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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da subfracdo PnTx3-6, oriunda do veneno de Phoneutria
nigriventer, sobre a lesdo medular aguda em ratos Wistar. Foram utilizados 18 animais, machos, com
aproximadamente trés meses de idade, pesando em média 350g. Os animais foram submetidos a
laminectomia (Grupo G1 — controle negativo) da décima segunda vértebra toracica, sendo 12 destes
(Grupos G2 e G3) submetidos ainda ao trauma medular compressivo com uso de um aparelho
estereotaxico, com peso de 70g por cinco minutos, exercendo pressdo direta sobre a medula espinhal.
Apo6s 30 minutos, foi administrado o tratamento aos animais traumatizados por meio de injecdo
intramedular no local da lesdo. Os animais do grupo G2 (controle positivo) receberam 2ul de PBS,
enquanto os animais do grupo G3 receberam 200pMol de PnTx3-6 diluidos em 2 ul de PBS. Avaliagdes
da funcdo neuroldgica foram realizadas 24 horas ap6s o trauma e diariamente por oito dias a fim de
analisar a graduar as fungBes motoras e sensitivas no periodo pés cirdrgico, bem como a recuperagdo
destas quando presente. No oitavo dia pos-cirdrgico, os animais foram eutanasiados e tiveram o tecido
medular coletado para avaliacdes morfologicas microscdpicas e para avaliagdo da integridade neuronal
por imunohistoquimica com anticorpo monoclonal anti-NeuN. N&o foram encontradas diferengas
estatisticas significativas entre os Grupos G2 e G3 nas diferentes avaliagbes motoras. As avaliacdes
descritivas dos segmentos medulares avaliados indicaram les6es mais brandas nos animais pertencentes
ao grupo tratado com a PnTx3-6, quando comparados ao grupo tratado com PBS, onde maiores regides de
malacia foram observadas. No entanto, esta observacdo ndo se repetiu na avaliacdo por
imunohistoquimica, na qual ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos. Sugere-se,
assim, que a subfracdo PnTx3-6, na dose de 200pMol por via intralesional, administrada 30 minutos apés
o trauma medular, ndo foi capaz de promover neuroprote¢do, ndo diminuindo a gravidade das lesdes
secundarias decorrentes do trauma medular primario. Sugere-se, ainda, que outros estudos, com diferentes

doses, tempos de administracdo e observacao e intensidade do trauma sejam realizados.

Palavras-chave: Trauma medular, Phoneutria nigriventer, PnTx3-6, rato, avaliagbes motoras
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of the PnTx3-6 sub fraction, derived from
Phoneutria nigriventer toxin, on acute spinal trauma in Wistar rats. Eighteen male animals,
approximately three months old, weighting an average of 350g were used. All animals underwent
laminectomy (Group G1 — negative control) on 12" thoracic vertebrae, and 12 of them (Groups G2 and
G3) were also submitted to compressive spinal injury by a weight drop model (70g for five minutes)
applying pressure directly over the duramater. After 30 minutes, treatment was administered to the
traumatized animals by intra medullar injection at the lesion site. Animals from group G2 (positive
control) received 2ul of PBS, while animals from group G3 received 200pMol of PnTx3-6 diluted in 2 pl
of PBS. Neurological function evaluations were performed 24 hours after trauma and daily for eight days
in order to analyze and graduate motor and sensitive functions over post surgical period, as well as
recovery when applicable. On the eighth day post surgery, animals were euthanized and had their spinal
tissue collected for microscopic morphological and neuronal integrity evaluation by
immunohistochemistry with anti-NeuN monoclonal antibody. No significant statistical differences were
found between groups G2 and G3 in all behavioral tests. Descriptive evaluations of the spinal segments
analyzed outpointed to milder lesions in animals treated with PnTx3-6, when compared to animals treated
only with PBS, where larger areas of degeneration were observed. Nevertheless, this observation was not
seen on immunohistochemistry labeled slides, where no relevant statistical difference between treatments
was observed. We suggest, this way, that the PnTx3-6 sub fraction, on the dose of 200pMol, administered
by intralesional injection 30 minutes after trauma, was not able to promote neuroprotection, not reducing
the gravity of secondary lesions due to spinal injury primary lesions. Still, further studies using different
doses, periods of treatment, observation and trauma intensity should be carried out to elucidate the real

efficacy or inefficacy of this toxin.

Keywords: Spinal cord injury, Phoneutria nigriventer, PnTx3-6, rat, behavioral tests
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1. Introdugéo

Os traumas a medula espinhal sdo comuns
na medicina humana e veterinaria, e geralmente
acarretam graves conseqiiéncias aos individuos
acometidos, como perda parcial ou total das
funcdes sensitivas, motoras e autonémicas. Além
da inaptidao para retornar a vida normal, somam-
se perdas financeiras geradas pelos elevados
custos médicos. Na medicina veterinaria, a lesdo
medular muitas vezes resulta em eutanésia do
animal afetado, e consequente estresse fisico e
emocional dos proprietarios (Bergman et al.
2000, Dumont et al., 2001).

A injaria & medula espinhal, geralmente
de natureza irreversivel, é resultante de um fator
primario, que se origina de forgas mecanicas o
qual acarreta uma sequéncia de eventos
bioquimicos e celulares que causam a lesdo
secundaria (Bergman et al. 2000, Dummont et
al., 2001). Essas alteragbes secundarias
caracterizam-se por diversos distdrbios locais,
tais como comprometimento da circulagéo local,
isquemia, edema e inflamagdo. S&o causadas por
uma cascata de eventos intra e extracelulares
conseqlientes a privagdo de oxigénio, mudancgas
nas concentragdes idnicas e liberacdo anormal de
neurotransmissores como o glutamato (Dumont
et al., 2001).

Portanto, o objetivo do tratamento de
pacientes com lesdo espinhal €, principalmente,
prevenir as alteracBes celulares desencadeantes
dos eventos secundarios possibilitando a

recuperacdo neuroldgica (Lanz et al., 2000).

Os tratamentos mais comuns em medicina
veterinaria se fundamentam principalmente na
administracdo de antiinflamatérios, sendo os
corticéides ampla e rotineiramente utilizados em
lesbes da medula espinhal e cirurgias (Olby,
1999; Bergman et al., 2000; Olby et al., 2005).

Por outro lado, para o tratamento da
injdria aguda a medula espinhal admite-se que, 0
blogueio dos canais para Na" e Ca’, e de
neurotransmissores poderia diminuir a isquemia
e consequentes alteragdes geradas no local, bem
como a apoptose, visto que este é o principal
mecanismo de morte neuronal e consequente
perda das fungdes (Hall e Springer, 2004; Faden
e Stoica, 2007).

Neste contexto, surgem 0S Venenos
produzidos por animais que, possuem, em sua
maioria, composi¢des elaboradas e complexas,
constituindo uma vasta biblioteca, com enorme
potencial farmacolégico a ser explorado (Gomez
et al., 2002). Suas toxinas, dentre elas as
produzidas pela Phoneutria nigriventer, possuem
propriedades terapéuticas, que potencialmente

resultariam em novos farmacos.

O veneno da aranha armadeira,
Phoneutria nigriventer, tem importancia na
identificacdo e definicdo farmacol6gica de
diferentes canais i6nicos presentes nas células do
organismo de mamiferos. A purificagdo e o
fracionamento desse veneno tém permitido
avancos na descoberta de sitios e mecanismos de
acdo celulares. Dentre suas diferentes fracdes
isoladas, destaca-se a PnTx-3 pelo seu efeito
sobre o0s canais ibnicos presentes no sistema

nervoso. A subfracdo PnTx3-6 inibe os canais de
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Ca®* diminuindo sua concentragdo intracelular e
a liberacdo de glutamato dependente de Ca®*
(Vieira et al., 2003).

Desta forma, este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da subfracdo PnTx3-6
da toxina oriunda do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer no tratamento de ratos
Wistar submetidos ao trauma agudo da medula
espinhal.Especulou-se assim, pela primeira vez,
uma possivel atuacdo da fracdo PnTx3 sobre o

trauma medular agudo.
2. Revisao de Literatura

2.1. Trauma medular

O trauma a medula espinhal pode ser
definido com uma lesdo resultante de um
traumatismo  sobre a medula espinhal,
comprometendo completa ou parcialmente, suas
funcBes principais, motora, sensitiva, autonémica

e reflexa (Dumont et al., 2001).

As lesBes medulares s8o comuns nas
medicina humana e veterinaria, e ainda hoje uma
importante causa de morbidade e mortalidade,
acarretando graves consequéncias aos individuos
acometidos (Bergman et al., 2000). Mais de
10000 norte americanos, a grande maioria abaixo
dos 30 anos de idade, sdo acometidos anualmente
pelo trauma medular (Sekhon e Fehlings, 2001).
Além da perda fisica sofrida por estes individuos,
somada aos custos financeiros, o trauma medular
possui  efeitos psicossociais profundos e
devastadores para os pacientes, familiares e

amigos (Dumont et al., 2001).

Na medicina veterindria as causas mais
comuns de trauma agudo a medula espinhal em
caes e gatos incluem hérnia aguda do disco
intervertebral, traumas (causando fraturas e
luxacbes de vértebras ou lesbes  por
hiperextensdo), e eventos vasculares, como
trombo  fibrocartilaginoso.  Geralmente, 0s
animais acometidos séo eutanasiados, resultando
assim em estresse emocional e psicologico dos
proprietarios (Bergman et al., 2000; Dumont et
al., 2001).

Diferentes tipos de trauma podem ser
infligidos sobre a medula espinhal dentre os
quais podem-se destacar concussdo, compressao,
laceracdo e isquemia (Olby et al., 2005). Estas
forcas sdo responsaveis pela lesdéo mecénica
primaria sobre a medula espinhal a qual em sua
forma mais discreta causaria uma concussdo com
déficits neurolégicos transitorios e em sua forma
mais grave, paralisia completa e permanente.
Enquanto a lesdo discreta pode ser caracterizada
por despolarizacdo axonal e perda transitoria da
funcdo, a lesdo grave é caracterizada por lesdes
axonal e neuronal priméria, seguida por lesdo
tecidual secundéria que se expande a partir do
local central da lesdo (epicentro) (McDonald e
Sadowsky, 2002; Kwon et al., 2004).

A lesdo priméria inicia uma cascata de
eventos que causa redugdo progressiva da
perfusdo sanguinea e necrose neuronal. A
extensdo da injdria tecidual primaria, assim
como a lesdo secundéaria estd diretamente
relacionada a energia aplicada sobre a medula
espinhal no momento do trauma. O dano tecidual

secundario ocorre em sua maioria nas primeiras
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48 horas apds a lesdo primaria (Olby et al.,
2005).

As intervengbes  clinico-cirdrgicas
empregadas atualmente frente ao trauma medular
agudo visam minimizar a lesdo secundaria e
proteger os elementos neurais remanescentes no
sitio da injaria primaria. Estudos em animais
demonstram persisténcia da funcdo neuroldgica
com a preservacdo de 1,4% a 12% do nlmero
total de ax6nios neste local (Fehlings e Tator,
1995). Sob a hip6tese de que, mesmo pequenos
ganhos em intervengdes neuroprotetoras podem
surtir efeitos funcionais relevantes a recuperagao
neuroldgica, é que se torna de extrema
importdncia que o0s pacientes acometidos
recebam cuidados clinicos emergenciais apds o
trauma,

suplementados  por intervengdes

farmacolégicas neuroprotetoras quando
apropriado (Kwon et al., 2004; Hall e Springer,

2004; Rosenzweig e McDonald, 2004).

2.2. Patofisiologia do trauma medular

agudo

\

As lesbes primarias aplicadas a medula
espinhal geralmente podem ser classificadas em
quatro mecanismos caracteristicos: 1) Impacto
com compressao persistente; I1) Impacto isolado,
com compressdo tempordria; I11) Distracéo e; IV)
Laceracdo / transeccdo. O mais comum destes
mecanismos,  impacto com  compressdo
persistente, pode ser observado em hérnias de
disco, luxacbes vertebrais e fraturas com
fragmentos 6sseos comprimindo a medula

(Dumont et al., 2001).

O trauma mecénico inicial tende a lesar
primariamente a substancia cinzenta, poupando a
substancia branca, principalmente em sua por¢éo
periférica. A maior susceptibilidade da
substancia cinzenta a lesdo se deve a sua
consisténcia mais macia e maior vascularizagdo.
Evidéncias de hemorragia no interior da medula
espinhal se desenvolvem rapidamente, e o fluxo
sanguineo é interrompido apds a lesdo primaria,
resultando em infarto local, hipoxia e isquemia
(McDonald e Sadowsky, 2002). Essa condicao é
particularmente prejudicial a substancia cinzenta,
devido & sua alta demanda metabolica. Os
neurbnios que se encontram no local da lesdo
priméria sdo rompidos e sofrem reducdo da
mielinizagdo com consequente interrupcdo da
transmissdo nervosa por microhemorragias e

edema proximo ao local da lesdo (Young, 1993).

Imediatamente ap6s a injaria primaria,
ocorre infiltracdo por neutréfilos que secretam
citocinas e enzimas liticas que podem agravar a
lesdo tecidual e recrutarem outras células
(Popovich et al., 1997). Mondcitos e macréfagos
oriundos da circulagdo, assim como as células
locais da micréglia sdo ativados e fagocitam o
tecido lesado (Dusart e Schwab, 1994). Estas e
outras células reativas produzem citocinas, como
fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas e
interferons, que comp&em a resposta inflamatoria
e contribuem com o dano tecidual (Klusman e
Schawab, 1997).

Hipotenséo, hipovolemia com
consequente isquemia na medula espinhal sdo
considerados como 0s aspectos mais importantes

na lesdo secundaria, ainda que o mecanismo pelo
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qual a isquemia ocorre ainda ndo esteja
inteiramente elucidado (Dumont et al., 2001;
Kwon et al., 2004).

O rompimento mecanico da
microvasculatura causado pelo trauma primario
leva a formacdo de hemorragia e trombose
intravascular, que em combinacdo com
vasoespasmo de veias integras e edema no local
da lesdo pode desencadear um quadro grave de
hipoperfusdo e isquemia com progressdo para
necrose hemorrdgica (Tator e Fehlings, 1991;
Dumont et al., 2001).

A alta demanda metabdlica dos neurdnios
fazem com que a substancia cinzenta seja
extremamente sensivel as lesdes isquémicas, que
podem ser agravadas pela perda dos mecanismos
auto-regulatérios que normalmente promovem
rigido controle sobre a hemodindmica da medula
espinhal. A perda desse mecanismo predispde-na
a flutuacBes da pressdo arterial sistémica, que
podem contribuir com o agravamento da lesdo
secundaria, uma vez que alguns pacientes
apresentam um quadro de hipotensdo e
bradicardia consequente a perda de ténus vagal

(choque neurogénico) (Kwon et al., 2004).

Hiperemia ocorre ap0s o0 estagio de
perfusdo reduzida, com consequente queda no
pH perivascular causado pelo acimulo de
metabolitos &cidos como lactato. Apos este
periodo de isquemia, a medula espinhal pode
apresentar um quadro de reperfusdo que exacerba
a lesdo e morte celular através da geracdo de
agentes deletérios, como radicais livres e outros
subprodutos téxicos (Basu et al., 2001). Radicais

livres oxigenados (incluindo super d&xido,

radicais hidroxila, éxido nitrico, peroxinitrato e
outros) sdo produzidos durante a isquemia com
uma elevagdo mais pronunciada durante o
periodo inicial de reperfusdo exacerbando a lesao

secundaria (Kwon et al., 2004).

Estes compostos altamente energéticos
que contribuem para o estresse oxidativo, sdo
gerados por vérias vias celulares, incluindo
Oxido-nitrico sintetase, ativacdo de fosfolipases
mediadas por Ca®, xantina oxidases e células
inflamatérias. Quando o0 estresse oxidativo
excede a capacidade antioxidante celular, como
nos traumas do SN, a produgdo destas espécies
reativas causa a oxidacdo de proteinas, lipidios e
acido nucléico (Lewén et al., 2000; Cuzzocrea et
al., 2001).

Esse estresse oxidativo pode ainda
impedir o funcionamento de pontos chaves na
cadeia respiratéria mitocondrial, alterar DNA e
proteinas associadas e inibir ATPase sodio e
potassio. Com isso, induz colapso celular,
culminando finalmente em necrose ou apoptose.
Portanto, a peroxidacdo lipidica é de extrema
importancia no processo patofisiolégico agudo
da lesdo medular, durante o periodo inicial de
hipoperfusdo, e principalmente durante a

reperfusdo subseqliente (Cuzzocrea et al., 2001).

AlteracBes bioquimicas e disturbios
hidroeletroliticos também ocupam papel central
no mecanismo de lesdo secundaria ao trauma
medular agudo. Neurotransmissores excitatorios
sdo liberados e acumulados, e especula-se que
causam danos diretos & medula espinhal

associados ainda, a producdo de radicais livres,
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isquemia e alteracbes da microcirculacdo
(Dumont et al., 2001).

O glutamato, o principal neurotransmissor
excitatorio do SNC, é liberado excessivamente
acumulando-se

apés a lesdo  primaria,

rapidamente em resposta a isquemia e
despolarizacdo de membranas (Gasic e
Hollmann, 1992). Niveis toxicos sdo atingidos
em até 15 minutos ap6s o trauma, podendo
causar danos diretos e indiretos (Wrathall et al.,
1996). Ao atuar sobre receptores ionotropicos
AMPA e Kainato, parece resultar em actmulo
precoce de sédio intracelular, causando edema
citotdxico e acidose intracelular. A falha nos
mecanismos Na“ K* ATPase pode exacerbar o
acumulo intracelular de Na*, agua e perda de K*
extracelular.  Adicionalmente, fons  Ca®*
acumulam no meio intracelular produzindo
alteracdes fisioldgicas e causando maiores danos.
Também, o aumento extracelular de potassio
parece resultar em despolarizacdo excessiva de
neurdnios, afetando negativamente a conducéo
neuronal. Ainda, a deplecdo de magnésio
intracelular possui efeitos deletérios sobre os
processos  metabdlicos  como  glicdlise,
fosforilagdo oxidativa e sintese protéica, além de
afetar adversamente reacBes onde o magneésio
atua como co-fator. A deplecdo de magnésio
pode ainda contribuir com o aumento do Ca®*
intracelular e todo o processo patofisiolégico
associado a este fon, pois 0 Mg protege as
células neuronais bloqueando receptores NMDA
reduzindo a excitotoxicidade (Choi, 1987; Choi,
1992; Dawson e Dawson, 1996; Cuzzocrea, et

al., 2001).

A ativacdo glutamatérgica de receptores
NMDA permite que os ions célcio e sddio do
meio extracelular movam-se para o interior da
célula, em um gradiente, onde a concentragao de
Ca’* é normalmente baixa e controlada. O
glutamato pode ainda desencadear a liberacdo de
calcio de reservatorios intracelulares para o
compartimento citoplasmatico. Esta elevada
concentragdo de célcio no citoplasma e na
mitocdndria desencadeia uma série de processos
calcio-dependentes capaz de alterar o0
metabolismo celular. Dentre estes mecanismos se
encontram ativacdo de lipases, como calpainas,
fosfolipase A2 e lipoxigenase com a formacgéo de
radicais livres e desregulacdo do processo de
fosforilizacdo oxidativa mitocondrial levando a
apoptose da celula (Choi, 1987; Mody e
McDonald, 1995; Kwon et al., 2004).

A apoptose pode ser desencadeada por
uma série de mecanismos, incluindo citocinas,
leséo inflamatoria, radicais  livres e
excitotoxicidade. Dados de modelos
experimentais de trauma medular em ratos
evidenciaram que apoptose, particularmente
ativada por caspases, contribui
significativamente com a lesdo medular
secundaria. A cascata apoptética no SNC ¢é
ativada em  neurdnios, oligodendrécitos,
micréglia e possivelmente astrocitos. Apoptose
na microglia e oligodendrocitos contribui com a
lesdo secundaria inflamatéria e com a
desmielinizacdo po6s- injdria, respectivamente.
Em neurdnios determina perda celular e possui
implicagdes claramente negativas na recuperacdo

(Schuman et al., 1997; Springer et al., 1999;
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Beattie et al, 2000; Li et al., 2000; Citron et al.,
2008).

Calpainas degradam importantes
componentes estruturais do SNC incluindo
proteinas estruturais da unidade ax6nio-mielina.
Adicionalmente, outras proteases e quinases Ca**
dependentes destroem membranas celulares e
resultam em dissolucdo de certos componentes,
como neurofilamentos. A ativacdo de lipases,
ciclooxigenases e lipoxigenase resultam na
conversdo de acido aracddnico em tromboxanos,
protaglandinas e leucotrienos. Estas substancias
contribuem com a reducdo do fluxo sanguineo
causada por agregacdo  plaquetaria e
vasoconstricdo, além de auxiliarem na resposta
inflamatdria e peroxidacao lipidica.
Adicionalmente aos danos diretos a membrana
celular, a peroxidacdo lipidica resulta em um
ciclo, onde ha producdo de radicais livres, que
continuam causando danos a membrana celular,
resultando em mais peroxidacdo lipidica e
formacdo de radicais (Boucher e Phelps, 1997;

Shields et al., 2000).

Portanto, altas concentragdes
intracelulares de célcio contribuem com a leséo
secundaria interferindo  com a  fungdo
mitocondrial, inibindo a respiracdo celular, a
qual ja se encontra prejudicada pela hipoxia e
isquemia decorrentes da lesdo inicial. Mas, ao
mesmo tempo, é dificil afirmar e determinar a
importancia da homeostase do calcio nas lesoes
do SNC, uma vez que a elevacdo citoplasmatica
e mitocondrial deste representa um ponto comum

na via de morte neuronal consequente a diversos

mecanismos e insultos (Dumont et al., 2001,
Kwon et al., 2004; Mattson, 2007).

2.3. Tratamento do trauma medular

Atualmente pouca esperanca resta aos
individuos acometidos pelo trauma medular.
Cuidados especializados emergenciais, cirurgias
de descompressdo e estabilizacdo de vértebras,
bem como administracdo de antiinflamatdrios
estereoidais durante a fase aguda do trauma séo
hoje os protocolos padrdes do tratamento. No
entanto, todos estes cuidados nem sempre sdo
suficientes para proporcionar um progndstico
favordvel a recuperacdo plena (Ackery et al.,
2004).

Na medicina veterindria o panorama é
ainda pior, uma vez que na maioria dos casos,
ignora-se os cuidados emergenciais, diminuindo
assim a possivel janela de atuagdo do clinico
(Olby, 1999). Além disso, os métodos
diagndsticos disponiveis sdo pouco sensiveis,
dificultado ainda mais a tarefa do cirugido,
quando o animal é de fato encaminhado a

cirurgia (Lanz et al., 2000).

Em pequenos animais, assim como em
humanos, a metilprednisolona € também o
farmaco padrdo para o tratamento desta injlria.
Terapia complementar como fisioterapia e
acupuntura sdo recomendadas em associacdo ao
tratamento farmacologico, tendo demonstrado
bons resultados na rotina clinica (Olby, 1999;
Olby et al., 2005).

Um estudo clinico em humanos chamado
de estudo nacional sobre lesdo medular aguda

(NASCIS 1) teve inicio em 1979, e comparou
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doses de metilprednisolona (100mg e 1000 mg
via 1V) sobre o trauma medular agudo. Foram
observados poucos beneficios na recuperagao
funcional, e ndo houve diferenga significativa
entre os grupos de dose baixa ou alta apds seis
meses ou um ano. Atualmente, a terapia de altas
doses de metilprednisolona, ainda que nédo
oficialmente aprovada nos Estados Unidos para o
tratamento do trauma agudo de medula, continua
sendo o tratamento padrdo utilizado ndo sé neste
pais, mas em quase todos o0s paises onde é

comercializada (Hall e Springer, 2004).

Estudos recentes relativos a lesdo medular
aguda tém focado principalmente em reduzir a
lesdo secundéaria, com acdo em diversos pontos
desta complexa cascata de eventos celulares,
e/ou em estratégias para promover a regeneracao
neuronal como o emprego de células tronco (Hall
e Springer, 2004; Rosenzweig e McDonald,
2004; Lim e Tow, 2007).

2.4. Modelos

estudo do trauma medular

experimentais para

As causas de traumas medulares sdo as
mais diversas, assim como a fisiopatogenia
tecidual resultante, e o desfecho funcional destas
(Grill, 2005). A necessidade de maior
esclarecimento sobre a patofisiologia do trauma
agudo da medula espinhal e de condi¢Ges nas
quais potenciais tratamentos possam  ser
avaliados levou ao desenvolvimento de
numerosos modelos experimentais de trauma
medular (Kwon et al, 2002). O refinamento de
modelos animais que reproduzem precisamente a
patofisiologia observada no trauma medular em

humanos e em pequenos animais deve

proporcionar um cendrio ideal para teste de
intervengdes que supostamente reduziriam a
lesdo induzida pelo trauma medular na fase
aguda, e restabeleceriam a funcéo perdida na fase
cronica. Estudos baseados nestes modelos tém
gerado  grandes  expectativas para 0
desenvolvimento de novas intervengdes clinicas

(Grill, 2005).

Modelos experimentais onde a medula
espinhal é seccionada completa ou parcialmente
tém enfrentado criticas pela disparidade em
relagdo as injurias traumaticas contusivas e/ou
compressivas comumente  observadas em
humanos e animais domésticos. No entanto, estes
modelos fornecem valiosas informagdes sobre
regeneracdo de tratos axonais especificos, objeto
de dificil estudo a partir de modelos contusivos,
nos quais invariavelmente, axonios sdo
preservados. Por outro lado, a simulagdo mais
realistica de forcas biomecénicas em modelos
contusivos permite avaliacdo de intervencdes
neuroprotetoras durante 0 processo
patofisioldgico agudo, bem como estratégias para
regeneragdo axonal dentro de um contexto mais
representativo, relevante e proximo da realidade
e rotina clinica (Schwartz e Fehlings, 2001;

Kwon et al, 2002).

Reginald Allen, em 1911, foi o primeiro a
descrever um modelo de contusdo medular, no
qual um peso era langado sobre a medula
espinhal de ces, previamente exposta pela
laminectomia. A partir deste estudo pioneiro,
uma variedade de abordagens foi desenvolvidas
para mimetizar o trauma contusivo/compressivo

em diversas espécies animais (Young, 2002).
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Muitos desses modelos empregam um peso
definido, langado de um altura também definida
pelo pesquisador sobre a medula exposta, a fim
de promover réapido deslocamento do tecido
medular por uma forca uniforme aplicada
pontualmente sobre o mesmo (Grill, 2005).
Nestes modelos, dois aspectos importantes
devem ser mencionados. Primeiro, a evolucdo da
lesdo ao longo do tempo, razoavelmente
uniforme entre 0s animais empregados,
proporcionando desta forma, cendrio para
avaliagdo  de  estratégias  neuroprotetoras
empregadas na fase aguda do trauma. E, a
segunda observagdo importante é que, mesmo
guando ha& paraplegia ap6s um trauma
contusivo/compressivo, a medula raramente
sofre transeccdo completa, preservando, ainda
que de forma residual, tecido normal periférico a
area lesionada, e a quantidade de tecido poupado
se correlaciona com as fungdes motora e
sensitiva residuais (Kwon et al, 2002). Tais
modelos incluem o classico e amplamente
utilizado NY Impactor, da Universidade de Nova
lorque, assim como varios outros modelos que se
baseiam no lancamento de peso, como Falconer
et al., 1996; Kuhn e Wrathall, 1998; Farooque,
2000; Iwanami et al., 2005; Silva et al., 2008,
Torres et al. 2010. Atualmente, o rato e o
camundongo sdo o0s animais mais utilizados
nestes modelos, seja pelo custo e acessibilidade
dos mesmos, e ainda pelo seu potencial

transgénico (Kwon et al, 2002).

Esforco tem sido direcionado para
aperfeicoar a consisténcia e precisdo das forgas
biomecénicas aplicadas durante a realizacdo do

trauma experimental, na expectativa de promover

déficits funcionais e neuropatoldgicos uniformes
e padronizados. A capacidade em controlar,
firmemente, os pardmetros da injdria e os
resultados obtidos no animal utilizado ¢é
mandatéria  para a  confiabilidade e
reprodutibilidade experimental (Kwon et al,
2002). Este tem sido também um desafio de
pesquisadores do trauma medular desde a criacdo
do antigo modelo proposto por Allen (Grill,

2005).

2.5. Toxinas de Phoneutria nigriventer

Os venenos produzidos por animais
possuem, em sua maioria, composi¢es
elaboradas e complexas, destinados,
normalmente, a caca, protecdo e alimentacdo,
constituem vasta biblioteca, com enorme
potencial farmacolégico a ser explorado (Gomez
et al., 2002). A estrutura e 0 mecanismo de acdo
desses venenos estdo relacionados diretamente
com o proprio modo de vida dos animais. Muitas
toxinas possuem alvos especificos, vitais ao
organismo, como as neurotoxinas que se ligam
aos canais ibnicos ativados por voltagem,
modificando suas propriedades e modo de acdo
(Catterall et al., 2005). O estudo de como estas
toxinas causam imobilizacdo e até morte atrai a
atencdo de pesquisadores interessados em
entender  seus  mecanismos de  acdo,
vislumbrando ainda seus potenciais de aplicacdo

em biotecnologia (Borges et al.,2009).

Como resultado de milhdes de anos de
evolugdo, as moléculas presentes nos venenos de
aranha possuem a vantagem de ter alta
seletividade e afinidade por certos receptores,

ocasionando efeitos especificos mesmo em
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baixas concentracBes. Toxinas purificadas a
partir dos venenos de aranha tém auxiliado na
identificacdo e caracterizagfo de canais idnicos e
suas fungbes (Catterall et al., 2005). Canais
ibnicos sdo estruturas importantes para a
manutencdo das funcdes vitais em um
organismo. Presentes em todas as membranas
bioldgicas, regulam o movimento idnico entre o
meio intra e extracelular, sendo cruciais na
geracdo de potencias de agdo e mecanismos de
transducéo de sinais nas células de vertebrados e
de invertebrados(Borges et al.,2009).

O veneno da aranha armadeira,
Phoneutria nigriventer (PN), tem sido estudado
por sua complexa constitui¢do e possivel atuagéo
em diferentes sistemas organicos, bem como
pelo emprego na identificacdo e definicdo
farmacolégica de diferentes canais idnicos. A
purificacéo e o fracionamento desse veneno tém
permitido avancos na descoberta de sitios e
mecanismos de acdo celular. Diferentes fracGes
possuem acOes distintas sobre canais idnicos
presentes no sistema nervoso, estas fracGes
podem constituir potenciais agentes terapéuticos,
para o emprego em afec¢fes ainda sem
tratamento efetivo, como o trauma & medula
espinhal (Gomez et al., 2002).

Estudos de purificacdo por filtracdo em
gel e cromatografia de fase reversa
demonstraram que o veneno de PN pode ser
classificado em trés categorias, considerando o
seu conteudo protéico: 1) peptideos neurotéxicos
ativos em mamiferos e insetos; 2) peptideos
atdxicos ativos em mdsculo liso; e 3) enzimas.

Rezende et al. (1991) isolaram a partir do veneno

bruto uma fracdo ndo toxica (PhM) e trés fracdes
neurotoxicas PnTx1, PnTx2 e PnTx3.
Posteriormente, outra fracdo foi isolada, a
PnTx4, que se mostrou altamente tdxica para
insetos, mas aparentemente atoxica para
mamiferos (Figueiredo et al., 1995; Lima et al.,
2002).

As fragdes neurotdxicas PnTx1, PnTx2,
PnTx3 e PnTx4 foram

purificadas pela combinacdo de cromatografia de

posteriormente

fase reversa (HPLC) e cromatografia de troca
ibnica, resultando nas caracteriza¢des funcional e
estrutural de  véarias  subfragdes.  Estas
demonstraram atividade em diferentes canais
ibnicos, com variados graus de seletividade

(Gomez et al., 2002; Lima et al., 2007).

Dentre as fragdes isoladas, destaca-se pelo
efeito sobre o sistema nervoso a toxina PnTx3. A
injecdo desta, por via intracerebroventricular,
teve como efeito paralisia flacida (Rezende. et
al., 1991; Cordeiro et al., 1993), resultante da
inibicdlo de neurotransmissores  excitatorios
(Gomez et al., 1995; Prado et al., 1996;
Guatimosim et al., 1997; Ledo et al., 2000,
Gomez et al., 2002). A fracéo purificada PnTx3 é
capaz de inibir a liberacdo de glutamato
dependende de Ca®*,através de sua acdo sobre
canais para célcio do tipo P/Q, os mais
abundantes no sistema nervoso. De forma
semelhante, diminui também o aumento da
concentragdo intracelular de calcio, como
demonstrado em experimentos in-vitro, frente a
estimulos de despolarizacdo de membranas
(Prado et al., 1996).
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Experimentos posteriores purificaram a
fragdo PnTx3, resultando em seis subfracdes
diferentes, nomeadas PnTx3-1 a PnTx3-6.
Ensaios realizados in-vitro mostraram que
PnTx3-3 e PnTx3-4 bloguearam o influxo de
calcio pelos canais ibnicos frente a
despolarizacdo de membranas (Guatimosin et al.,
1997; Reis et al., 1999; Dos Santos et al., 2002).
Células do hipocampo de ratos adultos
submetidas a isquemia por baixa oxigenacdo e
glicose foram avaliadas por Pinheiro et al.(2006).
Foi observada neste estudo, citoprotecdo
neuronal induzida por essas neurotoxinas, que
resultou em menor mortalidade celular que a do

grupo controle.

A fracdo PnTx3-6 inibiu os canais para
Ca?* diminuindo a concentragdo intracelular de
Ca’* e a liberagdo de Ca?* glutamato dependente,
como estabelecido por Vieira et al., (2003),
sugerindo que a toxina teve como alvo 0s canais
para Ca®. Inibiu também a elevacdo de Ca®
intracelular desencadeada por K* e a liberagéo de
glutamato Ca®* dependente em sinaptossomas
(Vieira et al., 2003). Em outro estudo conduzido
por Vieira et al. (2005) foram utilizadas células
HEK 293 com expressdo de canais para calcio
Cay, (tipo N) que foram submetidas a um
insulto isquémico por privacdo de oxigénio e
glicose. No grupo tratado com a subfracdo
PnTx3-6, observou-se inibicdo significativa das
correntes de Ca”" e, consequente menores taxas
de morte celular. Desta forma, PnTx3-3, PnTx3-
4 e PnTx 3-6 sdo bloqueadores de canais para
calcio neuronais de amplo espectro (Prado et al.,
1996; Guatimosim et al., 1997; Reis et al., 1999;
Vieira et al., 2003; Vieira et al., 2005). Ainda,

PnTx3-4 inibe também a recaptacdo de
glutamato (Reis et al., 1999).

A propriedade bloqueadora da fragdo
PnTx3-6 em canais para calcio dependentes de
voltagem foi também avaliada por Souza et al.
(2008), a fim de testar sua acdo analgésica. A
toxina foi capaz de prevenir e reverter
eficientemente as dores quimica e neuropatica,
baseada na inibicdo de canais para calcio e no
blogueio da liberacdo de glutamato em
sinaptossomas localizados na medula espinhal de

ratos.

Experimentos in-vitro demonstraram que
as fracbes PnTx3, PnTx3-3 e PnTx3-4 possuem
efeito neuroprotetor sobre isquemia celular
induzida (Pinheiro et al., 2006). Resultados como
estes, segundo 0s autores, demonstram o0
potencial das toxinas presentes na fracdo PnTx3
como drogas modelo para a prevencao de danos

cerebrais consequentes & isquemia.

2.6. Avaliagdes clinicas motoras

O objetivo final do tratamento da lesdo
medular é promover a recuperagdo funcional do
individuo. Para tanto, se faz necesséario possuir
métodos de avaliagdo capazes de determinar e
quantificar a recuperacdo da fungdo locomotora
associada ao tratamento (Kunkel-Bagden et al.,
1993).

Avaliacdes comportamentais sdo
importantes  ferramentas para determinar o
resultado das lesbes experimentais a medula
espinhal, bem como a recuperacdo dos animais e
efeitos de diferentes tratamentos ao longo do

tempo (Von Euler et al, 1996). Assim, o
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resultado funcional avaliado auxilia na realizacdo
de estudos clinicos futuros (Sédy, 2008). Os
testes devem ser capazes de examinar respostas
reflexas especificas, sendo ainda sensiveis a
diferencas sutis no padrdo de locomocdo e de
funcdo dos membros em diferentes avaliacdes
que desafiam a capacidade motora (Kunkel-
Bagden et al., 1993).

Preferencialmente, os exames devem ser
de facil execucdo, necessitando minimo
condicionamento prévio e causando o menor
estresse possivel aos animais, sem a necessidade
de equipamentos elaborados, proporcionando
uma avaliacdo confidvel sobre diferentes graus
de lesdo (Von Euler et al., 1996). O teste
comportamental ideal deve ser capaz de fornecer
dados objetivos e quantitativos para um grande
nimero de animais, apresentando diferentes
graus de capacidade motora, possuindo ainda
padrdes de desempenho aceitaveis. Infelizmente,
ndo existe um teste capaz de preencher todos
estes requisitos. Desta forma, cada investigador
deve selecionar avaliacbes que atendam aos
requisitos essenciais para o experimento que esta
sendo conduzido, controlando ao maximo as
limitagdes inerentes as avaliacfes empregadas
(Basso, 2004).

A dificil tarefa de obter todas estas
caracteristicas em um s teste faz com que os
pesquisadores ao utilizarem uma combinacéo de
diferentes avaliacBes, consigam resultados mais
completos e fidedignos (Von Euler et al., 1996).
O uso de mais de uma avaliagdo em um Unico
experimento  diminui a variabilidade do

desempenho do animal causada por estresse,

manipulacdo, ritmo circadiano, habituacdo e dor
pos-operatéria. Ainda, os efeitos de um
tratamento  podem ser mimetizados ou
mascarados por mecanismos compensatorios.
Um fator a ser considerado quando se combina
avaliacdes ¢ a potencial sobreposicdo parcial dos
resultados, devido a uma rede neural em comum,
ainda que, para muitas destas avaliacdes, a via
envolvida na mediagdo do comportamento
respectivo ndo esteja completamente elucidada.
Muir e Webb (2000) recomendam que uma
bateria de testes deve conter: (I) uma medida de
habilidades motoras durante a atividade
locomotora espontanea; (II) uma medida de
habilidades durante tarefas comportamentais
treinadas e; (Il1) uma avaliagdo de funcgéo

reflexa.

Em um estudo retrospectivo realizado por
Sédy et al. (2008), foram estabelecidas as
caracteristicas e potenciais usos de diversas
avaliagbes comportamentais para diferentes
modelos de trauma a medula espinhal. As
recomendagdes se basearam em 553 trabalhos
publicados em periddicos cientificos de lingua
inglesa com fator de impacto definido, no
periodo de 1995 a 2007. A selecdo cuidadosa das
avaliagdes comportamentais, adequadas ao tipo e
intensidade da lesdo experimental, bem como da
duracdo do estudo, se faz importante a fim de
obter maior precisdo e confiabilidade nos
resultados, assegurando que ndo ocorra
interpretacdo errdnea dos resultados observados.
Desta forma, podem ser escolhidos diversos
testes a serem empregados, com o intuito de

obter maior precisdo da avaliacdo das respostas

22



de acordo com o modelo de trauma empregado e

os resultados a serem observados.
2.6.1. BBB (teste locomotor)

A avaliagdo da capacidade motora
espontanea em campo aberto proposta por Basso,
Beatie e Bresnaham (BBB), baseada na escala
inicialmente descrita por Tarlov em 1954 é
segundo Sé&dy et al. (2008) o teste mais utilizado
e difundido entre o0s grupos que pesquisam
trauma medular. A escala BBB representa uma
categorizacdo detalhada e ordinal da recuperagdo
locomotora dos membros posteriores apos leséo
a medula espinhal. Cada valor atribuido (escore)
pontua sem ambiguidade um estagio Unico e
sequencial da melhora comportamental (Basso et
al., 1995 e 1996). A escala numérica de 22 itens,
abrange de 0 (auséncia de atividade motora
espontanea) a 21 pontos (fungdo motora normal
— marcha coordenada consistente, liberacdo dos
dedos consistente, pata predominantemente
paralela ao corpo durante contato inicial e
retirada, cauda consistentemente elevada e

estabilidade de tronco consistente) (Tabela 1).

Valores de 0 a 7 indicam retorno de
movimentos isolados do quadril, joelho e
tornozelo, correspondendo a fase inicial da
recuperacdo. Valores de 8 a 13 determinam
retorno  no posicionamento das patas e
movimentos  coordenados  dos  membros
posteriores; enquanto valores de 14 a 21
demonstram retorno da liberacdo dos dedos
durante as passadas, posicionamento
predominante das patas, estabilidade de tronco e
posicionamento de cauda, 0 que representam as

fases intermediaria e tardia da recuperacdo do

trauma, respectivamente. Os animais sdo testados
em uma superficie ndo escorregadia, em uma
area de 110cm por 90cm. Dois avaliadores
conjuntamente determinam um escore ao animal,
baseados na analise de seus movimentos na area
de teste ap6s um periodo de quatro minutos
(Basso et al., 1995).

O teste BBB difere de outros sistemas de
avaliacdo locomotora em varios aspectos.
Primeiro, o valor atribuido ao animal ndo é um
somatorio de componentes comportamentais
isolados e, cada valor na tabela requer o
preenchimento de um conjunto de caracteristicas.
Desta forma, os valores ndo sdo ambiguos, uma
vez que um mesmo valor ndo pode representar
duas condicOes diferentes. Segundo, os valores
cobrem  vérios  tragcos  comportamentais,
representando uma caracterizacdo detalhada da
funcdo locomotora. Em terceiro lugar, a
ordenagdo dos valores determina melhora
progressiva e cada estdgio da recuperacgdo
representa melhora em relacdo ao anterior.
Portanto, a curva de melhora observada no BBB
¢ monotonica, crescendo, progressivamente com
0 tempo. No entanto, os valores do BBB
possuem algumas desvantagens em potencial. O
fato de diferentes partes da escala se basearem
em diferentes critérios pode determinar causas
ndo homogéneas para variabilidade dos valores
atribuidos ao longo da tabela. Além disso, ainda
que sejam valores ordinais, estes ndo s&o
necessariamente equidistantes uns dos outros. A
diferenga entre os valores 1 e 2 pode ndo ser a
mesma entre os valores 11 e 12. Por dltimo, uma
limitacdo inerente a escalas semi-quantitativas e

7

subjetivas é a variabilidade introduzida pelas
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impressGes do avaliador. O uso de definicbes

operacionais para  determinar  categorias

comportamentais pode auxiliar na reducéo desta
variabilidade (Basso et al., 1996; Basso, 2004).
Ainda que alguns autores questionem como
possivel desta

limitacdo, a subjetividade

avaliacdo, a experiéncia de diversos grupos de
pesquisa demonstra que o treinamento dos
avaliadores, bem como a padronizacdo das
condicBes e rigor na realizagdo das avaliagGes
minimizam esta limitagdo ao méaximo (Basso et
al., 1996).

Tabela 1. Escores e caracteristicas® locomotoras segundo o teste de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB)

Escore Caracteristicas Comentario

0 Sem movimento observavel dos MPs .

1 Movimento discreto de uma das articulagdes dos MPs. Discreto = <50% da articulacéo.

2 Movimento extenso de uma articulagdo e possivel movimento discreto de outra articulagdo  Extenso = > 50% da articulagao.

dos MPs.

3 Movimento extenso de duas articulagdes dos MPs. 2 articulagdes = coxofemoral e
femoratibial.

4 Movimento discreto das trés articulacbes dos MPs. 3 articulagdes =  coxofemoral,
femorotibia e tibiotarsica.

5 Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da terceira dos MPs. 3%= geralmente tibiotarsica.

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

7 Movimento extenso das trés articulagbes dos MPs.

8 Passada sem suporte de peso ou posicionamento plantar sem suporte de peso. Extensdo ritimica das trés articulagdes.

9 Posicionamento plantar com suporte de peso somente em estacdo ou passada dorsal com Suporte de peso = contracdo do MP

suporte de peso ocasional, frequente ou consistente e sem apoio plantar. durante o posicionamento plantar da

pata ou elevacdo do trem posterior em
estacéo.
Coordenagdo = 1lpasso do MP para 1
passo do MA, passos do MP alternados.

10 Passos ocasionais com suporte de peso sem coordenagéo dos MPs com os MAs (MP-MA). Ocasional => 5% e < 50%.
Passos = contato da face plantar com
suporte de peso, avango dos MPs para
reestablecer contato plantar.

11 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso sem coordenagdo MP-MA. Frequente = 51-94% do tempo.

12 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenagdo MP-MA ocasional Consistente = > 95% do tempo.

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

14 Passada plantar consistentemente coordenada, com a posicao da pata predominantemente  Rotacionada = rotacdo interna ou

rotacionada durante contato inicial e retirada; Passada plantar frequente, coordenacéo

externa da pata traseira parada ou
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15

16

17

18

19

20

21

MP-MA consistente e ocasional passada dorsal.

Passadas plantares coordenadas consistentes, liberagéo dos dedos ausente ou ocasional
durante avanco do membro, posicionamento da pata predominantemente paralela ao
corpo durante contato inicial.

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

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

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

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

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

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

durante inicio do movimento

Paralela = pata traseira paralela ao corpo
parada ou durante inicio do movimento

Cauda abaixada = cauda toca a
superficie durante as passadas

Cauda elevada = cauda ndo toca a
superficie

Instabilidade de tronco = mudanga de
peso lateralmente durante mudancas
bruscas de direcéo e quedas

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

#Cada escore representa um grupo Unico de caracteristicas locomotoras. Pontos chaves entre os escores estdo destacados em

negrito. Comentarios esclarem as definicdes. (Adaptado de Basso et al., 1996)

2.6.2. Plano inclinado (teste motor)

O teste do plano inclinado avalia a
capacidade do animal em se manter sobre uma
superficie posicionada em diferentes angulos
aumentados gradativamente. O animal ¢€
colocado sobre uma placa de 28x30cm, coberta
com borracha de 1mm de espessura com a
cabeca para cima em uma posi¢cdo em que sua
cabeca e corpo sejam perpendiculares ao eixo
do plano. O é&ngulo de inclinacdo é entdo
gradativamente aumentado, em dire¢do a
posicdo vertical, até que o rato ndo seja capaz de
manter a posicdo inicial. O maior &ngulo em que
o0 animal consegue se sustentar estavelmente por

5 segundos é entdo anotado. A capacidade do

animal de se manter sobre o plano inclinado
correlaciona-se com a integridade do trato
rubro-espinhal e outras vias ndo piramidais ap6s
0 trauma & medula espinhal (Rivlin e Tator,
1977; Fehlings e Tator, 1995; Silva et al., 2008)

2.6.3. Reflexos de retirada (teste sensitivo)

Reflexos de retirada sdo um grupo de
respostas reflexas sendo desencadeadas frente a
um estimulo nociceptivo. S8o avaliadas a
velocidade e a forca com que o membro
posterior é retirado, quando estimulado por
extensdo, pressao ou dor. Com dois dedos,
indicador e polegar, o avaliador extende o
membro posterior do animal para trds e

pressiona o coxim plantar entre os dois dedos. A
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resposta avaliada pode ser classificada em
ausente, normal, ou anormal (Gale et al., 1985;
Von Euler et al., 1997). Ainda que pouco
sensivel, este teste é de facil execucdo, e
utilizado a fim de avaliar a integridade dos
circuitos de reflexos segmentares espinhais
(S&dy, 2008).

2.6.4. Avaliacbes do posicionamento
tétil/proprioceptivo (teste

sensitivo/motor)

Estas avaliacfes baseiam-se no fato de
que a resposta de  posicionamento
tatil/proprioceptivo dos membros posteriores
pode ser desencadeada tocando-se levemente a
pele da face dorsal da pata sem que ocorra
movimentacdo articular. O animal responde
levantando o membro posterior e posicionando-
0 sobre o obstaculo (Kunkel-Bagden et al.,
1993; Metz et al., 2000). O animal é sustentado
pelo tronco, com 0s membros posteriores livres.
As faces dorsal e lateral de cada pata sdo
colocadas em contato com a borda de uma tabua
a fim de desencadear o reflexo. A velocidade e
precisdo em colocar os pés sobre o obstaculo
sdo avaliadas. A resposta reflexa pode ser
considerada ausente, normal ou anormal (Gale
et al., 1985; Von Euler et al., 1997).

3. Materiais e métodos

A execucdo deste estudo foi aprovada
pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CETEA) da Universidade Federal de
Minas Gerais sob o certificado nimero 10/2009
(Anexo 1).

3.1. Toxina PnTx3-6

Uma amostra liofilizada da subfracéo
PnTx3-6 oriunda do veneno de Phoneutria
nigriventer foi fornecida pela Fundacdo
Ezequiel Dias (FUNED). Para quantificar a
toxina esta foi re-suspendida em solucdo de PBS
estéril, e uma aliquota foi utilizada em um
ensaio de dosagem protéica pelo método de
Lowry. Uma vez determinada a concentragéo, o
volume foi ajustado para 100pMol/uL, ¢ a
solucdo aliquotada em tubos tipo micro
eppendorf, sendo conservadas em freezer (-

20°C) até 0 momento da aplicac&o.

3.2. Animais

Foram utilizados 18 ratos (Rattus
novergicus), de linhagem Wistar, machos, com
aproximadamente trés meses de idade pesando
350g, provenientes do biotério do ICB - UFMG.
Aos 30 dias de idade, os animais foram
desverminados com tiabendazol®, na dose de
100mg/kg, via oral, em dois tempos, com um
intervalo de 15 dias entre a primeira
administracdo. Os ratos foram mantidos em
caixas plasticas com trés animais/caixa, tendo
livie acesso a &gua e racdo comercial® e
submetidos a ciclos de luz de 12hs claro/escuro.
Estes animais foram mantidos por todo o
periodo no biotério do Centro Experimental de
Pequenos Animais (CEPA) da Escola de

Veterinaria da UFMG. Os animais foram

! Thiaben®, Tiabendazole 50mg/ml; Uci-Farma,

Sédo Paulo, Brasil.

2 Nuvilab®, Nuvital Nutrientes S/A, Curitiba,

Brasil.
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divididos aleatoriamente em trés grupos com
seis animais cada. Animais do grupo 1 (G1)
foram  submetidos & laminectomia e
eutanasiados aos oito dias. Animais do grupo 2
(G2) foram submetidos a laminectomia e trauma
contusivo/compressivo  a medula espinhal,
receberam PBS trinta minutos apds o trauma e
foram eutanasiados oito dias ap6s o
procedimento. Ja os animais do grupo 3 (G3)
foram submetidos & laminectomia, receberam
PnTx3-6 trinta minutos ap6s o trauma e foram

eutanasiados oito dias ap6s o procedimento.

3.3. Procedimento cirdrgico

Os animais foram encaminhados para
cirurgia asséptica e imediatamente antes do
procedimento, receberam antibioticoterapia com
cefalotina sédica® na dose de 30 mg/kg, por via
intravenosa e ainda, medicacdo pré-anestésica
com cloridrato de tramadol* na dose de 2mg/Kg,
por via intramuscular. A inducéo e manutencéo
anestésicas  foram  realizadas  utilizando
isofluorano vaporizado em sistema semi aberto

por meio de méscara.

Uma vez anestesiados, 0s animais
tiveram a regiéo toracolombar dorsal depilada, e
foram posicionados, em decubito esternal, sobre
uma placa de vidro de 20cmx20cm. Esta, por
sua vez, foi entdo colocada sobre uma mesa

cirtrgica confeccionada a partir de duas placas

% Cefalotina Sodica injetavel 1g., Antibidticos do
Brasil LTDA., Séo Paulo, Brasil.

* Tramadon®, Cloridrato de tramadol 50mg/ml,
Cristalia produtos quimicos farmaceuticos Ltda., ltapira,

Brasil

de polietileno, paralelas entre si e separadas por
quatro hastes de aluminio, onde uma bolsa
térmica de 1000ml com agua aquecida a 80°C
foi introduzida, afim de manter o animal
aquecido. Diversas perfuracbes na placa
superior, em contato com o animal, permitiam

um aumento da troca de calor com o animal.

Foi realizada a anti-sepsia do campo
cirtrgico com iodopovidona e alcool iodado.
Incisbes de pele e tecido subcutdneo foram
realizadas, na linha média dorsal entre a décima
vértebra toracica e a primeira vértebra lombar
(T10 a L1). As insercBes dos musculos epiaxiais
de T10-L1 foram incisadas, e estes afastados
lateralmente. Com o auxilio de uma pinca goiva
realizou-se osteotomia do processo espinhal da
décima segunda veértebra toracica (T12), e em
seguida a retirada da lamina dorsal da vértebra
(laminectomia) empregando-se drill pneumatico
neurolégico® e microscépio cirdrgico® (Fig.1 B).
As brocas do drill foram constantemente
irrigadas com solugdo fisioldgica’ para evitar o
hiperaquecimento tecidual. Apos a visualizagao
da medula espinhal, foi provocado trauma
mecanico compressivo sobre a duramater com
emprego de um aparelho estereotdxico
modificado a partir do modelo proposto por
Silva et al., 2008 e Torres et al., 2010 (Fig.1 A).
O trauma foi realizado através da colocacao de

um peso de 70g, por 5 minutos exercendo

® Aesculap

¢ Opto DM Plus, Opto Eletronica S.A., Sdo Carlos,

Brasil

" Cloreto de sodio a 0,9%; Laboratério Sanobiol

Ltda., Sdo Paulo, Brasil.
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pressdo em uma superficie de 1mm sobre a
medula da regido de T12 (Fig.1 C). Uma vez
retirada a compressdo, o local foi irrigado com
solucdo fisioldgica. O animal permaneceu
anestesiado por 30 minutos, sem receber
qualquer estimulo, e ao término desde periodo,

o tratamento foi aplicado de acordo com cada

grupo.

Em seguida, realizou-se sutura dos musculos
previamente afastados e reducdo do espago de
morto com sutura continua nos padrdes
Reverdin e simples, respectivamente; A
dermorrafia foi realizada com padréo de sutura
simples separado. Todas as suturas foram

realizadas utilizando fio de poliglecaprone 3.0

Figura 1. Fotografias do procedimento de trauma medular em ratos Wistar. A) Aparelho estereotéxico desenvolvido na EV/UFMG.

B) Laminectomia utilizando drill pneumatico neurolégico C) Momento da injdria medular do tipo contusiva/compressiva.

Apb6s a cirurgia, os animais foram
mantidos em observacdo, recebendo oxigénio
medicinal em mascara e mantidos aquecidos até
a recuperacdo anestésica, quando em seguida
foram devolvidos as caixas. Os animais
receberam cloridrato de tramadol® e cefalexina
nas doses de 2mg/kg, e  30mg/kg
respectivamente, a cada 12 horas por via oral
por trés dias. Massagem vesical para auxilio da

micgdo foi realizada duas vezes ao dia até que

8 Tramadon® - Cloridrato de tramadol 100mg/ml,
Cristalia produtos quimicos farmacéuticos Ltda., ltapira,
Brasil

° Cefalexina 250mg/5ml, Medley S.A. Industria

Farmacéutica, Campinas, Brasil

0s animais recuperassem a funcéo voluntaria de

miccéo.

3.4. Tratamentos

O tratamento foi realizado mediante a
injecdo intramedular, na regido do trauma, 30
minutos apds a realizagdo do mesmo. Utilizando
uma micro seringa® acoplada a um microtubo
de polietileno PE-10 e uma agulha ortodéntica™.
O sistema foi montado para a administracdo de
um volume de 2pul./animal. Os animais do grupo

2 receberam somente solucdo de PBS, enquanto

0 Seringa 1701 RN-HP 10uL SYR, Hamilton,
Reno, EUA.

1 Agulha Gengival (30G/0,3x21mm), Injecta

produtos odontolégicos, Diadema, Brasil
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0s animais dos grupos 3 receberam uma inje¢ao
de 200pMol da toxina PnTx3.6 re-suspendida
em PBS. A inje¢do foi realizada com o auxilio

de uma bomba de infusdo manual no periodo de

5 minutos. Apds o término da injecdo, a agulha
permaneceu no local por 2 minutos antes de ser

retirada da medula, para evitar refluxo.

Figura 2. Injecéo do tratamento (PBS ou PnTx3-6) na medula espinhal lesionada. A) Sistema completo constituido
de uma micro-seringa acoplada a um tubo PE-10 e uma agulha ortoddntica curta de 30G. B) Agulha posicionada na

local da lesdo para adminstracdo do tratamento.

3.5. Avaliagdes motoras

Os animais foram submetidos a uma
série de avaliacOes da fungdo neuroldgica com o
intuito de analisar e graduar as funcdes motora e
sensitiva no periodo pos cirdrgico, bem como a
recuperacdo destas quando presente. Os animais
foram avaliados no periodo pré-cirargico, e
entdo diariamente, 24hs ap6s o procedimento
cirargico por um periodo de 8 dias (G1,G2 e
G3).

As avaliacBes foram constituidas pelo
exame em campo aberto, com avaliacdo em
escala numérica como determinado por Basso et
al. 1996 (BBB), propriocepcéo, posicionamente
tatil, plano inclinado e sensibilidade dolorosa,
adotando-se escala numérica descritiva (Sédy,
2007). Os animais foram avaliados pela mesma

pessoa durante todo o periodo experimental.

Para a avaliacdo da capacidade motora, 0
animal foi posicionado em uma area cercada de
110 x 90 cm e seu comportamento filmado por 2
minutos. Os animais que permaneciam estaticos
eram colocados novamente no centro da arena, a
fim de estimular a movimentagdo. Os videos
foram posteriormente analisados por dois
avaliadores, pelo método duplo cego, de modo a
evitar incongruéncias no resultado final. O
escore atribuido a cada animal se baseou na
escala descritiva proposta por Basso et al.
(1996).

O posicionamento proprioceptivo foi
realizado flexionando a pata do animal de forma
que a superficie dorsal da mesma ficasse em
contato com a mesa. Foram avaliadas a rapidez
e a precisdo com que o animal retornou a pata a

posicdo normal.
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O posicionamento tatil foi verificado ao
suspender o animal pelo tronco deixando os
membros pélvicos a serem testados livres. A
superficie dorsal da pata do animal foi colocada
em contato com uma barra e a velocidade e
precisio com que o animal posicionou a
superficie plantar das patas sobre a barra foram

avaliadas.

O reflexo de retirada (sensibilidade
dolorosa) foi avaliada através de beliscamento
da prega interdigital dos membros posteriores.
A velocidade e for¢a da retirada do membro,
bem como, o comportamento do animal,
presenca de vocalizacdo e tentativa de morder

foram avaliados.

O teste do plano inclinado consistiu em
colocar o animal em uma tabua revestida com
material emborrachado (EVA), posionada em
diferentes angulagbes. Os animais foram
testados em angulos crescentes de 10°variando
de 30° a 90° em duas posices, cabeca para
cima e cabeca para baixo. A capacidade do
animal de se manter sobre o plano inclinado, por
cinco segundos, na maior angulacdo possivel
determinou o escore do teste.

3.6. Avaliacdo anatomopatoldgica da
medula espinhal

Ao final do periodo de avaliagdo, 0s
animais foram eutanasiados através de
hipovolemia com pungdo intracardiaca e
sobredose anestésica de isofluorano e xilazina.
O animal foi rapidamente dissecado, sua coluna
removida e preservada em solugcdo de

formaldeido tamponado a 10%. Apds um

periodo de sete dias de fixacdo do tecido, a
medula foi dissecada e um segmento medular de
aproximadamente 2,8cm, entre T8 e L3, foi
coletado e dividido em trés secgdes: cranial ao
epicentro, epicentro e caudal ao epicentro da
lesdo. Estes foram processados de acordo com
técnicas rotineiras para a inclusdo em parafina

histoldgica.

Os segmentos medulares foram cortados
em micrétomo em fatias sequencias de 4um, e
os cortes foram corados por hematoxilina-eosina
para a avaliagdo morfoldgica descritiva em

microscopia 6ptica.

3.7. Imunohistoquimica

Cortes histolégicos provenientes de
segmentos medulares caudais ao epicentro da
lesdo foram obtidos para a realizacdo da reacao
de  imunohistoquimica,  por  possuirem
arquitetura tecidual melhor preservada quando
comparados aos cortes oriundos da regido do

epicentro.

Desta forma, sec¢des de tecido montadas
em laminas silanizadas'? foram desparafinizadas
segundo protocolo padrdo para
imunohistoquimica. Realizou-se a recuperagao
antigénica por meio de aquecimento das laminas
por 30 minutos em solugdo de acido citrico a
0,05% (10 minutos no microondas seguidos de
20 minutos em repouso na mesma solucéo);
blogueio da peroxidase endégena em solucéo de
metanol e peréxido de hidrogénio (3% H,0,),

em camara escura por 30  minutos;

2 (3-Aminopropyl)triethoxysilane  (4) >98%,

Sigma-Aldrich, EUA.

30



sorobloqueio® por 30 minutos também em
camara Umida e escura. Em seguida, as laminas
foram incubadas na cdmara Umida e escura
overnight (16hs aproximadamente) com o
anticorpo  primario  monoclonal  (Neu-N
1:500'). Apés este periodo, o anticorpo
secundario® foi adicionado, e as laminas foram
incubadas da mesma forma por 45 minutos. Em
seguida, foi adicionado o  complexo
estreptoavidina biotina peroxidase'® e as
laminas foram incubadas por mais 30 minutos.
As laminas foram reveladas com 3-3°
diaminobenzina peroxidase (DAB)Y por 12
segundos, lavadas em agua corrente por 10
minutos, contra coradas com hematoxilina de
Harris. Apds estas etapas, procedeu-se a
desidratacdo padrdo e montagem com laminulas
e balsamo do canada.

A contagem de células marcadas foi
realizada com auxilio de graticula de 121
pontos'®, com objetiva de 40x, onde se contou
0s corpos neuronais marcados pelo anticorpo
monoclonal Neu-N em oito campos, abrangendo

desta forma toda a substancia cinzenta.

3.8. Anadlise estatistica

Os escores obtidos a partir das avaliages

motoras foram analisados entre grupos pelo

¥ protein Block(Serum-Free), DAKO, EUA.
¥ Millipore

5 LSAB™, Link for AP/HRP, DAKO, EUA.
81 SAB™, Streptavidin/HRP, DAKO, EUA.

7 DAB+, DAKO, EUA.

18 Olympus

teste de Kruskal Wallis, e entre os dias pelo
teste de Friedman. Os dados obtidos a partir da
imunohistoquimica foram analisados entre
grupo pelo teste de Tukey. Todas as analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do
software GraphPad InStat® 3.05. Adotou-se
95% como nivel de significancia nas analises

(p-valor<0,05 indica diferenca significativa).

4. Resultados e Discussao

A dose da toxina empregada no presente
estudo baseou-se no trabalho de Souza et al.
(2008) que, ao utilizarem 200pMol de PnTx3.6,
administrados por via subaracndide em ratos,
demonstraram abolicdo dos reflexos dolorosos
mediados pela liberacdo de glutamato célcio

dependente.

A escolha da via de administracdo da
sub-fragdo PnTx3-6 foi também um ponto
importante neste estudo, uma vez que se buscou
maxima disponibilidade da toxina no local da
lesdo. Alternativamente, poderia se optar pela
via intravenosa, contudo o risco de ndo ocorrer
aporte adequado da toxina na medula espinhal
determinou a escolha intralesional de
tratamento. Desta forma, foram minimizadas as
perdas por transformacBes metabblicas e
consequentemente maior disponibilidade da
toxina foi obtida na medula lesionada.
Diferentes vias de administracdo séo testadas no
tratamento de trauma medular. Células tronco
oriundas da medula 6ssea foram avaliadas em
ratos submetidos ao trauma medular por

Vaquero et al. (2006). Com este estudo, foram
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identificados melhores resultados e maior
concentragdo de células na regido do trauma
utilizando-se a via intralesional quando
comparada a via intravenosa. Buscou-se ainda,
causar minima lesdo tecidual decorrente da
injecdo, ndo agravando ainda mais o trauma
medular. O que foi conseguido provavelmente
devido ao pequeno volume administrado (2ul),
ao pequeno calibre da agulha (30G) e a lenta

velocidade de infusdo (0,4pl/minuto).

Por se tratar de um estudo sobre o trauma
agudo & medula espinhal, optou-se pelo periodo
de oito dias para as avaliagbes motoras e
histopatolégicas. Ainda que ocorra morte
celular a partir do momento da injdria inicial,
trauma primario, ja é bem estabelecido que
processos secundarios capazes de causar
posterior agravamento do quadro continuam
agindo por horas e dias apés o insulto inicial.
Portanto, neste periodo ocorrerdo os principais
eventos responsaveis pela progressdo da lesdo
primaria e passiveis de serem avaliados.

Avaliac6es motoras

As avaliagbes motoras empregadas
mostraram-se de facil execucdo e aplicabilidade,
fornecendo assim importantes informacgdes
referentes ao estado clinico dos animais. Para
tanto, foram selecionados o teste BBB e parte da
escala adaptada por Silva et al. (2008). Essa
combinacdo de diferentes testes ja foi sugerida
por diversos pesquisadores que pretendiam
avaliar e graduar adequadamente a recuperacdo
funcional de animais submetidos ao trauma

medular, bem como comparar a eficAcia dos

tratamentos testados (Von Euler et al., 1996;
Muir e Webb, 2000; Basso, 2004; S¢dy, 2008).

A avaliagdo clinica dos animais no
periodo que antecedeu a intervengdo cirdrgica
foi necessaria e eficaz, uma vez que permitiu ao
pesquisador constatar a normalidade dos
animais nesse periodo. Possibilitou ainda
comparar as alteracdes deambulatérias em um
mesmo animal entre os periodos pré e pos-

cirdrgico.

Ap6s o procedimento cirdrgico, 0s
animais do grupo G1 (laminectomia) ndo
apresentaram qualquer déficit neurolégico. No
exame do BBB, apresentaram marcha normal,
suporte de peso nos quatro membros, cauda
elevada e estabilidade de tronco, caracteristicas
estas correspondentes ao escore maximo 21
(Tab. 2). Ainda se mantiveram estaveis no plano
inclinado nos mesmos graus notados
previamente & cirdrgia (70° ou mais). As
avaliagdes do reflexo de retirada e dos
posicionamentos proprioceptivo e tatil também
se apresentaram normais. Estes dados eram
esperados uma vez que o procedimento
cirirgico foi realizado  meticulosamente,
utilizando-se  equipamento  adequado e
obedecendo-se aos preceitos da cirurgia
asséptica.  Resultados semelhantes  foram
observados em estudos realizados por Scheff et
al., (2003), Ghazemlou et al.,(2005) e Torres et
al., (2010), em que os animais submetidos
somente a laminectomia ndo manifestaram

déficits sensitivos ou motores.
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Tabela 2. Teste de Basso, Beattie e Bresnahan com as medianas de ratos wistar submetidos a
laminectomia (Controle — G1) ou a trauma medular, incluindo os sem tratamento (PBS — G2) e 0s
tratados com a toxina PnTx3.6, avaliados por 8 dias.

Dias de avaliagéo Laminectomia (G1)

Trauma + PBS (G2)  Trauma + PnTx3.6 (G3)

Pré-cirlrgico 2178 2178 2178
10 21A,a OA,b OA,b
20 21A,a OA‘b OA,b
30 21A,a OA,b OA,b
4° 21A,a OA‘b 1A,b
50 21A,a OA,b lA,b
60 21A,a OA‘h 1A,b
70 21A,a 1A,b lA,b
80 21A,a 2 SB'b 1B‘b

Medianas seguidas de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Friedman
(P>0,05). Medianas seguida de mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal

Walllis ~ (P>0,05)

Resultados semelhantes ndo foram
observados nos animais pertencentes aos grupos
G2 (PBS) e G3 (PnTx3.6) submetidos ao trauma
medular. Em relag8o ao teste BBB, ndo houve
diferenca significativa entre grupos G2 e G3 nos
diferentes dias de avaliagdo (p>0,05) (Tab. 2).
Os ratos manifestaram déficits motores 24 horas
apos a realizacdo da cirurgia, ndo sendo
observados movimentos perceptiveis  dos
membros posteriores (MPs), resultados que
correspondem ao escore 0 no teste BBB (Tab. 2
e Fig. 3).

No modelo de trauma medular
empregado no referido estudo, buscou-se causar
uma lesdo de intensidade grave confirmada por
paraplegia observada nas avaliagbes motoras e
lesbes histologicas intensas. Desta forma, a
deambulagdo dos animais foi comprometida,
demonstrando a efichcia do modelo aqui

empregado. Grunner (1996) relatou que a perda

funcional tende a ser mais intensa no periodo
imediatamente ap0s a lesdo primaria. Contudo,
s80 os eventos secundarios que contribuem para
exacerbar a perda tecidual observada no periodo
poés-trauma, comprometendo o retorno da
funclo locomotora e sensitiva, como j& descrito
por Dumont et al. (2001); McDonald e
Sadowsky, (2002); Kwon et al. (2004).

Somente 96 horas pos-injuria  (4°
avaliagdo), observou-se que dois animais do
grupo G2 apresentaram movimento discreto de
uma articulacdo dos MPs (escore 1 - teste BBB),
enquanto que no G3 (PnTx3.6) todos ja
apresentavam movimentos em pelo menos uma
das articulagcbes dos MPs. Embora ndo tenha
sido evidenciada diferenca significativa entre os
grupos com trauma, 0 maior nimero de animais
do grupo G3 sugere que esses retornaram mais

rapidamente com 0s movimentos.
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Nas avaliacdes subsequentes, 0s animais
mantiveram-se no escore 1, sendo este
comportamento  deambulatério  atribuido,
principalmente & intensidade do trauma.
Curiosamente, no 8° dia foram observados
movimentos nas trés articulagbes dos MPs
(escore 4), em um dos animais de cada grupo
com trauma. Provavelmente, este fato ocorreu
devido a melhora espontanea e individual dos
animais, uma vez que este comportamento foi
Unico, ndo acompanhando a tendéncia do grupo
(Anexo 2 — dados individuais). Comumente,
pesquisadores optam por infligir traumas
experimentais & medula espinhal de intensidade
leve a moderada (Basso et al., 1996; Kunkel
Bagden et al.,, 1993). Em um experimento
conduzido por Basso et al. (1995), os ratos
submetidos ao  trauma  medular leve
apresentaram recuperacao funcional
considerdvel, escore 19 na escala BBB, em
quatro semanas ap6s a lesdo, sem qualquer
tratamento. Nestes casos, ocorre maior
preservacdo do tecido nervoso e quando sdo
avaliados os efeitos de diferentes tratamentos,

comumente a resposta observada é favoravel.

Contudo, a aplicacdo posterior em pacientes
pode ficar comprometida, uma vez que a
maioria apresenta lesdo medular grave (Sekhon
e Felings, 2001). Em conjunto estes aspectos
determinaram a escolha por um trauma de

intensidade grave para o referido estudo.

Contrariamente ao relatado por Rezende
et al. (1991) que empregou a PnTx3 em ratos
via intracérebroventricular na dose de 0,04
pg/kg, ndo foi observada paralisia flacida no
presente estudo. Essa incapacidade motora foi
atribuida a aclo inibitéria da Pntx3-6 na
liberacdo de neurotransmissores (Gomez et al.,
1995; Prado et al., 1996), e provavelmente ndo
foi aqui verificada pela diferenca na via de
administracdo e/ou pela dose empregada, néo
atuando dessa forma em estruturas centrais
responsdveis pelo controle motor. Como
demonstrado  pelas diferentes avaliagdes
comportamentais deste estudo, verificou-se que
a administracdo da sub-fragdo da toxina PnTx3-
6 pela via intralesional ndo ocasionou em piora
do quadro clinico apés o trauma, podendo assim
constituir uma interessante via de administragéo

terapéutica.
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Figura 3. Grafico de teste de Basso, Beattie e Brasnahan com as medianas de ratos wistar submetidos
a laminectomia (Controle — G1) ou a trauma medular, incluindo os sem tratamento (PBS — G2) e 0s
tratados com a toxina PnTx3-6, avaliados por 8 dias

Na avaliagdo do plano inclinado foram
observados resultados semelhantes aos do teste
BBB, ocorrendo também inicio de recuperagio
a partir da 4* avaliagdo, com melhora no escore
(Tab.3 e Fig.4). Neste exame, o grupo G1 foi
diferente do G2 (p<0,05), porém, semelhante a
G3, ou seja, a partir deste dia de avaliagdo, o
grupo tratado com a sub-fragdo da toxina
PnTx3-6 também foi similar ao grupo da

laminectomia (p>0,05).

Muito embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica entre os grupos com trauma
(G2 e G3) (p>0,05), os animais do G3
conseguiram se manter a 60° (escore 3),
enquanto que os pertencentes ao grupo PBS
ainda se mantiveram a 40° (escore 1). No
presente estudo, a recuperagdo dos animais pode
ser melhor visualizada no teste do plano
inclinado, assim como a diferenga entre os
tratamentos, constituindo assim um prognoéstico

mais promissor que o observado no teste BBB.
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Tabela 3. Teste do plano inclinado com as medianas de ratos Wistar submetidos a
laminectomia (Controle — G1) ou trauma medular, incluindo os sem tratamento (PBS — G2)
e 0s tratados com a toxina PnTx3-6, avaliados por 8 dias.

Dias de avaliacéo Laminectomia (G1)  Trauma + PBS (G2)  Trauma + PnTx3.6 (G3)

Pré-cirlrgico 70° 70° 70°
1° 70° 40° 40°
2° 70° 40° 50°
3 70° 40° 50°
4 70° 40° 60*°
5° 70° 40° 60"
6° 70° 40° 60*°
7° 75° 50° 65"
8° 75° 50° 65*°

Medianas seguida de mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis
(P>0,05).

Plano Inclinado
80
70 N —
S o [\ P
S 50 7
Q40 N\
§" 30 e Controle
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10 PnTx 3-6
0
.0 X XN XN X X X X XN
{&%0 B FLE L E L B
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¥

Figura 4. Grafico de teste do plano inclinado com as medianas de ratos Wistar submetidos a
laminectomia (Controle — G1) ou a trauma medular, incluindo os sem tratamento (PBS — G2) e os
tratados com a toxina PnTx3-6, avaliados por 8 dias



Em relagcdo a reacdo de propriocepcéo,
foi observada auséncia de resposta ao longo do
periodo experimental, demonstrando a natureza
grave da lesdo adotada no presente estudo.
Estatisticamente, ndo foi observada diferenga
entre 0s grupos com trauma (p>0,05). Como
mencionado por Lorenz e Kornegay (2004) o
desempenho da propriocepcdo depende da
integridade dos sistemas sensorial e motor,
estando os tratos relacionados aos impulsos
aferentes dispostos perifericamente na medula
espinhal. Esta distribuicdo neuroanatémica
determina que a propriocepgdo seja a primeira
funcdo a ser perdida e a Ultima a retornar apos
lesbes medulares. Possivelmente, no presente
estudo poderia ter sido constatada recuperagédo
desta funcéo, caso o periodo observacional fosse

maior.

Na avaliagdo do reflexo de retirada
(sensibilidade dolorosa) observou-se resposta
reduzida dos animais pertencentes aos grupos
com trauma G3 e G2 (Anexo 3), havendo
recuperacdo desta fungdo na sexta e oitava
avaliacOes, respectivamente. Também para esta
variavel ndo houve diferenca significativa entre
0s grupos (p>0,05). Sédy (2008) mencionou que
a avaliagdo do reflexo de retirada é subjetiva e
pouco  precisa,  principalmente  quando
interpretada isoladamente, sendo recomendado,
desta forma, a associagdo com outras
observagBes, como realizado no referido

projeto.

4.1. Avaliacgdes macro e
microscépicas da medula

espinhal e imunohistoquimica

A macroscopia, as medulas espinhais dos
animais dos grupos G2 (PBS) e G3 (PnTx3-6)
apresentaram dura-mater e leptomeninges mais
aderidas ao corpo vertebral na regido da
vértebra toracica 12, local da laminectomia e do
trauma medular. Observou-se ainda na porcéo
dorsal da medula espinhal, depressdo tecidual
com congestio e hemorragia moderadas,
estendendo-se discretamente nos segmentos
medulares cranial e caudal adjacentes. J& as
medulas espinhais dos ratos pertencentes ao
grupo G1 néo apresentaram qualquer alteracéo,
como era de se esperar visto que estes animais

foram submetidos apenas a laminectomia.

Microscopicamente, 0s animais do grupo
G1 apresentaram tecido normal nos trés
segmentos avaliados (epicentro, cranial e
caudal), com preservacéo da arquitetura tecidual
e auséncia de alteragBes que caracterizassem
degeneragdo. Observou-se a medula espinhal,
arredondada, circundada pelas meninges, com
nitida individualizacdo das substancias branca e
cinzenta. A substancia branca ocupou a parte
mais periférica da medula espinhal em todo o
seu didmetro, sendo constituida por fibras
axonais,  astrdcitos,  oligodendrdcitos e
micréglia, neurdpilo (tecido de sustentacdo) e
vasos sanguineos. Circundada pela substancia
branca, a substéncia cinzenta com formato de H,
era constituida de corpos neuronais, fibras
axonais, astrécitos, oligodendrécitos, microglia

e alguns vasos sanguineos (Fig. 5). Foi
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identificado ainda o canal medular ou
ependimario, localizado na regido central da
medula espinhal, precisamente na comissura
central da substincia cinzenta (McGavin e
Zachary, 2007). Estes achados sdo importantes
por demonstrar que a realizagdo da

laminectomia ndo acarretou em alteracOes

morfélogicas na medula espinhal, como j&

evidenciado pelos escores maximos das
avaliagbes motoras dos animais do grupo G1.
Em estudo semelhante de trauma medular,
Torres et al. (2010) também ndo observaram
alteragbes microscopicas na medula espinhal
dos ratos pertencentes ao grupo submetido &
laminectomia.

Figura 5 A) Visdo geral da medula na regido da laminectomia de um animal do grupo G1 (controle) (Aumento de 8,8x H.E) B)
Substancia cinzenta e branca apresentando caracteristicas de normalidade (Aumento de 34x H.E.) C e D) Visdo em detalhe da

substancia cinzenta, mostrando corpos neuronais (seta larga), astrocitos (seta fina) e oligodendrocitos (cabeca de seta) (Aumento de
80x H.E.)
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Em relacdo aos animais submetidos ao
trauma, grupos G2 e G3, foram verificados
padres histologicos semelhantes entre si,
havendo, contudo variagdo quanto a intensidade
da lesdo tecidual. A regido do epicentro, mais
lesionada, teve como principal caracteristica
areas de malacia mais extensas, quando
comparada aos segmentos cranial e caudal. Os
animais do grupo G2 (PBS) apresentaram areas
de malécia acentuada e difusa, acometendo as
substncias branca e cinzenta. Observou-se
grande quantidade de células gitter, associadas a
degeneracdo e tumefacdo axonal moderada a
acentuada e camaras de digestdo. Malacia
simétrica, acometendo toda a medula estava
presente em todos o0s animais do grupo.
Observou-se ainda gliose acentuada difusa
associada a degeneracdo e necrose neuronal
moderada a acentuada multifocal com

neuroniofagia (Fig. 6).

Os animais do grupo G3 (PnTx3-6)
apresentaram padr@es semelhantes aos do grupo
G2 (PBS), porém, as areas de maldcia com
células gitter, degeneracdo e tumefagdo axonal
acometiam principalmente o funiculo dorsal da
substancia branca. Observou-se também gliose,
moderada difusa, com maior intensidade nas
proximidades das regides de malacia associada
a degeneracdo e necrose neuronal moderada

multifocal (Fig. 6).

A avaliacdo de cortes histolégicos da
regido cranial ao epicentro do trauma medular
apresentou degeneracdo e tumefagdo axonais. A
diferenca observada entre os grupos G2 e G3

restringiu-se a intensidade e abrangéncia da

degeneragdo. Nos animais do grupo G2
observou-se degeneragdo difusa de intensidade
discreta a moderada, predominando no funiculo
dorsal da substdncia branca com presenca
discreta de células gitter e gliose discreta difusa
na substancia cinzenta. No grupo G3, trés
animais (3/6) ndo apresentavam qualquer lesédo
e, nos demais essas alteragdes morfoldgicas
estavam restritas ao funiculo dorsal da
substancia branca e apenas dois destes animais

apresentavam gliose discreta e difusa.

Os segmentos medulares caudais dos
animais oriundos do grupo G2 apresentaram
area de malacia focalmente extensa, ainda que
restrita a regido do funiculo dorsal da substancia
branca, com presenca de células gitter associada
a acentuada degeneragdo axonal
multifocal/focalmente extensa com tumefacéo
axonal e cdmara de digestdo. Na substancia
cinzenta observou-se gliose moderada e

acentuada difusa.

JA no grupo G3, trés animais (3/6)
apresentam no segmento caudal uma regido de
malécia focalmente extensa no funiculo dorsal,
com presenca de células gitter, degeneragdo
axonal multifocal discreta a moderada. Ainda,
um animal ndo apresentou lesdo aparente, tendo
preservada a arquitetura tecidual e os outros
apresentaram apenas degeneracdo axonal
multifocal discreta, associado a tumefacgdo
axonal, ainda que predominantemente no
funiculo dorsal. Na substancia cinzenta pode-se
observar gliose discreta a acentuada, com
degeneragdo neuronal variando de discreta e

difusa & moderada difusa. Neste segmento foi
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verificada também que a medula espinhal dos
animais do grupo G3 apresentaram-se
morfologicamente melhores que os do grupo
G2.

Frente & injdria primaria intensa, a lesdo
secundéria e os danos teciduais consequentes
tendem a progridir em ambas as direcBes a
partir do epicentro da lesdo (Beattie, 2004),
como 0s observados no presente estudo. De
forma semelhante ao observado por Cao et al.
(2005), o modelo de trauma compressivo
utilizado no presente estudo foi capaz de causar
lesdes histolégicas correlacionadas a déficits
sensoriais € motores graves, como o0s descritos
previamente. Sugere-se que as lesOes,

aparentemente mais discretas do grupo G3

Figura 6 A) Visdo geral da medula na regido do epicentro de um animal do grupo G2 (PBS)(Aumento de 7,2x H.E.) B) Visdo geral

(PnTx3-6), possam ser devido & menor ativacao
dos eventos decorrentes ao trauma secundario.
O aumento do influxo de Ca*" é responsével por
uma série de disturbios e eventos celulares, que
culminam na morte celular principalmente por
mecanismos apoptoticos. Com o bloqueio dos
canais de Ca®" pela sub-fracio Pntx3-6 e
consequente reducdo na liberacdo do glutamato
(Vieira et al., 2003; Vieira et al., 2005; Souza et
al., 2008), o mecanismo de lesdo secundaria
poderia ter sido atenuado, promovendo menores

lesbes histolégicas e possivel recuperagao

funcional dos animais.

da medula na regido do epicentro de um animal do grupo G3 (PnTx 3-6) (Aumento de 5,2x H.E.)
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Figura 7 A) Visdo geral da degeneragéo das substancias branca e cinzenta com presenca de malacia e células gitter (Aumento de 12x H.E.)
B) Células gitter (seta) e necrose neuronal na substancia cinzenta (Aumento de 96x H.E.) C) Neuroniofagia (seta) (Aumento de 80x H.E.)
D) Neuronios degenerados(seta) em maior aumento e células gitter (Aumento de 80x H.E.) E) Degeneracdo da substancia branca com
tumefacdo axonal (Aumento de 80x H.E.)

41



Para confirmar esses achados
morfoldgicos realizou-se entdo, a marcacdo e
quantificacdo da proteina Neu-N. A contagem
de diferentes tipos celulares especificos no
sistema nervoso é uma maneira eficiente para se
avaliar a sobrevivéncia tecidual, sendo
importante para determinar o impacto tanto da
lesdo quanto de tratamentos propostos sobre as
populagbes celulares submetidas ao trauma
medular (Casella et al., 2004). A proteina NeuN
(Neuronal Nuclei) é expressa exclusivamemente
em neurdnios, aparecendo desde o inicio do
desenvolvimento e persistindo por toda a vida
adulta em mamiferos. A expressdo de altas

concentragdes de NeuN indica a viabilidade

neuronal, sendo este um importante marcador
para se avaliar a integridade dos neurbnios e
consequentes efeitos benéficos na sobrevivéncia
deste tipo celular quando submetidos a um
tratamento experimental, o que pode ser
interpretado como neuroprotecdo (Mullen et al.,
1992). Surpreendemente, este fato ndo foi
observado em nosso estudo, visto que a
contagem de corpos neuronais marcados com o
anticorpo monoclonal Neu-N ndo apresentou
diferenga significativa quando comparado com
0 grupo tratado com placebo, sendo estes dois
grupos diferentes do grupo controle (P>0,05)
(Figura 8 e Tab.4)

Tabela 4. Médias e desvio padrdo do nimero de corpos neuronais NeuN-positivos em ratos Wistar.

Grupo

Células marcadas

Laminectomia (G1)

Trauma + PBS

Trauma + PnTx3.6

141,2 +6,18"

105,5 + 19,52°

114 +17,34°

Medianas seguida de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si (P>0,05).
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Figura 8 Cortes histoldgicos com neur6nios marcados pela proteina Neu-N (Seta), no corno ventral (A) e dorsal (B)

da substancia cinzenta (Aumento de 80x Imunohistoquimica).

A injaria medular realizada no presente
estudo, de intensidade grave, pode ter
dificultado a avaliacdo dos efeitos benéficos do
tratamento com a sub-fracdo PnTx3-6. Danos
graves consequentes a lesdo  primaria,
associados ao curto tempo de observacéo,
podem ter reduzido a modulacdo de eventos
responsaveis pela injdria secundaria, nao
oferecendo assim, condicGes favoraveis a
neuroprotecdo mediadas por esta toxina.
Paralelamente, a dose empregada pode ter sido
insuficiente para minimizar as alteracGes
decorrentes do trauma grave, sendo assim
recomendada a realizagdo de outros estudos
com doses variadas associadas a diferentes

intensidades de injaria medular.

Ressalta-se que o presente estudo foi

pioneiro em empregar a sub-fracdo da toxina

PnTx3-6 para o tratamento da injdria medular.
Estudos anteriormente realizados com esta
toxina, empregaram-na principalmente em
modelos in vitro (Vieira et al., 2003; Vieira et
al., 2005) e desta forma ndo foram estabelecidas
ainda a farmacocinética, a janela terapéutica e a

via adequada de sua administragéo.

5. Conclusoes

- A toxina PnTx3.6 ndo foi capaz de

promover neuroprotecao visualizada
clinicamente frente ao trauma medular agudo

grave.

- Outros estudos devem ser realizados
utilizando-se diferentes doses, diferentes tempos
de observacdo pds-trauma e trauma medular
agudo moderado
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6. Anexos

6.1. Anexo 1 - Protocolo de aprovacdo do CETEA UFMG

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

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 10/20089, relativo ao projeto intitulado “ Efeite da
subfracido PnTx3-6 do veneno de Phoneutria nigriventer no tratamento do
trauma & medula espinhal de ratos Wistar", que tem como responsével(is)
Eliane Gongalves de Melo |, esta(do) de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 1/ 04/2009.

Este certificado expira-se em 1/ 04/ 2014.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n° 10/2009, related to the project entitled
“Effect of subfraction PnTx3-6 from Ploneutria nigriventer poison in the
treatment of spinal trauma of Wistar rats’, under the supervisiors of Eliane
Gongalves de Melo, is in agresment with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ettics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in April 1, 2009,

This certificate expires in April 1, 2014.

Belo Horizo de Abril 009.

Prof. Humb PereiraOliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasi|
Telefone: (31) 34994516 - Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg bribioeticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br

(Mod.Cert. v1 0)



6.2. Anexo 2 - Dados individuais obtidos no teste de BBB

Dados individuais obtidos no teste de Basso, Beattie e Bresnahan com os escores de ratos wistar
submetidos a laminectomia (Controle — G1) ou a trauma medular, incluindo os sem tratamento (PBS —
G2) e os tratados com a toxina PnTx3.6, avaliados por 8 dias.

Animal 1% Avaliacio 2% Avaliagdo  3° Avaliagdo 4% Avaliacdo 5% Avaliagdo  6° Avaliacdo 7% Avaliagdo 8% Avaliagdo

Al G1 21 21 21 21 21 21 21 21
A2 Gl 21 21 21 21 21 21 21 21
A3 G1 21 21 21 21 21 21 21 21
A4 Gl 21 21 21 21 21 21 21 21
A5Gl 21 21 21 21 21 21 21 21
A6 G1 21 21 21 21 21 21 21 21
Al G2 0 0 0 0 0 0 0 1
A2 G2 0 0 0 0 0 0 1 4
A3 G2 0 0 0 0 1 1 1 1
A4 G2 0 0 0 1 0 0 1 4
A5 G2 0 1 1 1 1 1 4 6
A6 G2 0 0 0 0 0 0 1 1
Al G3 0 0 0 1 1 1 1 4
A2 G3 0 0 0 1 1 1 4 4
A3 G3 0 0 0 1 1 1 1 1
A4 G3 0 0 0 1 1 1 1 1
A5 G3 0 0 0 1 1 1 1 1
A6 G3 0 1 1 1 1 1 1 1
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6.3. Anexo 3 - Dados individuais obtidos na avaliacao do reflexo de retirada

Dados individuais obtidos na avaliagdo do reflexo de retirada (sensibilidade dolorosa) com os
escores de ratos wistar submetidos a laminectomia (Controle — G1) ou a trauma medular, incluindo os
sem tratamento (PBS — G2) e os tratados com a toxina PnTx3.6, avaliados por 8 dias. 0=Resposta ausente

; 1= Resposta diminuida ; 2= Resposta normal

Animal 1Av. 2 Av. 3Av. 4 Av. 5Av.
Gl Al 2 2 2 2 2
Gl A2 2 2 2 2 2
Gl A3 2 2 2 2 2
Gl A4 2 2 2 2 2
G1 A5 2 2 2 2 2
Gl A6 2 2 2 2 2
G2 Al 2 2 2 2 2
G2 A2 2 2 2 2 2
G2 A3 1 1 1 1 1
G2 A4 1 1 1 1 1
G2 A5 2 2 2 1 1
G2 A6 2 2 2 1 1
G3 Al 2 2 2 2 2
G3 A2 1 1 2 2 2
G3 A3 2 2 2 2 2
G3 A4 2 2 2 2 2
G3 A5 2 1 1 1 1
G3 A6 2 2 2 2 2
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