal (TRM), com coleta de liquor 50 minutos e sete dias
apos o procedimento cirargico (* p < 0,05 e ** p <0,001). n=3.

6.2 Experimento 2 - Avaliacdo da
neuroprotecio do propofol e do
etomidato

6.2.1 Avaliacdo neurologica

Todos os animais apresentaram escore 21 na
avaliacdo pré-trauma, caracterizado por marcha
normal, suporte de peso nos quatro membros,
cauda elevada e estabilidade do tronco.

Os animais do grupo CON™ mantiveram o escore
maximo no teste apos o procedimento cirtirgico
(Fig. 5). Nos animais dos grupos ETO ¢ PRO,
foi observada, no primeiro dia pds-trauma,

paraparesia simétrica dos membros pélvicos,
com movimentagdo discreta a extensa de trés
articulagdes, sem suporte de peso, caracteristica
dos escores 5 a 8 do teste BBB. No grupo CON™
foi evidenciada paraparesia com movimentagdo
discreta de apenas uma ou duas articulagdes,
representada pelo escore 1.

Na comparagdo entre os dias de avaliacdo em
cada grupo (teste de Friedman e post-hoc com
teste de Dunn, p<0,05), o escore BBB indicou
diferenga significativa entre a avaliagdo pré-
trauma e os trés primeiros dias pds-trauma para
o grupo ETO (p<0,01) e os quatro dias iniciais

43



para os grupos PRO (p<0,05) e CON" (Anexo
5).

Na comparagdo entre tratamentos para os dias
de avaliagdo (teste de Kruskal-Wallis e post-hoc
com teste de Dunn, p<0,05), observou-se
diferenca  significativa entre 0s  grupos
submetidos ao trauma medular espinal, ETO
(p<0,05), PRO (p<0,01) e CON" (p<0,001) ¢ o
grupo controle negativo (CON"). Diferenca essa

que persistiu até o quarto dia, pois, no quinto dia
pos-trauma, a deambulagdo em campo aberto do
grupo ETO se igualou a do grupo CON"
(p>0,05). Entretanto, ndo foi observada
diferenca significativa entre os grupos tratados
com anestésico (ETO e PRO) e o grupo controle
positivo (CON") (Anexo 5).

——=PRO

——=ETO

CON+

=>&=CON-

Figura 5: Grafico das medianas do escore BBB de deambulagdo em campo aberto, ao
longo de sete dias, de ratos submetidos a laminectomia como controle negativo (CON")
e ao trauma medular espinal associado aos tratamentos com propofol (PRO), etomidato
(ETO) e placebo como controle positivo (CON™), n=12.
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6.2.2 Avaliagoes histologica e
imunohistoquimica

6.2.2.1 Area da lesio

Nos animais do grupo CON’, a medula espinal
apresentou preservacdo da arquitetura normal,
sendo identificadas a substdncia cinzenta
internamente, em forma de H, o canal central da
medula intacto e a substancia branca
externamente, a qual apresentava fibras axonais,
células da neurdglia e vasculatura sem
alteragdes (Summers et al., 1994) (Fig. 7A).
Para os grupos CON", PRO ¢ ETO, houve perda

da arquitetura normal, com area de lesdo focal
localizada predominantemente no funiculo
dorsal, com malacia discreta na area central da
lesdo, degeneracdo axonal moderada bilateral
difusa e discreta proliferacdo de células da glia
(Figs. 7B, 7C e 7D).

A avaliagdo morfométrica da area da lesdo
resultou nas porcentagens de 10,23% + 1,3;
13,37% + 2,8 e 14,07% + 4,9 para os grupos
PRO, ETO e CON", respectivamente (Fig. 6).
Apesar de ter sido observada menor area de
lesdo no grupo PRO, ndo se constatou diferenca
estatistica na comparagdo entre esses grupos
(p=0,068).
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Figura 6: Média (£ erro padrio) da porcentagem da area de lesdo
em relagdo ao tecido medular total em ratos submetidos a trauma
medular espinal associado ao tratamento com placebo como
controle positivo (CON"), propofol (PRO) e etomidato (ETO).
Avaliagdo aos sete dias pos-operatorio. (n=5).
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Figura 7: Fotomicroscopias de secg¢des transversais da medula espinal, na regido do epicentro da laminectomia
e/ou do trauma aos sete dias pos-operatorio, coradas com hematoxilina e eosina (HE). Em A, animal do grupo
controle negativo; em B, grupo controle positivo; em C, grupo etomidato; em D, grupo propofol (Barra = 398
pm).

6.2.2.2 Marcagdo imunoistoquimica para
proteina Neu-N

No presente estudo, a dilui¢do do anticorpo anti-
Neu-N na propor¢do 1:1000 e o tempo de DAB
de 30 segundos permitiram a identificagdo dos
neurdnios com caracteristicas morfologicas
preservadas, sem, contudo, evidenciar marcagéo
inespecifica de células da glia. Assim, foram
consideradas células Neu-N positivas quando o
nicleo e/ou o citoplasma estavam marcados
(Fig. 8).
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A contagem média de neurdnios marcados para
proteina Neu-N por campo (média + erro
padrdo) foi 43,16 = 2,08; 26,71 = 2,98; 32,39 =
2,60 e 33,78 = 1,57, para os grupos CON’,
CON", ETO e PRO, respectivamente. Foi
observada diferenca significativa entre os
grupos CON" e CON" (p<0,001), CON" ¢ ETO
(p<0,05), e CON" e PRO (p<0,05) (Fig. 9).
Apesar da contagem de células Neu-N positivas
ter sido menor no grupo CON’, nio foi
observada diferenca significativa entre os
animais do grupo controle positivo (CON") e
aqueles tratados com propofol (PRO) ou
etomidato (ETO).



Figura 8: Fotomicroscopias de secgdes transversais da medula espinal, na regido do epicentro da laminectomia e/ou
do trauma sete dias apos procedimento cirtirgico, submetidas a marcagdo imunoistoquimica para Neu-N. Em A,
marcagdo de corpos neuronais, na substancia cinzenta, em um animal do grupo controle negativo (CON") (Barra =
115 pm). Observar a distribui¢do das células Neu-N positivas e a integridade do tecido medular. Em B, detalhes da
regido central, englobando canal ependimario de corte histologico do grupo CON™ (Barra = 64 pm). Em C, Ee G
marcagdo de corpos neuronais em animais dos grupos controle positivo (CON"), etomidato (ETO) e propofol (PRO),
respectivamente (Barra = 115 um). Observar a distribuicdo das células Neu-N positivas e o tecido medular lesado.
Em D, F e H, detalhes da regido central, englobando canal ependimario, de animais dos grupos CON", ETO e PRO,

respectivamente (Barra = 64 pm).

47



-
o
% x
b =>
w
=

48



*

50= 2k

30+

e

20+

:

104

:

Numero de células
Neu-N positivas/campo

CON"

CON*

ETO PRO

Figura 9: Contagem média (+ erro padrdo) de neurdnios Neu-N
positivos por campo em ratos submetidos a laminectomia, como
controle negativo (CON) e trauma medular espinal associado ao
tratamento com placebo, como controle positivo (CON"), etomidato
(ETO) e propofol (PRO). Avaliagdo aos sete dias pods-operatorio.

(¥p<0,05 e **p<0,001).

6.2.2.3 Deteccio da fragmentagcdo de DNA
por TUNEL

Em relagdo ao grupo CON’, houve contagem
minima de nucleos corados, sendo obtida média
(+ erro padrdo) de 0,31 + 0,04 células TUNEL
positivas por campo. Para os demais grupos, a
contagem média (+ erro padrdo) por campo foi
3,12 £ 0,56; 1,37 + 0,17 e 1,84 £+ 0,22 para os
grupos CON", ETO e PRO, respectivamente. O
numero de células marcadas foi

significativamente maior nos animais dos trés
grupos submetidos ao trauma medular, PRO
(p<0,01), ETO (p<0,01) e CON" (p<0,001), que
no grupo CON" (Fig. 10).

Na comparagdo entre os grupos submetidos ao
trauma medular espinal, observou-se contagem
significativamente menor nos grupos PRO
(p<0,01) e ETO (p<0,05) que no CON". No
entanto, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos ETO e PRO (Fig.
11).
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Figura 10: Fotomicroscopias de sec¢des transversais da medula espinal, na regido do
epicentro da laminectomia e/ou do trauma aos sete dias de pés-operatorio, submetidas a
imunomarcagdo por TUNEL. Observar nucleos marcados pelo TUNEL nos diferentes grupos
experimentais (setas). Em A, grupo controle negativo (CON"). Em B, grupo controle positivo
(CON"). Em C, grupo etomidato (ETO). Em D, grupo propofol (PRO) (Barra = 58 um).
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Figura 11: Contagem média (+ erro padrio) de células TUNEL
positivas por campo em ratos submetidos a laminectomia, como
controle negativo (CON") e trauma medular espinal associado ao
tratamento com placebo, como controle positivo (CON"), etomidato
(ETO) e propofol (PRO). Avaliagdo aos sete dias pds-operatorio.
(*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001).

6.2.2.4 Marcacio por imunofluorescéncia
para Bax

Na avaliagdo da média de intensidade integrada
de pixels para o anticorpo anti-Bax, foi
observada maior intensidade de marcagdo nos
animais do grupo CON" que nos grupos CON’,
ETO e PRO (Fig. 12). Os seguintes valores
foram obtidos (média + erro padrdo): 16,03 +

0,86; 25,79 + 4,21; 22,13 + 4,05 ¢ 20,68 + 4,66
para os grupos CON, CON', ETO e PRO,
respectivamente.

Na comparagdo das médias entre os grupos,
houve diferenga significativa entre os grupos
CON" e CON" (p<0,05), mas os grupos tratados
com anestésicos, ETO e PRO, foram
estatisticamente semelhantes ao grupo CON”
(Fig. 13).
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Figura 12: Fotomicroscopias de secgdes transversais da medula espinal, na regido do epicentro da laminectomia e/ou
do trauma sete dias ap6s o procedimento cirtrgico, submetidas a marcagdo por imunofluorescéncia com anticorpo
anti-Bax. Observar intensidade de marcacgdo das células nos diferentes grupos experimentais. Em A, grupo controle

negativo (CON"). Em B, grupo controle positivo (CON"). Em C, grupo etomidato (ETO). Em D, grupo propofol
(PRO) (Barra = 82 pm).
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Figura 13: Média da intensidade integrada de pixels (+ erro padrdo) da
marcagdo por imunofluorescéncia para anticorpo anti-Bax, em ratos
submetidos a laminectomia, como controle negativo (CON’) e trauma
medular espinal associado ao tratamento com placebo, como controle
positivo (CON"), propofol (PRO) e etomidato (ETO). Avaliagdo aos
sete dias pos-operatorio. (*p<0,05).

6.2.3 Avaliacio da expressio génica de 0,232; 0,567 + 0,115 ¢ 0,401 + 0,182 para os
indicadores da apoptose grupos CON’, ETO e PRO, respectivamente
(Fig. 14).

Foram obtidos os seguintes resultados para

expressdo génica relativa de Bax (média + erro Visto que a razdo relativa de mediadores pro e
padriio): 1,936 + 0,655; 1,324 + 0,491 ¢ 0,74 + anti-apoptéticos determina a quantidade de
0,198 nos grupos CON', ETO e PRO, citocromo C disponivel para formagdo do
respectivamente (Fig. 14). Apesar de ter sido apoptosoma (Huerta et al., 2007), calculou-se
observada maior expressdo de Bax no grupo também a relagdo de Bax/Bcl-X1. Contudo, de
CON" que nos grupos tratados, essa diferenca modo semelhante ao observado para essas

ndo foi estatisticamente significativa (p=0,417). varidveis de forma individual, embora tenha
sido observada uma menor relagdo Bax/Bcl-XI1

no grupo ETO, ndo foi observada diferencga
significativa entre os grupos. Para essa
avaliacdo, os resultados de mediana foram 7,24;
3,84 e 4,26 para os grupos CON", ETO e PRO,
respectivamente.

Também ndo foi observada diferenga
significativa entre os grupos para expressio
relativa de Bcl-X1 (p=0,674), como observado
nos resultados de média + erro padrdo: 0,629 +
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Figura 14: Médias da expressdo génica relativa (+erro padrdo) de Bax (a esquerda) e de Bcl-X1 (a direita) em ratos
submetidos a trauma medular espinal associado ao tratamento com placebo, como controle positivo (CON"),
etomidato (ETO) e propofol (PRO), em relagdo ao grupo laminectomia, como controle negativo (CON"). Avaliag¢do

aos sete dias pds-operatorio.

Com relacdo as caspases, também ndo foi
observada diferenca significativa na expressdo
relativa de caspase-9 (p=0,555). Para esse gene,
foram obtidos os seguintes resultados de média
+ erro padrao: 0,479 + 0,121; 0,52 + 0,059 e
0,426 + 0,109 para CON', ETO e PRO,
respectivamente (Fig. 15).

Para a expressdo génica de caspase-3, os
seguintes resultados de média + erro padrdo

0.6+

R

de Caspase-9 (2-44CT)

Médias da expressdo relativa

CON* ETO PRO

foram obtidos: 0,906 + 0,208; 0,649 + 0,08 ¢
0,323 + 0,086 para CON', ETO e PRO,
respectivamente (Fig. 15). Na comparacdo
estatistica, foi observada diferenga significativa
entre os grupos CON" e PRO, e entre ETO ¢
PRO (p<0,05). Apesar da expressdo desse gene
ter sido menor para o grupo ETO que para o
CON", essa diferenca ndo foi estatisticamente
significativa.

1.0+

0.84

0.6+

0.4+

de Caspase-3 (245CT)

0.2+

Médias da expressdo relativa

0.0~

L) L
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Figura 15: Médias da expressdo génica relativa (+ erro padrio) de Caspase-9 (a esquerda) e de Caspase-3 (a
direita) em ratos submetidos a trauma medular espinal associado ao tratamento com placebo, como controle
positivo (CON"), etomidato (ETO) e propofol (PRO), em relagio ao grupo laminectomia, como controle negativo
(CON"). Avaliagao aos sete dias pos-operatorio. (¥p<0,05).
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7. DISCUSSAO

7.1 Experimento 1 - Padronizacido do
trauma medular espinal experimental em
ratos

Em se tratando de TME contuso experimental, a
utilizagdo de uma haste metalica em queda
sobre a dura-mater exposta é uma descri¢do
recorrente, com modificagdes dos modelos
propostos por Allen (1911) e Gruner (1995).
Com base nesses modelos, a Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais desenvolveu esse dispositivo indutor de
trauma medular espinal em ratos, como uma
adaptagdo do modelo inicialmente proposto por
Silva et al. (2008) e Torres et al. (2010) e
utilizado por Costa (2010), Drummond (2010),
Caldeira (2011) e Rosado (2011). Exceto pela
auséncia de um potencidometro, que avaliaria os
parametros dindmicos do impacto, o trauma
medular espinal contuso aqui empregado se
assemelha ao descrito por Gruner (1995), o qual
tem sido extensamente utilizado por diferentes
grupos de pesquisa (Basso et al., 1996a; Velardo
et al., 2004; Lee et al., 2008).

Apesar de tecnicamente simples, a técnica de
trauma medular contuso, descrito no presente
estudo, exigiu treinamento do cirurgido para
realizagdo da laminectomia, sem que ocorresse
lesdo medular acidental. A utilizagdo de drill
pneumatico permitiu o rapido desgaste da
lamina dorsal da vértebra T12, mas a retirada da
mesma foi finalizada, cuidadosamente, com
uma pinga hemostatica de Halsted. O diametro
de abertura da lamina (5,0 mm) constituiu ponto
fundamental da técnica, possibilitando que a
haste atingisse a medula sem, no entanto, tocar
o tecido dsseo adjacente.

Em relagdo a dosagem de glutamato no liquor,
esta ¢ uma ferramenta versatil, utilizada em
estudos de neurociéncias variados, tanto para
mensurar o efeito antinociceptivo de farmacos
(Souza et al, 2008), quanto para avaliar a
intensidade de lesdo no sistema nervoso central
(McAdoo et al., 1999).

No presente trabalho, a colheita de liquor em
quantidade suficiente para dosagem enzimatica
de glutamato no espectrofluorimetro ndo se

mostrava compativel com a vida, sendo entdo
realizada a eutanasia dos animais.

Os resultados da dosagem de glutamato
evidenciam para a liberagdo aguda desse
neurotransmissor. Entretanto, sua concentragdo
elevada ndo persiste por longo periodo de
tempo, como ja demonstrado por Liu et al.
(1991) e McAdoo et al. (1999), que observaram
redugdo da concentracdo de glutamato no liquor
duas horas ap6s a indug@o do trauma medular.

Além disso, esses dados demonstram que a
energia potencial (Ep) de 0,00147 J, resultante
da haste de 10 g em queda a 15 mm de altura
sobre a dura mater, foi capaz de causar lesdo
medular de intensidade suficiente para induzir
quadro de excitotoxicidade, caracterizado pelo
aumento da concentracdo de aminoacidos
excitatorios no local da lesdo. Como ja descrito
por outros autores (Amar e Levy, 1999;
McAdoo et al., 1999; Leonard e Kirby, 2002),
esse quadro ¢ fundamental na fisiopatologia do
TME, determinando o aumento do influxo de
calcio intracelular e a morte celular.

Apesar de ndo ter sofrido trauma medular, o
grupo laminectomia (LMT) também mostrou
concentracdo de glutamato significativamente
maior que os animais submetidos apenas a
anestesia e coleta de liquor (CTL). Mas essa
resposta ja era esperada, haja vista que a
elevagdo da concentragao deste
neurotransmissor ocorre também por estimulo
nociceptivo (Souza et al., 2008), o qual foi
provocado pela propria intervengdo cirurgica.

Desse modo, os resultados obtidos mostram que
o dispositivo permitiu a obtencdo de trauma
medular contuso em ratos, com elevacdo de
glutamato no meio extracelular, caracterizando
um quadro de excitotoxicidade. Esse modelo
padronizado de TME em ratos foi, portanto,
utilizado no Experimento 2 do presente
trabalho.
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7.2 Experimento 2 - Avaliag¢do da
neuroprotecio do propofol e do
etomidato

O trauma medular contuso, adotado no presente
estudo, foi capaz de induzir, de forma eficiente,
lesdo aguda no tecido medular, de intensidade
leve a moderada, como demonstrado pelas
alteragdes  deambulatorias  observadas no
periodo poés-cirurgico, de acordo com a
classificagdo de Basso et al. (1995). Com isso,
promoveu-se maior preservagdo do tecido
nervoso, com indices de morte celular
decorrentes de apoptose, ao invés de necrose,
mais evidente no trauma medular grave.
Adicionalmente,  consideraram-se  estudos
acerca da neuroprotecdo encefalica induzida por
farmacos anestésicos que demonstraram efeito
protetor mais eficaz e duradouro em condi¢des
de isquemia e reperfusdo de menor intensidade
(Sano et al., 1993; Engelhard et al., 2004a;
Engelhard et al., 2004b).

Apesar de diversos estudos ja terem avaliado o
efeito neuroprotetor de agentes anestésicos em
modelos de isquemia e reperfusdo encefélica,
ainda sdo escassos os trabalhos sobre a
neuroprotecdo do propofol e do etomidato em
isquemia e reperfusdo medular. Com relagdo ao
efeito protetor desses farmacos em animais
submetidos ao trauma medular contuso, os
estudos sdo ainda mais incipientes, ndo sendo
encontrada na literatura  consultada a
comparagdo dos efeitos anti-apoptdticos do
etomidato e do propofol no trauma medular,
como proposto no presente trabalho.

Com relagdo as doses de propofol e etomidato,
as metodologias correspondentes variam entre
os estudos, incluindo as vias de administra¢do
desses farmacos, o tipo e a intensidade do
trauma, bem como os pardmetros avaliados e o
tempo de observagdo apos a lesdo. Assim, tem-
se a via intravenosa, com aplicacdo antes e
durante a inducdo da lesdo isquémica ou
traumatica (Sano et al., 1993; Drummond et al.,
1995; Patel et al., 1995; Yamaguchi et al., 2000;
Engelhard et al., 2004a; Engelhard et al., 2004b;
Gergek et al., 2007, Yamamoto et al., 2010; Yu
et al,, 2010), ou imediatamente apos a lesdo
(Dixon et al., 2003; Ates et al., 2006; Statler et
al., 2006); a via intra-arterial (Kumagai et al.,
2006; Lin et al., 2008a; Lin et al., 2008b) ¢ a via
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intraperitoneal (Kaptanoglu et al., 2002; Ergiin
et al., 2010).

No presente estudo, optou-se por realizar a
administra¢do do propofol e do etomitado por
via intraperitoneal (IP) pela facilidade de
aplicagdo e absor¢do semelhante a via
intravenosa (Lukas et al., 1971). Apesar de ndo
ser a via mais frequentemente utilizada, ja
demonstrou ser capaz de proteger os tecidos
organicos em diferentes modelos experimentais.
Ergiin et al. (2010) utilizaram propofol (10, 25 e
50 mg/kg) e etomidato (2,5, 5 e 10 mg/kg),
intraperitonealmente, antes de induzir isquemia
muscular e observaram redugdo da concentragdo
de indicadores de estresse oxidativo, mesmo nas
menores doses. De modo semelhante,
Kaptanoglu et al. (2002), comparando o efeito
neuroprotetor do tiopental e do propofol,
empregaram 40 mg/kg de propofol (IP) ou 15
mg/kg de tiopental (IP), imediatamente apods
trauma medular, e observaram neuroprote¢ao de
ambos os farmacos, embora mais evidente no
grupo que recebeu tiopental. Ainda, Cayli et al.
(2006) utilizaram dose unica de 2 mg/kg de
etomidato (IP) imediatamente apds trauma
medular contuso e obtiveram melhora no quadro
de peroxidacdo lipidica, semelhante ao grupo
que recebeu metilprednisolona.

Apesar de alguns estudos demonstrarem
resultados satisfatorios com determinadas doses
dos referidos anestésicos, como ilustrado acima,
no presente trabalho, a determinagdo das doses
se baseou em um estudo piloto, de modo a
estabelecer a menor dose intraperitoneal com
efeito anestésico no rato. Desse modo, foi
possivel mimetizar a aplica¢do de dose Gnica do
anestésico para intubacdo endotraqueal de um
paciente que seria submetido a um
procedimento cirtrgico em situagdo clinica de
emergéncia pds-trauma medular espinal. Nesse
contexto, foram propostas as doses de 30 mg/kg
para propofol e 3 mg/kg para etomidato por via
intraperitoneal, estando estas proximas aos
valores utilizados em outros estudos.

Dada a impossibilidade de realizagdo do
procedimento cirtirgico para indugdo do trauma
medular nos animais sem a utilizagdo de
anestésicos, no presente estudo, optou-se pelo
protocolo cetamina e xilazina, por conferir
plano anestésico cirirgico, com manutengdo de
parametros cardiovasculares dentro de limites



fisiologicos (Saha et al., 2007). Essa associagdo
anestésica foi administrada igualmente em todos
os grupos, sete minutos antes do inicio do
procedimento cirurgico, com o objetivo de
retirar seu efeito sobre os tratamentos. Embora a
cetamina tenha efeito neuroprotetor
comprovado, por antagonizar, de forma ndo
competitiva, receptores NMDA (Himmelseher
et al., 1996), esse farmaco ja foi utilizado, em
associagdo com xilazina ou ndo, em estudos
anteriores, sobre neuroprotecdo anestésica, para
anestesia  pré-tratamento, com resultados
satisfatorios para os farmacos testados
(Kaptanoglu et al., 2002; Kumagai et al., 2006;
Gergek et al., 2007).

Em se tratando do periodo de avaliagdo
utilizado, optou-se por sete dias para se
acompanhar a evolugdo clinica, as alteragdes
histologicas e a expressdo génica de indicadores
da apoptose. Isso devido ao fato de que os
eventos secundarios perpetuadores da lesdo
primaria, dentre eles a morte celular por
apoptose, se iniciam minutos apds o trauma,
podendo se prolongar por dias ou meses (Lu et
al., 2000). Apesar de alguns trabalhos sobre
neuroprotecdo  anestésica terem realizado
avaliagdes duas (Ergiin et al., 2008), 24
(Kumagai et al., 2006) e 48 horas apds o trauma
(Yamamoto et al., 2010), existe uma
preocupagdo sobre a incapacidade desses
farmacos em manter o efeito neuroprotetor por
periodos maiores. Dessa maneira, a avaliacdo
aos sete dias abrangeu os principais eventos
responsaveis pela progressdo da lesdo medular,
sendo possivel também sugerir evidéncias da
neuroprotecdo prolongada.

Com relag@o a avalia¢do clinica de capacidade
locomotora, o teste BBB foi de facil execugdo e
ndo representou condigdo de estresse aos
animais, ja que foi feito condicionamento a essa
situagdo nos trés dias que antecederam ao
procedimento cirGirgico. A manutengdo do
escore maximo no grupo CON indicou que a
laminectomia ndo causou lesdo ao tecido
medular a observagao clinica. Desse modo, os
animais  submetidos a lesdo  medular
apresentaram déficits neuroldgicos resultantes
apenas do trauma causado pela queda da haste
metalica sobre a medula espinal.

Os resultados obtidos na comparagdo das
medianas do escore BBB entre grupos e entre

dias sugerem recuperacdo clinica mais rapida do
grupo ETO, quando comparada aos grupos PRO
e CON". Essa recuperagio clinica mais precoce
observada no grupo ETO também foi observada
por outros autores. Yu et al. (2010) obtiveram
escores de fungdo neurologica semelhantes entre
os animais tratados com etomidato antes e
durante a les@o e aqueles sem lesdo (grupo
sham), em um modelo de isquemia e reperfusio
da medula espinal. De modo semelhante, Cayli
et al. (2006) obtiveram melhor recupera¢do da
fung@o locomotora nos animais tratados com
etomidato quando comparados com os dois
grupos  controle  positivo,  administrados
imediatamente apos trauma medular contuso.
Esses resultados, em conjunto, sinalizam o
etomidato como um firmaco neuroprotetor
medular. Entretando, visto que a avaliagdo
clinica ¢ um teste subjetivo, avaliagdes
histologicas e RT-PCR em tempo real foram
utilizados para confirmar essa observagao.

A respeito da avaliagdo histologica, a
mensuracdo da area da lesdo tem sido
amplamente empregada em diferentes estudos
com lesdes do SNC (Basso et al., 1996a; Joshi e
Fehlings, 2002; Cayli et al., 2006; Poon et al.,
2007) como uma ferramenta para avaliar a
neuroprotecdo por efeito de tratamentos no
tecido acometido.

A manuten¢do da morfologia normal da medula
no grupo CON’, em adi¢@o ao ja observado no
exame clinico, confirmou a auséncia de trauma
acidental durante a laminectomia. Em relagao
aos tratamentos propostos, a administragdo, em
dose unica, de propofol ou etomidato uma hora
apos o trauma, ndo foi capaz de reduzir a area
de lesdo tecidual decorrente do trauma medular.
Na literatura, a evidéncia de efeito protetor dos
agentes anestésicos, avaliado pela histologia,
possui resultados contrastantes, possivelmente
devido as diferengas de metodologia, como o
modelo experimental empregado, as dosagens e
os momentos de aplicagdo desses farmacos.
Dixon et al. (2003) e Adembri et al. (2006)
demonstraram reducdo do volume da lesdao no
cortex cerebral com a administragdo, em dose
unica, de 2 mg/kg de etomidato (IV) antes da
isquemia e 100 mg/kg de propofol (IP)
imediatamente apos a isquemia,
respectivamente. De modo semelhante, Cayli et
al. (2006) observaram redugdo da area de lesdo
apos tratamento com dose inica de etomidato (2
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mg/kg, IP), imediatamente apds trauma medular
espinal. Por outro lado, Drummond et al. (1995)
evidenciaram aumento da lesdo encefilica apds
administra¢do prolongada de etomidato antes e
durante a isquemia cerebral focal e durante a
reperfusdo. J4 Yamamoto et al. (2010) ndo
observaram diferenca significativa na area de
vacuolizagdo da substdncia branca apos
administracdo de 0,8 mg/kg/min (IV) de
propofol 30 minutos antes e durante os 15
minutos de isquemia espinal.

Ainda sobre a avaliagdo histologica, a técnica de
coloragdo por imunoistoquimica (IHQ) para
proteina  nuclear neuronal, Neu-N, foi
empregada para determinar a viabilidade
neuronal e o efeito neuroprotetor dos agentes
anestésicos em questdo. Basicamente, essa
técnica consistiu na demonstragdo de antigenos
presentes em seccdes de tecido através de
ligagdes antigeno-anticorpo, as quais se
tornaram evidentes apds reagdo de coloracdo
histoquimica (Ramos-Vara, 2005). A proteina
Neu-N, muito utilizada em estudos de
neurociéncias, foi  escolhida dada a
especificidade para células neuronais viaveis,
sendo detectavel tanto no nucleo quanto no
citoplasma desse tipo celular (Sun et al., 2009).

No presente estudo, a menor contagem de
células Neu-N positivas no grupo CON"
demonstrou que o trauma infligido & medula
espinal, embora de intensidade leve a moderada,
foi capaz de reduzir significativamente a
quantidade de neurdnios viaveis. Contudo, a
comparagdo entre os animais submetidos ao
trauma e que receberam placebo ou um dos dois
tratamentos propostos, ndo confirmou o efeito
neuroprotetor dos fAirmacos anestésicos sobre as
células neuronais aos sete dias pds-trauma.
Resultado semelhante foi observado por
Engelhard et al. (2004a), que, em um modelo de
isquemia e reperfusdo cerebral, avaliaram a
viabilidade neuronal com emprego de dupla
marcagdo imunoistoquimica com anticorpos
Neu-N e Caspase-3 ativada. Neste estudo, ndo
demonstraram diferenga significativa entre o
grupo controle e o tratado com propofol um, trés
e sete dias apds o insulto isquémico, mas
somente aos 28 dias. Com base nessa
informagdo, € possivel que o periodo de
observacdo estabelecido no presente estudo ndo
tenha sido suficiente para determinar a
neuroprote¢do neuronal. Por outro lado, em
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modelos de isquemia e reperfusdo medular, foi
observada maior preservagdo neuronal nos
grupos tratados com propofol (Zeng et al.,
2009a; Yamamoto et al., 2010) e etomidato (Yu
et al., 2010), mas diferente de Engelhard et al.
(2004a), aqueles realizaram apenas
caracterizagdo morfoldgica dos neurénios pela
coloragdo com hematoxilina e eosina.

Mas seria possivel haver efeito protetor dos
farmacos avaliados sobre as células da
neurdglia? Sabe-se que tanto o propofol (Zeng
et al.,, 2009a) quanto o etomidato (Patel et al.,
1995) interferem na liberagao de
neurotransmissores excitatorios. Além disso, as
células da neurdglia, especialmente
oligodendrocitos e astrocitos, ja se mostraram
sensiveis a elevagdo desses aminoacidos através
da ativacdo de receptores nao-NMDA (Li e
Stys, 2000). Portanto, a avalia¢do de indicadores
de apoptose em neurdnios e células da neurdglia
poderia trazer resposta a esta questao.

Para investigar os eventos relacionados a
apoptose, foram avaliadas a fragmentagdo de
DNA e a expressdo de Bax, ambos in sifu, bem
como a expressdo génica de Bax, Bcl-Xl,
Caspase-9 e Caspase-3.

A técnica imunoistoquimica de TUNEL teve
como objetivo estudar a efetivagdo do processo
de morte celular de neurdnios e células da
neurdglia nos diferentes grupos experimentais.
A marcagdo de células TUNEL positivas, aos
sete dias pos-trauma, avaliou a segunda onda de
apoptose em células da glia, especialmente
oligodendrocitos, que ocorre apés o TME, como
ja demonstrado por Liu et al. (1997). O ensaio
se baseou na ligacdo especifica da enzima TdT
(transferase  deoxinucleotidil ~ terminal) a
extremidade 3'-OH do DNA fragmentado, e na
subsequente amplificagdo pela ligagdo avidina-
peroxidase. Assim, foram marcadas as células
que tiveram clivagem do seu DNA, tanto pelo
processo de necrose quanto de apoptose (Huerta
et al, 2007). Apesar dessa técnica, isoladamente,
ndo ser um indicador especifico de apoptose, ela
tem sido utilizada em conjunto com outras
metodologias para este fim.

As contagens médias de células TUNEL
positivas por campo sugerem que a
administra¢do tanto de propofol (PRO) quanto
de etomidato (ETO), uma hora apds trauma



medular, foi capaz de reduzir de forma
semelhante a morte de células, embora essa
reducdo ndo tenha sido suficiente para refletir
em reducdo da area da lesdo, como discutido
anteriormente.

A redugdo da fragmentacdo do DNA presente
em células nervosas por agdo do tratamento com
propofol também foi documentada por outros
autores, corroborando, assim, o que se verificou
no presente estudo. Acquaviva et al. (2004) e
Wu et al. (2011) observaram que o propofol
reduziu a morte celular por apoptose em
modelos de cultura de células nervosas. De
modo semelhante, Engelhard et al. (2004a) e
Engelhard et al. (2004b), avaliando a ativacdo
das vias da apoptose em isquemia e reperfusdo
encefalica, demonstraram que o propofol foi
capaz de influenciar favoravelmente o equilibrio
de proteinas pro-apoptdticas e anti-apoptéticas,
inibindo assim a morte apoptdtica de neurdnios.
Interessante que ainda ndo foi documentada
redugdo da apoptose na medula em animais
submetidos a trauma e tratados com etomidato.

A técnica de RT-PCR em tempo real foi
utilizada para quantificar a expressdo génica de
indicadores de apoptose, nos animais
submetidos ao trauma medular, em relagdo ao
grupo CON'. A técnica consistiu na
amplificacdo de sequéncias génicas especificas
de RNA-m (primers) e na quantificagdo da
fluorescéncia (SYBR) emitida ao longo da
reagdo. Como resultado, foi obtida a quantidade
relativa de RNA-m nas células, que codificava
para os genes supracitados (Valasek e Repa,
2005; VanGuilder et al., 2008), segundo a
formula 27447,

Apesar de ter sido observada maior expressdo
génica para Bax no grupo CON" que nos grupos
ETO e PRO, a diferenga ndo foi significativa
(p=0,25). Entretando, a avaliagdo por
imunofluorescéncia para essa mesma proteina,
permitiu a observagdo de diferenga significativa
entre os grupos CON" ¢ CON”, demonstrando a
ativacdo da via intrinseca pro-apoptotica
secundaria ao trauma espinal, como ja descrito
por Qiu et al. (2001). Interessante também notar
que os grupos ETO e PRO foram
estatisticamente semelhantes ao grupo CON’,
sugerindo uma menor expressdo de Bax nos
grupos tratados com propofol e etomidato, como
observado por Engelhard et al. (2004a) para o

propofol, em modelo de isquemia cerebral. A
diferenga dos resultados obtidos nas avaliagdes
de PCR e imunofluorescéncia para a mesma
proteina pode ser justificada pelas proprias
técnicas empregadas, lembrando que o RT-PCR
em tempo real avalia a expressdo génica do
RNA-m que codifica para Bax e, na
imunofluorescéncia, ¢ quantificada a proteina ja
sintetizada, sugerindo portanto uma redugdo da
expressdo génica aos sete dias pds-trauma, mas
uma quantidade mais expressiva dessa proteina
ja teria sido sintetizada no tecido medular.

Com relagdo a expressdo de Bcl-XI, a auséncia
de diferenga entre os grupos também foi
observada por Engelhard et al. (2004a) aos sete
dias poés-isquemia para a proteina Bcl-2,
sugerindo que a avaliagdo do efeito do propofol
e do etomidato sobre a expressdo génica desses
indicadores da apoptose, no presente estudo,
tenha sido tardia para detectar essas alteragdes,
ja que a ativagdo da via intrinseca mitocondrial
ocorre de forma aguda, 24 a 72 horas pos-
trauma (Qiu et al., 2001).

Com relagdo as caspases, a auséncia de
diferenca significativa na expressdo relativa de
caspase-9 vai ao encontro do obtido para a
expressao génica de Bax e Bcl-Xl, ja que a
ativacdo da pro-caspase-9 e sua clivagem em
caspase-9 ¢ dependente da liberagdo de
citocromo C na via mitocondrial da apotose
(Heiden e Thompson, 1999; Adrain e Martin,
2001; Huerta et al., 2007).

Para a expressdo génica de caspase-3, o menor
valor para essa protease nos grupos PRO ¢ ETO
que no CON" sugere que o efeito neuroprotetor
do propofol envolve a inibigdo da caspase-3,
uma protease efetora da apoptose, que leva a
fragmentacdo do DNA, como confirmado pela
marcacdo histoquimica de TUNEL. A menor
expressdo desse gene para o grupo ETO que
para o CON', embora ndo significativa, pode
sugerir que aos sete dias, a inibicdo da
expressdo génica para caspase-3 no grupo ETO
ja tenha ocorrido, ou ainda que o efeito
neuroprotetor do etomidato ocorra por um
mecanismo de apoptose independente das
caspases, através da ativacdo de fator indutor de
apoptose (AIF), como citado por Kawaguchi et
al. (2005), podendo ser alvo de futuros estudos.
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Em conjunto, os resultados obtidos no presente
estudo apontam para um efeito neuroprotetor
mais precoce do etomidato sobre o TME, e um
efeito neuroprotetor mais tardio para o propofol,
embora ambos tenham mostrado efeito sobre a
medula  espinal lesada.  Entretanto, a
confirmagdo dessa observagdo so serd possivel
em trabalhos futuros, na comparagdo de
diferentes tempos de avaliagéo.

Embora os mecanismos de redugdo da apoptose
nos estudos sobre neuroprote¢do com emprego
de farmacos anestésicos ndo  estejam
completamente elucidados, foi demonstrada a
participagdo do propofol e do etomidato na
redu¢do da peroxidagdo lipidica, através da
ativacdo de antioxidantes enddgenos, como
superoxido desmutase (Yu et al., 2010) e
glutationa (Cayli et al., 2006), bem como pela
reducdo da liberagdo de glutamato (Patel et al.,
1995) e da produgdo de radicais livres de
oxigénio, como xantina oxidase e 6xido nitrico
(Cayli et al., 2006). Como a formagdo de
espécies reativas de oxigénio interfere na dupla
camada de 4cidos graxos insaturados da
membrana lipidica das células, constituindo
importante fator desencadeador da apoptose, ¢é
possivel que a agdo anti-apoptdtica do propofol
e do etomidato ocorra por esse mecanismo.
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8. CONCLUSOES

Diante dos resultados do presente estudo €
possivel concluir que:

* O dispositivo indutor de trauma medular
espinal para ratos, desenvolvido pela EV-
UFMG, produz lesdo medular padronizada, com
quadro de excitotoxicidade, mostrando-se valido
para o estudo de neuroproteg@o anestésica.

* O etomidato, administrado em dose tinica por
via intraperitoneal, na dose de 3 mg/kg, permitiu
recuperagdo clinica da fungdo locomotora de
forma mais precoce.

* Os agentes anestésicos propofol e etomidato,
administrados em dose TUnica por via
intraperitoneal, nas doses de 30 mgkg e 3
mg/kg, respectivamente, reduziram a morte
celular no tecido medular aos sete dias pos-
trauma.

* O mecanismo de ag@o neuroprotetor do
propofol e do etomidato ndo foram totalmente
elucidados, mas a via mitocondrial parece estar
envolvida, com efeito mais precoce do
etomidato, contudo outros estudos, com
menores intervalos de avaliagdo, sdo necessarios
para confirmar essa observagao.
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ANEXO 1
Certificado de aprovacio do projeto pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 164/2008, relativo ao projeto intitulado “ Efeito
neuroprotetor de agentes anestésicos na injurica aguda a medula espinhal
de ratos Wistar", que tem como responsavel(is) Eliane Gongalves de Melo ,
esté(30) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacao Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reuniao de 10/ 09/2008.

Este certificado expira-se em 10/ 09/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 164/2008, related to the project entitled
“Neuroprotective effect of anesthetic agents on the acute spinal cord
injury in Wistar rats’”, under the supervisiors of Eliane Gongalves de Melo, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in September 10, 2008.

This certificate expires in September 10, 2013.

Belo Horizonte, 15 de Setembro de 2008.
. A
T3
v ) ‘ fa e - :
b L [coevnds
Prof. Humberto Pereira Ofiyeira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonic Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpqg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO 2

Protocolo geral para imunoistoquimica (Neu-N)

Estufa 65°C (15 min)

Xilol 1 e 2 (30 min cada)

Alcool absoluto 1, 2 ¢ 3 (5 min em cada)

Alcool 90% (5 min)

Alcool 80% (5 min)

Alcool 70% (5 min)

Agua corrente (5 min)

Tampao citrato 0,01M e pH 6,0 a 90°C em banho-maria (20 min)
Tampao citrato 0,01M e pH 6,0 a temperatura ambiente (20 min)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Bloqueio de peroxidases enddgenas com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol (30 min) —

temperatura ambiente no escuro.
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PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Soro bloqueio (30 min) — cdmara imida a temperatura ambiente
Anticorpo primario anti-Neu-N - dilui¢do 1:1000 (overnight)
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Anticorpo secundario (45 min) — cdmara umida a temperatura ambiente
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

Estreptovidina-peroxidase (30 min) - cAmara umida a temperatura ambiente
PBS (5 min)

PBS (5 min)

PBS (5 min)

DAB (30 seg)

Agua corrente (10 min)

Hematoxilina (4 seg)

Agua corrente (10 min)

Alcool 70% (3 min)

Alcool 80% (3 min)

Alcool 90% (3 min)

Alcool absoluto 1, 2 ¢ 3 (10 min em cada)

Xilol 1 e 2 (15 min em cada)

Montagem das laminas com balsamo do Canada



ANEXO 3
Protocolo para TUNEL
FragEL DNA Fragmentation Detection Kit — TdT Enzyme

Estufa 67°C (5 min)

Xilol 1 € 2 (10 min em cada)

Alcool absoluto 1 e 2 (5 min em cada)

Alcool 90% (3 min)

Alcool 80% (3 min)

Alcool 70% (3 min)

TBS (5 min)

Triton-X 0,5% em agua destilada (10 min)

TBS (5 min)

TBS (5 min)

Proteinase K (20 min) — temperatura ambiente

TBS (5 min)

TBS (5 min)

Bloqueio de peroxidases endogenas com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol (30 min) —
temperatura ambiente no escuro.

TBS (5 min)

TBS (5 min)

TdT Equilibration Buffer (20 min) — temperatura ambiente
TdT Labeling Reaction Mixture (1.5 hs) — estufa a 37°C
TBS (5 min)

Stop Solution a 37°C (5 min) — temperatura ambiente
TBS (5 min)

TBS (5 min)

Blocking Buffer (10 min) — temperatura ambiente

1X Conjugate (30 min) — cAmara Gimida a temperatura ambiente
TBS (5 min)

TBS (5 min)

DAB (15 min)

Agua destilada (10 min)

Methyl Green (4 min)

Mergulhe 3 vezes em alcool absoluto

Deixe escorrer 0 excesso

Mergulhe 3 vezes em éalcool absoluto novo

Deixe escorrer 0 excesso

Mergulhe 3 vezes em xilol

Montagem das ldminas com Balsamo do Canada
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ANEXO 4

Protocolo para imunofluorescéncia (Bax)

Exposi¢do em luz ultra-violeta por 2hs

Estufa 67°C — 5 min

Xilol 1 —30 min

Xilol 2 — 15 min

Xilol 3 — 5 min

Alcool absoluto 1, 2 € 3 — 5 min em cada

Alcool 95% - 5 min

Alcool 80% - 5 min

Banho de agua destilada — 15 min

PBS 0,15M (1, 2 e 3) — 5 min em cada

Permeabilizagdo com Triton X-100 a 0,1% - 10 min a temperatura ambiente

Recuperacdo antigénica com tampdo citrato em banho-maria — 20 min a 98°C + 20 min em
temperatura ambiente

Bloqueio de peroxidases endogenas com peroxido de hidrogénio a 3% em metanol (30 min) —
temperatura ambiente no escuro.

PBS 0,15M (1, 2 ¢ 3) — 5 min em cada

Bloqueio das peroxidases endogenas com PBS 0,15M + 5% de soro de ovelha + 1% de BSA — 60
min a temperatura ambiente

Sudan Black B 0,01% em etanol 70% - 20 min (camara umida e temperatura ambiente)

Agua corrente — 3 min

PBS 0,15M + 0,02% Tween 20 (1, 2 ¢ 3) — 5 min em cada

Incubar com PBS 1x + 1% de BSA + Anticorpo primario anti-Bax (1:100) - Overnight a 4°C

PBS 0,15M (1, 2 e 3) — 5 min em cada

Incubar com PBS 1x + 1% de BSA + Anticorpo secundario (1:1000) — 1h (temperatura ambiente e
escuro)

Incubar com DAPI (1:1000)— 30 min depois do anticorpo secundario (temperatura ambiente)

PBS 0,15M (1, 2 ¢ 3) — 5 min em cada

Secar e montar com Ahydromount

Armazenar em freezer.



ANEXO 5

Medianas de deambulagdo em campo aberto (BBB) de ratos submetidos a2 laminectomia
como controle negativo (CON’) e trauma medular espinal associado a anestesia com
propofol (PRO), etomidato (ETO) ou placebo como controle positivo (CON).

Controle Controle

Dias . o Etomidato Propofol
negativo positivo

0 214 214 214 214

1 2 1 aA le 8bB 5bB

2 ZlaA le 8bB 8bB

3 21% 2,5%8 11,5 10°8

4 21% 74 148 13,5%
5 21 7,5% 16,52 14,5%
6 21 aA SbA 1 7abA 16bA

7 21 10,5"A 18%°4 16"

Medianas seguidas de letras maitisculas iguais na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Friedman (p>0,05). Medianas seguidas de mesma letra mintiscula na linha
nao diferem entre si pelo teste de Kruskal Walllis (p>0,05).
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