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RESUMO

Foram realizados trés experimentos. O experimento 1 avaliou o efeito neuroprotetor da -
conotoxina MVIIA (MVIIA) em diferentes doses, tanto pela via intralesional (IL) quanto
intratecal (IT) em ratos apds trauma medular agudo (TMA), com ensaios de viabilidade
mitocondrial, morte celular, dosagem de glutamato, producéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e peroxidacéo lipidica. Com a defini¢do da dose e via adequadas, avaliou-se também o
momento de aplicagdo agudo (60 minutos) e subagudo (quatro horas) ap6s o trauma medular.
Apo6s definicdo do momento de aplicacdo, avaliou-se a expressao génica de fatores relacionados
a apoptose. O experimento 2 avaliou os efeitos antioxidantes da MVIIA ap6s o TMA em ratos,
com quantificacdo das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa-S-transferase (GT) e glutationa redutase (GR). O experimento 3
avaliou os efeitos neuroprotetores e antioxidantes da associacdo dos diferentes bloqueadores de
canais para calcio, a MVIIA e o dantrolene, em ratos ap6s o0 TMA. No experimento 1, a MVIIA
aplicada por via IT, quatro horas ap6s o trauma, na dose de 10uM apresentou efeito
neuroprotetor com reducdo da morte celular em 22,46% + 2,99, do estresse oxidativo, da
expressao de fator pré-apoptético (Bax), da caspase-3, caspase-8, nNOS e aumento da
viabilidade mitocondrial e do fator antiapoptético (Bcl-xl). No experimento 2, sugeriu-se que
uma possivel via da neuroprotegdo apresentada pela MVIIA envolva seu potencial antioxidante,
com aumento, em relacdo ao placebo (100), da enzima SOD (188,41% + 72,05), GPx (199,96%
* 68,65), GR (193,86% + 59,39) e GT (175,93% * 68,92). No experimento 3, observou-se que
ndo houve diminuicdo da morte celular com a associacdo da MVIIA e dantrolene (82,70% =+
17,02), apesar da reducdo das ERO (68,34% + 17,33) e aumento da atividade da GR (229,18%
+ 116,58). Conclui-se que a MVIA possui potencial neuroprotetor e que 0s possiveis
mecanismos envolvidos estejam relacionados a modulagdo do sistema antioxidante e das vias
intrinseca e extrinseca da apoptose. Além disso, ndo houve efeito de adicdo farmacoldgica na
associacao da MVIIA ao dantrolene.

Palavras chave: conotoxina, MVIIA, trauma medular, neuroprotecdo, apoptose, antioxidante,
dantrolene, ratos.
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ABSTRACT

Three experiments were performed. Experiment 1 evaluated the neuroprotective potential of w-
conotoxin MVIIA (MVIIA) at different doses, via intralesional and intrathecal in rats after acute
spinal cord injury with mitochondrial viability, cell death, glutamate levels, production of
reactive oxygen and lipid peroxidation assays. Defining the proper dose and route, it was also
evaluated the time of application, acute (60 minutes) and subacute (four hours), after spinal
cord trauma. After setting the time of application, it was evaluated the gene expression of
apoptosis-related factors. Experiment 2 assessed the antioxidants effects of MVIIA after acute
spinal cord injury in rats, quantifying of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), glutathione-S-transferase (GT) and glutathione reductase (GR).
Experiment 3 evaluated the antioxidant and neuroprotective effect of calcium channel blockers
association, MVIIA and dantrolene, in rats after acute spinal cord injury. The experiment 1
showed that the MVIIA applied intrathecally, four hours after the trauma, at a dose of 10 uM
has neuroprotective effect reducing neuronal death in 22.46% + 2.99, oxidative stress,
expression of pro-apoptotic factor (Bax), caspase-3, caspase-8, nNOS and increased
mitochondrial viability and anti-apoptotic factor (Bcl-xI). The experiment 2 suggested that a
pathway of MVIIA neuroprotection was provided due to its antioxidant effects, with increase,
related to placebo, in enzymes SOD (188.41% + 72.05), GP (199.96% =+ 68.65), GR (193.86% *
59.39) e GT (175.93% =+ 68.92). The experiment 3 showed that there was no cell death
reduction in association of MVIIA and dantrolene (82.70% + 17.02), despite declining ERO
(68.34% =+ 17.33) and increasing GR (229.18% + 116.58). It was concluded that MVIIA has a
neuroprotective potential and the possible mechanisms are related to modulation of antioxidant
system and apoptosis pathways intrinsic and extrinsic. Moreover, there was not effect of
pharmacological addition on the association MVIIA and dantrolene.

Keywords: contoxin, MVIIA, spinal cord injury, neuroprotection, apoptosis, antioxidant,
dantrolene, rats.
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INTRODUCAO

O trauma medular espinhal (TME) ainda é
uma das principais causas de debilidade
permanente, liderando os maiores desafios
de reabilitacdo, que ndo so afeta a qualidade
de vida do paciente, como de todas as
pessoas ao redor. Os déficits neuroldgicos
estdo relacionados ao trauma inicial e,
principalmente, a extensdo das lesdes
secundarias neurodegenerativas que
limitam o processo restaurativo. Dessa
forma, as estratégias terapéuticas focam no
combate a cascata de eventos secundarios
desencadeada logo apds o trauma medular
(Oyinbo, 2011; Jia et al., 2013).

Entre esses eventos, 0 excesso do calcio
intracelular € um dos mais criticos, pois
determina alteragOes ibnicas e gera morte
celular por apoptose e necrose pelo
aumento da ativacdo de enzimas celulares,
danos mitocondriais, acidose e producgéo de
radicais livres (Isaac e Pejic, 1995; Amar e
Levy, 1999; Lu et al., 2000; Carlson e
Gorden, 2002; Hall e Springer, 2004; Liu et
al., 2011). Sabe-se que a medula espinhal
(ME) possui canais para calcio voltagem
dependente (CCVD) dos tipos N e P/Q
(Dunlap et al., 1995; Diaz e Dickenson,
1997), sendo o tipo N expresso em altas
concentracdes nas laminas dorsais da
substancia cinzenta (Gohil et al., 1994).
Dessa maneira, agentes bloqueadores de
canais para calcio mostram grande
potencial na reducdo de injarias cerebrais e
medulares, por impedir o influxo
exacerbado desse ion secundario a leséo, e
assim, prevenir sua progressao (Choi, 1992;
Lanz et al., 2000).

A MVIIA (Ziconotide ou Prialt®), toxina
proveniente de caramujos marinhos,
purificada inicialmente como SNX-111, é
um potente bloqueador reversivel dos
canais para calcio tipo N (Nadasdi, 1995;
Lewis, 2000), capaz de inibir, em
sinaptossomas, a liberacdo de diferentes
neurotransmissores, como norepinefrina

(Gaur et al., 1994; Bowersox et al., 1995;
Ghosh e Greenberg, 1995; Igelmund et al.,
1996) e glutamato (Gongaves et al., 2011),
que sdo essenciais no desenvolvimento da
lesdo espinhal secundaria (Olivera et al.,
1994; Uchitel, 1997; Minami et al., 2001).
Esse medicamento foi aprovado nos
Estados Unidos, pela Food and Drug
Administration para uso terapéutico por
suas propriedades analgésicas, sendo
utilizada atualmente no tratamento de dores
cronicas graves e neuropaticas do cancer
(Olivera et al., 1994; Greenberg, 1997;
Bowersox e Luther, 1998; Bingham et al.,
2010; Souza et al., 2013). Além disso, a
aplicagdo da MVIIA tem mostrado
neuroprotegdo significativa em  lesdes
cerebrais traumaticas em ratos (Hovda et
al., 1994; Verweij et al., 1997; Bowersox e
Luther, 1998; Berman et al., 2000; Verweij
et al., 2000), em modelos de isquemia
cerebral em ratos (Valentino et al., 1993;
Buchan et al., 1994; Bowersox et al., 1997)
e coelhos (Perez-Pinzon et al., 1997) e
isquemia medular em ratos (Burns et al.,
1999). Todavia, ndo ha relatos, ainda, na
literatura sobre investigacdo neuroprotetora
da MVHA no trauma medular agudo
(TMA) (pesquisa em bases de dados
Google e Pubmed — portugués, inglés e
espanhol). Portanto, objetivou-se avaliar os
efeitos neuroprotetores da w-conotoxina
MVIIA em diferentes doses, modelos e
momentos de aplicacdo e sua associacao
com dantrolene ap6s o trauma medular
agudo.
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a acdo neuroprotetora da
MVIIA isolada ou associada ao
dantrolene em modelo de trauma
medular agudo em ratos

OBJETIVOS ESPECIFICOS
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Avaliar a agdo da MVIIA sobre a
liberacdo de glutamato apds o trauma
medular agudo (Capitulo 2).

Avaliar o efeito da MVIIA sobre a
viabilidade mitocondrial e morte celular
apos o trauma medular agudo (Capitulo
2).

Avaliar a agdo da MVIIA sobre a
geracdo de espécies reativas de
oxigénio e lipoperoxidacdo apds o
trauma medular agudo (Capitulo 2).
Avaliar a agdo da MVIIA sobre a
expressao génica de fatores
relacionados a apoptose Bax, Bcl-xl,
caspase-3, caspase-8, caspase-9,
caspase-12 e nNOS apdés o trauma
medular agudo (Capitulo 2).

Avaliar a acdo da MVIIA sobre o
sistema de defesa antioxidante com
avaliacdo da atividade enzimatica
(superéxido dismutase, catalase,
glutationa  redutase,  glutationa-S-
transferase e glutationa peroxidase)
apos o trauma medular agudo (Capitulo
3).

Avaliar o efeito da MVIIA associada ao
dantrolene sobre a liberacdo do
glutamato ap6s o trauma medular agudo
(Capitulo 4).

Avaliar o efeito neuroprotetor da
MVIIA associada ao dantrolene sobre a
viabilidade mitocondrial e morte celular
apos o trauma medular (Capitulo 4).
Avaliar o efeito neuroprotetor da
MVIIA associada ao dantrolene sobre a

producdo de espécies reativas de
oxigénio e lipoperoxidacdo apds o
trauma medular (Capitulo 4).

Avaliar o efeito neuroprotetor da
MVIIA associada ao dantrolene sobre
atividade enzimatica do  sistema
antioxidante  (glutationa  redutase,
glutationa-S-transferase e glutationa
peroxidase) ap6s o trauma medular
(Capitulo 4).



CAPITULO 1
Revisdo de literatura
1. O trauma medular

O TME é um evento grave, repentino e
inesperado que pode ser devastador na vida
das pessoas e dos animais tanto econémica
guanto socialmente, sendo associado
diretamente a inabilidades permanentes e
diminuicdo de expectativa de vida. Além de
afetar principalmente o género masculino
(82,9%) com idade altamente produtiva
entre 18 a 32 anos (Rahimi-Movaghar et al.,
2013), tem-se relatado com frequéncia em
pessoas com mais de 65 anos devido ao
aumento da longevidade (Van den Berg et
al., 2010; Lee et al., 2013). As informacdes
mundiais sobre prevaléncia (pessoas com
lesdo medular) e incidéncia (casos novos
anuais) sdo escassas em algumas regites do
mundo, mas esses dados globais sdo
estimados, respectivamente, em 236-1009 e
12-36 casos por milhdo de habitantes
(Cripps et al., 2011; Lee et al., 2013), sendo
a incidéncia mais elevada em paises em
desenvolvimento (2,1-130,7/milhdo
habitantes/ano) (Rahimi-Movaghar et al.,
2013). Ressalta-se que 0s  paises
desenvolvidos tém melhorado
significativamente a  sobrevida  dos
pacientes, principalmente em situagdes de
tetraplegia, enguanto 0S em
desenvolvimento apresentam ainda alta taxa
de mortalidade (26%) (Neumann et al.,
2009; Cripps et al., 2011).

As principais causas extrinsecas envolvidas
no TME sdo, na seguinte ordem no Brasil,
acidentes  automobilisticos  (31-39%),
quedas (26-39%), violéncia (12-21%) e
acidentes esportivos (7-14%) (Brasil e
Coelho, 1998; Neumann et al., 2009).
Considerando dados mundiais, ha alteracéo
nessa disposi¢do dependendo da situacdo
atual dos paises como, por exemplo,
conflitos internacionais (Lee et al., 2013).
Além dessas etiologias, lesbes intrinsecas

também culminam em lesdes medulares,
principalmente em paraplegia, devido a
desordens degenerativas do canal vertebral,
neoplasias, alteracbes vasculares e de
desenvolvimento, causas
inflamatérias/imunomediadas e infeccdes
virais e bacterianas (New et al., 2014).

Os danos na ME resultam em déficits
neurolégicos com alteracdo nas funcdes
motoras,  sensoriais e  autonémicas.
Dependendo da altura da lesdo se torécica,
lombar ou sacral, gera-se a paraplegia, ou
cervical em tetraplegia, com predominancia
do primeiro tipo (58,7%) (Barros et al.,
1990; Campos da Paz et al, 1992,
Divanoglou e Levi, 2009; Rahimi-
Movaghar et al.,, 2013). O TME gera
também complicacdes secundarias em
diversos sistemas do organismo e quem
lidera esse grupo sdo as Ulceras de decubito.
Além disso, ha ocorréncias no sistema
urinario como infecg¢les, incontinéncia,
calculo renal; no sistema gastrointestinal
com constipacdo, colocistite, apendicite,
pancreatite; no sistema cardiovascular com
disreflexia autondmica, tromboembolismo;
no sistema respiratério com infeccdes do
trato respiratério, falha ventilatoria, apneia
do sono; no sistema musculoesquelético
com osteoporose, fraqueza muscular,
paralisia, atrofia, espasticidade, dor; no
sistema endocrino com hipercalcemia; em
Orgdos sexuais com disfuncdo erétil,
infertilidade  masculina; e alteracbes
psiquiadtricas como depressdo (Rahimi-
Movaghar et al., 2013).

Na medicina veterinaria, as lesGes
traumaticas a coluna vertebral também
ocorrem frequentemente, sendo a causa de
morte ou razdo para eutanasia em 49,2%
dos animais com lesdo medular (Mendes e
Arias, 2012). As informagdes sobre as
frequéncias do trauma medular em animais
de companhia sdo minimas, mas tem sido
relatada predominancia em machos (68%),
domiciliados (79%), com menos de cinco
anos de idade (68%) correlacionado ao
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comportamento imprudente desses animais
(Chai et al., 2008; Mendes e Arias, 2012).
Dentre as causas mais comuns na
veterinaria, destacam-se atropelamentos
(66%), agressdo por outro animal (9%) e
quedas (7%) (Chai et al., 2008; Fighera et
al., 2008; Mendes e Arias, 2012). Além
disso, existe a lesdo medular intrinseca,
com maior ocorréncia para a doenga
degenerativa do disco vertebral (27,8 em
cada 10000 cdes/ano), a qual atinge
constantemente ragas condrodistroficas,
machos (60,2%), de area urbana (57%)
(Bergknut et al., 2012), sendo a maioria dos
animais acometidos castrados (72,8%)
(Olby et al., 2003).

O TME pode afetar diferentes partes, mas
0s segmentos medulares mais acometidos,
na medicina veterinaria, sdo
toracolombar/lombar (49-68,1%) e
lombossacro (19,3-33%) (Bali et al., 2009;
Mendes e Arias, 2012), possivelmente por
serem 0s segmentos mais fracos do
esqueleto axial, sofrerem com altas forgas
estaticas e dinamicas (Zotti et al., 2011), e a
presenca de estreitamento do canal
vertebral na regido toracolombar (Olby et
al., 2003; Coates, 2004; Bubenik e
Hosgood, 2008). A apresentacdo
neuroldgica e severidade do trauma sdo
ditadas pela localizacdo, forca do trauma
inicial e extensdo dos eventos patologicos
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secundarios, o0s quais variam desde
hiperestesia espinhal até para/tetraplegia
(Chai et al., 2008) (Fig. 1). LesGes
sisttmicas  secundarias também  sdo
constatadas como dermatites, feridas por
pressdo, constipacdo, incontinéncia fecal
(Chen et al., 2005; Cerda-Gonzalez e Olby,
2006), incontinéncia ou retencdo urinaria,
infeccdo urindria (Olby et al.,, 2010),
pielonefrite e insuficiéncia renal aguda, que
culminam na reducdo da qualidade e
expectativa de vida do paciente (Olby et al.,
2003; Santos et al., 2011).

A recuperacdo neuroldgica depende da
gravidade da lesdo, do seu tempo de
duracdo e da localizacdo (Delamarter et al.,
1995). Relata-se também que pode ocorrer
recuperagcdo neurolégica espontdnea em
lesbes mais discretas, resultante da
plasticidade  estrutural dos  circuitos
sobreviventes (Tator, 2002; Hagg e
Oudega, 2006; Castro et al., 2013).



NMI caudae
anus

4

SINTOMATOLOGIA

EXAME CLINICO NMI NMS
Dificuldade na
Postura sustentacdo do peso;
posicdo agachada
Passos curtos;
tendéncia a cair

Frequentemente normal;

Posicdo anormal dos membros
(aducéo, abducdo, cruzados)

Passos duros

Ambulacgéo "
e atixicos

Paresia flacida/paralisia
Diminuidos a ausentes

Paresia espastica/paralisia
Normal a aumentado

Funcdo motora
Reflexos espinhais

Tonus muscular Diminuidos a ausentes Normal a aumentado
Atrofia muscular Atrofia precoce e grave Atrofia tardia e moderada

Figura 1 - Localizacdo dos neurdnios motores superiores e inferiores e sintomatolagia
caracteristica. A apresentacdo neuroldgica é relacionada a localizagdo do trauma inicial, sendo
classificada em desordens neuroldgicas de neurdnios motor inferior (NMI) ou superior (NMS). (Fonte:
Adaptado de Garosi, 2004 e Fitzmaurice, 2011).

2. Fisiopatologia do trauma medular

A compreensdo da fisiopatologia do trauma

medular é necessaria para 0
desenvolvimento de terapias
neuroprotetoras. Embora estejam

envolvidos tanto mecanismos primarios
guanto secundarios (Fig. 2), as pesquisas
focam no entendimento de lesGes

secundarias e reducdo da morte celular apos
o0 trauma medular, j& que o impacto inicial
pode ser apenas prevenido (Oyinbo, 2011).
A lesdo é caracterizada por processo
continuo de destruicéo tecidual, reparacéo e
cicatrizagdo da lesdo ao redor e no local do
trauma mecénico (Grill, 2005; Severo et al.,
2007).
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Figura 2 — LesBes ap6s o trauma medular. No momento do trauma, ocorre a lesdo priméria que acarreta
a ruptura de axénios, corpos neuronais e células da neuroglia, resultando na interrupcéo da passagem dos
impulsos nervosos. Na sequéncia, iniciam-se eventos neurodegenerativos secundarios, os quais Sdo
responsaveis pela presenca de sequelas e reducdo das chances de recuperacédo do individuo. (Fonte: Karen

Maciel de Oliveira).

Segundos apés o0 impacto mecanico
medular, a fase aguda se inicia com
hemorragia imediata e rapida morte celular,
sendo caracterizada tanto por alteracdes
sistémicas quanto localizadas como
hipotenséo, vasoespasmo, isquemia,
comprometimento da membrana
plasmatica, desequilibrio i6nico, acumulo
de neurotransmissores e interrupcdo dos
impulsos nervosos (Grill, 2005; Severo et
al., 2007; Qyinbo, 2011). Na sequéncia, em
minutos, desenvolve-se a fase subaguda
definida por uma cascata de eventos
secundarios como alteragdes vasculares,
resposta inflamatéria, desequilibrio idnico,
aumento de neurotransmissores excitatorios
e estresse oxidativo, que apesar de serem
essenciais para o funcionamento normal da
célula, guando exacerbados sdo
correlacionados a apoptose/morte celular e
ao impedimento da recuperacgao neuroldgica
(Sekhon e Fehlings, 2001; Cadotte e
Fehlings, 2011; Jia et al., 2013). A maior
parte desses eventos ocorre ou é ativada na
fase subaguda, em torno de 48 horas apds o
TME (Li et al., 1996; Dong et al., 2000; Lu
et al., 2000; Hwan et al., 2006; Oyinbo,
2011; Yip e Malaspina, 2012), mostrando
altos indices de expressdo ou produgdo
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proteica dos fatores nesse momento (Hwan
et al., 2006) (Quadro 1).



Quadro 1 - Principais mecanismos secundarios apés o trauma medular inicial.

FASES NO TRAUMA MEDULAR

AGUDA SUBAGUDA CRONICA
Hipotenséo sistémica
Vasoespasmo Vasoespasmo
Morte celular pela leséo direta  Morte celular pela leséo direta
Isquemia Isquemia
Edema Edema
Desequilibrio iénico Desequilibrio iénico
Actmulo de Acumulo de neurotransmissores
neurotransmissores
Comprometimento da Comprometimento da

membrana
permeabilidade
Produgéo de radicais livres
Peroxidacao lipidica
Excesso de 6xido nitrico
Excesso de noradrenalina
Deplecéo energética e
diminuicdo de ATP
Invasdo de células imunes e
liberacdo de citocinas
Morte celular mediada por
inflamacéo
Inibicdo  de  fatores  de
crescimento de neuritos
Cromatolise central
Compressao
instabilidade
Desmielinizacdo de axonios Desmielinizacdo
sobreviventes continua
Apoptose Apoptose continua
Inicio de cavitagdo central Cavitagéo continuo
Inicio da cicatriz astrogial Cicatriz glial
Alteracdo dos canais
ibnicos e receptores
Processo regenerativo
Neurocircuitos alterados
Siringomielia

membrana plasmatica plasmatica/

vertebral/

Adaptado de Oyinbo (2011).

A lesdo inicial, portanto, se expande lesdo original tanto no sentido retrdgrado

progressivamente dentro de poucas horas,
causando perdas de segmentos funcionais
ainda maiores (Hausmann, 2003). Nessa
fase, processos que resultam do insulto
mecanico inicial afetam células distantes da

guanto anterégrado com caracteristicas de
desmielinizagdo parcial ou total responsavel
pelos déficits de conducdo (Fig. 3). Além
disso, podem-se desenvolver cistos locais
(Zhang et al.,, 1997), cicatriz astroglial
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extensa (Rossignol et al., 2007), dissolugéo
da substéncia cinzenta, deposicdo de tecido
conectivo e gliose, degeneragdo axonal pela
diminuicdo da perfusdo local, degeneracao

U

SB

neuronal (Kikukawa et al., 1998), obstrucéo
da drenagem venosa e os efeitos diretos da
pressdo sobre a funcdo celular (Talac et al.,
2004; Grill, 2005; Severo et al., 2007).

Figura 3 — Caracterizacao histolégica da medula espinhal apés o trauma medular. A leséo inicial se
expande progressivamente tanto no sentido retrégrado quanto anterégrado com caracteristicas de
desmielinizacdo parcial ou total responsavel pelos déficits de conducdo. Na area do trauma inicial e
proximidades, ha regides de malécia (asterisco) na substancia branca (SB) e cinzenta (SC) (Oliveira,

2012).

2.1 A excitotoxicidade pelo glutamato

No trauma medular, as concentracfes
extracelulares de aminoacidos excitatorios,
principalmente o glutamato, alcancam
niveis elevados e levam a transmissdo
sinaptica excitatéria prolongada com
ativacdo de mecanismos glutamatérgicos,
culminando em eventos neurotoxicos
(McAdoo et al., 2000; Mills et al., 2001;
Hulsebosch, 2002; Hausmann, 2003;
Rowland et al., 2008). A excitotoxicidade
se refere ao estado patoldgico causado pela
exposicdo excessiva ou prolongada ao
glutamato, o que resulta em morte neuronal
(Doble, 1999). Normalmente, ap6s a
liberagdo  do  glutamato,  proteinas
especificas transportadoras rapidamente o
removem da fenda sindptica, prevenindo
acumulacbes e consequentes efeitos
indesejaveis (McAdoo et al., 2000; Xu et
al., 2004; Kim et al., 2011).

Dentro dos primeiros minutos ap6s a lesdo
medular, o glutamato atinge niveis toxicos
como resultado da lise celular pela lesdao
mecénica, exocitose e/ou inibicdo da
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recaptacdo nas fendas sinépticas (McAdoo
et al., 2000; Hausmann, 2003; Kwon et al.,
2004). O glutamato atinge o pico no liquido
cerebroespinhal entre 15 (Mills et al., 2001)
a 40 minutos (Xu et al., 2004), com reducao
em uma hora (Liu et al., 2013) e retorno aos
niveis basais com trés (Liu et al., 1991; Liu
e McAdoo, 1993; Xu et al., 2004) a quatro
horas apds o trauma medular (Ishikawa e
Marsala, 1996; Yamamoto e Sakashita,
1998), sendo regulado/recaptado  por
proteinas transportadoras de glutamato.
Logo ap6s o trauma, essas proteinas estdo
reduzidas tanto no epicentro quanto regides
adjacentes, locais onde houve perdas
teciduais e apoptose, sendo que um dos
principais transportadores, o GLT-1,
permanece reduzido por semanas (Kim et
al.,, 2011; Lepore et al, 2011). Essas
proteinas atingem o pico com seis horas
depois do TME (Vera-Portocarrero et al.,
2002), o que justifica a alta reducdo do
glutamato e, algumas, ainda foram
detectadas em altos indices por semanas no
tecido medular adjacente ao epicentro, na
tentativa de reestabelecer a homeostasia
(Kim et al., 2011). Em contrapartida, alguns



autores relatam a persistente elevagdo do
glutamato no liquido cerebroespinhal por
dias (Kunihara et al., 2004) ou no
homogenato  medular ~ por  semanas
dependendo da intensidade da leséo (Panter
et al., 1990 citado por Lepore et al., 2011).

Na membrana plasmatica, ha receptores do
glutamato que sdo divididos em dois
subtipos  principais, 0s ionotrépicos
(iGLUr)  (N-metil-D-aspartato, NMDA,
acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropionico, AMPA; e cainato) e
metabotropicos (mGLUr) (Kunihara et al.,
2004). Os iGLUr estdo associados a canais
ibnicos e, quando estimulados, sdo
permedveis a cations, como calcio e sodio.
Os mGLUTr estdo acoplados a proteina G e
ligados a um sistema de segundos
mensageiros, ativando ou inibindo eventos
de transdugdo do sinal celular. Com a
ativacdo desses receptores, iniciam-se
diversos processos celulares como aumento
intracelular de célcio, ativacdo da proteina
quinase C (Choi, 1992), aumento da
liberacdo de glutamato (Herrero et al.,
1994), producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio e isquemia
secundaria, os quais levam a morte celular
(Nakamura et al., 1994; Liu et al., 1999b;
Mills et al., 2001; Brouns et al., 2009;
Oyinbo, 2011). A excitotoxicidade do
glutamato atinge principalmente neurénios
e  oligodendrocitos, resultando  em
desmielinizacdo, interrupcdo de impulsos

nervosos e contribui para déficits motores e
sensoriais. Nesse contexto, uma estratégia
de neuroprotecgdo é a reducdo dos niveis dos
neurotransmissores excitatorios (Kunihara
et al., 2004; Xu et al., 2004; Gensel et al.,
2012).

2.2 O influxo exacerbado do calcio

Embora o célcio seja fundamental a
manutencdo da vida, o aumento intracelular
exacerbado  destaca-se como  uma
importante via para morte neuronal devido
aos seus efeitos deletérios. O aumento do
calcio citoplasmatico ocorre através de
canais presentes na membrana plasmatica,
do transporte por bombas idnicas ou da sua
liberacdo de reservas intracelulares. Esse
processo envolve canais CCVD, operados
por receptores glutamatérgicos, operados
pela proteina G, operados por segundos
mensageiros e operado por estoque de
calcio (COEC) (Récasens e Vignes, 1995;
Greenberg, 1997; Berridge, 2002) (Fig. 4).
A deplecdo do célcio do meio extracelular
em direcdo ao intracelular se inicia minutos
apos o insulto mecénico (Young et al.,
1982; Stokes et al., 1983; Gelderd e
Sampson, 1990), com o primeiro aumento
significativo aos 45 minutos, concentracdo
maxima com oito horas (Happel et al.,
1981) e pode permanecer elevado por 24 a
48h (Fineman et al., 1993) ou mesmo por
semanas (Liverman et al., 2005 citado por
Oyinbo, 2011).
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Glutamato

Caspase-12

MITOCONDRIA

Citocromo ¢

e

Caspase-9

Caspase-3

Apoptose
Figura 4 — Representacéo esquematica dos eventos relacionados ao quadro de excitotoxicidade apds
trauma medular espinhal. Essa cascata € resultante da alta disponibilidade de glutamato com
consequente influxo de célcio e morte celular por apoptose. (METT: receptor metabotrépico; COEC:
canais operados pelo estoque de calcio; NDMAr: receptores de N-metil-D-aspartato; AMPA: receptores
de a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico; KAr: receptores de cainato; CCVD: canais para
calcio voltagem dependentes; IPs: inositoll1,4,5-trifosfato; IPsr: receptores de inositoll,4,5-trifosfato; Rir:
receptores de rianodina; RE: reticulo endoplasmatico; Ca?*: calcio). (Fonte: Felipe Ajzenberg e Karen

Maciel de Oliveira)

A ativacdo de CCVD constitui uma das vias
mais importantes de entrada de célcio e
representa um passo chave na regulacao dos
processos celulares (Uchitel, 1997; Agrawal
et al, 2000). A despolarizacdo da
membrana plasmatica desencadeia uma
mudanga conformacional na molécula
sensivel a voltagem, promovendo o influxo
do calcio. Os CCVD sdo proteinas
heterométricas que compdem o canal de
transmembrana formado por subunidades a-
1 e subunidades regulatérias (Lory et al.,
1997). Sdo divididos em duas grandes
classes fisioldgicas baseadas nas voltagens
de ativacao (voltagem de baixo limiar — tipo

26

T ou alto limiar —tipo L, N, P/Q e R) e trés
subfamilias, designadas como tipo Cav.l
(L), Cav.2 (N, P/Q e R) e a Cav.3 (T) com
base na similaridade de suas caracteristicas
farmacolégicas (Terlau e Olivera, 2004). O
tipo L (long lasting) é expresso em tecidos
cardiovascular, endécrino e neural e esta
envolvido na contragdio muscular e
liberacdo hormonal. O tipo N contém a
subunidade ayp localizados em neurénios
em terminacdo pré-sindptica (Dunlap et al.,
1995; Greenberg, 1997). Os tipos P/Q
contém a subunidade a4, S30 intimamente
relacionados e também se encontram na
terminacdo pré-sindptica neuronal (Dunlap



et al., 1995). Os tipos N e P/Q, encontrados
em neurdnios, estdo envolvidos
predominantemente com a liberagdo de
neurotransmissores (Dunlap et al., 1995;
Diaz e Dickenson, 1997). J4 o tipo R é
ativado por voltagens intermediarias
(Uchitel, 1997) presente em corpos
celulares e dendritos. E, por Gltimo, o tipo T
(transiente), expresso no musculo cardiaco
e neurénio, diferem de outros subtipos de
canais por ser ativado em baixa voltagem
(Greenberg, 1997; Bingham et al., 2010).
Na ME, foi evidenciada a participacdo dos
CCVD tipo N, P/Q e R na corrente de
célcio dos motoneurdnios (Carlin et al.,
2000).

Bloqueadores de CCVD tém mostrado
neuroprotegdo em  lesbes  medulares
traumaticas (Lavor, 2013; Oliveira et al.,
2014) e isquémicas (Burns et al., 1999;
Lavor, 2013) e lesdes cerebrais traumaticas
(Hovda et al., 1994; Verweij et al., 1997;
Bowersox e Luther, 1998; Berman et al.,
2000; Verweij et al., 2000) e isquémicas
(Buchan et al., 1994; Bowersox et al., 1997;
Perez-Pinzon et al., 1997).

O aumento intracelular do célcio também
pode ocorrer pela mobilizacdo do ion de
reservas intracelulares, como do reticulo
endoplasmatico (RE) através da ativacao
dos receptores de rianodina (Rir) e inositol
1,4,5-trifosfato (IP3r), os quais possuem
papel crucial na fun¢do neuronal (Suzuki et
al., 2012). A ativacdo dos canais operados
por ligantes (AMPA e KA) produz
despolarizacdo da membrana e abertura dos
canais NMDA e CCVD, que esta
intimamente ligada aos Rir, permitindo a
liberagdo do célcio para o citoplasma. Em
neurdnios, as trés formas dos Rir foram
encontradas (Rirl, Rir2 e Rir3) (McPherson
e Campbell, 1993; Thorell et al., 2002;
Quardouz et al., 2003; Mori et al., 2005;
Zalk et al., 2007) e estdo relacionadas a
ativacdo da via de apoptose dependente da
sobrecarga de calcio mitocondrial. Outra
via de aumento do calcio intracelular é

determinada pela ativacdo de IP3r por IP3,
um segundo mensageiro formado com a
ligagdo da proteina G a receptores
metabotrépicos, o que ocasiona o efluxo do
calcio do RE. Com a deple¢do do célcio do
RE, gera influxo desse ion extracelular por
sinais de abertura de canais para calcio na
membrana plasmatica, via conhecida como
ativacdo COEC (Glitsch et al., 2002; Bose e
Thomas, 2006).

Evidéncias tém mostrado importante
participacdo do RE na apoptose em
processos neurodegenerativos e
excitotéxicos, devido a deplecdo de célcio
que desencadeia o acumulo de proteinas
desdobradas, ativacdo da caspase-12,
disfungdo mitocondrial e morte celular
(Berridge, 2002; Ruiz et al., 2009). A
utilizacdo de blogueadores de célcio que se
ligam nos Rir (Zhang et al., 1993; Tasker et
al., 1998; Niebauer e Gruenthal, 1999;
Aslan et al., 2009; Muehlschlegel e Sims,
2009; Costa, 2010; Torres et al., 2010,
2011) e IP3r tem evidenciado potencial
neuroprotetor (Thorell et al., 2002;
Chinopoulus et al., 2004; Lipski et al.,
2006).

O acumulo intracelular do calcio
desencadeia  sérios danos incluindo
disfuncdo mitocondrial que determina falha
no metabolismo aerdbico, acumulo de
lactato e liberagdo de fatores apoptogénicos
(Berridge, 2002; Ruiz et al., 2009;
Decuypere et al., 2011); ativacdo da Oxido
nitrico sintetase (NOS) mitocondrial e
citoplasmatica com consequente produgéo
de Oxido nitrico (NO); ativacdo da
fosfolipase A, que libera o A4cido
araquidonico e converte a ciclooxigenase
em vasocontritores e promotores de
agregacdo  plaquetdria; ativagdo  de
calpainas que levam a destruicdo do
citoesqueleto, culminando em apoptose ou
necrose neuronal (Hulsebosch, 2002; Hall e
Springer, 2004).
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2.3 Oxido nitrico

O NO é um radical livre com importante
participagdo na patologia do trauma
medular. Esta envolvido na formagdo de
cavitacdo na ME ap6s a lesdo (Matsuyama
et al., 1998). A citotoxicidade do NO é
relacionada com sua reacdo ao &nion
superdxido, formando o peroxinitrito e,
consequente, lipoperoxidacdo (Beckman et
al., 1990).

Esse radical é produzido a partir da L-
arginina por uma reacdo mediada pela NOS
(Palmer et al., 1987), a qual possui trés
isoformas: induzida (iNOS) ou constitutiva
do tipo neuronal (nNNOS) e endotelial
(eNOS) (Alagarsamy et al., 1994),
encontradas no SNC (Conti et al., 2007). A
nNOS ¢é constantemente expressa por
neurdnios, sendo dependente do influxo de
calcio, e atua protegendo contra a morte
celular (Knowles et al., 1989). Todavia no
trauma medular, 0s aminoacidos
excitatérios causam intensa estimulacdo de
receptores NDMA, com influxo de célcio,
gerando producdo elevada de NO logo apds
0 trauma e um segundo pico entre 24 e 72
horas (Nakahara et al., 2002). A nNOS,
entdo, perde o papel neuroprotetor quando
expressa em alta concentragdo, sendo
relacionada ao primeiro aumento do NO
(Nakahara et al., 2002). Dessa maneira, a
reducdo da nNOS tem sido foco na
neuroprotecdo como ja demonstrado em
ratos submetidos ao trauma medular com
recuperacdo neurologica (Cohen et al.,
1996), em ratos com ruptura do plexo
braquial (Luo et al., 2014), em ratos com
transeccdo medular (Sharma et al., 2005)
tratados com inibidores da nNOS.

Além disso, a INOS, produzida em
condigdes  patologicas como  trauma,
respostas imunes e desordens inflamatdrias
independente do célcio, apresenta potencial
neurotoxico no trauma medular, tendo picos
de expressdo vistos com 24 e 72 horas
(Chatzipanteli et al., 2002), apesar de
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Satake et al. (2000) e Kwak et al. (2005)
relatarem normalizacdo no terceiro dia.
Inibidores de iNOs utilizados no trauma
medular como aminoguanidina melhoraram
os resultados histolégicos e neuroldgicos
apos trauma medular contusivo
(Chatzipanteli et al., 2002).

2.4 Disfungdo mitocondrial

O aumento do célcio dentro da célula
contribui  diretamente para disfuncéo
mitocondrial (Bernardi et al., 1999), pois na
tentativa de interromper 0s potenciais
eventos letais, ela sequestra esse ion para
seu interior (Santo-Domingo e Demaurex,
2010). Entretanto no TMA, a intensa
elevacdo do calcio excede a capacidade de
tamponamento da mitocondria, o0 que
compromete a sua fungdo e estabilidade. A
disfungdo mitocondrial se inicia nas
primeiras horas (Azbill et al., 1997;
Wingrave et al., 2003; Sullivan et al., 2007)
apos a lesdo, com pico em 12 horas (Singh
et al., 2006) e permanece alterada por 24
horas (Azbill et al., 1997; Sullivan et al.,
2007) ou as 72 horas (Wu et al., 2009),
momento maximo avaliado em trauma
medular.

O excesso de calcio mitocondrial contribui
para o gatilho da apoptose pela formacédo de
poros transitérios na membrana interna
mitocondrial, edema da mitocéndria com
ruptura  da  membrana externa e,
consequente, liberagdo de  fatores
apoptogénicos como citocromo ¢ e fator
indutor de apoptose que entdo ativam
caspases executoras como caspase-3 €
caspase-7 (Azbill et al., 1997; Berridge,
2002; Xu et al., 2005; Ruiz et al., 2009;
Patel et al., 2010; Decuypere et al., 2011).
Nessa via intrinseca de apoptose, observa-
se a translocagdo de  proteinas
préapoptoticas (Bax e Bak) e ativacdo de
proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2 e
Bcl-xl, que antagonizam a apoptose a nivel
mitocondrial (Decuypere et al., 2011).



Além do aumento do célcio, estudos
relacionam a producdo de ERO com a
desestabilizacdo mitocondrial ja que esta é
uma das principais fontes desses radicais
livres (Lander, 1997; Liu et al., 1998;
Sullivan et al., 2007; Wu et al., 2009; Bains
e Hall, 2012).

2.5 Estresse oxidativo

Os radicais livres fazem parte de um
mecanismo fundamental nas doencas
neuroldgicas, provocando as chamadas
lesdes oxidativas. Além do aumento de
calcio intracelular ativar vias de producgdo
de radicais livres, a mitocondria é uma das
maiores fontes de geracdo de ERO
proveniente da formacdo do radical
superdxido (O,) na reacdo respiratéria, 0s
quais sdo altamente reativos a estruturas
macromoleculares (Lander, 1997; Liu et al.,
1998; Delanty e Dichter, 2000; Xu et al.,
2005; Wu et al., 2009; Dasuri et al., 2013).

Em condi¢bes normais, a ERO funciona
como mensageiro intracelular e modula a
resposta celular, a toxicidade e morte da
célula (Rhee, 1999). Em excesso, essas
moléculas com elétrons ndo pareados
sobrecarregam as defesas antioxidantes,
seguido pelo estresse oxidativo onde ha
modificacdo estrutural e funcional das
moléculas, levando a degeneracdo e morte
neuronal (Qian e Liu, 1997; Liu et al,,
1998; Rhee, 1999; Liu et al., 2000, 2003;
Varizi et al.,, 2004; Xiong et al., 2007;
Bains e Hall, 2012). Para minimizar essas
disfungdes, existem as defesas
antioxidantes enzimaticas como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationas (Azbill et al., 1997; Nagai et al.,
2001; Masella et al., 2005), convertendo a
ERO em compostos menos nocivos, sendo
importante na regulacdo do estresse
oxidativo no trauma medular (Liu et al.,
2004; Ozgiray et al., 2011).

A primeira ERO formada no organismo é o
O, (A) (Liu et al, 1998), o qual ¢

convertido em peréxido de hidrogénio
(H2.0y) (Liu et al., 1999a) pela SOD (B). O
H,0,, por sua vez, é convertido em &gua e
moléculas de oxigénio pela enzima CAT
(C) ou glutationa peroxidase (GPx) do
sistema de glutationas (D). Entretanto, na
presenca de elétrons doadores, como ion
ferroso ou excesso de superdxido, o H,0,
pode ser convertido em radical hidroxila
(OH) (E) (Liu et al., 2003), o qual é
altamente reativo e citotoxico (Varizi et al.,
2004; Dasuri et al., 2013). Estas etapas
estdo apresentadas nas reacOes seguintes:

A) 02+6' —_—> 02_

SOD
B) 02_+ 02- + 2H+ — H202+ 02

C) 2H,0, AL 2H,0 + 0,

GP
D) H,0,+ 2GSH ——> 2H,0 + GS-SG
E) H,0,+ Fe?* —> OH + OH- + Fe3*

Esses eventos sdo relatados como as
primeiras alteracBes bioquimicas apds o
trauma medular, desempenhando papel
central nos danos secundarios a lesdo
traumatica (Juurlink e Paterson, 1998).
Relata-se 0 aumento rapido de ERO ap6s o
TMA (Liu et al., 1998; Liu et al., 1999a; Xu
et al., 2005; Liu et al., 2013), com elevacdo
até o periodo de 11 horas e retorno aos
niveis basais com 12 horas apds a lesdo.
Entretanto, Varizi et al. (2004) acrescentam
gue ha aumento dos niveis das ERO com
um (Azbill et al., 1997) e 14 dias ap6s a
lesdo medular, momentos avaliados pelos
autores. O desequilibrio da alta producéo de
radicais livres € um mecanismo lesivo em
potencial nas doengas, jA& que a ERO
interage com proteinas, lipideos e acidos
nucleicos, causando ou acentuando a lesao
neuronal, além de ser sinalizador do
processo inflamatério (Azbill et al., 1997;
Nagai et al., 2001; Masella et al., 2005; Xu
et al., 2005).
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Entre as ERO formadas, o O, pode reagir
com o NO, formando o peroxinitrito (O, +
NO — ONOO) (Azbill et al., 1997; Liu et
al., 2000; Ozdogan et al., 2006). Esse € um
radical livre altamente citotoxico, que
instiga a peroxidacdo lipidica (PL) (Bains e
Hall, 2012) e resulta no rompimento da
membrana  celular e em  fatores
neurotoxicos, como o malondialdeido
(MDA) (Seligman et al., 1977; Dasuri et al.,
2013). A PL também pode estar associada
aos mecanismos de envelhecimento, de
tumores e a exacerbacdo da toxicidade de
xenobi6ticos. Todavia, nem sempre 0s
processos de PL sdo prejudiciais, pois seus
produtos sdo importantes na resposta
inflamatdria. Mas, em excesso deles torna-
se lesivo (Ferreira e Matsubara, 1997).

A PL é um dos mecanismos mais
prejudiciais desenvolvidos ap6s o TMA
(Bains e Hall, 2012), com aumento do
MDA logo ap6s o trauma (Qian e Liu,
1997; Xiong et al., 2007) até atingir pico
dentro das primeiras quatro horas (Azbill et
al., 1997; Liu et al., 2004; Christie et al.,
2008), ou elevacdo gradativa até 24 horas
(Xu et al., 2005; Song et al., 2013). Outros
trabalhos mostram que o MDA retorna aos
niveis basais com nove (Qian e Liu, 1997) a
12 horas (Christie et al., 2008), mas ocorre
um segundo pico com 24 horas (Azbill et
al., 1997; Christie et al., 2008), mantendo-
se elevado por cinco (Christie et al., 2008),
seis (Dong et al., 2000) ou sete dias (Song
et al.,, 2013). Qutras espécies de radicais
livres formadas, como 4-hidroxinonenal,
também sdo detectadas em altos niveis por,
no minimo, sete dias (Luo et al., 2005;
Xiong et al., 2007).

2.6 Sistema de defesa antioxidante
Os danos oxidativos ocorrem rapidamente

apo6s a lesdo medular devido a grande
guantidade de radicais livres como anion
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superoxido (Liu et al., 1998), perdxido de
hidrogénio (Liu et al., 1999a), radical
hidroxila (Liu et al., 2003) e peroxinitrito
(Liu et al., 2000), enquanto mecanismos
naturais de defesa antioxidante, em sua
maioria intracelular  (mitocondria e
citoplasma), ndo sdo eficientes ou
suficientes para neutraliza-los (Azbill et al.,
1997; Ozdogan et al., 2006; Dasuri et al.,
2013).

As enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx
possuem papel importante na prevencao de
danos oxidativos por participarem da
primeira linha de defesa celular contra O; e
H,0,, convertendo-0s em compostos menos
nocivos (Hayes e McLellan, 1999), como
visto anteriormente. A SOD é a primeira
enzima da cascata de detoxificacdo,
catalisando a conversdo do radical O, em
H,O, e molécula de oxigénio, enquanto a
CAT catalisa a reducdo do H,O, e protege o
tecido contra reacdo de radicais hidroxilas.
Além dessa, a GPx ao oxidar o tripeptideo
glutationa (GSH) a dissulfeto de glutationa
(GSSH), também reduz o H,O, (Fig. 5)
(Dasuri et al., 2013).

No trauma medular, a diminuicdo das
atividades enzimaticas de SOD e GPx esta
bem estabelecida 24 horas ap6s o trauma
(Kanter et al., 2006; Erol et al., 2008; Cemil
et al., 2010; Aslan et al., 2012) ou por dias
(Dong et al.,, 2000), provavelmente pelo
aumento do consumo para detoxificacdo
dos radicais livres (Taskiran et al., 2000;
Kanter et al., 2006; Erol et al., 2008; Cemil
et al., 2010; Serarslan et al., 2010). Quanto
a CAT, em alguns estudos tem sido relatado
0 aumento de sua atividade nos grupos
submetidos ao trauma, relacionado a
resposta de defesa do organismo (Azbill et
al., 1997; Aslan et al., 2012), embora
Kanter et al. (2006) e Cemil et al. (2010)
tenham observado redugdo dessa enzima
ap0s o trauma.
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Figura 5 — Sistema de detoxificacdo do radical superdxido. (O, molécula de oxigénio; O, radical
superoxido; SOD: superdxido dismutase; H,0,: peroxido de hidrogénio; GPx: glutationa peroxidase;
GSH: tripeptideo glutationa; GSSG: dissulfeto de glutationa; H,0: molécula de agua; GR: glutationa
redutase; GT: glutationa-S-transferase; NADPH: nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato oxidase).

(Adaptado de Garrel et al., 2010).

Como as enzimas anteriores ndo
neutralizam todas as ERO, estas ainda
reagem com macromoléculas e geram
produtos secundarios a oxidacdo, o que
demanda detoxificacdo a fim de prevenir
novos danos intracelulares e eventual morte
celular (Hayes e McLellan, 1999). Essa
segunda linha de defesa contra ERO ¢é
realizada por enzimas além da GPx, a
glutationa redutase (GR) e glutationa
transferase (GT). A GR é responsavel pela
regeneracdo do GSH, através da redugédo do
GSSG formado na reagdo da reducdo de
radicais livres da GPx e GT. Essa
reciclagem se faz necessaria ja que o GSH é
um importante antioxidante celular com
funcdo de limpar as ERO, radicais livres e
metabolitos reativos (Gilbert et al., 1990;
Valko et al., 2007), além de agir como
substrato para antioxidacdo e detoxificacdo
da enzima GPx (Nogues et al., 2006; Dasuri
et al., 2013).

Estudos com terapias que promovam a
sintese de GSH ou restaurem a atividade de
enzimas GR ap0s o trauma medular, tém
mostrado preservacgdo da  funcdo
neurolégica em ratos (Kamencic et al.,
2001). Além disso, evidéncias demonstram
que a defesa neuronal contra o peréxido de
hidrogénio €é mediada pelo sistema
glutationa, principalmente pela GPx e a GT
com capacidade peroxidase ao conjugar 0s
peréxidos organicos a GSH, ao auxiliar a
GPx dismutar o peroxido de hidrogénio,
reduzindo assim os danos gerados pelo
estresse oxidativo (Hayes et al., 2005).

2.7 Morte celular por apoptose

A apoptose € um mecanismo essencial
durante o desenvolvimento do sistema
nervoso central (SNC) para eliminacdo de
células excessivas. Entretanto apés o0 TMA,
mostra-se como importante fator na perda
celular, sendo detectada de horas a semanas
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apo6s a lesdo em diversos tipos celulares
como oligodendracitos, neuronios,
neutrofilos, microglia e macréfagos (Hall e
Springer, 2004). Apds o impacto mecanico,
algumas células no sitio da lesao morrem
por necrose seguida do trauma, enquanto
outras por apoptose. As células apoptdticas
ndo sdo encontradas apenas no local da
lesdo, como também onde aparentemente a
ME estaria intacta (Hagg e Oudega, 2006),
principalmente nos tratos ventrocraniais,
responsaveis pela parte motora (Li et al.,
1999).

A partir de quatro horas depois do trauma,
observam-se picos de apoptose das células
neuronais e gliais apoptéticas, em oito e 24
horas respectivamente (Lu et al., 2000). No
sétimo dia, ocorre um aumento progressivo
da area lesada e as cavitacbes aumentam
com mais morte neuronal e glial. Nesse
periodo, observa-se um terceiro pico de
apoptose, dessa vez de oligodendrocitos,
associado ao agravamento da degeneracao
axonal e  desmielinizacdo  cronica,
conhecido como degeneracdo Walleriana
(Liu et al., 1996; Hausmann, 2003).

As principais proteases executoras da
apoptose sdo conhecidas como caspases, as
quais sdo divididas em iniciadoras (caspase-
2, -8, -9 e -10) e efetoras (caspase-3, -6 € -
7). A resposta apoptotica pode ser mediada
por via intrinseca ou  extrinseca,
dependendo do estimulo recebido (Riedl e
Shi, 2004), que culmina na ativacdo de
caspase efetora, especialmente a caspase-3
(Springer et al., 1999; Citron et al., 2000; Li
et al., 2000; Zhang et al., 2012). A via
intrinseca é ativada/regulada principalmente
pela mitocondria com liberacdo do
citocromo c e ativagdo de caspases
iniciadoras, como a caspase-9, que por sua
vez ativa a caspase-3 (Krajewski et al.,
1999; Portt et al., 2011). Neste processo,
em resposta ao estimulo apoptético,
membros pré-apoptoéticos da familia Bcl-2
(Bax e Bak) tornam-se ativados e agem
sobre a mitocondria para liberacdo do
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citocromo c (Portt et al., 2011). Para
controlar a ativacdo aberrante da caspase,
outras proteinas da familia Bcl-2 anti-
apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-xl) regulam a
liberacdo do citocromo c alterando a
permeabilidade mitocondrial (Jurgensmeier
et al., 1998; Riedl e Shi, 2004; Portt et al.,
2011). Sabe-se, ainda, que hd uma
importante ativacdo apoptotica pelo estresse
no RE, frente a diminuicdo do calcio,
mediada pela caspase-12 (Nakagawa et al.,
2000).

A via extrinseca € iniciada por ligantes
extracelulares do subgrupo de receptores do
fator de necrose tumoral aos seus receptores
de morte celular, gerando a ativacdo da
caspase-8 (Boldin et al., 1996; Matsushita
et al.,, 2000; Wu et al, 2014) e -10
iniciadoras, as quais ativam a caspase-3 que
cliva proteinas intracelulares estruturais e
regulatérias (Casha et al., 2001; Takagi et
al., 2003). Pode haver comunicagédo da via
extrinseca com a intrinseca, através da
clivagem e ativacdo de BID (familia Bcl-2)
pela caspase-8, 0 qual aciona a liberacdo de
fatores  pro-apoptéticos  mitocondriais
(Riedl e Shi, 2004; Portt et al., 2011).

3. Uso de bloqueadores de canais para
célcio como agentes neuroprotetores

Apesar de recentes avancos no estudo da
fisiopatologia do TMA (Talac et al., 2004),
ainda ndo foi estabelecido um tratamento
efetivo que detenha a expansdo da lesdo
secundaria e, com isso, diminua as sequelas
permanentes (Hausmann, 2003; Kwon et
al., 2004). Dentre os diferentes tratamentos
propostos estdo os anti-inflamatorios
esteroidais (Bartholdi e Schwab, 1995;
Rosado et al., 2014) e ndo esteroidais (Guth
et al., 1999), células tronco (Dasari et al.,
2007; Caldeira, 2011), bloqueadores de
canais para sddio (Schwartz e Fehlings,
2001; Martins, 2012), blogueadores de
canais para célcio (Regan e Choi, 1994;
Lavor, 2013; Oliveira et al.,, 2014) e
anestésicos gerais (Kawaguchi et al., 2005;



Lavor et al., 2011; Fukushima, 2012;
Lavor, 2013). Agentes bloqueadores de
canais para célcio se  mostraram
especialmente promissores na reducdo de
lesGes cerebrais e medulares, por impedir o
influxo exacerbado desse ion, e assim,
prevenir a progressdo da lesdo secundaria
(Choi, 1992; Lanz et al., 2000).

Uma estratégia neuroprotetora importante é
0 blogueio de CCVD (Imaizumi et al.,
1999), por estarem envolvidos em
processos celulares, como liberacdo de
neurotransmissores (Snutch et al., 2001),
entre os demais efeitos deletérios do
aumento exacerbado do calcio (Lee et al.,
2009; Vaishnav et al.,, 2010; Liu et al.,
2013). A classe da subunidade a-1 é o
principal alvo dos bloqueadores de canais
para calcio, que podem ser subdivididos em
inorganicos,  organicos  pequenos e
peptideos de toxinas. Os bloqueadores
inorganicos incluem fons divalente e
trivalente como niquel e cadmio, que sdo
utilizados como ferramentas de pesquisas,
mas pouco praticos para uso clinico. Os
blogueadores organicos pequenos como
diidropiridina, fenilalquilaminas e
benzodiazepinas que blogueiam os canais
do tipo L, sdo prescritos para doencas
cardiovasculares e enxaquecas e participam
pouco na liberacdo de neurotransmissores
(Diaz e Dickenson, 1997). Além disso, 0s
canais do tipo N e P/Q sdo insensiveis aos
classicos antagonistas, mas podem ser
blogueados seletivamente (Su et al., 2008)
por peptideos de toxinas isolados de
aranhas e caramujos marinhos, que sao
prescritos para dores neuropaticas (Snutch
et al.,, 2001; Camerino et al., 2007). A
inibicdo do influxo de célcio no CCVD por
toxinas tem sido altamente correlacionada a
neuroprotecdo (Bowersox et al., 1997;
Perez-Pinzon et al., 1997; Verweij et al.,
1997; Verweij et al., 2000).

Ademais, a mobilizagdo de reservas
intracelulares  também  mostra  papel
participativo na elevacdo do célcio

citoplasmatico. Os Rir sdo um dos maiores
responsaveis pelo aumento do calcio
intracelular com a liberacdo do ion do RE e
sarcoplasmatico, como ja citado
anteriormente (Suzuki et al., 2012). Estéo
localizados tanto no corno dorsal quanto
ventral da ME (Staats et al., 2012). A
deplegdo do célcio no RE gera acumulo de
proteinas desdobradas, ativacao da caspase-
12, estimulo ao influxo do célcio
mitocondrial com consequente liberagédo de
fatores apoptoticos e ativacdo da cascata de
apoptose por diferentes vias, culminando na
morte neuronal (Berridge, 2002; Sullivan et
al., 2004; Ruiz et al., 2009; Decuypere et
al., 2011). Portanto, blogueadores de Rir
parecem promissores no estudo de novas
terapias para o trauma medular (Aslan et
al., 2009; Torres et al., 2010).

3.1 Toxinas de caramujos marinhos

Desde a descoberta da interacdo de toxinas
com os CCVD, o seu uso nas afeccBes
neurolégicas vem sendo investigado
(Olivera et al., 1987; Greenberg, 1997;
Verweij et al., 2000; Oliveira et al., 2014).
Ressalta-se que na ME, os canais do tipo N
sd0 0s mais abundantes com grande
participacédo na liberacdo dos
neurotransmissores e um papel chave na
excitotoxicidade (Wright e Angus, 1996;
Kochegarov, 2003). Especula-se que o
blogueio dos CCVD proteja a integridade
estrutural dos oligodendrécitos e astrocitos
devido a presenca de canais do tipo N em
suas membranas. A  protecdo  dos
oligodendrécitos e de sua mielina
propiciaria uma melhor preservacdo na
conducédo axonal ap6s o trauma medular. O
bloqueio desses canais nos astrécitos,
também protegeria sua habilidade em
tamponar o K* extracelular (Agrawal et al.,
2000). Além disso, foi comprovado que o
bloqueio dos canais do tipo N levam a
efeitos anti-inflamatérios e analgésicos
superiores aos dos opidides (Camerino et
al., 2007; Souza et al., 2008; 2011), ja que a
mobilizacdo do célcio controla diversos
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neurotransmissores e polipeptideos que
mediam a resposta dolorosa (Triggle,
2003).

Ha quase 30 anos, 0 primeiro componente
ativo do veneno de caramujo marinho do
género Conus foi caracterizado
bioguimicamente, instigado pelo modo
como esses animais paralisavam as presas.
Eles sdo predadores de aguas tropicais e
subtropicais, com aproximadamente 500
espécies, classificadas em trés grupos de
acordo com o hébito alimentar: vermivoros,
moluscivoros e piscivoros (Shen et al.,
2000). As espécies de caramujos marinhos
com alvos ja estabelecidos incluem C.
magus, C. aulicus, C. regius, C.
purpurascens, C. imperialis e C.
geographus (Olivera e Teichert, 2007). O
veneno do caramujo marinho do género
Conus causa acidente grave, com quadros
de dor intensa seguida de parestesia
generalizada, além da paralisia
neuromuscular e o6bito por insuficiéncia
respiratoria (Watters e Stommel, 2004).

Essas toxinas tém sido estudadas por terem
acOes especificas em canais ibnicos e em
receptores para neurotransmissores
(Uchitel, 1997; Kapoor, 2010). Para sua
obtencdo, ela é extraida dos ductos de
veneno desses animais e purificada por
fracionamento pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa baseada em superficie de
Oxidos inorganicos (Aguilar et al., 2009). A
toxina purificada € composta por pequenos
peptideos, denominados conopeptideos,
variando o tamanho de oito a 31
aminoacidos, enriquecida com pontos de
dissulfeto (Shen et al., 2000), os quais
mostraram  resultados promissores em
estudos  experimentais de desordens
neuroldgicas como epilepsia (Malmberg et
al., 2003), Parkinson (Zoli et al., 2002),
Alzheimer (Marchi et al., 2002), lesdes
cerebrais (Verweij et al., 2000), isquemia
(Lavor et al., 2011) e trauma medular
(Oliveira et al., 2014) e ja sdo utilizados em
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sindromes neuropéticas de dores cronicas
(Livett et al., 2004; Norton e Olivera, 2006;
Mehdiratta e Saberwal, 2007).

Atualmente, conhece-se cerca de 10
superfamilias de conotoxinas com alta
seletividade para um alvo molecular
especifico como canais ibnicos ou
receptores (Olivera e Cruz, 2001). Elas séo
subdivididas em diversas familias ou
classes. As w-conotoxinas sao especificas
para CCVD, inibindo a liberacdo de
neurotransmissores. A alfa- e psi-
conotoxina blogueiam receptores
nicotinicos,  causando o  blogueio
neuromuscular, enguanto a mu- e delta-
conotoxina sdo seletivas a canais para
potassio voltagem dependentes, os quais
aumentam a excitabilidade neuronal. Além
dessas, a gama-conotoxina inibe canais
ibnicos inespecificamente e a sigma-
conotoxina antagoniza  receptores de
serotonina (Livett et al., 2004; Mehdiratta e
Saberwal, 2007; Olivera e Teichert, 2007).

No TMA, como visto anteriormente, ocorre
morte neuronal devido ao aumento do
calcio intracelular que pode ser prevenido
com bloqueadores de canais para calcio. As
w-conotoxinas, provenientes de C. magus e
C. geographus, mostraram-se valiosas na
pesquisa para identificacdo dos subtipos de
CCVD envolvidos em determinados
processos celulares (Hillyard et al., 1992).
Com essas descobertas, tornaram-se alvos
de terapias direcionadas contra dores
crbnicas, danos isquémicos cerebrais e
medulares, algumas formas de epilepsia e
ataxia. Ao antagonizar CCVD, mostraram
também efeito neuroprotetor em modelos
de isquemia cerebral em coelhos e ratos
(Minami et al., 2001; Rajendra et al., 2004;
Pinheiro et al., 2009), isquemia (Lavor et
al., 2011; Lavor, 2013) e trauma medular
em ratos (Oliveira et al., 2014). Com o
blogqueio desses canais, previniu-se a
liberacdo excessiva de neurotransmissores,
como glutamato e dopamina (Robichaud et
al., 1994), atuou como protetores da



hiperexcitabilidade e supressores da
atividade epileptiforme (Yamada et al.,
1994; Rajendra et al., 2004) e mostrou
potencial neuroprotetor no trauma medular
(Oliveira et al., 2014).

3.1.1 Omega-conotoxina MVIIA

Dentre as conotoxinas, a MVIIA é um
peptideo com 25 aminoacidos, peso
molecular de 2639 daltons e formula
molecular C102H172N3503287, derivada do
caramujo Conus magus (Fig. 6) (Olivera et
al., 1990). Ela é um potente bloqueador

reversivel dos canais para célcio tipo N,
conhecida como SNX-111 ou Ziconotide
(Ziconotida) ou Prialt® (Nadasdi, 1995;
Lewis, 2000), com rapido inicio de acdo de
aproximadamente 22 minutos (Bowersox e
Luther, 1998) e meia vida de 2,9-6,5 horas
via intratecal (IT) em humanos (Wermeling
et al., 2003). A sua degradacdo € realizada
por enzimas proteoliticas, com seguranga
renal e hepatica (Wallace, 2006) e
eliminacdo em média por até 24 horas,
sendo minima por via urinaria (1%) quando
aplicada por via intravenosa (Smith e Deer,
2009).

Figura 6 — Caramujo marinho Conus magus. Encontrada nas regides do oceano indico e Pacifico, o
Conus magus sintetiza a toxina com uma mistura complexa de conopeptideos para paralisar sua presa
rapidamente. Entre esses componentes, ha a w-conotoxina MVIIA, a partir do qual é derivado a
ziconotida. Fotografia de Jeanette e Scott Johnson (Hannon e Atchison, 2013).

O mecanismo de acdo neuroprotetor da
MVIIA ainda ndo estd totalmente
esclarecido, mas com o bloqueio dos canais
para calcio é capaz de inibir, em
sinaptossomas, a liberacdo de diferentes
neurotransmissores, como nhorepinefrina
(Gaur et al., 1994; Bowersox et al., 1995;
Ghosh e Greenberg, 1995; Igelmund et al.,
1996) e glutamato (Takizawa et al., 1995;
Gongaves et al., 2011), essenciais no
desenvolvimento da lesdo  espinhal
secundaria (Olivera et al., 1994; Uchitel,
1997; Minami et al., 2001), além da
inibicdo direta do influxo do célcio (Twede
et al., 2009). A utilizagdo clinica dessa
conotoxina € limitada a baixas doses,
devido aos possiveis efeitos colaterais.

Esses  incluem  tremor, ataxia e
hiperreatividade em ratos (Malmberg e
Yaksh, 1994; Horvath et al., 2002; Scott et
al., 2002; Wermeling et al., 2003; Skov et
al., 2007; Souza et al., 2008), além de
tontura, confusdo mental, ndusea e sincope
relatados no homem. Iniciam em média de
30 a 60 minutos apos aplicacdo IT, via
rotineiramente utilizada (Scott et al., 2002;
Hama e Sagen, 2009), com finalizagdo em
até 24 horas (Malmberg e Yaksh, 1994;
Scott et al., 2002; Souza et al., 2008).
Apesar disso, s30 necessarias doses
picomolares via IT para que se obtenha o
efeito de inibigdo dos canais para calcio do
tipo N (Souza et al., 2011), sendo
recomendado aplicad-la vagarosamente ou
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reduzi-la para prevenir o aparecimento
desses sinais (Miljanich e Ramachandran,
1995; McGivern, 2007).

A MVIIA foi aprovada pela Food and Drug
Administration, nos Estados Unidos, para
uso terapéutico por suas propriedades
analgésicas, sendo utilizada para tratamento
da dor cronica grave e neuropatica do
cancer (Olivera et al., 1994; Greenberg,
1997; Bowersox e Luther, 1998; Bingham
et al., 2010). Em modelos animais de dor,
mostrou efeitos antinociceptivos (Olivera et
al., 1994; Greenberg, 1997; Bowersox e
Luther, 1998; Souza et al., 2008; Hama e
Sagen, 2009; Bingham et al., 2010; Souza
et al., 2011, 2013) e anti-inflamatorios
satisfatorios (Buchan et al., 1994; Chaplan
et al., 1994; Bowersox et al., 1996; Smith et
al., 2002) atraves da modulacdo de
substancia P, IL-1B, TNF-a (Lee et al.,
2010), pela sensibilizacdo de canais para
calcio do tipo N (Binshtok et al., 2008;
Czeschik et al., 2008). Além disso, sua
aplicacdo em lesBes cerebrais traumaticas
mostrou preservacdo mitocondrial depois
do trauma, se administrada em até 24 horas
do impacto (Verweij et al., 1997; Verweij et
al., 2000). Reforcando seu potencial
farmacoldgico, estudos mostraram
neuroprotecdo em modelos de isquemia
cerebral focal em ratos (Bowersox et al.,
1997) e coelhos (Perez-Pinzon et al., 1997)
se aplicado em até 24 horas (Buchan et al.,
1994) e também em isquemia medular
(Burns et al., 1999). Na isquemia cerebral, a
MVIIA foi capaz de prevenir a degeneracdo
de células neuronais com melhora
comportamental e cognitiva (Berman et al.,
2000).

3.2 Dantrolene sédico

Um dos bloqueadores de reservas
intracelulares do calcio do receptor de
rianodina (Zhao et al., 2001), o qual
também inibe o influxo de calcio pelos
receptores NMDA, é o dantrolene sédico
(1-[[[5-(4-Nitrofenil)-2-
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furanil]lmetileno]amino]-2,4-imidazolidine-
dione sodico), com férmula estrutural
C1sHyN,NaOs e massa molecular 399,3u
(Makarewicz et al., 2003), aprovado pelo
Food and Drug Administration, nos
Estados Unidos, para o tratamento de
hipertermia maligna (Salomone et al.,
2009). E uma molécula pequena altamente
lipossoluvel, que atinge o pico da
concentracdo plasmatica com seis horas
ap6s administracdo oral e  possui
metabolizacdo hepatica e excrecdo pela
urina e bile (Dykes, 1975 citado por
Muehlschlegel e Sims, 2009). O tempo de
meia vida foi estimado em 12 horas, com
LD50 de 780mg/kg em ratos via
intraperitoneal (Fournier, 1982; Krause et
al., 2004).

Ele tem capacidade de inibir os subtipos do
receptor Rirl e Rir3, ndo agindo em Rir2,
condizente com a auséncia de efeitos
significativos no coracdo (Krause et al.,
2004). Os efeitos colaterais comumente
relatados em humanos s&o tontura,
vertigens e sonoléncia (Dykes, 1975 citado
por Muehlschlegel e Sims, 2009), sendo o
mais grave a hepatotoxicidade em uso
crénico (Chan, 1990). Contudo, esse efeito
sobre o figado ainda € um dado
inconsistente na literatura, ja& que outros
autores mostram efeitos hepatoprotetores
em ratos (Yamagishi et al., 1993).

O dantrolene é um relaxante muscular,
usado clinicamente em  hipertermia
maligna, espasticidade muscular e sindrome
maligna neuroléptica (Inan e Wei, 2010).
Os seus efeitos neuroprotetores tém sido
relatados em culturas celulares (Duzenli et
al., 2005), em estudos experimentais de
isquemia e reperfusdo (Kocogullari et al.,
2008) e trauma medular com preservagdo
neuronal (Costa, 2010; Torres et al., 2010) e
propriedade antioxidante (Aslan et al.,
2009); em estudos de isquemia cerebral
com reducdo da liberagdo excessiva do
glutamato (Frandsen e Schousboe, 1991;
Nakayama et al., 2002) e diminuigdo da



lesdo (Zhang et al., 1993; Li et al., 2005;
Staats et al., 2012); e também em crises
epilépticas (Salinska et al., 2008; Nagarkatti
et al., 2010). Além das avaliaces isoladas,
a administracdo do dantrolene associada a
nimodipina, um bloqueador de CCVD tipo
L, mostrou efeito sinérgico em estudos de
isquemia cerebral em ratos (Salomone et
al., 2009).

4 Modelo experimental
4.1 Estudo in vivo

O estudo in vitro é considerado de
exceléncia, por ter um controle preciso do
ambiente extracelular, acesso facil a
células, baixo custo, além da eliminacdo da
dor experimental no pos-trauma e da
necessidade de cuidados pds-operatorios
dos animais (Krassioukov et al., 2002).
Todavia, 0 estudo in vivo, apesar da
complexidade do organismo, possibilita
testar a real eficacia do tratamento em
potencial e sua aplicabilidade, com a
vantagem de observacdo clinica do paciente
e de investigacdo de diferentes efeitos do
tratamento (Blight, 2000; Rossignol et al.,
2007).

Os ratos sdo modelos laboratoriais mais
utilizados para o estudo do tratamento do
TMA. Eles sdo relativamente baratos, de
facil manuseio, tamanho adequado, que
proporciona a mensuracdo de parametros
fisiol6gicos, com baixo indice de infec¢do e
possibilita 0 uso de um nimero grande de
animais (Taoka e Okajima, 1998; Vanicky
et al., 2001; Talac et al., 2004).

4.2 Modelo do trauma

Diversos modelos de trauma medular in
vivo tém sido utilizados para investigacdo
de mecanismos fisiopatologicos e testes
terapéuticos (Blight, 2000). Estudos pré-
clinicos do TMA necessitam de modelo
reprodutivel, consistente, confiavel e que
mimetize as caracteristicas do trauma em

animais e humanos (Taoka e Okajima,
1998; Hausmann, 2003).

H4 descrito diversos modelos de TMA em
ratos, com facil reprodutibilidade e que
podem ser usados em estudos terapéuticos
(Vanicky et al., 2001). Entretanto, requerem
além da experiéncia cirlrgica,
equipamentos  facilitadores para sua
realizacdo (Talac et al., 2004). Os mais
frequentemente utilizados sdo técnica de
queda de peso (Allen, 1911), dispositivos
eletromagnéticos (Behrmann et al., 1992),
técnica blocking-weight (Hotlz et al., 1990),
clip de aneurisma (Rivlin e Tator, 1978),
técnicas contusivas e compressivas como
baldo extradural (Tarlov et al., 1953), além
de transeccdo da ME (Krassioukov et al.,
2002).

Os modelos contusivos e compressivos
mimetizam de maneira representativa e
induzem um tipo de lesdo mais relevante e
semelhante ao que ocorre na maioria dos
casos (Rowland et al., 2008). Pesquisadores
ttm relatado o wuso do impactador
controlado por computador. Apesar dos
parametros serem controlados com maior
precisdo, o equipamento, além de caro,
necessita de treinamento para manusea-lo
(Blight, 2000; Talac et al., 2004). Por esses
motivos, alguns modelos de impactadores
tém sido implementados com o conceito de
compressao da ME, atentando para 0s
danos teciduais controlados pela forga
aplicada sobre a superficie da ME (Blight,
2000). O aparelho estereotaxico modificado
da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais é de facil
execugdo, baixo custo, eficaz e capaz de
reproduzir lesdes simétricas e homogéneas
(Silva et al, 2008; Costa, 2010;
Drummond, 2010; Torres et al., 2010;
Caldeira, 2011; Martins, 2012; Oliveira et
al., 2014; Rosado et al., 2014), de maneira
compressiva como a grande parte da rotina
médica veterinaria e humana (Taoka e
Okajima, 1998).
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CAPITULO 2

Comparacao entre diferentes modelos de aplicacdo da MVIIA no trauma medular agudo
em ratos

RESUMO

Os agentes bloqueadores de canais para calcio voltagem dependentes, como MVIIA, mostram-
se com grande potencial na reducdo de injarias cerebrais e medulares. Objetivou-se assim
investigar o efeito neuroprotetor da MVIIA em ratos submetidos ao trauma medular com
determinacdo de via, dose, momento de aplicacdo adequados e possiveis mecanismos de agao.
Esse experimento foi realizado em duas etapas: avaliacBes de diferentes doses da MVIIA
administrada pela via intralesional (IL) (5, 10 e 20uM) e intratecal (IT) (2,5, 5, 10 e 20uM) com
tratamentos aplicados em, respectivamente, cinco minutos e quatro horas. Com a determinacéo
da melhor dose (10uM) e via (IT), avaliou-se a aplicacdo da MVIIA em uma e quatro horas
apos a lesdo. Apds definicdo do momento de aplicagdo, avaliou-se a expressao génica de fatores
relacionados a apoptose, pela técnica de RT-PCR em tempo real. Apds a eutanasia, com 48
horas do trauma, um segmento medular coletado, incluindo o epicentro e regido caudal a leséo.
Foram realizados ensaios de viabilidade mitocondrial, morte celular, dosagem de glutamato,
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e peroxidacdo lipidica. A aplicacdo IT de
10uM da MVIIA apresentou efeito neuroprotetor quando fornecida quatro horas ap6s o trauma
medular, caracterizado pela redugdo na producéo de ERO (22,34% =+ 9,8), PL (42,69% + 12,38)
e da morte celular (22,57% + 3,62) e aumento da viabilidade mitocondrial (180,70% * 68,20). O
modelo IL ndo apresentou resultados significativos. Além disso, o tratamento com MVIIA pela
via IT uma hora apds o trauma medular, apesar de reduzir a producdo de ERO (50,32% = 7,36),
ndo mostrou reducao da morte celular (97,42% + 12,09) ou aumento da viabilidade mitocondrial
(144,63% =+ 56,30), mostrando resultados favoraveis quando aplicada apenas quatro horas apés
o0 trauma, via IT. O grupo tratado com MVIIA, teve reducdo na expressao de proteina pro-
apoptética (Bax), da caspase-3, caspase-8, nNOS, além de aumento da expressdo de Bcl-xl,
sugerindo que o mecanismo de neuroprotecdo envolva também via intrinseca e extrinseca, além
da reducdo do estresse oxidativo.

Palavras chave: MVIIA, vias, doses, momentos, neuroprotecéo, ratos.
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INTRODUCAO

O trauma medular agudo (TMA) gera morte
neuronal no local e ao redor da leséo,
resultando em disfungbes motora e
sensorial que podem ser permanentes. Entre
os diversos eventos que contribuem para
morte neuronal secundaria, destacam-se
excitotoxicidade mediada pelo glutamato, o
influxo exacerbado de célcio com
consequente  disfuncdo mitocondrial e
formacgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO). As ERO, por sua vez, reagem com
0s componentes celulares, entre eles, o
lipidio da  membrana  plasmética,
culminando com a peroxidacdo lipidica
(PL), o que leva a ruptura dessa membrana
e morte neuronal (Isaac e Pejic, 1995; Amar
e Levy, 1999; Lu et al., 2000; Carlson e
Gorden, 2002; Hall e Springer, 2004;
Severo et al., 2007; Dasuri et al., 2013). Na
tentativa de interromper ou reduzir essas
injrias secundarias, estratégias
farmacoldgicas neuroprotetoras vém sendo
desenvolvidas, entretanto nenhuma mostrou
eficiéncia adequada.

Sabe-se que a medula espinhal (ME) possuli
diversos CCVD, mas os tipos N e P/Q estdo
envolvidos no mecanismo do trauma
medular (Dunlap et al.,, 1995; Diaz e
Dickenson, 1997), sendo o tipo N expresso
em altas concentragdes nas laminas dorsais
da substancia cinzenta (Gohil et al., 1994).
Dessa maneira, agentes bloqueadores de
canais para calcio mostram grande
potencial na reducdo de injarias cerebrais e
medulares, por impedir o intenso influxo
desse ion, e assim, prevenir a progressao da
lesdo (Choi, 1992; Lanz et al., 2000).
Toxinas  provenientes de caramujos
marinhos como a w-conotoxina MVIIA ou
Ziconotide, purificada inicialmente como
SNX-111, é um potente blogueador
reversivel dos canais para calcio tipo N
(Nadasdi, 1995; Lewis, 2000), capaz de
inibir, em sinaptossomas, a liberacdo de
diferentes neurotransmissores, como
norepinefrina (Gaur et al., 1994; Bowersox

et al,, 1995; Ghosh e Greenberg, 1995;
Igelmund et al, 1996) e glutamato
(Goncgaves et al., 2011), essenciais para o
desenvolvimento da  lesdo  espinhal
secundaria (Olivera et al., 1994; Uchitel,
1997; Minami et al, 2001). Esse
medicamento foi aprovado pela Food and
Drug Administration, nos Estados Unidos,
para uso terapéutico por suas propriedades
analgésicas, sendo utilizada no tratamento
de dores cronicas graves e neuropatica do
cancer (Olivera et al., 1994; Greenberg,
1997; Bowersox e Luther, 1998; Bingham
et al., 2010).

A aplicagdo da MVIIA tem mostrado
melhora significativa em lesdes cerebrais
traumaticas em ratos (Hovda et al., 1994;
Verweij et al., 1997; Bowersox e Luther,
1998; Berman et al., 2000; Verweij et al.,
2000), em modelos de isquemia cerebral em
ratos (Valentino et al., 1993; Buchan et al.,
1994; Bowersox et al., 1997) e em coelhos
(Perez-Pinzon et al., 1997) e isquemia
medular em ratos (Burns et al., 1999). Néo
ha relatos, ainda, na literatura sobre
investigacdo da MVIIA no TMA. Assim,
objetivou-se avaliar 0S efeitos
neuroprotetores da MVIIA em diferentes
doses, modelos e momentos de aplicacdo
apos o TMA.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas
dependéncias fisicas do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias, da Escola
de Veterinaria (EV), e no Instituto Nacional
de Ciéncia e Tecnologia de Medicina
Molecular, da Faculdade de Medicina, da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Esse estudo seguiu os principios
éticos preconizados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da UFMG (projeto
aprovado sob protocolo 226/2012, anexo 1).
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Animais

Foram utilizados ratos machos da espécie
Rattus norvegicus, variedade Wistar,
provenientes da Faculdade de Farmacia da
UFMG. Os animais foram mantidos na
Escola de Veterinaria da UFMG, em caixas
plasticas, com quatro ratos em cada, e
submetidos a ciclos de claro-escuro de 12
horas, com temperatura controlada. Eles
receberam racéo comercial para roedores® e
agua ad libitum por todo o periodo. Além
disso, antes do inicio do experimento,
foram desverminados com tiabendazol
(100mg/kg, VO) e submetidos a 14 dias de
aclimatacéo.

A w-conotoxina MVIIA

A MVIIA? foi reconstituida, de acordo com
indicacdo comercial, em PBS estéril e
centrifugada para dissolucdo completa.
Posteriormente, foi fracionada em aliquotas
de 20uL a 50pmol/uL em tubos para
microcentrifugas e armazenada a -20°C até
0 Uso.

Procedimentos anestésico e cirargico

Os animais receberam antibidtico de forma
profilatica, cefalotina sodica * (60mg/kg,
SC), e sulfato de morfina® (2,5mg/kg, SC)
como medicacao pré-anestésica, 20 minutos
antes da cirurgia. Em seguida, realizou-se a
inducdo anestésica, em camara com
isoflurano ® , e manutencdo do plano

anestésico cirdrgico com mesmo agente,

INuvilab CR-1® — Nuvital Nutrientes S/A. Colombo,
PR, Brasil.

2Thiaben® — Uci-Farma. S&o Bernardo do Campo,
SP, Brasil.

® Conotoxin MVIIA (0-)® — Latoxan. Valence,
France.

4 Keflin® - ABL, Antibidticos do Brasil Ltda.
Cosmépolis, SP, Brasil.

*Tramadol — Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

®Isofluorane — Cristélia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.
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fornecido por méascara facial em sistema de
néo-reinalagéo.

Apbs a tricotomia da regido dorsal, os ratos
foram fixados em decubito esternal em uma
superficie de vidro e posicionados no
aparelho estereotaxico desenvolvido na
EV/UFMG (Torres et al., 2010; Oliveira et
al., 2014; Rosado et al., 2014). Esse
aparelno consta de uma prancha de
polietileno perfurada, com elevagdo em
relacdo a superficie, aderida a um eixo, no
qual se encaixa um suporte removivel com
uma haste de aco inoxidavel (0,59)
acoplada a um peso de 40g (Fig. 1).
Posteriormente a  antissepsia  com
iodopovidona degermante ’ e solugdo de
alcool iodado®, foram realizadas incisdes
cutanea e subcutanea na linha média dorsal,
estendendo-se da oitava vértebra toracica a
primeira lombar, e dos mulsculos epiaxiais,
afastando-os lateralmente. Realizou-se a
ostectomia do processo espinhoso da
veértebra toracica nimero 12, com auxilio da
pinca de Kocher, seguida da remoc¢do da
lamina dorsal com drill pneumatico
neurolégico ° e pinca hemostatica de
Halsted, sob irrigacdo intermitente com
solugdo fisiologica™®. O trauma mecanico
foi obtido pela compressdo da ME com
peso de 40,59 mantido sobre a dura-mater
exposta, durante cinco minutos (0,59 da
haste somado ao peso de 40g). Apds o
tratamento, realizou-se a aproximacdo dos
musculos seccionados e reducdo do espaco
morto empregando-se sutura padrdo simples
continua com fio inabsorvivel sintético,
polipropileno 3-0". A dermorrafia foi feita
com pontos simples separados utilizando-se
0 mesmo fio.

"Biotrat® — LMFarma. S&o José dos Campos, SP,
Brasil.

®Riodene — Alcool lodado Rioquimica industria
farmacéutica, Sao Paulo, SP, Brasil.

®With ECCOS® Aesculap — Laboratérios B. Braun
S.A. Sdo Gongalo, RJ, Brasil.

9C|oreto de sodio 0,9% — Laboratério Sanobiol Ltda.
Pouso Alegre, MG, Brasil.

prolene® — Ethicon Endo Surgery. So Paulo, SP,
Brasil.



Ap6s a cirurgia, todos 0s animais
receberam solucdo de NaCl 0,9%, na taxa
de manutencdo (15ml/kg), via subcutinea
(SC). Os animais foram mantidos em caixas
aquecidas, a temperatura de 37°C, com
oxigenoterapia até completa recuperacdo
anestésica. No pos-operatdrio, foi realizada
analgesia com sulfato de morfina *
(2,5mg/kg, SC, g4h) no dia da cirurgia e
cloridrato de tramadol™ (5mg/kg, SC, g8h)
nos dias subsequentes; antibioticoterapia
com cefalexina™ (60mg/kg, VO, ql2h) e
massagem abdominal para esvaziamento
vesical, trés vezes ao dia, até a eutanasia.

2Morfina 10mg/mL — Produto genérico, Cristalia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP,
Brasil.

BTramadon® — Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.
YCefalexina suspensdo® — Medley S.A. IndUstria
farmacéutica. Sumaré, SP, Brasil.
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Figura 1 — Fotografias do procedimento cirdrgico do trauma medular experimental realizado em
ratos Wistar tratados com a ®-conotoxina MVIIA. A) Realizacdo do trauma medular com o aparelho
estereotaxico. B) Foco hemorragico (seta branca) ap6s o trauma medular com o peso de 40,5g.

Tratamentos

-Etapa 1: Determinagdo da via e dose de
aplicacéo

Foram utilizados 25 ratos machos da
espécie  Rattus norvegicus, variedade
Wistar, 3 meses de idade, pesando em
média 300g (x 23,36), divididos
aleatoriamente em cinco grupos: controle
negativo (SHAM), placebo (PLA — PBS
estéril), 5uM MVIIA, 10uM MVIIA e
20uM MVIIA. Preparou-se a MVIIA em
PBS estéril, diluindo respectivamente 10,
20 e 40pmol em volume total de 2uL para
se chegar nessas concentracdes finais. No
SHAM, o procedimento realizado foi
apenas laminectomia. Os demais grupos,
cinco minutos apds o trauma, receberam o
tratamento especifico no epicentro da lesdo
(via intralesional). Esse tratamento foi
realizado com auxilio da seringa de
Hamilton de 10pL™ conectada a uma sonda
de polietileno (PE10) e agulha gengival
30G, a \velocidade de 0,4pL/min,
perfazendo um volume total de 2uL por
cinco minutos e, mais um minuto final com
agulha apenas posicionada para evitar o
refluxo da toxina. Apo6s a aplicacéo,
realizaram-se as sutura como descrito
anteriormente.

Modelo 701N — Hamilton Company, Reno, NV,
USA.
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Os outros 42 ratos, pesando em média
275,89 (+ 26,68), foram distribuidos
aleatoriamente em seis grupos: controle
negativo (SHAM - laminectomia), placebo
(PLA — PBS estéril), 2,5uM MVIIA, 5uM
MVIIA, 10uM MVIIA e 20uM MVIIA.
Preparou-se a MVIIA em PBS estéril,
diluindo respectivamente 25, 50, 100 e 200
pmol em volume total de 10uL para se
chegar nessas concentracBes finais. O
SHAM se difere dos demais, pois foi
submetido somente a laminectomia. Os
grupos PLA, 2,5uM MVIIA, 5uM MVIIA,
10uM MVIIA e 20uM MVIIA, quatro
horas ap6s o trauma, receberam 0O
tratamento especifico por via IT. Essa
injecdo foi realizada de acordo com
metodologias previamente descritas (Mestre
et al., 1994). Administrou-se o volume de
10uL com a microseringa agulhada de
Hamilton ¢ | enquanto os ratos eram
gentilmente contidos com compressa
cirirgica que ao recobri-lo, fornecia
tranquilidade ao animal. O ligeiro
movimento da cauda (“flick”) indicava a
perfuracdo da duramater e o local exato da
aplicagdo.

®Modelo 701LT — Hamilton Company, Reno, NV,
USA.



-Etapa 2: Determinagdo do momento de
aplicacgéo

Com a determinacdo da via e dose mais
adequadas, foram utilizados 24 ratos
machos da espécie Rattus norvegicus,
variedade Wistar, pesando em média
289,79 (* 21,37), distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos de seis
animais:  controle negativo (SHAM),
placebo (PLA — PBS estéril), 10uM MVIIA
1 hora e 10uM MVIIA 4 horas. O SHAM
se difere dos demais, pois foi submetido até
a laminectomia. Os grupos PLA e 10uM
MVIIA 1 hora e 0 10uM MVIIA 4 horas,
receberam o tratamento  especifico,
respectivamente uma e quatro horas apds o
trauma, por via IT com auxilio da seringa
de Hamilton"’, perfazendo um volume total
de 10uL, de acordo com procedimento
descrito por Mestre et al. (1994). A
contencdo foi realizada manualmente,
auxiliado por uma compressa cirdrgica.

Avaliacéo dos efeitos colaterais

A avaliacdo dos efeitos colaterais iniciou
um dia antes do procedimento cirargico
para condicionamento dos animais, além de
serem acompanhados nas primeiras cinco
horas apds a aplicacdo da toxina e
diariamente até o dia da eutandsia. Os
animais foram colocados em campo aberto
e avaliados, por 15 minutos, quanto a
presenca de tremor generalizado e de cauda,
classificando em  ausente, discreto,
moderado e grave (Malmberg e Yaksh,
1994).

Avaliacao da capacidade motora

A avaliagdo da capacidade motora foi
realizada 24 horas antes da intervencao
cirirgica e diariamente, ap6s a cirurgia,
adotando-se a escala proposta por Basso,
Beattie e Bresnaham (BBB) (1996). Para

YModelo 701LT — Hamilton Company, Reno, NV,
USA.

tanto, observou-se o padrdo locomotor dos
animais em um campo aberto circular de
um metro de didmetro, sem obstaculos.
Durante esta avaliacdo, os animais foram
filmados por quatro minutos e os videos
foram posteriormente analisados por dois
avaliadores que desconheciam o0s grupos
dos animais, atribuindo um escore que
variava de zero a 21 (Anexo 2).

Coleta de
cerebroespinhal

amostra  do  liquido

Ap06s 48 horas do trauma, os animais foram
medicados com cloridrato de xilazina *®
(8mg/kg, IP) e submetidos a eutandsia com
sobredose de tiopental sodico™ (100mg/kg,
IP). Em seguida, posicionou-se a cabega
flexionada ventralmente para facilitar a
puncdo do espaco atlanto-occipital e a
coleta de 50 a 80uL de liquido
cerebroespinhal. Para dosar o glutamato,
realizou-se 0 ensaio enzimatico, onde o
neurotransmissor liberado pelas células
sofre oxidacdo pela enzima glutamato
desidrogenase (GDH). O nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP+) é o
aceptor do elétron desprendido que ao ser
excitado por luz em comprimento de onda
de 360nm, emite luz no comprimento de
onda de 450nm, detectada por um
fotomultiplicador no espectrofluorimetro®.
Dessa maneira, pode-se quantificar o
neurotransmissor  excitatorio  liberado
(Nicholls et al., 1987; Romano-Silva et al.,
1993).

Para o ensaio, foram adicionados 1,8mL de
solucdo de incubagdo KRH (Krebs Ringer
Hepes) sem calcio (124mM NaCl; 4mM
KCl; 1,2mM MgSO,; 10mM HEPES)?*,
5uL de NADP (1mM), 22uL de GDH, 5uL
da amostra e 5uL de glutamato padrdo. As

18Virbalxyl® 2%, Virbac — Saude Animal. Sdo Paulo,
SP, Brasil.

¥Cobas Mira® — Roche. Jacarepagud, RJ, Brasil.
23pectrofluorophotometer (RF-5301 PC) —
Shimadzu Scientific Instruments, Toquio, Japéo.
21Sigma MO, USA.
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adicOes dos reagentes foram realizadas,
respectivamente, nos tempos Os, Os, 70s,
170s, 500s, finalizando o procedimento
com 600s.

Determinacéo da viabilidade celular

Dois métodos de avaliacdo da viabilidade
celular foram utilizados e estdo descritos a
seguir. Ap6s a eutandsia, coletou-se
fragmento da ME no epicentro da lesdo, em
torno de 6mm, que foi subdivido em cranial
para avaliacdo da viabilidade mitocondrial e
caudal para morte celular.

-Viabilidade mitocondrial

No método bioquimico de viabilidade
celular empregado foi utilizado o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) como
marcador da atividade mitocondrial. A
reducdo desse composto resulta na
formacédo do formazan trifenilico insoluvel,
dependente da atividade respiratoria
mitocondrial, o qual se deposita nas células
com mitocOndrias ativas e propicia analises
guantitativas das células vidveis (Straus et
al., 1948; Glenner, 1969 citado por Watson
et al., 1994). O segmento medular coletado
foi imerso em fluido cerebroespinhal
artificial resfriado por cinco minutos e
submetido a cortes de 400um com auxilio
de cortador de tecido®. As fatias foram
incubadas em 1,5ml de solu¢do de TTC a
2%, por 90 minutos a 37°C. Em seguida, o
TTC foi removido, o tecido lavado com
solucdo NaCl 0,9% e, entdo transferido para
solucdo de etanol e dimetilsulféxido %
(DMSO) na propor¢do 1:1, durante 48
horas a temperatura ambiente com protecao
a luz, para solubilizacdo do formazan. A
leitura foi realizada no espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 485nm e 0s
resultados normalizados pelo peso do
tecido.

ZMcllwain Tissue Chopper — Brinkman Instruments
Inc., UK.
Zsigma MO, USA.
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-Morte celular

Como outra via de avaliacdo da viabilidade
celular, utilizou-se a marcagdo com 2mM
de etideo homodimero-1%*. Esse composto é
um fluorocromo impermeavel que ao passar
apenas pelas membranas ndo funcionais,
emite  uma  fluorescéncia  vermelha
detectada na microscopia de fluorescéncia,
determinando a morte celular.

As fatias de 400um foram coradas com 3L
de etideo homodimero-1 (concentracéo
6uM) diluidos em 1mL de meio de
incubacdo aerado previamente com mistura
carbogénica, mantidas por 30 minutos, a
temperatura ambiente e protegidas da luz.
Em seguida, foram lavadas com 2mL de
meio de incubacgdo aerado por 15 minutos.
Ao término da lavagem, analisou-se as
fatias utilizando o microscopio Axiovert
Zeiss 200M  acoplado ao sistema
APOTOME.

No microscopio foram adquiridas imagens
de seccBes dpticas consecutivas ao longo do
eixo Z, espessura de 10um, com
comprimento de onda de excitacdo de
568nm para o etideo homodimero e emisséo
em 598/40nm. As imagens foram
adquiridas com saturacdo da fluorescéncia,
com a objetiva de 20 vezes. Foi utilizada
lampada de mercirio HBO. Foram
observados dois campos da regido do
funiculo lateral da substancia cinzenta.
Todos parametros foram mantidos nos
experimentos.

Para a realizacdo da andlise quantitativa,
utilizou-se o programa de imagens
ImageJ ®, as quais foram processadas
através de um filtro de ajuste de pixels pela
mediana, com o intuito de reduzir possiveis
interferéncias de ruido e obter o0s
histogramas das respectivas imagens. Com

?Iive/dead — Viability/cytotoxicity Kit L-3224 —
Invitrogen Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA.
®Image Processing and analysis in JAVA — National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.



0 histograma foi determinado o valor do
limiar basal da fluorescéncia. Apls esse
processamento da imagem, a regido
medular foi selecionada com uma érea pré-
determinada e, assim, realizada a
quantificacdo do namero de células mortas
presentes.

Determinacdo das espécies reativas de
oxigénio

Os niveis de diclorofluoresceina-diacetato
(DCF-DA) foram determinados como um
indicador da producdo de perdxido dos
componentes  celulares. Este  método
experimental de andlise baseia-se na
desacetilagdo da sonda DCF-DA e a sua
oxidacdo subsequente por ERO, gerando
um composto altamente fluorescente
(Jakubowski e Bartosz, 2000). O segmento
caudal ao epicentro, em torno de 3mm, foi
coletado e imediatamente refrigerado a -
20°C em solucdo tampdo TRIS-HCI
(10mM; pH7,4). Apds homogeneizacao, foi
submetido a centrifugacdo (10000g, 5°C,
10min) e uma aliquota de 20uL desse
sobrenadante foi adicionada a 80uL. DCF-
DA 125uM. A placa em triplicata foi
incubada no escuro durante 1h a 37°C até o
momento da mensuracdo da fluorescéncia
(488/525nm) no aparelho Victor X4%. Os
resultados foram normalizados pelo teor de
proteina.

Determinacao da lipoperoxidacao

A lipoperoxidacdo foi determinada pela
quantificagao do contetldo de
malondialdeido (MDA) presente no
sobrenadante do homogenato, por meio da
reacdo colorimétrica com acido
tiobarbitdrico (TBA) em altas temperaturas.
Este método consiste na reacdo de duas
moléculas de &cido tiobarbitdrico com uma
de  malondialdeido, produzindo um
complexo de coloracdo rdésea que €
guantificado no espectrofotbmetro. O

%perkin-Elmer.

ensaio para avaliar a lipoperoxidagdo foi
realizado de acordo com a metodologia
descrita por Ohkawa et al. (1979).

O segmento caudal ao epicentro foi
coletado e imediatamente imerso em
solugdo tampdo TRIS-HCI #* (10mM;
pH7,4) na proporcio de 1:10. Apdls
manutencdo em freezer a -20°C, a amostra
foi homogeneizada no sonicador *® (trés
ciclos de 4s cada) e o homogenato
centrifugado a 2500g, 4°C por 10min.
Pipetou-se inicialmente 134uL do TBA
0,8%, 134pL de tampdo &cido acético
(125ml H,0; 18,84ml de &cido acético
glacial; 5,63ml de HCI 12N P.A.; pH3,4) e
54uL H;0. No momento da incubacao,
adicionou-se 54pL da amostra e 54pL SDS
8,1% (dodecil sulfato de sédio), deixando-
0s por 90min a 95°C. O conteido de MDA
foi medido no comprimento de onda de
532nm e os resultados normalizados pelo
teor de proteina.

Ensaio para quantificagdo de proteina
pelo método de Bradford

Realizou-se a dosagem de proteina pelo
método colorimétrico descrito por Bradford
(1976), baseado na complexacdo de
proteinas com Azul G Brilhante. Um
volume de 2uL de sobrenadante, obtidos da
ressuspensdo do pellet do segmento
medular caudal, foi utilizado para a
guantificacdo. Amostras em triplicatas
foram  colocadas em tubos para
microcentrifuga, adicionando-se 500uL de
NaCl 0,15M e 500uL do reagente de
Bradford em cada amostra. A mistura foi
incubada por 5 minutos, sob agitacdo, e
entdo, procedeu-se a leitura da absorbancia
em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 595nm. A concentracédo de proteina
foi calculada através de uma curva de

%7 Sjgma MO, USA.
2Branson modelo Sonifier 250 — St. Louis — MO,
USA.
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diluicdo padrdo de BSA a 1mg/mL com 1,
3,5,7el0pg.

Avaliacdo da expressdo génica relativa do
Bax, Bcl-xl, caspase-3, caspase-8, caspase-
9, caspase-12 e nNOS por RT-PCR em
tempo real

Com a determinacdo da melhor via, dose e
momento de aplicacdo, coletou-se um

segmento da ME cranial ao epicentro da
lesdo, em torno de 3mm, de seis animais de
cada grupo (SHAM, PLA e 10uM IT 4h).
Foi utilizada a técnica de reacdo em cadeia
da polimerase transcriptase-reversa (RT-
PCR) em tempo real para avaliagdo da
expressdo génica de fatores associados a
apoptose Bax, Bcl-xl, caspase-3, caspase-8,
caspase-9, caspase-12 e nNOS (Tab. 1).

Tabela 1 - Genes e sequéncia de nucleotideos dos primers iniciadores para RT-PCR em tempo

real
Gene Sequéncia de nucleotideos N° acesso
o G OASHACCTONSCORTTOTCTE v onosa
o SISCACMSAMICTOMESA  onusaer
Coomery & TAACACCIITARSOAGCTICATITION a2z
Coomes [ TOONOACCIOACCESOOM gtz
Beta-actina F: GCGTCCACCCGCGAGTACAA NM_031144.2

R: ACATGCCGGAGCCGTTGTCG

Inicialmente, extraiu-se o RNA utilizando-
se 1ml do reagente Trizol ® em cada
criotubo e, em seguida, realizou-se a
maceracdo da amostra com pistilo de
plastico estéril livre de RNAses e DNAses.
Apds cinco minutos no gelo, foi adicionado
0,2mL de cloroférmio com agitacdo manual
por 15 segundos e incubagdo por mais dois
minutos sob resfriamento. As amostras

®Trizol, Invitrogen, Life Technologies, CA, USA.
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foram centrifugadas a 11400g durante 15
minutos e para formacdo de trés fases
distintas. A fase aquosa (transparente),
contendo o RNA, foi transferida
cuidadosamente para um novo tubo ao qual
foi adicionado 0,5mL de &lcool isopropilico
para precipitacio do RNA. Apds
congelamento das amostras a -80°C durante
30 minutos, elas foram descongeladas e
centrifugadas a 11400g, a 4°C, por 10
minutos. O sobrenadante foi transferido



para outro tubo, centrifugado mais uma vez
a 11400g, a 4°C, por 10 minutos, sendo
entdo descartado.

Os tubos contendo os pellets com 0 RNA,
proveniente das duas centrifugacfes
receberam 1,0mL de etanol 75% cada. Os
tubos foram novamente centrifugados, o
etanol descartado e colocados para secar em
temperatura ambiente, por
aproximadamente cinco minutos. Ap6s a
secagem, 0 RNA foi homogeneizado
adicionando-se 20uL de agua ultrapura
DPEC * seguido de incubacdo por 10
minutos a 55°C. Desse RNA, retirou-se uma
amostra para quantificacdo e o restante foi
congelado a -80°C para posterior confeccao
do DNA complementar (cDNA).

Para quantificacdo do RNA, 2,0uL de cada
amostra foi adicionado a 98uL de agua
ultrapura. A mensuragdo foi realizada em
espectrofotémetro de luz UV por meio da
avaliacdo das absorbancias a 260nm e da
relacdo entre as absorbancias 260/280nm.

A confeccdo do cDNA foi realizada com a
utilizacdo de kit comercial® de acordo com
as instrucbes do fabricante. Os reagentes
foram estimados para utilizacdo com 1,0ug
de RNA, calculado pelo grau de pureza da
amostra. Foi feito um mix para cada
amostra com 10uL de 2xRT, 2uL de RT
(transcriptase reversa) e agua (até completar
8uL com o RNA), em um volume final de
20pL. As amostras foram colocadas no
termociclador a 25°C por 10 minutos, 42°C
por 50 minutos e 85°C por 5 minutos. Ap6s
a adicdo de 1pL de RNAse H, as amostras
foram incubadas no termociclador a 37°C
durante 20 minutos e, posteriormente,
congeladas a -20°C para realizagdo do RT-
PCR em tempo real.

yltra-pure® DEPC-treated water, Gibco,
Invitrogen, CA, USA.

*1SuperScript® 111 Platinum Two-Step qRT-PCR
with SYBR Green, Invitrogen, CA, USA.

Para realizacdo da PCR em tempo real,
preparou-se para cada amostra uma mistura
contendo 12,5uL de SYBR Green e 1uL de
Rox presentes no kit, bem como 7uL de
agua ultrapura, 1pL do primer forward e
luL do reverse do gene estudado.
Posteriormente, foram adicionados 2,5uL
do cDNA, perfazendo volume final de
25pL. Incluiu-se em todas as reagdes o
controle negativo, com substituicdo do
cDNA por igual volume de &gua ultrapura.
As reacOes de amplificacdo do cDNA dos
genes foram realizadas na plataforma de
instrumentagdo ABI Prism 7900, adotando
se 45 ciclos de 15 segundos a 95°C para
desnaturacdo da fita dupla, um minuto a
60°C para anelamento, um minuto a 75°C
para extensdo dos amplicons e mais 10
minutos a 75°C para término da reacao.

O Software 7500 v.2.0.1 Applied
Biosystems apresentou os resultados em
grafico de fluorescéncia em relagcdo ao
namero de ciclos, sendo o ciclo limiar, ou
threshold (CT), o ciclo em que foi detectada
fluorescéncia acima do limite basal
estabelecido. A expressao génica relativa ou
fold change (FC) de cada gene foi calculada
utilizando-se 0 método do 24", Assim, o
delta CT (ACT) foi determinado pela
subtracdo do CT do gene pesquisado pelo
CT do gene normalizador beta actina. O
delta delta CT (AACT) foi encontrado pela
diferenca entre o ACT e a média do ACT do
grupo controle. E a expressdo génica
relativa foi dada pela formula: FC = 24¢T
(Livak e Schmittgen, 2001).

Andlise estatistica

Empregou-se o delineamento inteiramente
casualizado, sendo os dados analisados pelo
pacote estatistico GraphPad Prism 5 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla,
CA, USA) e adotado nivel de significAncia
de 95%. Para determinar se os dados eram
paramétricos (concentracdo de glutamato no
liquido cerebroespinhal, viabilidade
mitocondrial, morte celular, ERO, PL e
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expressdo génica), empregou-se o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os
dados que ndo atenderam a essas premissas
foram  submetidos & transformacéo
logaritmica [x = Log (y+1)]. As variaveis
com distribuigdo normal foram submetidas
a analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de comparacdo das médias de Student-
Newman-Keuls (SNK) quando analisado
trés grupos ou mais. Na avaliagdo do RT-
PCR, as variaveis que seguiam a
normalidade, foram comparadas pelo teste t
ndo pareado e as que ndo seguiram pelo
teste de Mann-Whitney. Para avaliacdo da
capacidade motora, expressa em escores,
foi utilizado teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste post-hoc
de Dunn.

RESULTADOS
Os animais e o trauma medular

Ndo  foram  observados  disturbios
comportamentais como alteracdo do apetite
ou diminui¢do na ingestdo de agua, sinais
que seriam condizentes com dor. Além
disso, alteracBes decorrentes da cirurgia
como infeccdo ou deiscéncia de pontos na
ferida cirurgica ndo foram constatadas.

O modelo de lesdo medular aguda
experimental possibilitou a reproducdo de

trauma de facil execucgdo, baixo custo e
padronizado. A utilizagdo do peso de 40,5¢
diretamente sobre a duramater na regido
vertebral de T12, por cinco minutos, causou
trauma com intensidade moderada a grave,
observado pela avaliagio da capacidade
motora apresentada a seguir.

Etapa 1 — Determinagéo de doses e vias de
aplicacéo

A aplicacdo da MVIIA e seus efeitos
colaterais

Os animais tratados com 10pM e 20uM
MVIIA via IL apresentaram tremor
generalizado, espasticidade e tremores de
cauda, respectivamente, em 80% (4/5) e
100% (5/5) dos casos com intensidade
moderada a grave e grave. Porém, pela via
IT, o grupo 10uM nédo apresentou efeitos
adversos, sendo que apenas 0 grupo 20uM
MVIIA mostrou alteracfes com intensidade
moderada (33,33%) a grave (66,67%) (Tab.
2). Os efeitos iniciaram entre 40 a 90
minutos e permaneceram por até 24 horas
na concentragdo de 20uM MVIIA em
ambas as vias. Testou-se a dose de 40uM
MVIIA via IT, entretanto, os efeitos foram
extremamente graves e duraram por mais de
24 horas em todos os animais (4/4), o que
determinou a retirada dessa concentragdo
do experimento.

Tabela 2 — Relacdo dos animais que apresentaram efeitos colaterais em diferentes doses e vias
de aplicacdo da MVIIA ap6s o trauma medular agudo em ratos.

Tratamentos Efeitos colaterais n° (%)
Intralesional Intratecal
2,5uM N/A 0/7 (0)
5uM 0/5 (0) 0/7 (0)
10uM 4/5 (80) 0/7 (0)
20uM 5/5 (100) 7/7 (100)
40uM N/A 4/4 (100)*

*Efeitos colaterais extremamente graves e persistentes 0 que justificou a retirada da
concentragdo 40uM do experimento. (N/A: ndo avaliado).
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Complicagbes do trauma medular —
retencdo urinaria

Observam-se, na tabela 3, os valores de
retencdo urinaria associada ou ndo a
hematdria dos animais tratados pela via IL e

IT, sendo que o grupo tratado com MVIIA
a 10uM mostrou menor incidéncia
(42,86%). A massagem vesical foi essencial
para prevenir maiores complicagcbes e
prover bem-estar animal.

Tabela 3 — Porcentagem de ratos com retencdo urinaria apds trauma medular e tratamento com
diferentes doses da MVIIA por via intralesional e intratecal.

Retencdo urinaria (%)

Tratamentos Intralesional Intratecal
Placebo 90,9
2,5uM 100
5uM 75
10uM 42,86
20uM 60

Avaliacdo da capacidade motora

Antes da cirurgia, todos o0s animais
apresentaram  parametros  neuroldgicos
dentro da normalidade, o que foi
representado pelo escore 21 na escala BBB
(Basso et al., 1996). Vinte e quatro horas
apos a cirurgia, ndo houve diferenca entres
0S grupos submetidos ao trauma tratados
tanto por via IL (PLA, 4 £ 4,5; 5uM, 2 +
4,2; 10uM, 3 = 4,2; 20uM, 7,6 + 3,58) (Fig.
2A) quanto IT (PLA, 1,22 £+ 0,67; 2,5uM,
1,22 £0,67; 5uM, 1,25 + 0,5; 10uM, 2,25 £
1,28; 20uM, 3,8 £ 2,05) 0 que mostra a
padronizacdo da lesdo para avaliacdo dos

tratamentos (Fig. 2B). Considerou-se a
lesdio como grau moderado a grave
categorizado pela movimentacdo discreta de
uma ou duas articulacdes (escore 1) ou
ampla de uma articulacdo (escore 2). Além
disso, o0s animais do grupo SHAM
mantiveram o escore maximo no teste apos
procedimento cirdrgico, indicando que a
laminectomia ndo causou lesdo ao tecido
medular.

49



Z

MVIIA intralesional
25+

204

154

(escores)

104

IAFTTY |

T
SHAM  PLA 5uM 10uM  20uM

Capacidade motora

z

MVIIA intratecal
25+

20+

154

(escores)

101
ab

Capacidade motora

51 b b b a,b

C T
SHAM PLA 25yM 5uM 10uM 20uM

Figura 2 — Avaliacdo da capacidade motora apés trauma medular em ratos. Gréafico do escore na
escala de Basso, Beattie e Bresnaham (BBB) (média + desvio padrdo médio) de deambulagdo em campo
aberto, 24 horas ap6s o procedimento cirlrgico, de ratos submetidos a laminectomia como controle
negativo (SHAM) e ao trauma medular espinhal. A) Animais tratados via intralesional com diferentes
doses de MVIIA (5uM, 10pM e 20uM) ou PBS como controle positivo (PLA) (p<0,01). B) Animais
tratados via intratecal com diferentes doses de MVIIA (2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como
controle positivo (PLA) (p<0,001). Letras minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste de

Kruskal-Wallis).

Efeito da MVIIA sobre a liberacdo de
glutamato apds o trauma medular

Os valores medios (+ desvio padrdo) da
concentracdo de glutamato no liquido
cerebroespinhal, em relagdo ao placebo
(100), via IL foram: 124,14% + 22,46
(SHAM; n=5), 100,1% =+ 58,21 (5uM
MVIIA; n=5), 95,92% 89,75 (10uM
MVIIA; n=5), 52,02% 35,25 (20uM

t
t
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MVIIA; n=5) (Fig. 3A); e via IT: 52,6% +
14,81 (SHAM; n=5), 117,61% + 76,88
(2,5uM MVIIA; n=4), 91,92% + 49,71
(5uM  MVIIA; n=5), 122,5% =+ 44,11
(10pM MVIIA; n=7) e 150,30% + 66,1
(20uM MVIA; n=5) (Fig. 3B). Tantos 0s
grupos tratados via IL quanto IT nédo
apresentaram diferencas na reducdo do
glutamato 48 horas ap6s o procedimento
cirurgico.
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Figura 3 — Avaliacdo da MVIIA sobre a liberacdo do glutamato 48 horas apds trauma medular em
ratos. Concentracdo de glutamato no liquido cerebroespinhal (média + desvio padrdo médio) de ratos
submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal. A) Animais tratados via
intralesional com diferentes doses de MVIIA (5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como controle positivo
(PLA). B) Animais tratados via intratecal com diferentes doses de MVIIA (2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM)
ou PBS como controle positivo (PLA). Dados normalizados em relagdo ao PLA (teste de Student-

Newman-Keuls; p>0,05).

Avaliacdo da MVIIA sobre a viabilidade
celular ap6s o trauma medular

A) Avaliacdo da viabilidade mitocondrial

Nenhuma concentracdo testada via IL
mostrou preservacao celular e, 0os grupos
diferiram-se apenas do SHAM (226,33% =+
61,89). Os resultados do ensaio IL foram
151,69% =+ 80,75 (5SuM MVIIA), 161,5% +
87,26 (10pM MVIIA) e 150,77% + 67,58
(20uM MVIIA) (Fig. 4).

A MVIIA apresentou preservagdo celular
1,8 vezes maior apenas nas doses de 5uM
(183,86% = 59,13) e 10uM (180,70% =
68,20) via IT quando comparado ao PLA
(100) (p<0,05). As outras doses injetadas
por essa via ndo mostraram preservacao
com os valores médios (z desvio padrdo) de
84,97% + 41,50 e 157,08% + 87,87 para 0s
grupos 2,5 e 20uM MVIIA. Além do PLA
(p<0,01), o grupo 2,5uM MVIIA também
diferiu do SHAM (223,61% =+ 28,24;
p<0,01) (Fig. 4).
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Figura 4 — Avaliacdo da MVIIA sobre a viabilidade mitocondrial 48 horas ap6s trauma medular
em ratos. Média da viabilidade mitocondrial (£ desvio padrdo médio) de ratos submetidos a
laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal. A) Animais tratados via intralesional com
diferentes doses de MVIIA (5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como controle positivo (PLA). B) Animais
tratados via intratecal com diferentes doses de MVIIA (2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como
controle positivo (PLA). Dados hormalizados em relacdo ao PLA (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).

B) Avaliacdo da morte celular

Frente aos resultados da via IT no teste de
viabilidade celular, realizou-se a avaliagdo
de morte celular nesses grupos. Na
comparacdo das médias, houve diferenca
significativa entre o0s grupos submetidos ao
trauma e o controle negativo (SHAM,;
29,46% £ 2,99) (p<0,01). Entre as doses
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testadas, a 10uM foi capaz de reduzir a
morte celular em 22,57% * 3,62 quando
comparado ao placebo (100) (p<0,05). Os
seguintes valores foram obtidos nesse
ensaio (media + desvio padrdo): 85,81% =+
15,62 (2,5uM MVIIA), 93,96% + 14,99
(5uM MVIIA), 77,43% + 3,62 (10uM
MVIIA) e 84,97% + 13,47 (20uM MVIIA)
(Fig. 5).
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Figura 5 — Efeito da MVIIA sobre a morte celular 48 horas apés trauma medular em ratos. A)
Imagens representativas do funiculo lateral de fatias medulares, coradas com o marcador etideo
homodimero, de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, tratados
via intratecal com diferentes doses de MVIIA (2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como controle
positivo. B) Curva dose resposta da morte celular nas fatias medulares dos grupos SHAM, PLA, 2,5uM,
5uM, 10uM e 20uM MVIIA. Dados normalizados em relagdo ao PLA. Letras mindsculas diferentes
expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).

Efeito da MVIIA sobre as espécies reativas
de oxigénio apds o trauma medular

Quando se compara 0s grupos tratados com
MVIIA, via IL, nas concentracbes 5uM
MVIIA (82,17% % 32,44), 10uM MVIIA
(60,05% =+ 36,08) e 20uM MVIIA (69,85%

+ 37,27), verifica-se que nenhuma dose foi
capaz de reduzir a produgdo de ERO em
relagdo ao PLA (100). Entretanto, observa-
se que o trauma determinou aumento da
produgdo de ERO como mostrado pela
diferenca entre PLA e SHAM (43,99% +
12,25; p<0,05) (Fig. 6A).



Os grupos tratados por via IT nas
concentracbes 5uM (16,43% =+ 5,75;
p<0,01), 10uM (22,34% = 9,8; p<0,01) e
20uM (48,29% =+ 39,58; p<0,05) foram
capazes de reduzir a formacdo das ERO aos
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niveis observados no SHAM (59,05% =+
27,9). Além disso, todos o0s grupos
diferiram do PLA (100) e 2,5uM MVIIA
(93,59% = 34,96) (Fig. 6B).
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Figura 6 — Efeito da MVIIA sobre producéo de espécies reativas de oxigénio 48 horas ap6s trauma
medular em ratos. Média da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (+ desvio padrdo médio)
de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal. A) Animais tratados
via intralesional com diferentes doses de MVIIA (5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como controle positivo
(PLA). B) Animais tratados via intratecal com diferentes doses de MVIIA (2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM)
ou PBS como controle positivo (PLA). Dados normalizados em relacdo ao PLA. Letras minUsculas
diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).

Efeito da MVIIA sobre a lipoperoxidacéo
apdés o trauma medular

Observou-se que nenhum dos tratamentos
pela via IL foi eficaz na reducdo da PL apds
0 trauma medular, havendo diferenca
apenas entre SHAM (32,17% + 10,84) e
PLA (100) (p<0,05). As médias de MDA
foram: 73,51% + 23,62; 54,09% + 20,97 e
85,48% + 7531 para 0s grupos 5uM
MVIIA, 10uM MVIA e 20uM MVIIA
qguando comparados ao PLA (100) (Fig.
7A).
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Entretanto, a figura 7B mostra que a dose
de 10uM MVIIA pela via IT foi capaz de
reduzir a lipoperoxidacdo 2,34 vezes
(42,69% = 12,38) quando comparado ao
placebo (100) (p<0,01), igualando-se ao
grupo SHAM. Os resultados desse ensaio
foram (média + desvio padrdo): 33,59% =+
9,14 (SHAM), 90,54% =+ 33,93 (2,5uM
MVIIA), 59,52% + 14,97 (5uM MVIIA) e
80,72% + 49,42 (20uM MVIIA).
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Figura 7 — Avaliacdo da MVIIA sobre a lipoperoxidacao 48 horas apos trauma medular em ratos.
Média da lipoperoxidacdo (+ desvio padrdao médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e
ao trauma medular espinhal. A) Animais tratados via intralesional com diferentes doses de MVIIA (5uM,
10uM e 20puM) ou PBS como controle positivo (PLA). B) Animais tratados via intratecal com diferentes
doses de MVIIA (2,5uM, 5uM, 10uM e 20uM) ou PBS como controle positivo (PLA). Dados
normalizados em relacdo ao PLA. Letras mintsculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste

Student-Newman-Keuls; p<0,05).

Etapa 2 — Determinagdo do momento de
aplicacéo

Na etapa 1, diferentes avaliagbes mostraram
que a concentracdo de 10uM pela via IT foi
0 melhor método de aplicacdo da MVIIA
apos o TMA, com efeito neuroprotetor.
Dessa maneira, optou-se pela comparacédo
dos tempos de aplicacdo de uma e quatro
horas ap6s a lesdo na dose de 10uM pela
via IT.

A aplicacdo da MVIIA e seus efeitos
colaterais

Os animais com aplicacdo via IT, 4 horas
apos o trauma medular, ndo apresentaram
efeitos colaterais. Entretanto, na aplicagdo
de 1 hora, um animal (16,7%) apresentou
tremores de cauda de intensidade moderada,
reversivel em 24 horas.

Complicagbes do trauma medular -
retencdo urinaria

Dos grupos submetidos ao trauma medular,
100%, 66,66% e 42,86% dos animais

tratados com PLA, 10uM 1h e 10uM 4h,
respectivamente, apresentaram  retencdo
urinéria. Sendo que apenas 0s grupos PLA
e 10uM 1h apresentaram esse quadro
clinico associado a hematuria (60% e
33,33%, respectivamente).

Avaliacdo da capacidade motora

Antes da cirurgia, todos o0s animais
apresentaram  parametros  neuroldgicos
dentro da normalidade, representado pelo
escore 21 na escala BBB. Vinte e quatro
horas ap6s a cirurgia observou-se a
padronizacdo do trauma medular mostrado
pela semelhanca entre 0S  grupos
submetidos ao trauma (PLA, 1,33 + 0,82;
MVIIA 1h, 1,67 + 1,21; MVIIA 4h, 2 + 2,5)
(Fig. 8). Classificou-se a lesdo como grau
moderado a grave categorizado pela
movimentagdo discreta de uma ou duas
articulacbes (escore 1) ou ampla de uma
articulacdo (escore 2). Além disso, o0s
animais do grupo SHAM mantiveram o
escore maximo no teste apds procedimento
cirtrgico, indicando que a laminectomia
ndo causou lesdo ao tecido medular.
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Figura 8 — Avaliacdo da capacidade motora ap6s trauma medular em ratos. Grafico do escore BBB
(média = desvio padrdo médio) de deambulacdo em campo aberto, 24 horas ap6s o procedimento
cirargico, de ratos submetidos a laminectomia (SHAM) e ao trauma medular espinhal, tratados via
intratecal com 10uM de MVIIA com 1 e 4 horas ap6s o trauma ou PBS como controle positivo (PLA)
(teste de Kruskal-Wallis; p<0,001).

Efeito da MVIIA na liberacdo de glutamato valores médios (x desvio padrdo) da
apods o trauma medular concentragdo de glutamato no liquido

cerebroespinhal, em relacdo ao PLA (100),
Ndo foram  observadas  diferencas foram: 52,6% + 14,81 (SHAM), 96,75% +
significativas na reducdo do glutamato 48 96,55 (MVIIA 1h) e 7524% = 24,89
horas apds o procedimento cirdrgico. Os (MVIIA 4h) (Fig. 9).
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Figura 9 — Efeito da MVIIA sobre a liberacdo do glutamato 48 horas ap6s trauma medular em
ratos. Concentracdo de glutamato no liquido cerebroespinhal (média + desvio padrdo médio) de ratos
submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, tratados via intratecal com
10uM de MVIIA com 1 e 4 horas ap6s o trauma ou PBS como controle positivo (PLA). Dados
normalizados em relacdo ao PLA (teste de Student-Newman-Keuls; p>0,05).
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Avaliacdo da MVIIA sobre a viabilidade
celular ap6s o trauma medular

A) Avaliagdo da viabilidade mitocondrial

A MVIIA aplicada com 4h apresentou
preservagdo celular significativa 1,8 vezes
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maior  (180,70% + 68,20) quando
comparado ao PLA (100). Ao passo que sua
aplicagdo com 1h (144,63% =+ 56,30)
mostrou diferenca relativa apenas ao
SHAM (223,61% + 28,24) (p<0,05).

SHAM PLA

MVIIA 1h  MVIIA 4h

Figura 10 — Efeito da MVIIA sobre a viabilidade celular 48 horas ap6s trauma medular em ratos.
Média da viabilidade mitocondrial (+ desvio padrdo médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal
(SHAM) e ao trauma medular espinhal, tratados via intratecal com 10uM de MVIIA com 1 e 4 horas ap6s
0 trauma ou PBS como controle positivo (PLA). Dados normalizados em relacdo ao PLA. Letras
minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).

B) Avaliacdo da morte celular

Na comparacdo das médias de morte
celular, houve diferenca significativa entre
0S grupos submetidos ao trauma e o
controle negativo (SHAM; 29,46% =+ 2,99)
(p<0,01) (Fig. 11). Entre os tempos

avaliados, a MVIIA 4h foi capaz de reduzir
a morte celular em 22,59% =+ 3,62 quando
comparado ao placebo (100) (p<0,01). Ja a
aplicacdo com 1 hora (97,42% + 12,09) se
manteve semelhante ao PLA (Fig. 11).
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Figura 11 — Efeito da MVIIA sobre a morte celular 48 horas apds trauma medular em ratos. A)
Imagens representativas do funiculo lateral de fatias medulares, coradas com o marcador etideo
homodimero, de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, tratados
via intratecal com 10 uM de MVIIA nos tempos 1 e 4 horas apds o trauma ou com PBS como controle
positivo. B) Média da morte celular (+ desvio padrdo médio) nas fatias medulares dos grupos SHAM,
PLA, MVIIA 1h e MVIIA 4h. Dados normalizados em relagdo ao PLA. Letras minUsculas diferentes
expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).

Efeito da MVIIA sobre as espécies reativas 9,8), verifica-se que o0s dois momentos
de oxigénio apds o trauma medular foram capazes de reduzir a producdo de

ERO em relacdo ao PLA (100) (p<0,001).
Quando se compara a MVIIA aplicada com Todavia, o grupo MVIIA 4h levou a
1 hora (50,32% + 7,36) e 4 horas (22,34% * diminuicdo de ERO ainda maior, com
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niveis inferiores ao SHAM (64,34% + 26,9;
p<0,001) (Fig. 12).
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Figura 12 — Efeito da MVIIA sobre producédo de espécies reativas de oxigénio 48 horas apds trauma
medular em ratos. Média da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (+ desvio padrdo médio)
de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, tratados via intratecal
com 10uM de MVIIA com 1 e 4 horas ap6s o trauma ou PBS como controle positivo (PLA). Dados
normalizados em relacdo ao PLA. Letras minisculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste

Student-Newman-Keuls; p<0,001).

Efeito da MVIIA sobre a lipoperoxidacéo
apdés o trauma medular

A dose de 10uM MVIIA, aplicada 4 horas
apos o trauma, foi capaz de reduzir a

1504

1004

504 a

% Lipoperoxidacao
(MDA/mg proteina)

lipoperoxidacdo em 2,34 vezes (42,69% +
12,38) quando comparado ao placebo (100)
(p<0,001), entretanto quando aplicada
apenas 1 hora (94,95% = 35,75) apds a
lesdo, ndo levou a resultados significativos.
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Figura 13 — Efeito da MVIIA sobre a lipoperoxidagédo 48 horas ap6s trauma medular em ratos.
Média da lipoperoxidagéo (+ desvio padrdo médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e
ao trauma medular espinhal, tratados via intratecal com 10uM de MVIIA com 1 e 4 horas apds o trauma
ou PBS como controle positivo (PLA). Dados normalizados em relagdo ao PLA. Letras minusculas
diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,001).
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Efeito da MVIIA sobre a expressdo génica
de fatores relacionados a apoptose

Nas duas etapas anteriores, diferentes
avaliacGes mostraram que a concentragdo
de 10uM pela via IT aplicada quatro horas
apés o trauma medular apresentou efeito
neuroprotetor. Dessa maneira, investigou-se
0 efeito de 10uM MVIIA, IT, 4h sobre a
expressdo génica relativa de fatores
indicadores de apoptose como Bax, Bcl-xl,
caspase-3, caspase-8, caspase-9, caspase-12
e nNOS.
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A expressdo da proteina anti-apoptotica,
Bcl-xI, foi maior no grupo tratado com
MVIIA (0,72 £ 0,21) em relacdo ao PLA
(0,37 £ 0,25) (p<0,05) (Fig. 14). Ao mesmo
tempo, na figura 15, observou-se redugdo
na expressaio do Bax, proteina pro-
apoptética, no grupo MVIIA (0,64 + 0,18)
quando comparado ao PLA (1,41 £ 0,64)
(p<0,05) (Fig. 15).

MVIIA

Figura 14 - Efeito da MVIIA sobre a expressao génica relativa de Bcl-xI 48 horas apds trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa de Bcl-xlI (x desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas ap6s o trauma. Letras minusculas diferentes expressam diferenga estatistica

(teste t ndo pareado; p<0,05).
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Figura 15 - Efeito da MVIIA sobre a expressdo génica relativa de Bax 48 horas ap6s trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa de Bax (+ desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas ap6s o trauma. Letras minUsculas diferentes expressam diferenga estatistica
(teste Mann-Whitney; p<0,05).

Em relacdo a caspase-9, observou-se 0,94 e 0,61 + 0,62 para os grupos PLA e
expressdo relativa de 1,47 + 2,21 e 0,71 * MVIA (Fig. 17). Em ambas caspases, nao
0,76 para os grupos PLA e MVIIA, foram encontradas diferencas entre 0s
respectivamente (Fig. 16). Ja na caspase-12, tratamentos.

encontrou-se expressdo relativa de 0,89 *

N
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Figura 16 - Efeito da MVIIA sobre a expressédo génica relativa da caspase-9 48 horas ap6s trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa de caspase-9 (+ desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas apés o trauma (teste Mann-Whitney; p>0,05).
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Figura 17 - Efeito da MVIIA sobre a expressdo génica relativa da caspase-12 48 horas apés trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa de caspase-12 (+ desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas ap6s o trauma (teste t ndo pareado; p>0,05).

Quando se compara a expressdo relativa da relacdo ao PLA (4,51 + 2,77) (p<0,05) (Fig.
nNOS, observa-se que a MVIIA (1,22 + 18).
1,14) foi capaz de reduzir a expressao em
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Figura 18 - Efeito da MVIIA sobre a expressdo génica relativa da nNOS 48 horas apés trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa da nNOS (+ desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas ap6s o trauma. Letras minusculas diferentes expressam diferencga estatistica
(teste t ndo pareado; p<0,05).

No que se refere as expressdes da caspase- comparado ao PLA (0,47 + 0,13) (p<0,05)
8, verificou-se redugdo no grupo tratado (Fig. 19). Além disso, o grupo MVIIA (0,60
com MVIIA (0,17 £ 0,13) quando + 0,39) também mostrou menor expressao
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da caspase-3 em relacdo ao PLA (1,96 +
0,55) (p<0,05) (Fig. 20).
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Figura 19 - Efeito da MVIIA sobre a expressao génica relativa da caspase-8 48 horas apds trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa da caspase-8 (+ desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas ap6s o trauma. Letras minUsculas diferentes expressam diferenga estatistica
(teste Mann-Whitney; p<0,05).
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Figura 20 - Efeito da MVIIA sobre a expressédo génica relativa da caspase-3 48 horas ap6s trauma
medular em ratos. Média da expressdo génica relativa da caspase-3 (+ desvio padrdo médio) em ratos
submetidos ao trauma medular espinhal associado ao tratamento via intratecal com placebo (PLA) e
10uM de MVIIA 4 horas ap6s o trauma. Letras minusculas diferentes expressam diferenga estatistica
(teste t ndo pareado; p<0,05).

DISCUSSAO estabelecido (Silva et al., 2008; Costa,
2010; Drummond, 2010; Torres et al.,
O trauma medular 2010; Caldeira, 2011; Martins, 2012;
Oliveira et al., 2014; Rosado et al., 2014)
O modelo de lesdo medular aguda que possibilitou, de forma eficiente, a
experimental aplicado ¢ um método ja reproducdo de trauma moderado a grave,
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como observado na deambulagdo pos-
cirirgica pela movimentacdo discreta de
uma ou duas articulacgdes.

Com o intuito de avaliar o efeito da
conotoxina no trauma medular, 0 peso de
40,59 foi escolhido, visto que lesdes
extremamente graves limitam a avaliagdo
funcional e ndo promovem condicdes
adequadas para avaliagdo do efeito
farmacoldgico ao provocar maiores indices
de morte celular por necrose ao invés de
apoptose (Onifer et al., 2007). Além disso,
a lesdo compressiva por cinco minutos
utilizada gera retencdo urinaria e mimetiza
qguadros  similares  daqueles  vistos
frequentemente (Lu et al., 2000). Nesse
caso, a massagem da bexiga foi essencial
para  prevencdo de  complicagdes
secundarias como infeccbes do trato
urinario (Hung, 2007; Olby et al., 2010;
Oliveira et al., 2014). A retengdo urinaria
foi observada em menor frequéncia no
grupo tratado com a dose de 10uM, via
intratecal, quatro horas ap6s o TME. O
trauma medular causa, além das alteraces
motoras, deficits funcionais da bexiga pela
interrupcdo de tratos ascendentes e/ou
descendentes (Houlsebosch, 2002). Esses
pacientes podem exibir ulceragdo e irritacdo
da mucosa, com consequente ruptura do
uroepitélio e cistite hemorragica com pico
em seis horas (Herrera et al., 2010), sendo
observada até trés dias apds o trauma
(Apodaca et al., 2003). Apodaca e
colaboradores (2003) demonstraram que
isso é decorrente de um componente
neurogeénico, o qual leva a rapida ruptura do
uroepitélio, resultando na perda da
resisténcia transepitelial e aumento da
permeabilidade a agua e uréia. Além disso,
os resultados encontrados reafirmam a
participacdo de circuitos neurais localizados
na medula com projecGes aferentes no
corno dorsal para bexiga, inervados por vias
descendentes oriundas do tronco cerebral.
Dessa maneira, lesdes na medula espinhal
danificam essas vias e prejudicam a fungéo
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do trato urinario inferior (Mitsui et al.,
2005).

A w-conotoxina MVIIA

Escolheu-se o uso da MVIIA, no tratamento
do trauma medular, por ser bloqueadora
especifica e reversivel de CCVD do tipo N
(Olivera et al, 1985). As toxinas
bloqueadores de canais para calcio
mostram-se especialmente promissoras na
reducdo de injarias cerebrais e medulares,
por sua estabilidade estrutural, facilidade de
sintese, alta especificidade, impedindo o
influxo exacerbado do célcio e prevenindo a
progressdo da lesdo (Choi, 1992; Lanz et
al., 2000). Além disso, sabe-se que na ME,
0s CCVD tipo N, expressos em altas
concentragdes nas laminas dorsais (Gohil et
al.,, 1994; Westenbroek et al., 1998),
possuem papel fundamental na regulagédo
do fluxo de calcio (Smith e Augustine,
1988).

-Escolha das vias de aplicacao

Nesse experimento, optou-se pelos métodos
de aplicacdo IL e IT da MVIIA no SNC.
Devido a natureza peptidica da MVIIA, ela
ndo esta disponivel na forma oral e
recomenda-se a aplicacdo diretamente no
6rgdo alvo (Snutch, 2005). Na investigacao
terapéutica de substdncias no TMA,
diversas vias tém sido utilizadas incluindo
injecBes IL, IT e/ou IV, mostrando maior
efetividade nesta ordem, em estudos com
células tronco. Isso ocorre, possivelmente,
porque a via IL possibilita a localizagdo
exata do tratamento, diferente das vias IT e
IV que ha dispersao no espac¢o subaracnéide
ou sistemicamente (Takahashi et al., 2011).
Assim, do ponto de vista de ensaios
experimentais/clinicos, é essencial
determinar a melhor via de aplicacdo da
toxina no trauma medular.



As vias IL e IT quando comparadas a 1V,
necessitam de uma menor quantidade de
toxina o que implica em viabilidade
econdmica, visto o alto custo da MVIIA,
além de seguranga com menor efeito
colateral e atingir melhores niveis no local.
A via IL, apesar de ndo ser a mais viavel
clinicamente, € um método facil, seguro e
ndo causa alteragdes motoras pela aplicacdo
(Cloutier et al., 2006; Tom e Houlé, 2008;
Silva, 2013; Oliveira et al., 2014). O
volume de diluicdo utilizado (2jL) por essa
via ndo apresentou quaisquer complicacoes,
corroborando com os dados mostrados por
Takahashi et al. (2011) e Oliveira (2012),
sendo aplicado 60% do volume total usado
rotineiramente em experimentos
intralesionais (Hofstetter et al.,, 2002;
Tewarie et al., 2009; Silva, 2013).

A administracdo IT direta lombar, entre as
vértebras L5-L6, como descrito por Mestre
et al. (1994), permitiu uma aplicacdo
rapida, indcua, confiavel e reprodutivel sem
necessidade de anestesia. Além disso, o
volume de diluicdo (10uL) foi suficiente
para promover a difusdo adequada no
liguido cerebroespinhal (LCE) (Mestre et
al., 1994; Burns et al., 1999; Souza et al.,
2011), representando menos de 10% do seu
volume total (250pL), o qual é o limite para
evitar alteracOes hemodindmicas
(Rieselbach et al., 1962). A principal
vantagem da realizagdo da via IT em
comparagdo a IL foi a administracdo dos
tratamentos sem emprego de anestesia ou
procedimentos cirdrgicos intensos que
poderiam determinar estresse, reagao
inflamatéria e riscos ao paciente (Ferrari et
al., 2007).

-Escolha das doses da MVIIA

Com a escassez de dados na literatura sobre
acdo neuroprotetora da MVIIA no TMA, a
escolha das doses foi baseada na eficacia
em bloquear os CCVD em estudos
antinociceptivos (Souza et al., 2008, 2011,
2013). Além disso, os efeitos colaterais

foram outro fator limitrofe j& que a
utilizacdo clinica dessa toxina € limitada a
baixas doses, devido as possiveis reacdes
adversas, incluindo tremor, ataxia e
hiperreatividade em ratos (Horvath et al.,
2002; Scott et al., 2002; Wermeling et al.,
2003; Skov et al., 2007). Contudo, sdo
necessarias doses picomolares da MVIIA
para que se obtenha o efeito de inibi¢do dos
canais para calcio do tipo N (Souza et al.,
2008, 2011, 2013).

Optou-se pelo emprego das concentracdes
de 2,5 a 20uM de MVIIA em decorréncia
da variabilidade de doses citadas na
literatura, em sua maioria estudos
antinociceptivos, onde concentragdes de 3 a
200uM mostraram eficacia em bloguear os
CCVD do tipo N (Souza et al., 2008; Hama
e Sagen, 2009; Souza et al., 2011, 2013).
Souza et al. (2013) sugeriram que a
concentracdo de 10uM realiza o bloqueio
efetivo de CCVD, mas MVIIA ja possui
efeito na dose de 5uM. Assim, a curva de
dose, nesse experimento, foi sendo ajustada
para doses menores ou maiores dependendo
do resultado nos ensaios.

Na via IL, a dose de 5uM apresentou
resultados semelhantes ao placebo, o que
justificava testar apenas doses superiores
(10 e 20uM) até a presenca de efeitos
colaterais graves. Ja pela via IT, observou-
se que a concentracdo de 5uM possuia
resultados favoraveis, sendo necessaria a
avaliacdo de dose inferior (2,5uM) a fim de
obter uma melhor relacdo de
custo/beneficio.  Além  disso, doses
superiores (10, 20 e 40uM) foram avaliadas
pela via IT e também encontraram como
fator limitante intensos efeitos colaterais na
concentragdo maxima utilizada, o que
determinou a retirada do grupo 40uM das
analises posteriores.

-Escolha dos momentos de aplicagéo

O tratamento precoce do TMA é mais
efetivo quando realizado dentro das
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primeiras horas, impedindo 0
desenvolvimento de lesdes secundarias
(Bracken et al., 1990). No método da
MVIIA via IL, optou-se pela aplicacdo aos
cinco minutos apds o trauma com objetivo
de bloquear precocemente os CCVD tipo N
e diminuir as lesdes decorrentes do influxo
exacerbado do célcio e seus efeitos
deletérios (lIsaac e Pejic, 1995; Amar e
Levy, 1999; Carlson e Gorden, 2002; Hall e
Springer, 2004; Oliveira et al., 2014).

Sabe-se que a deplecdo do célcio do meio
extracelular em direcdo ao intracelular se
inicia minutos apds o insulto mecanico
(Young et al., 1982; Stokes et al., 1983;
Gelderd e Sampson, 1990), com o primeiro
aumento aos 45 minutos (Happel et al.,
1981), concentragdo maxima em oito horas
(Happel et al., 1981) e elevada manuten¢édo
por 24 a 48 horas (Fineman et al., 1993).
Em vista do rapido inicio de acdo da toxina,
de  aproximadamente 22 minutos
(Bowersox e Luther, 1998), acreditou-se
gue esse momento de aplicagdo cinco
minutos inibiria o primeiro aumento do
calcio e sua elevacdo posterior. Além disso,
esse tempo foi essencial para utilizacdo da
via IL, aproveitando-se do mesmo
procedimento cirdrgico do trauma medular,
0 gue evitou outra cirurgia, maior trauma
tecidual, reacdo inflamatdria e estresse
animal.

A escolha dos tempos para 0 modelo IT foi
baseada em estudos de isquemia cerebral
(Valentino et al., 1993; Buchan et al., 1994;
Bowersox et al., 1997) e medular (Burns et
al., 1999) e lesdo traumatica cerebral
(Verweij et al., 2000), visto que ndo ha
trabalhos sobre a MVIIA no trauma
medular. As aplica¢cdes da MVIIA tém sido
relatadas com potencial neuroprotetor
guando aplicadas IV desde 15 minutos
(Verweij et al., 2000) até 24h (Valentino et
al., 1993; Buchan et al., 1994; Bowersox et
al., 1997) apéds insulto isquémico cerebral
global em ratos (Valentino et al., 1993),
insulto isquémico cerebral focal em ratos
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(Buchan et al., 1994), isquemia cerebral
transitdria em ratos (Colbourne et al., 1999)
e lesdo traumdtica cerebral em ratos
(Verweij et al., 2000). Nesse experimento,
optou-se inicialmente pela aplicacdo IT
com quatro horas ap6s o trauma medular ja
que a aplicagdo precoce, como 15 minutos
(Verweij et al., 2000) ou uma hora
(Valentino et al., 1993), mostrou danos
consideravelmente maiores do que as
tardias, além de ter sido observado por
Verweij et al. (2000) maior preservagao
mitocondrial com aplicacdo da MVIIA 4
horas apds a lesdo cerebral traumatica.

Frente aos resultados favoraveis
encontrados na via IT, avaliou-se outro
momento de aplicacdo (uma hora) para
investigacdo da janela terapéutica da
MVIIA, ja que o tratamento precoce no
TMA mostra resultados mais promissores
(Bracken et al., 1990). E, corroborando com
0s dados de Verweij et al. (2000), a
aplicacdo com quatro horas apresentou
melhor  preservacdo  celular,  sendo
desconhecido 0 mecanismo. Sugere-se
ainda que a intensa ativacdo de proteases,
apoés o trauma medular, possa reduzir a
meia vida da toxina quando aplicada
precocemente como correlacionado a
distribuicdo de medicamento via intratecal
(Soderquist et al.,, 2009). A eficacia em
tratamentos tardios para terapia
neuroprotetora é um  fator chave
considerando a demora do encaminhamento
do paciente.

A MVIIA e seus efeitos colaterais

Os tremores iniciaram, em média, aos 40 e
90 minutos apo6s a aplicagdo via IT e IL,
respectivamente, semelhante aos 30 a 60
minutos relatados em estudos com
aplicagdo IT (Scott et al., 2002; Hama e
Sagen, 2009). Em concordancia com Hama
e Sagen (2009), a menor dose utilizada
(5uM) ndo apresentou complicagdes por
ambas as vias. Mas, concentracOes
superiores na via IL mostraram alteracoes



dose dependente sendo visualizado tremor
do corpo e cauda de maneira moderada e
grave com as doses, respectivas, de 10 e
20uM.

Na via IT, diferentemente dos tremores e
movimentos de cauda relatados por
Malmberg e Yaksh (1994) e Souza et al.
(2008), a dose de 10puM apresentou
alteracOes apenas em um animal quando
aplicada uma hora ap6s o trauma,
corroborando com os dados de Souza et al.
(2011), sendo visto com maior frequéncia e
intensidade em doses superiores (20 e
40uM).

Os efeitos colaterais foram reversiveis em
até 8 horas, a excecdo do grupo 20uM
MVIIA IT e IL onde alguns animais
apresentavam tremores discretos de cauda
em até 24 horas apds a aplicacdo conforme
Malmberg e Yaksh (1994) e Scott et al.
(2002), e o grupo 40uM que persistia por
mais de 24 horas. Esse ultimo grupo foi
retirado do experimento pela intensidade e
persisténcia dos efeitos colaterais, sendo
submetidos a eutandsia antecipadamente.
Ressalta-se, nesse estudo, que na via IL os
efeitos colaterais além de mais intensos,
foram observados em  concentragdes
menores aos aplicados pela via IT, o que
impossibilitou testar doses mais elevadas
nesse modelo de aplicacdo. Isso ocorreu
provavelmente porque a dispersdo do
medicamento na IL é minima quando
comparado a IT, o que predispbe a
ocorréncia dos efeitos colaterais mais
facilmente, limitando a utilizacdo dessa via.

Efeito da MVIIA sobre o0s eventos
secundarios ao trauma medular

A escolha do tempo de eutandsia para
avaliacdo da neuroprotecdo foi de 48 horas
ap6s 0 trauma, j& que eventos como
liberagdo excessiva do glutamato, aumento
exacerbado do caélcio intracelular com
consequente disfuncao mitocondrial,
formagdo de ERO, PL, picos de apoptose e

morte celular (Li et al., 1996; Lu et al.,
2000; Hall e Springer, 2004) ocorrem ou
sdo ativados, em sua maioria, em até 48
horas ap6s a lesdo (Li et al., 1996; Dong et
al., 2000; Lu et al., 2000; Hwan et al., 2006;
Oyinbo, 2011; Yip e Malaspina, 2012),
mostrando altos indices de expressdo ou
produgdo proteica dos fatores nesse
momento (Hwan et al., 2006).

-Efeito da MVIIA sobre o glutamato ap6s o
trauma medular

A observacdo dos niveis de glutamato foi
uma ferramenta importante ja que sua
reducdo é considerada uma estratégia de
neuroprotecdo (Kunihara et al., 2004;
Gensel et al., 2012). Dentro dos primeiros
minutos ap6s o trauma medular, o
glutamato atinge niveis tdéxicos como
resultado da lise celular pela lesdo
mecénica, exocitose e/ou inibicdo da
receptacdo nas fendas sinapticas (McAdoo
et al., 2000; Hausman, 2003; Kwon et al.,
2004), o que induz a entrada ainda maior de
calcio nas celulas, levando a
excitotoxicidade e morte celular (Nakamura
et al., 1994; Liu et al., 1999b; Brouns et al.,
2009). Assim, decidiu-se avaliar o efeito da
MVIIA na concentracdo do glutamato com
48 horas, embora seja relatado que o pico
do glutamato no liquido cerebroespinhal
ocorre entre 15 (Mills et al., 2001) a 40
minutos (Xu et al., 2004), com reducdo em
uma hora (Liu et al., 2013) e retorno aos
niveis basais com trés (Liu et al., 1991; Liu
e McAdoo, 1993; Xu et al., 2004) a quatro
horas apds o trauma medular (Ishikawa e
Marsala, 1996; Yamamoto e Sakashita,
1998). As proteinas responsaveis por seu
receptacdo estdo reduzidas tanto no
epicentro como regibes adjacentes, locais
onde houve perdas teciduais e apoptose
(Kim et al., 2011; Lepore et al., 2011).
Essas proteinas atingem pico com seis
horas depois do TME (Vera-Portocarreto et
al., 2002), o que justifica a alta redugdo do
glutamato.
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A avaliagdo do glutamato no momento de
48 horas ap6s o trauma medular ¢ um dado
inexistente na literatura e pensou-se na
possibilidade de outros picos como ocorrem
nos  processos  oxidativos, disfuncédo
mitocondrial e apoptose/morte celular que
podem perdurar por dias. Kunihara et al.
(2004) mostram a persisténcia de altos
niveis de glutamato até 72 horas em evento
de isquemia medular em humanos e outro
estudo relata a persisténcia em homogenato
medular por semanas dependendo da
intensidade da lesdo (Panter et al., 1990
citado por Lepore et al., 2011). Além disso,
as proteinas transportadoras do glutamato
também foram detectadas em altos indices
por semanas no tecido medular adjacente ao
epicentro, na tentativa de reestabelecer a
homeostasia (Kim et al., 2011).

Em ambos os modelos e horarios de
aplicacdo da MVIIA, as concentragfes de
glutamato no liquido cerebroespinhal nédo
diferiram entre si, 48 horas ap6s o TMA,
atingindo o nivel do SHAM. Frente a esses
dados, em experimento paralelo com
aplicacdo da MVIIA IT 4 horas, realizou-se
a eutandsia dos animais as seis horas apos o
TMA, e também ndo foram constatadas
diferencas nos niveis de glutamato (dados
ndo mostrados). A coleta foi realizada
apenas na eutandsia, pois o volume
necessario era incompativel com a
sobrevivéncia do animal. Apesar da
observacdo da MVIIA na reducdo do
glutamato em tempos precoces (Souza et
al., 2008; Goncaves et al., 2011), alguns
autores ressaltaram que essa via nao seja a
Unica implicada na neuroprotegdo da toxina
(Valentino et al., 1993; Newcomb e Palma,
1994), ja que altas doses seriam necessarias
para regulagdo da liberagdo desse
neurotransmissor em niveis menores que
50% quando comparado aos efetivos
inibidores (Bowersox et al.,, dados ndo
publicados, 1999 citado por Wang e
Bowersox, 2000). Assim, foram necessarios
outros  testes para avaliagdo  da
neuroprote¢do da MVIIA.
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-Efeito da MVIIA sobre a viabilidade
celular ap6s o trauma medular

O aumento do célcio dentro da célula no
TMA contribui diretamente para disfungéo
mitocondrial, jA que essa organela ativa a
entrada do fon para seu interior com
objetivo de realizar a homeostase
intracelular (Santo-Domingo e Demaurex,
2010). Considerando que a MVIIA, em
lesdo cerebral traumatica, melhora a
viabilidade mitocondrial quando aplicada
por via 1V, pelo blogueio dos CCVD tipo N
(Xiong et al., 1998; Verweij et al., 2000),
decidiu-se estudar seu efeito sobre a
preservacdo dessa organela apés o TMA.

As concentragdes de 5 e 10uM MVIIA IT
com quatro horas promoveram maior
viabilidade mitocondrial, atingindo os
niveis do SHAM, distintamente dos
modelos com aplicagdo IL cinco minutos e
IT uma hora que ndo apresentaram
diferenca. De modo interessante, Valentino
et al. (1993), no modelo de isquemia
cerebral, e Verweij et al. (2000), no modelo
de lesdo traumatica cerebral, observaram
gue a MVIIA fornecida 15 minutos antes ou
até uma hora apo6s a lesdo ndo preservou
tanto a mitocdndria quanto aplicada
tardiamente com quatro ou seis horas apés
isquemia cerebral (Valentino et al., 1993;
Verweij et al., 2000).

A razdo para o efeito tardio da MVIIA
ainda permanece desconhecida. Verweij et
al. (2000) sugerem que a MVIIA seja mais
eficiente em periodos criticos do célcio.
Como o primeiro pico desse ion ocorre oito
horas apds o trauma medular (Happel et al.,
1981) e se a MVIIA ¢ fornecida quatro
horas ap6s a lesdo, ela atingiria seu efeito
maximo com trés (Souza et al., 2011) a
quatro horas (Souza et al, 2013) da
aplicacdo IT e coincidiria com a elevacdo
exacerbada do calcio intracelular. Como a
mitocondria libera fatores ativadores da
cascata de apoptose e aumenta ainda mais
as lesdes secundarias ao TMA, como danos



oxidativos, producdo de ERO, interrupgéo
de sinapses e morte celular (Azbill et al.,
1997; Sullivan et al., 2007; Patel et al.,
2010), sugere-se que a MVIIA aplicada
com quatro horas promova uma reducao
desses danos e mantenha a integridade
celular.

Além disso, o0s resultados mostraram
elevada disfungdo mitocondrial 48 horas
ap6s o trauma medular. A disfuncdo
mitocondrial se inicia nas primeiras horas
apos a lesdo (Azbill et al., 1997; Wingrave
et al., 2003), com pico em 12 horas (Singh
et al.,, 2006) e permanece alterada por 24
horas (Azbill et al., 1997; Sullivan et al.,
2007) ou as 72 horas (Wu et al., 2009),
momento maximo avaliado em trauma
medular. Com esse resultado, podemos
sugerir que a disfuncdo mitocondrial
permanece alterada no momento de 48
horas apds 0 TMA.

Outros ensaios de viabilidade celular séo
utilizados, entre eles a marcagdo com etideo
homodimero. E um método relativamente
simples e rapido para avaliar a viabilidade
neuronal  (Monette et al., 1998),
distinguindo facilmente a célula intacta da
danificada por se tornar permeavel e corar 0
DNA (Johnson e Rabinovitch, 2012). O uso
da marcacdo com o etideo homodimero
permitiu a quantificacdo das células mortas
sem a utilizacdo de analises microscépicas
convencionais, as quais se baseiam na
visualizacdo morfologica de células apds
diversas etapas de preparacdo tecidual e
contagem extremamente trabalhosa. Dessa
forma, o emprego dessa marcacdo foi o
teste de escolha que associado ao anterior,
de viabilidade mitocondrial, proveu
indicativos positivos e negativos da
viabilidade celular e permitiu analisar dados
de mortalidade celular no TMA, como
também o controle da viabilidade tecidual
(Johnson e Rabinovitch, 2012).

Esses resultados sugerem o efeito
neuroprotetor da MVIIA, no modelo IT

quatro horas, com a dose de 10uM, o que
foi confirmado pela avaliacio da
viabilidade mitocondrial. Os dados s&o
consistentes com os relatados sobre
MVIIA, a qual promoveu significativa
protecdo nas isquemias (Valentino et al.,
1993; Buchan et al., 1994) e lesGes
traumaticas cerebrais quando fornecida por
até 24 horas (Berman et al., 2000; Verweij
et al.,, 2000). Nesse estudo, a MVIIA
proporciona um aumento de 80% da
viabilidade mitocondrial e, em
contrapartida, 23% de redugdo da morte
celular. Sugere-se que essa observacdo seja
decorrente da diferenca de segmento
medular avaliado, para reducdo do nimero
de animais utilizados no estudo. O
mecanismo de protecdo da MVIIA tem sido
relacionado ao blogueio de CCVD tipo N
(Nadasdi, 1995; Lewis et al., 2000) com
melhora da funcédo respiratdria mitocondrial
(Berman et al., 2000) e inibicdo de
neurotransmissores excitatorios em
modelos antinociceptivos (Souza et al.,
2008; Gongaves et al., 2011). Todavia, além
da inibicdo do glutamato ser baixa como
mostrado em lesdes cerebrais traumaticas
tratadas com MVIIA (Valentino et al.,
1993), ela oferece neuroprotecdo mesmo se
aplicada horas ap6s a lesdo, ou seja, apos a
normalizacdo  desse  neurotransmissor
(Berman et al., 2000). Portanto, sugere-se
que possa haver outros mecanismos
envolvidos ainda desconhecidos.

-Efeito da MVIIA sobre o estresse oxidativo
apo6s o trauma medular

A possibilidade de mecanismos envolvidos
na neuroprotecdo foi determinante na
investigacdo do efeito da MVIIA em outra
via, como o estresse oxidativo. Esse & um
mecanismo  patolégico envolvido em
doengas neuroldgicas graves que sob
inibicdo leva a redugdo da morte neuronal
(Lee et al., 2009; Liu et al., 2013).

Efeitos antioxidantes tém sido relatados em
peptideos marinhos (Jung et al., 2005; Liu
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et al., 2008), mas ainda ndo ha dados com a
MVIIA. Nesse estudo, a MVIIA foi capaz
de inibir a producdo das ERO quando
aplicada pela via IT com uma ou quatro
horas ap6s o trauma, sendo que o
tratamento tardio foi melhor. O modelo IL
nao apresentou resultados favoraveis. Sabe-
se que, ap6s TMA, hd aumento dos niveis
toxicos das ERO (Liu et al., 1998; Luo et
al., 2002; Liu et al., 2004; Wu et al, 2009),
0 que pode levar a danos neuronais, das
células da glia e elementos microvasculares
com consequente apoptose (Juurlink e
Paterson, 1998; Bao e Liu, 2004; Luo e Shi,
2004; Xu et al., 2005). Além do aumento de
calcio intracelular ativar vias de producgdo
de radicais livres, a mitocondria é uma das
maiores fontes proveniente da formacéo do
radical O, da reagdo respiratoria. Em
excesso, essa molécula com elétron ndo
pareado sobrecarrega as defesas
antioxidantes, desestabiliza a homeostase
mitocondrial e leva a formacdo de mais
ERO, tornando-se um ciclo vicioso de
geracdo de radicais livres (Lander, 1997;
Liu et al., 1998; Wu et al., 2009; Bains e
Hall, 2012). Os trabalhos tém mostrado que
a inibicdo do aumento de ERO, em lesGes
do SNC, possui acao neuroprotetora (Lee et
al., 2009) e leva a melhora na recuperagao
funcional (Hall et al., 1992; Mu et al., 2000;
Hachmeister et al., 2006; Liu et al., 2013).

Portanto, o estresse oxidativo possui papel
central na lesdo secundaria ao TMA e sua
inibicdo é uma interven¢do em potencial
(Hillard et al., 2004; Luo e Shi, 2004). Liu
et al. (1998), Liu et al. (1999) e Liu et al.
(2013) relatam o aumento rapido de ERO
apés o TMA (Xu et al., 2005), com
elevacdo até o periodo de 11 horas e retorno
aos niveis basais com 12 horas ap6s a lesao.
Ainda, Varizi et al. (2004) acrescenta que
ha aumento dos niveis das ERO com um
(Azbill et al., 1997) e 14 dias apds a lesdo
medular, momentos avaliados pelo autor.
Nessa avaliacdo o grupo SHAM diferiu-se
dos demais com 48 horas apdés 0 TMA,
corroborando com os dados de Lavor
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(2013). Mais uma vez, a MVIIA aplicada
tardiamente mostrou potencial
neuroprotetor, sendo  esses  dados
consistentes com a preservagéo
mitocondrial e consequente menor morte
celular. E, apesar da MVIIA 1h IT diminuir
a ERO, essa diminuicdo ndo foi suficiente
para ocasionar a preservacao celular.

Dentre essas ERO, a decomposicdo do ion
peroxinitrito forma espécies de radicais
livres altamente citotoxicas que levam a PL
(Bains e Hall, 2012; Dasuri et al., 2013). A
PL é um dos mecanismos mais prejudiciais
desenvolvidos apés o TMA (Bains e Hall,
2012), pois resulta no rompimento da
membrana  celular e em  fatores
neurotéxicos, como o MDA (Seligman et
al., 1977), o qual foi quantificado no
experimento. Ao observar que peptideos
marinhos, no caso ostras, possuiam alta
atividade protetora contra a lipoperoxidagéo
(Qian et al., 2008), decidiu-se avaliar o
efeito da MVIIA nessa via ap6s o trauma
medular. Nesse estudo, apenas a dose de
10uM IT 4 horas apds o trauma propiciou a
reducdo da PL, reforcando mais uma vez os
dados anteriores. A atenuacdo da producdo
de ERO esta diretamente relacionada com o
decréscimo da PL. Isso ndo foi visto com o
grupo uma hora, provavelmente porque a
inibicdo de ERO ndo tenha sido suficiente.
Com base nesses resultados, sugere-se que
a dose de 10uM da MVIIA IT fornecida 4
horas ap6s o trauma medular foi capaz de
reduzir a lesdo gerada pelo estresse
oxidativo, mostrando 0 potencial
neuroprotetor como relatado por outras
substancias (Kog et al., 1995; Song et al.,
2013).

-Efeito da MVIIA sobre a expressdo génica
de fatores relacionados a apoptose

Frente aos resultados favoraveis a
viabilidade celular, decidiu-se investigar a
cascata de apoptose para esclarecimento
dos possiveis mecanismos de acdo da
MVIIA. Observou-se que no grupo tratado



com a conotoxina houve aumento da
expressdo da proteina anti-apoptética Bcl-
xl, diminuicdo da pro-apoptética Bax,
enzima nNOS, caspase-8 e caspase-3. Esses
dados corroboram com os de Fang et al.
(2011), nos quais a MVIA, em
experimento in vitro em camundongo,
possibilitou a reducdo da expressédo de Bax,
caspase-3, além do aumento da proteina
anti-apoptética Bcl-2.

A apoptose é a morte celular programada
que ocorre normalmente como resposta
fisiologica do organismo, mas em excesso
contribui para danos celulares (Liu et al.,
1997). No trauma medular, a intensa
formagdo de radicais livres (Siniscalco et
al.,, 2007; Kubli et al., 2008), disfuncdo
mitocondrial (Galluzzi et al., 2009) e do RE
(Yu et al., 1999; Zhang et al., 2014) sdo
indutores de altos indices de apoptose
(Sugawara et al., 2004). Estratégias
farmacoldgicas que inibam esses eventos,
principalmente as caspases efetoras, podem
ser Uteis no tratamento no trauma medular
(Li et al., 2000; Colak et al., 2005; Zhang et
al., 2012). Nesse estudo, a MVIIA reduziu a
expressdo da caspase-3, uma potente efetora
da apoptose, capaz de clivar proteinas
envolvidas no ciclo e estrutura celular e
replicacdo do DNA (Soraloglu et al., 2005).
Investigadores mostraram que agentes anti-
apoptéticos limitam a morte celular
programada, diminuem  as lesGes
histolégicas e proporcionam melhora
neuroldgica (Colak et al., 2005).

A apoptose é regulada por processos
bioldgicos dentro de duas vias principais: a
extrinseca de ligantes aos receptores de
morte celular e a intrinseca mediada
principalmente pela mitocondria (Riedl e
Shi, 2004). A familia de proteinas Bcl-2
tem um papel central no controle da via
mitocondrial, com proteinas pr6 (Bax, Bak)
e anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xl) (Pitkanen
et al., 2005; Portt et al., 2011). Assim, o
equilibrio entre essas proteinas é essencial
na morte ou sobrevivéncia da célula. A

MVIIA proporcionou aumento da expressao
da Bcl-xlI e diminuicdo de Bax ap6s o
trauma medular. A Bcl-xI preserva a
membrana  mitocondrial ap6s insulto
(Gottlieb et al., 2000), evitando a formacao
de mais ERO, como observado nos grupos
tratados com a conotoxina. Ainda, Li et al.
(2004) relatam que as ERO suprimem a
expressdo de Bcl-xl, aumentam de Bax
(Siniscalco et al., 2007; Kubli et al., 2008) e
agem diretamente na permeabilidade
mitocondrial (Fleury et al., 2002). Diante
disso, indica-se que a MVIIA ao reduzir a
produgdo de ERO, possibilitou a alta
expressao de Bcl-xl, diminuicdo de Bax e,
com a preservacgao da mitocondria, evitou a
formagdo de mais ERO.

Na sequéncia da cascasta de apoptose,
apesar da baixa relacdo de Bax/Bcl-xl, ndo
houve reducdo da caspase-9. I1sso pode estar
relacionado a outra via de ativacdo da
cascata, a qual se da pela caspase-2, de
maneira direta como descrito por Samraj et
al. (2007) ou via mitocondrial (Guo et al.,
2002). Picos de expressdo da caspase-9 sdo
relatados na literatura nos momentos de seis
(Montazeri et al., 2013), 24, 48 e 72 horas,
ou ainda persistindo por cinco dias (Wu et
al., 2007). Contudo, em experimentos
diferentes, Wu et al. (2007) ora encontrou
diferenca no momento 48 horas, ora nao.
Ainda, Montazeri et al. (2013), ao avaliar a
expressdo da caspase-9 por regido medular,
encontrou aumento do nivel da proteina ao
longo dos dez dias avaliados, mas observou
diferenca apenas no décimo dia ap6s injlria
medular no segmento cranial a lesdo e no
primeiro dia no epicentro e regido caudal.
Portanto, sugere-se que possa ndo ter sido
observado diferenca na expressdo da
caspase-9, no grupo MVIIA, pelo momento
e regido avaliada, sendo necessarios mais
estudos.

Sabe-se ainda da importante contribui¢do
do estresse no RE para via apoptética
mediado pela caspase-12 (Yu et al., 1999;
Nakagawa et al., 2000; Zhang et al., 2014).
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Nos grupos tratados com MVIIA ndo foi
observado redugdo da expressdo dessa
proteina 48 horas ap6s o TMA. Ademais,
nesse estudo, a MVIIA foi capaz de reduzir
a expressao da nNOS, mediadora da
formacdo de NO. Ha fortes evidéncias do
importante papel do NO na morte neuronal
com elevacdo do estresse oxidativo
(Hamada et al., 1996; Wada et al., 1998;
Chatzipanteli et al., 2002; Luo et al., 2014)
e, este na inducdo da apoptose (Maulik et
al., 1998; Galang et al., 2000; Xu et al.,
2005). Assim, sugere-se que a MVIIA, ao
bloquear os CCVD, foi capaz de reduzir a
expressdo da nNOS, a producdo de ERO e
lipoperoxidacdo. Faz-se necessaria a
investigacdo do seu potencial antioxidante
ja& que enzimas antioxidantes foram
correlacionadas a susceptibilidade de danos
celulares ao NO (Bolafios et al., 1996) e a
reducdo de apoptose (Maulik et al., 1998;
Galang et al., 2000; Karalija et al., 2014).

Outro caminho para apoptose é a via
extrinseca de ativacdo da caspase-3 pela
caspase-8 acionada por ligantes, como
TNF-a ou Fas L, a receptores de morte na
membrana plasmética (Boldin et al., 1996;
Portt et al., 2011). Relata-se que ERO possa
aumentar a expressao desses receptores de
morte celular, Fas L, colocando em acdo a
caspase-8 (Devadas et al., 2002; Wang et
al., 2008). A MVIIA realizou a inibicao
efetiva das caspases-8 e -3, indicando o
envolvimento dessa via em seu mecanismo
de acdo. Essa caspase iniciadora pode
também clivar a proteina Bid, o que
aumenta a permeabilidade mitocondrial,
sendo um ponto de comunicacdo da via
intrinseca e extrinseca (Pitkanen et al.,
2005; Portt et al., 2011). Assim, sugere-se
que a inibicdo da caspase-8 também esteja
envolvida com a maior preservagdo
mitocondrial observada no grupo MVIIA.
Ainda, ao realizar a inibigdo da producéo de
ERO, possivelmente impediu 0 aumento da
expressdo de receptores FasL, como
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relatado por Devadas et al. (2002) e Wang
et al. (2008), e consequente ativacdo da
caspase-8.

Em conjunto, os resultados demonstraram
que a administragdo IT tardia da MVIIA,
bloqueadora de canais para célcio tipo-N,
promoveu a protecdo das células da ME em
ratos submetidos ao trauma medular com
preservacdo da viabilidade mitocondrial,
reducdo do estresse oxidativo, da morte
celular e da expressio de fatores
apoptéticos. Pelo fato da MVIIA ser um
potente analgésico ja utilizado clinicamente
pela via IT (Olivera et al., 1994; Greenberg,
1997; Bowersox e Luther, 1998; Bingham
et al., 2010), o uso dessa toxina no trauma
medular atingira dois objetivos clinicos:
manejo da dor e preservacao celular.

CONCLUSOES

1- A aplicacéo intratecal da MVIIA a 10uM
apresentou efeito neuroprotetor quando
fornecida quatro horas apds o trauma
medular em ratos, caracterizado pela
inibicdo do estresse oxidativo, reducdo da
morte celular, aumento da viabilidade
mitocondrial, reducdo da expressdo de
fatores pro-apoptéticos (Bax, caspase-8,
caspase-3, NnNOS) e aumento dos anti-
apoptoticos (Bcl-xl).

2- O modelo intralesional de aplicacdo da
MVIIA, cinco minutos apds o trauma
medular em ratos, ndo promoveu resultados
favoraveis a neuroprotecao.

3- O tratamento com MVIIA pela via
intratecal, uma hora ap6s o trauma medular,
reduziu a producgdo de espécies reativas de
oxigénio, mas ndo mostrou preservacao
celular.



CAPITULO 3
Efeito antioxidante da ®w-conotoxina MVIIA no trauma medular agudo em ratos
RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar os possiveis efeitos antioxidantes da w-conotoxina MVIIA
(MVIIA) no trauma medular agudo. Vinte e um ratos Wistar foram aleatoriamente distribuidos
em trés grupos: controle negativo (SHAM), placebo (PLA — PBS estéril) e 10uM MVIIA quatro
horas ap6s o trauma, sendo os tratamentos especificos fornecidos via intratecal. A eutanasia foi
realizada 48 horas ap6s o trauma e o segmento medular caudal ao epicentro foi coletado. Foram
realizados ensaios enzimaticos da atividade da superdxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e glutationa-S-transferase. O delineamento do estudo foi
inteiramente casualizado e os dados submetidos a0 ANOVA com comparacdo de médias pelo
teste de SNK (p<0,05). A aplicacdo intratecal de 10uM MVIIA foi capaz de modular
positivamente a atividade das enzimas superoxido dismutase (188,41% =+ 72,05), glutationa
peroxidase (199,96% + 68,65), glutationa redutase (215,01% + 58,54) e glutationa-S-transferase
(175,93% =+ 68,92) no trauma medular. Sugere-se que a MVIIA tornou o sistema de
detoxificacdo celular mais eficiente, sustentando a ideia de que possa ser usada como agente
neuroprotetor no trauma medular.

Palavras chave: MVIIA, antioxidante, trauma medular, ratos.
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INTRODUCAO

O trauma medular ainda é uma das
principais causas de debilidade permanente
em jovens, sendo estimada uma incidéncia
de 12 a 36 casos em cada milhdo de pessoas
(Cripps et al., 2011; Jia et al., 2013; Lee et
al., 2013). Os déficits neuroldgicos estdo
relacionados ao trauma inicial e,
principalmente, as lesdes secundarias
neurodegenerativas. Entre elas, o excesso
do célcio intracelular ¢ um dos eventos
mais criticos, que leva a alterac@es ibnicas e
geram apoptose e necrose celular pelo
aumento da ativacdo de enzimas celulares,
danos mitocondriais, acidose e produgéo de
radicais livres (Isaac e Pejic, 1995; Amar e
Levy, 1999; Lu et al., 2000; Carlson e
Gorden, 2002; Hall e Springer, 2004; Liu et
al., 2011).

Os radicais livres fazem parte de um
mecanismo  fundamental nas doencas
neuroldgicas, provocando as chamadas
lesGes oxidativas. Eles sdo constituidos por
moléculas com elétron ndo pareado, 0 que
os torna altamente reativos a estruturas
macromoleculares e determina les&o celular
com interrupgdo da homeostasia (Delanty e
Dichter, 2000; Dasuri et al., 2013). Esses
eventos sdo relatados como as primeiras
alteracBes bioquimicas ap6s o trauma
medular, desempenhando papel central nos
danos secundarios & lesdo traumatica
(Juurlink e Paterson, 1998). Para minimizar
essas disfuncbes, existem as defesas
antioxidantes enziméaticas como superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationas (Azbill et al., 1997; Nagai et al.,
2001; Masella et al., 2005), importantes na
regulacdo do estresse oxidativo no trauma
medular (Liu et al., 2004; Ozgiray et al.,
2011). A terapia que aumentar as defesas
antioxidantes ou reduzir a produgéo de pro-
oxidantes pode ser eficaz em prevenir,
melhorar ou retardar as alteragdes
neurolégicas e promover neuroprotecao
(Azbill et al.,, 1997; Bains e Hall, 2012;
Priestley et al., 2012).
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A MVIIA, blogueadora de canais para
célcio tipo N, é uma toxina de caramujo
marinho  utilizada  clinicamente, em
humanos, pelas propriedades analgésicas e,
tem mostrado grande potencial na redugéo
de lesbes cerebrais isquémicas e
traumaticas e medulares isquémicas (Choi,
1992; Lanz et al., 2000). Em estudo prévio
(Capitulo 2), a MVIIA mostrou efeito
neuroprotetor no TMA, em ratos,
relacionado a inibicdo de danos oxidativos
com reducdo na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e peroxidacdo
lipidica (PL). Como os tecidos se protegem
dos danos oxidativos com enzimas
antioxidantes (Azbill et al., 1997; Nagai et
al., 2001) e, ainda ndo ha estudos que as
relacione a MVIIA, determinou-se as
atividade de superoxido dismutase, catalase
e glutationas para avaliacdo inédita do
efeito antioxidante da MVIIA apdés o
trauma medular agudo.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas
dependéncias fisicas do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de
Veterinaria (EV) e no Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Medicina
Molecular da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Seguiram-se os principios €ticos
preconizados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFMG (projeto
aprovado sob protocolo 226/2012, anexo 1).

Animais

Vinte e um ratos machos da espécie Rattus
norvegicus, variedade Wistar, com trés
meses de idade e peso médio de 285g (+
27,84), provenientes da Faculdade de
Farmacia da UFMG, foram mantidos na EV
da UFMG, em caixas plasticas, com quatro
ratos em cada, e submetidos a ciclos de
claro-escuro de 12 horas, com temperatura
controlada. Eles receberam racdo comercial



para roedores® e 4gua ad libitum por todo o
periodo. Além disso, antes do inicio do
experimento, foram desverminados com
tiabendazol*® (100mg/kg, VO) e submetidos
a 14 dias de aclimatagéo.

A w-conotoxina MVIIA

A MVIA* foi reconstituida, de acordo
com indicacdo comercial, em PBS estéril e
centrifugada para dissolucdo completa.
Posteriormente, foi aliquotada em tubos
para microcentrifugas e armazenada a -20°C
até o uso.

Procedimentos anestésico e cirdrgico

Os animais receberam antibiético de forma
profilatica, cefalotina sodica * (60mg/kg,
SC) e sulfato de morfina® (2,5mg/kg, SC)
como medicacdo pré-anestésica, 20 minutos
antes da cirurgia. Em seguida, realizou-se a
inducdo anestésica, em camara com
isoflurano ¥ |, e manutencdo do plano
anestésico cirurgico com mesmo agente,
fornecido por mascara facial em sistema de
ndo-reinalagéo.

Apos a tricotomia da regido dorsal, os ratos
foram fixados em decubito esternal em uma
superficie de vidro e posicionados no
aparelho estereotdxico desenvolvido na
EV/UFMG (Torres et al., 2010; Oliveira et
al., 2014; Rosado et al., 2014). Esse
aparelno consta de uma prancha de
polietileno perfurada, com elevacdo em
relacdo a superficie, aderida a um eixo, no
gual se encaixa um suporte removivel com

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

*Thiaben® — Uci-Farma. S3o Bernardo do Campo,
SP, Brasil.

* Conotoxin MVIIA (0-)® — Latoxan. Valence,
France.

% Keflin® - ABL, Antibidticos do Brasil Ltda.
Cosmoépolis, SP, Brasil.

%Tramadol — Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

31sofluorane — Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

uma haste de aco inoxidavel (0,50)
acoplada a um peso de 40g. Posteriormente
a antissepsia com iodopovidona
degermante® e solucéo de alcool iodado®,
foram realizadas incisbes cutanea e
subcutdnea na linha média dorsal,
estendendo-se da oitava vértebra torécica a
primeira lombar, e dos mulsculos epiaxiais,
afastando-os lateralmente. Realizou-se a
ostectomia do processo espinhoso da
vértebra toracica nimero 12, com auxilio da
pinca de Kocher, seguida da remocdo da
lamina dorsal com drill pneumatico
neurolégico ® e pinca hemostéatica de
Halsted, sob irrigagdo intermitente com
solucéo fisiologica®. O trauma mecanico
foi obtido pela compressdo da medula
espinhal (ME) com peso de 40,5g mantido
sobre a dura-mater exposta, durante cinco
minutos (0,5¢g da haste somado ao peso de
40g). Apb6s o tratamento, realizou-se a
aproximagdo dos musculos seccionados e
reducdo do espago morto empregando-se
sutura padrdo simples continua com fio
inabsorvivel sintético, polipropileno 3-0%.
A dermorrafia foi feita com pontos simples
separados utilizando-se 0 mesmo fio.

Apbés a cirurgia, todos o0s animais
receberam solucdo de NaCl 0,9%, na taxa
de manutencdo (15ml/kg), via subcutinea
(SC). Os animais foram mantidos em caixas
aquecidas, a temperatura de 37°C, com
oxigenoterapia até completa recuperagdo
anestésica. No pds-operatério, foi realizada
analgesia com sulfato de morfina ®
(2,5mg/kg, SC, g4h) no dia da cirurgia e

%Biotrat® — LMFarma. S&o José dos Campos, SP,
Brasil.

*Riodene — Alcool lodado Rioquimica indGstria
farmacéutica, Sdo Paulo — SP, Brasil.

“UWith ECCOS® Aesculap — Laboratérios B. Braun
S.A. Sdo Gongalo, RJ, Brasil.

4Cloreto de sddio 0,9% — Laboratério Sanobiol Ltda.
Pouso Alegre, MG, Brasil.

“42prolene® — Ethicon Endo Surgery. S&o Paulo, SP,
Brasil.

“Morfina 10mg/mL — Produto genérico, Cristélia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira — SP,
Brasil.
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cloridrato de tramadol* (5mg/kg, SC, g8h)
nos dias subsequentes; antibioticoterapia
com cefalexina® (60mg/kg, VO, ql12h) e
massagem abdominal para esvaziamento
vesical, trés vezes ao dia, até a eutanasia.

Tratamento

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente
em trés grupos de sete animais: controle
negativo (SHAM), placebo (PLA — PBS
estéril) e 10uM MVIIA. No SHAM foi
realizado somente laminectomia. Os outros
grupos, quatro horas apds o trauma,
receberam o tratamento especifico por via
IT: PBS estéril e 10uM MVIIA,
respectivamente, no grupo PLA e MVIIA.
Essa injecdo foi realizada de acordo com
metodologias previamente descritas (Mestre
et al., 1994). Administrou-se o volume de
10pL com microseringa de Hamilton® de
10uL, enquanto os ratos eram gentilmente
contidos com auxilio de compressa que ao
recobri-lo, fornecia tranquilidade ao animal.
O ligeiro movimento da cauda (“flick”)
indicava a perfuracdo da duramater e o
local exato da aplicacéo.

Apo6s as 48 horas do trauma, os animais
foram pré-medicados com cloridrato de
xilazina ¥ (8mg/kg, IP) e submetidos &
eutandsia com sobredose de tiopental
sédico ® (100mg/kg, IP). Coletou-se o
fragmento da ME caudal ao epicentro da
lesdo para avaliagdo do  sistema
antioxidante.

“Tramadon® — Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

*Cefalexina suspenséo® — Medley S.A. IndUstria
farmacéutica. Sumaré, SP, Brasil.

“*Modelo 701LT — Hamilton Company, Reno, NV,
USA.

*Virbaxyl® 2%, Virbac — Satide Animal. S&o Paulo,
SP, Brasil.

“Cobas Mira® — Roche. Jacarepagud, RJ, Brasil.
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Ensaio para quantificar a atividade de
superoxido dismutase

O ensaio para medir a atividade da
superdxido dismutase (SOD) foi realizado
seguindo a metodologia proposta por
Marklund e Marklund (1974). Em soluges
aquosas, o pirogalol possui uma alta taxa de
auto-oxidagdo, formando um composto de
cor amarela que pode ser quantificado a
420nm. A SOD é capaz de inibir a auto-
oxidacgdo do pirogalol, e essa propriedade é
usada para definir a atividade dessa enzima.
Sendo assim, a inibicdo de 50% foi definida
como uma unidade (U) de SOD. Apés o
processamento da ME, o sobrenadante foi
incubado numa solugdo contendo 100mM
de tampédo de fosfato de potassio e 50mM
de EDTA com pH 7,4. A reacdo foi iniciada
pela adicdo de 2mM de pirogalol ®. A
oxidagdo do pirogalol foi medida no
espectrofotdometro a 420nm durante 5
minutos, em intervalos de 30 segundos. Os
resultados foram normalizados pelo teor de
proteina.

Ensaio para quantificar a atividade da
catalase

A dosagem da atividade da catalase (CAT)
foi realizada de acordo com o método
proposto por Aebi (1984). Uma fracdo de
3ul da amostra foi adicionada a 20uL de
H,O, 10mM e 600ul de tampao fosfato
(50mM; pH 7,0) contendo 0,002% de
Tween e 1% de EDTA. A anélise cinética
foi iniciada apds a adi¢cdo do H,O,, sendo
que a taxa de decomposicdo desse
composto foi medida
espectrofotometricamente a 240nm durante
150 segundos, em intervalos de 15
segundos. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina.

“Sjgma MO, USA.



Ensaio para quantificar a atividade da
glutationa peroxidase

A dosagem da atividade da glutationa
peroxidase (GPx) foi realizada de acordo
com o método proposto por Paglia e
Valentine (1967). Uma solucdo de reagdo
foi  preparada com 0s  seguintes
componentes: 3,12g de NADPH, 10uL de
glutationa  redutase *°  (500U/mg
proteina/mL), 250uL de NaN; 100mM,;
7,689 de glutationa reduzida em 20mL de
tampéo fosfato 100mM pH 7,0 com 5mM
de EDTA. Na cubeta de acrilico foram
pipetados 510uL da solucdo de reacdo,
30uL de éagua mili-Q e 30uL do
homogenato. A reacdo enzimatica comegou
pela adicdo de 60uL de H,0, 4mM. A
conversdo do NADPH a NADP” foi medida
espectrofotometricamente a 340nm por 5
minutos. A unidade enzimatica foi
determinada pela oxidagdo de 1mol de
NADPH por minuto e foi calculada com
base na absor¢cdo do NADPH em 340nm.
Os resultados foram normalizados pelo teor
de proteina.

Ensaio para quantificar a atividade da
glutationa redutase

A dosagem da atividade da glutationa
redutase (GR) foi realizada de acordo com
0 método proposto por Aebi (1984). Uma
solucdo de reacdo foi preparada com
2,13mg de NADPH em 20mL de tampao
fosfato 150mM, pH 7,0 com EDTA
1,5mM. Uma fracdo de 50pL da amostra foi
adicionada a 750uL de reagente de
trabalho, contendo NADPH 0,15mM e TKF
0,15M (pH 7,0) e 100pL de H,O. A analise
cinética foi  entdo  iniciada em
espectrofotbmetro a 340nm durante 120
segundos, em intervalos de 30 segundos.
Em seguida, adicionou-se 0 substrato
glutationa oxidada 20mM e continuou a
leitura por mais 120 segundos, com
intervalos de 30 segundos. A unidade

%0Sigma MO, USA.

enzimatica foi determinada pela oxidacdo
de 1mol de NADPH por minuto e foi
calculada com base na absorgdo do NADPH
em 340nm. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina.

Ensaio para quantificar a atividade da
glutationa-S-transferase

A atividade da glutationa-S-transferase
(GT) foi medida de acordo com o método
proposto por Habig et al. (1974). Uma
fragdo de 30uL da amostra foi adicionada a
240uL de solugao TKF (100ml tampao
fosfato de potassio monobasico; 100ml de
tampdo fosfato dibasico; pH 7,5) e 318uL
de agua mili-Q. Apds homogeneizacao,
acrescentou-se 6L de GSH 100mM e 6uL
de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDBN)
100mM. A anaélise cinética foi medida
espectrofotometricamente a 340nm durante
120 segundos, em intervalos de 30
segundos. A atividade enzimatica foi
determinada de acordo com o coeficiente de
extincdo do CDNB. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina.

Ensaio para quantificagdo de proteina
pelo método de Bradford

A dosagem de proteina foi realizada pelo
método colorimétrico descrito por Bradford
(1976), baseado na complexacdo de
proteinas com Azul G Brilhante. Um
volume de 2uL de sobrenadante, obtidos da
ressuspensdo do pellet de ME foram
utilizados para a quantificacdo. Amostras
em triplicatas foram colocadas em tubos
para  microcentrifuga,  adicionando-se
500puL de NaCl 0,15M e 500uL do reagente
de Bradford em cada amostra. A mistura foi
incubada por 5 minutos, sob agitacdo, e
entdo, procedeu-se a leitura da absorbancia
em espectrofotdbmetro no comprimento de
onda de 595nm. A concentracdo de proteina
foi calculada através de uma curva de
diluicdo padrdo de BSA a 1mg/mL com 1,
3,5,7e10pg.
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Andlise estatistica

Empregou-se o delineamento inteiramente
casualizado, sendo os dados analisados pelo
pacote estatistico GraphPad Prism 5 for
Windows (GraphPad Software. La Jolla,
CA, USA) e adotado nivel de significancia
de 95%. Para determinar se os dados eram
paramétricos (SOD, CAT, GPx, GR e GT),
empregou-se o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. As variaveis com
distribuicdo normal foram submetidas a
analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de comparacdo das médias de Student-
Newman-Keuls (SNK).
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RESULTADOS

Efeito da MVIIA sobre a atividade da
superoxido dismutase ap6s o trauma
medular

A atividade da SOD nos animais tratados
com MVIIA (188,41% + 72,05) foi 1,8
vezes superior ao PLA (100) (p<0,05).
Observamos assim que a MVIIA foi capaz
de aumentar a atividade da primeira enzima
da via detoxificacdo celular, com valores
semelhantes ao SHAM (143,07 + 56,02)

(Fig. 1).

PLA MVIA

Figura 1 — Efeito da MVIIA sobre atividade da superdxido dismutase 48 horas apds trauma
medular em ratos. Representagdo grafica dos grupos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao
trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA) e MVIIA. Dados normalizados em relacéo
ao PLA (100). Letras minuUsculas diferentes expressam diferenga estatistica (teste Student-Newman-

Keuls; p<0,05).

Efeito da MVIIA sobre a atividade da
catalase apés o trauma medular

N&do foi observada diferenca estatistica
(p>0,05) entre os grupos. Os resultados
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desse ensaio (valores médios + desvio
padrdo), em relacdo ao PLA (100), foram
107,40% = 60,64 e 9542% =+ 37,61,
respectivamente, para SHAM e MVIIA
(Fig.2).
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Figura 2 — Efeito da MVIIA sobre atividade da catalase 48 horas ap6s trauma medular em ratos.
Representacdo grafica dos grupos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular
espinhal, sendo tratados com placebo (PLA) e MVIIA. Dados normalizados em relacdo ao PLA (100).

Efeito da MVIIA sobre a atividade da aumentar a atividade antioxidante celular
glutationa peroxidase apés o trauma em 1,9 vezes em relacdo ao PLA (100)
medular (p<0,01).

Como observado na figura 3, mais uma vez,
a MVIIA (199,96% + 68,65) foi capaz de
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Figura 3 — Efeito da MVIIA sobre atividade da glutationa peroxidase 48 horas apds trauma
medular em ratos. Representacdo grafica dos grupos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao
trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA) e MVIIA. Dados normalizados em relacdo
ao PLA (100). Letras minuUsculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-
Keuls; p<0,01).
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Efeito da MVIIA sobre a atividade da
glutationa redutase apds o trauma
medular

A atividade da GR foi significativamente
menor no grupo PLA do que no SHAM

3001

(Nmol/min/mg)
N
o
<

% Atividade da
glutationa redutase
'_\
o
i

SHAM

(215,01% =+ 58,54). Além disso, refor¢ando
0os resultados anteriores, a MVIIA
(193,86% =+ 59,39) eleva a atividade da GR
1,9 vezes em comparagdo ao grupo PLA
(100) (p=0,002) (Fig. 4).

PLA MVIIA

Figura 4 — Efeito da MVIIA sobre atividade da glutationa redutase 48 horas apds trauma medular
em ratos. Representacdo grafica dos grupos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma
medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA) e MVIIA. Dados normalizados em relacdo ao PLA
(100). Letras minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls;

p<0,01).
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Efeito da MVIIA sobre a atividade da
glutationa-S-transferase apdés o trauma
medular

A MVIIA (175,93% = 68,92) apresentou
aumento da atividade da GT 1,7 vezes
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maior em relacdo ao PLA (100) (p=0,013),
diferindo também do SHAM (119,12 +
8,46) (Fig. 5).

PLA MVIIA

Figura 5 — Efeito da MVIIA sobre atividade da glutationa-S-transferase 48 horas apo6s trauma
medular em ratos. Representacdo grafica dos grupos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao
trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA) e MVIIA. Dados normalizados em relagdo

ao PLA (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).
DISCUSSAO

No presente estudo, testou-se, a eficacia
protetora da MVIIA apds lesdo medular
com resultados indicativos de propriedades
antioxidantes. Tratamentos neuroprotetores
ttm sido relacionados ao potencial
antioxidante de medicamentos (Taskiran et
al., 2000; Erol et al., 2008; Serarslan et al.,
2010) que levam a melhora neuroldgica em
ratos (Cemil et al., 2010; Ba et al., 2013).
Essa conotoxina de caramujos marinhos
blogueadora de canais para calcio mostrou
efeito neuroprotetor em lesdes cerebrais
isquémicas (Valentino et al., 1993; Buchan
et al., 1994; Bowersox et al., 1997; Perez-
Pinzon et al., 1997; Berman et al., 2000) e
traumaticas (Hovda et al., 1994; Verweij et
al., 1997; Bowersox e Luther, 1998;
Berman et al., 2000; Verweij et al., 2000),
em isquemias (Burns et al., 1999) e trauma
medular agudo (Capitulo 2), além de ser
utilizada como potente analgésico em dores
crbnicas (Olivera et al., 1994; Greenberg,

1997; Bowersox e Luther, 1998; Souza et
al., 2008; Hama e Sagen, 2009; Bingham et
al., 2010; Souza et al., 2011, 2013). Assim,
optou-se pela investigacdo das enzimas do
sistema glutationa, CAT e SOD por serem
bons indicativos do status de defesa
antioxidante do organismo, j& que se
encontram reduzidas ap6s o trauma medular
(Gariballa et al.,, 2002), na tentativa de
neutralizacdo da grande quantidade de
radicais livres produzidos como &nion
superoxido (Liu et al., 1998), perdxido de
hidrogénio (Liu et al., 1999a), radical
hidroxila (Liu et al., 2003) e peroxinitrito
(Azbill et al., 1997; Liu et al., 2000;
Ozdogan et al., 2006; Dasuri et al., 2013).

As enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx
participam da primeira linha de defesa
celular contra superdxidos (Oy) e peréxido
de hidrogénio (H.O,), convertendo-os em
compostos menos nocivos (Hayes e
McLellan, 1999; Dasuri et al., 2013).
Embora a maioria dos autores relate
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reducdo significativa da atividade de SOD e
GPx nos grupos controle positivo (PLA)
com 24 horas (Kanter et al., 2006; Erol et
al., 2008; Cemil et al., 2010; Aslan et al.,
2012) ou até seis dias ap6s 0 trauma
medular em coelhos (Dong et al., 2000), foi
constatado apenas uma diminuicdo nao
significativa de SOD no grupo PLA (100)
guando comparado ao SHAM (143,07% =+
56,02) 48 horas ap6s a lesdo, em acordo
com Ba et al. (2013).

O tratamento com MVIIA promoveu
grande aumento da atividade da SOD e GPx
em, respectivamente, 1,8 e 1,9 vezes
superior ao PLA. No que se refere a CAT,
ndo  foram  observadas  diferencas
possivelmente pela avaliagdo em 48 horas,
concordando com Lavor (2013), e ndo em
24 horas como mostrado em alguns estudos
tanto o aumento de sua atividade nos
grupos submetidos ao trauma (Azbill et al.,
1997; Aslan et al., 2012), como sua reducao
(Kanter et al., 2006; Cemil et al., 2010).
Assim, sugere-se que a atividade
antioxidante da MVIIA é parcialmente
relacionada a regulacdo de SOD e GPx. A
SOD ¢ a primeira enzima da cascata de
detoxificacdo, catalisando a conversdo do
radical O, em H,O, e molécula de
oxigénio, enquanto a GPx realiza a reducdo
do H,0, e protege o tecido contra radicais
hidroxilas (Hayes e McLellan, 1999).

Como as enzimas anteriores ndo
neutralizam todas as ERO, esses ainda
reagem com macromoléculas e geram
produtos secundarios a oxidacdo — GSSG -
demandando detoxificacdo a fim de
prevenir novos danos intracelulares e
eventual morte celular (Hayes e McLellan,
1999). Assim, avaliou-se a segunda linha de
defesa contra ERO realizada por enzimas
além da GPx, a GR e GT. Corroborando os
dados de Kamencic et al. (2001), observou-
se diminuicdo da GR no grupo PLA e o
tratamento com MVIIA  possibilitou
reestabelecer 90% da sua atividade em
relagdo a esse grupo. A GR é responsavel
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pela regeneracdo do GSH através do GSSG
formado na reacdo da reducdo de radicais
livres da GPx e GT. Essa reciclagem se faz
necessaria ja que o GSH é um importante
antioxidante celular com funcéo de limpar
as ERO, radicais livres e metabdlitos
reativos (Gilbert et al., 1990; Valko et al.,
2007), além de agir como substrato para
antioxidagdo e detoxificagdo da enzima
GPx (Nogues et al., 2006). Estudos com
terapias que promovam a sintese de GSH
ou restaurem a atividade de enzimas GR
ap6s o trauma medular, tém mostrado
preservacdo da fungdo neuroldgica em ratos
(Kamencic et al., 2001).

Além disso, a MVIIA foi capaz de
aumentar em 70% a atividade de GT, uma
das principais enzimas de defesa neuronal
contra o peréxido de hidrogénio com
capacidade peroxidase ao conjugar 0s
perdxidos organicos a GSH e auxiliar a
GPx dismutar o perdxido de hidrogénio,
reduzindo dessa forma os danos gerados
pelo estresse oxidativo (Hayes et al., 2005).
Observando, assim, que a atividade
antioxidante da MVIIA esta relacionada,
além da SOD e GPx, a regulacdo de GR e
GT.

Sabe-se que quatro horas apds a lesdo, 0s
niveis das ERO elevam em 48% na medula
com lesdo traumatica. Entretanto, as
moléculas de defesa sdo observadas apenas
horas depois da formacdo de ERO (Azbill
et al., 1997). A administracdo da MVIIA
tornou o sistema de detoxificacdo celular
mais eficiente, sugerindo gue essa via possa
ser uma das responsaveis pela reducdo de
danos secundarios e morte neuronal apds o
trauma medular observado no estudo
anterior (Capitulo 2).

CONCLUSAO

Os dados evidenciaram que a MVIIA foi
capaz de modular positivamente a atividade
das enzimas superéxido dismutase,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e



glutationa-S-transferase quando aplicada
via intratecal, em ratos, ap6s o trauma
medular. Esses resultados sustentam a
hipétese de que a MVIIA possa ser usada
como agente neuroprotetor no tratamento
do trauma medular.
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CAPITULO 4

Efeito da associaciio de bloqueadores de canais para calcio, ®-conotoxina MVIIA e
dantrolene, no trauma medular agudo

RESUMO

A concentracdo intracelular do célcio € um importante mecanismo envolvido na cascata de
eventos secundarios ao trauma medular e pode estar transitoriamente elevada com influxo por
canais permeaveis na membrana celular e pela mobilizacdo de reservas intracelulares
localizadas no reticulo endoplasmatico. Assim, o objetivo desse estudo foi investigar o efeito da
associacgdo de bloqueadores de canais para calcio por diferentes vias, a o-conotoxina MVIIA e o
dantrolene, na neuroprotecdo em ratos submetidos ao trauma medular agudo. Trinta e trés ratos
Wistar foram alocados aleatoriamente em cinco grupos: SHAM (n=6), PLA (n=7), MVIIA
(10uM, via intratecal, n=7), dantrolene (10mg/kg, via intraperitoneal, n=7) e MVIIA associado
ao dantrolene (n=6). Quarenta e oito horas ap6s o trauma, coletaram-se o liquido
cerebroespinhal, para guantificacdo de glutamato, e o epicentro e regido adjacente caudal da
lesdo para avaliar a morte celular, viabilidade mitocondrial, estresse oxidativo e atividade
antioxidante. Os resultados mostraram que a MVIIA apresentou efeito neuroprotetor aplicada
isoladamente, com reducdo da morte celular (22,57% + 3,62), do estresse oxidativo e aumento
das propriedades antioxidantes. O dantrolene sozinho apenas diminui a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (56,23% + 23,43), sendo insuficiente para melhorar a preservagao
celular. Na associagdo da MVIIA com dantrolene, ndo houve reducdo da morte neuronal
significativa (82,70% + 17,02), apesar da diminuicdo das ERO (68,34% + 17,33) e aumento da
atividade da glutationa redutase (229,18% + 116,58). Portanto, a associacdo MVIIA e
dantrolene ndo apresentou efeito de adicdo farmacoldgica no tratamento do trauma medular
agudo.

Palavras chave: MVIIA, dantrolene, associagdo, trauma medular, ratos.
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INTRODUCAO

A fisiopatologia do trauma medular agudo
(TMA) inclui  danos priméarios e
secundarios. A lesdo primaria é causada
pelo impacto mecédnico e resulta
rapidamente no estresse oxidativo. Ja a
lesdo secundaria ao trauma inicial constitui
diversas alteracbes patoldgicas como
edema, distirbios eletroliticos e do
metabolismo energético, mudangas
bioquimicas, no fluxo sanguineo e na
permeabilidade vascular (Tator e Fehlings,
1991; Girill, 2005; Rowland et al., 2008).

O influxo de célcio tem sido considerado
um evento chave na patogénese de injlrias
secundarias traumaticas e isquémicas do
sistema nervoso central, o qual pode levar a
ativacdo de proteases (Li et al., 1999),
danos mitocondriais (Agrawal e Fehlings,
1997) e elevacdo da producdo de radicais
livres (Patel et al., 2010). A concentracdo
intracelular do  célcio pode  ser
transitoriamente  elevada  por  dois
mecanismos: o influxo do célcio por canais
permeaveis na membrana celular e pela
mobilizacdo de reservas intracelulares de
calcio, localizadas no reticulo
endoplasmatico (RE) (Mattson et al., 2000;
Yoo et al., 2000). Estudos mostraram que 0
blogueio de canais para calcio podem levar
a neuroprotecdo pela reducdo do aumento
do célcio intracelular e, consequentemente,
de seus efeitos deletérios (Lee et al., 20009;
Vaishnav et al., 2010; Liu et al., 2013).

Dentre os bloqueadores de canais para
calcio, a MVIIA é uma toxina que atua
reversivelmente nos canais para calcio
voltagem dependente (CCVD) tipo N,
amplamente utilizada como analgésico em
dores cronicas graves (Nadasdi, 1995;
Lewis et al., 2000). Ela é capaz de inibir,
em sinaptossomas, a liberacéo de diferentes
neurotransmissores, como norepinefrina
(Gaur et al., 1994; Bowersox et al., 1995;
Ghosh e Greenberg, 1995; Igelmund et al.,
1996) e glutamato (Gongaves et al., 2011),

essenciais no desenvolvimento da lesdo
espinhal secundaria (Olivera et al., 1994,
Uchitel, 1997; Minami et al., 2001). Além
disso, no estudo anterior com aplicacdo da
MVIIA apés o trauma medular, observou-se
efeito neuroprotetor com reducdo do
estresse  oxidativo, morte  neuronal
(Capitulo 2) e aumento da atividade
antioxidante (Capitulo 3).

Embora a MVIIA tenha apresentado
neuroprotegdo significativa, sabe-se que o
influxo do célcio ocorre por outras vias
além dos CCVD, como pela mobilizacdo de
reservas intracelulares. Um dos
bloqueadores de reservas intracelulares de
célcio do receptor de rianodina, o qual
também inibe o influxo de céalcio pelos
canais N-metil-D-aspartato (NMDA), é o
dantrolene (Makarewicz et al., 2003). Ele é
usado clinicamente em hipertermia
maligna, espasmos musculares (Inan e Wei,
2010) e tem mostrado resultados
neuroprotetores apds o trauma medular,
com diminuicdo do estresse oxidativo
(Aslan et al., 2009), preservacdo celular e
melhora clinica (Costa, 2010; Torres et al.,
2010; Lavor, 2013). Em estudos de
isquemia cerebral, o dantrolene também foi
capaz de reduzir a liberacdo excessiva do
glutamato (Frandsen e Schousboe, 1991;
Nakayama et al., 2002).

Devido a complexidade da fisiopatologia do
trauma medular, o uso de tratamentos
associados tem crescido visando melhores
respostas neuroprotetoras (Lu et al., 2003;
Nikulina et al., 2004; Pearse et al., 2004;
Fouad et al., 2005; Arvanian et al., 2006).
Assim, objetivou-se avaliar se a associa¢éo
de dois potentes blogueadores de canais
para célcio, a MVIIA e o dantrolene,
auxiliaria no equilibrio i6bnico do célcio,
proporcionando  maior  sobrevivéncia
neuronal ap6s o trauma medular agudo.
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MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nas
dependéncias fisicas do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de
Veterinaria (EV) e no Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Medicina
Molecular da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Seguiu-se 0s principios éticos
preconizados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da UFMG (projeto
aprovado sob protocolo 226/2012, anexo 1).

Animais

Trinta e trés ratos machos da espécie Rattus
norvegicus, variedade Wistar, com trés
meses de idade e peso médio de 274g (x
16,02), provenientes da Faculdade de
Farmacia da UFMG, foram mantidos na
Escola de Veterinaria da UFMG, em caixas
plasticas, com quatro ratos em cada, e
submetidos a ciclos de claro-escuro de 12
horas, com temperatura controlada. Eles
receberam racdo comercial para roedores®
e agua ad libitum por todo o periodo. Além
disso, antes do inicio do experimento,
foram desverminados com tiabendazol 2
(100mg/kg, VO) e submetidos a 14 dias de
aclimatacao.

Medicamentos

A MVIIA® foi reconstituida, de acordo
com indicacdo comercial, em PBS estéril e
centrifugada para dissolucdo completa.
Posteriormente, foi aliquotada em tubos
para microcentrifugas e armazenada a -20°C
até o uso.

5t Nuvilab CR-1® - Nuvital Nutrientes S/A.
Colombo, PR, Brasil.

*2Thiaben® - Uci-Farma. Sdo Bernardo do Campo,
SP, Brasil.

% Conotoxin MVIIA (0-)® - Latoxan. Valence,
France.
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O dantrolene sodico™ foi reconstituido de
acordo com  indicagdo  comercial,
adicionando 60ml do seu proprio diluente
apenas no momento de aplicacéo.

Procedimentos anestésico e cirurgico

Os animais receberam antibiético de forma
profilatica, cefalotina sddica > (60mg/kg,
SC), e sulfato de morfina® (2,5mg/kg, SC)
como medicacdo pré-anestésica, 20 minutos
antes da cirurgia. Em seguida, realizou-se a
inducdo anestésica em camara com
isoflurano * , e manutencdo do plano
anestésico cirlrgico com mesmo agente,
fornecido por meio de méascara facial em
sistema de ndo-reinalagao.

Apbs a tricotomia da regido dorsal, os ratos
foram fixados em decubito esternal em uma
superficie de vidro e posicionados no
aparelho estereotaxico desenvolvido na
EV/UFMG (Torres et al., 2010; Oliveira et
al., 2014; Rosado et al., 2014). Esse
aparelno consta de uma prancha de
polietileno perfurada, com elevacdo em
relacdo a superficie, aderida a um eixo, no
qual se encaixa um suporte removivel com
uma haste de aco inoxidavel (0,5Q)
acoplada a um peso de 40g. Posteriormente
a antissepsia com iodopovidona
degermante® e solucéo de alcool iodado®,
foram realizadas incisbes cutanea e
subcutanea na linha média  dorsal,
estendendo-se da oitava vértebra torécica a
primeira lombar, e dos misculos epiaxiais,
afastando-os lateralmente. Realizou-se a
ostectomia do processo espinhoso da

SCristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.
Itapira, SP, Brasil.

% Keflin® - ABL, Antibidticos do Brasil Ltda.
Cosmoépolis, SP, Brasil.

S6Tramadol — Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

*|sofluorane - Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.

*®Bjotrat® - LMFarma. Sao José dos Campos, SP,
Brasil.

°Riodene- Alcool lodado Rioquimica indUstria
farmacéutica, Sao Paulo, SP, Brasil.



vértebra toracica nimero 12, com auxilio da
pinca de Kocher, seguida da remocdo da
lamina dorsal com drill pneumatico
neurolégico ® e pinca hemostatica de
Halsted, sob irrigacdo intermitente com
solucdo fisioldgica®. O trauma mecanico
foi obtido pela compressdo da medula
espinhal (ME) com peso de 40,5g mantido
sobre a dura-mater exposta, durante cinco
minutos (0,5g da haste somado ao peso de
40g). Apbés o tratamento, realizou-se a
aproximacdo dos musculos seccionados e
reducdo do espaco morto empregando-se
sutura padrdo simples continua com fio
inabsorvivel sintético, polipropileno 3-0%.
A dermorrafia foi feita com pontos simples
separados utilizando-se 0 mesmo fio.

Apbés a cirurgia, todos os animais
receberam solucdo de NaCl 0,9%, na taxa
de manutengdo (15ml/kg), via SC. Os
animais foram mantidos em caixas
aquecidas, a temperatura de 37°C, com
oxigenoterapia até completa recuperacdo
anestésica. No pos-operatério, foi realizada
analgesia com sulfato de morfina
(2,5mg/kg, SC, g4h) no dia da cirurgia e
cloridrato de tramadol® (5mg/kg, SC, q8h)
nos dias subsequentes; antibioticoterapia
com cefalexina® (60mg/kg, VO, q12h) e
massagem abdominal para esvaziamento
vesical, trés vezes ao dia, até a eutanasia.

Tratamentos

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente
em cinco grupos: controle negativo

SWith ECCOS® Aesculap — Laboratérios B. Braun
S.A. Séo Gongalo, RJ, Brasil.

®1Cloreto de sodio 0,9% — Laboratério Sanobiol Ltda.
Pouso Alegre, MG, Brasil.

82prolene® — Ethicon Endo Surgery. S&o Paulo, SP,
Brasil.

%Morfina 10mg/mL — Produto genérico, Cristélia
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Itapira, SP,
Brasil.

#Tramadon® — Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.
85Cefalexina suspensdo® — Medley S.A. Indstria
farmacéutica. Sumaré, SP, Brasil.

(SHAM; n=6), placebo (PLA — PBS estéril;
n=7), MVIIA (n=7), dantrolene (DANT;
n=7) e MVIIA+DANT (n=6). No SHAM
foi realizado somente laminectomia. O
DANT recebeu o tratamento por via
intraperitoneal, na dose de 10mg/kg, 60
minutos apdés o trauma medular, como
descrito por Torres et al. (2010) e Torres et
al. (2011). O grupo MVIIA, quatro horas
apos o trauma, recebeu 10uM MVIIA por
via IT, dose determinada em estudo prévio
(Capitulo 2). J& o grupo MVIIA+DANT
recebeu o dantrolene e MVIIA uma e
quatro horas ap6s o trauma medular pelas
vias citadas anteriormente, respectivamente.

A aplicagdo da MVIIA foi realizada de
acordo com metodologias previamente
descritas  (Mestre et al, 1994).
Administrou-se o volume de 10uL com
microseringa de Hamilton de 10pL,
enquanto 0s ratos eram gentilmente
contidos com auxilio de uma compressa. O
ligeiro movimento da cauda (“flick”)
indicava a perfuracdo da duramater e o
local exato da aplicacéo.

Avaliacdo da capacidade motora

A avaliacdo da capacidade motora foi
realizada 24 horas antes da intervencédo
cirirgica e diariamente, ap6s a cirurgia,
adotando-se a escala proposta por Basso,
Beattie e Bresnaham (1996). Para tanto,
observou-se o0 padrdo locomotor dos
animais em campo aberto circular de um
metro de diametro, sem obstaculos. Durante
esta avaliagdo, os animais foram filmados
por quatro minutos e os videos foram
posteriormente  analisados  por  dois
avaliadores que desconheciam 0s grupos
dos animais, atribuindo um escore que
variava de zero a 21 (Anexo 2).
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Coleta de
cerebroespinhal

amostra  do  liquido

Ap06s 48 horas do trauma, os animais foram
pré-medicados com cloridrato de xilazina®
(8mg/kg, IP) e submetidos a eutandsia com
sobredose de tiopental sodico® (100mg/kg,
IP). Em seguida, a cabega dos animais foi
flexionada ventralmente para facilitar a
puncdo do espaco atlantoccipital e coleta de
50 a 80pL de liquido cerebroespinhal. Para
dosar o glutamato, realizou-se o0 ensaio
enzimatico, onde o0 neurotransmissor
liberado pelas células sofre oxidagdo pela
enzima GDH. O NADP+ é o aceptor do
elétron desprendido que ao ser excitado por
luz em comprimento de onda de 360nm,
emite luz no comprimento de onda de
450nm, detectada por um fotomultiplicador
no espectrofluorimetr ® . Dessa maneira,
pode-se quantificar 0 neurotransmissor
excitatorio liberado (Nicholls et al., 1987;
Romano-Silva et al., 1993).

Para o ensaio, foram adicionados 1,8mL de
solucdo de incubacdo KRH (Krebs Ringer
Hepes) sem calcio (124mM NaCl; 4mM
KCI; 1,2mM MgSO4; 10mM HEPES)®,
5uL de NADP (1mM), 22uL de GDH, 5uL
da amostra e 5uL de glutamato padrdo. As
adicBes dos reagentes foram realizadas,
respectivamente, nos tempos 0s, 0s, 70s,
170s, 500s, finalizando o procedimento
com 600s.

Determinacao da viabilidade celular

Dois métodos de avaliagdo da viabilidade
celular foram utilizados e estdo descritos a
seguir. Apo6s a eutanasia, coletou-se
fragmento da ME no epicentro da lesdo, em
torno de 6mm, que foi subdivido em cranial

8V/irbaxyl® 2%, Virbac — Salide Animal. S&o Paulo,
SP, Brasil.

5’Cobas Mira® - Roche. Jacarepagud, RJ, Brasil.
88spectrofluorophotometer (RF-5301 PC), Shimadzu
Scientific Instruments, Téquio, Japao.

8%Sigma MO, USA.
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para avaliagdo da viabilidade mitocondrial e
caudal para morte celular.

-Viabilidade mitocondrial

No método bioquimico de viabilidade
celular empregado foi utilizado o cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) como
marcador da atividade mitocondrial. A
reducdo desse composto resulta na
formacédo do formazan trifenilico insoluvel,
dependente da atividade respiratdria
mitocondrial, o qual se deposita nas células
com mitoc6ndrias ativas e propicia analises
quantitativas das células viaveis (Straus et
al., 1948; Glenner, 1969 citado por Watson
et al., 1994). O segmento medular coletado
foi imerso em fluido cerebroespinhal
artificial resfriado por cinco minutos e
submetido a cortes de 400pum com auxilio
de cortador de tecido™. As fatias foram
incubadas em 1,5ml de solucdo de TTC a
2%, por 90 minutos a 37°C. Em seguida, o
TTC foi removido, o tecido lavado com
solucdo NaCl 0,9% e, entdo transferido para
solucdo de etanol e dimetilsulfoxido ™
(DMSO) na propor¢do 1:1, durante 48
horas a temperatura ambiente com protecdo
a luz, para solubilizacdo do formazan. A
leitura foi realizada no espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 485nm e 0s
resultados normalizados pelo peso do
tecido.

-Morte celular

Como outra via de avaliacdo da viabilidade
celular, utilizou-se a marcagcdo com 2mM
de etideo homodimero-172. Esse composto é
um fluorocromo impermeavel que ao passar
apenas pelas membranas ndo funcionais,
emite  uma  fluorescéncia  vermelha
detectada na microscopia de fluorescéncia,
determinando a morte celular.

Mcllwain Tissue Chopper - Brinkman Instruments
Inc., UK.

"Sigma MO, USA.

"Live/dead — Viability/cytotoxicity Kit L-3224 —
Invitrogen Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA.



As fatias de 400um foram coradas com 3uL
de etideo homodimero-1 (concentracdo
6uM) diluidos em 1mL de meio de
incubagéo aerado previamente com mistura
carbogénica, mantidas por 30 minutos, a
temperatura ambiente e protegida da luz.
Em seguida, foram lavadas com 2mL de
meio de incubagdo aerado por 15 minutos.
Ao término da lavagem, analisaram-se as
fatias utilizando o microscopio Axiovert
Zeiss 200M  acoplado ao sistema
APOTOME.

No microscopio foram adquiridas imagens
de seccdes dpticas consecutivas ao longo do
eixo Z, com espessura de 10um, com
comprimento de onda de excitagdo de
568nm para o etideo homodimero e emissédo
em 598/40nm. As imagens foram
adquiridas com saturacdo da fluorescéncia,
com a objetiva de 20 vezes. Foi utilizada
lampada de mercurio HBO. Estes
pardmetros foram mantidos em todos 0s
experimentos. Foram observados dois
campos da regido do funiculo lateral da
substancia cinzenta.

Para a realizacdo da analise quantitativa,
utilizou-se o programa de imagens
Image) ?, as quais foram processadas
atraves de um filtro de ajuste de pixels pela
mediana, com o intuito de reduzir possiveis
interferéncias de ruido e obter os
histogramas das respectivas imagens. Com
0 histograma foi determinado o valor do
limiar basal da fluorescéncia. Apds esse
processamento da imagem, a regido
medular foi selecionada com uma area pré-
determinada e, assim, realizada a
quantificagdo do nimero de células mortas
presentes.

"Image Processing and analysis in JAVA, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA.

Determinacdo das espécies reativas de
oxigénio

Os niveis de diclorofluoresceina-diacetato
(DCF-DA) foram determinados como um
indicador da produgdo de peroxido dos
componentes  celulares. Este método
experimental de andlise baseia-se na
desacetilacdo da sonda DCF-DA e a sua
oxidacgdo subsequente por espécies reativas
de oxigénio (ERO), gerando um composto
altamente fluorescente (Jakubowski e
Bartosz, 2000). O segmento caudal ao
epicentro foi coletado e imediatamente
refrigerado a -20°C em solucdo tampédo
TRIS-HCI  (10mM;  pH7,4).  Apo6s
homogeneizacdo, foi  submetido a
centrifugacdo (10000g, 5°C, 10min) e uma
aliquota de 20uL desse sobrenadante foi
adicionada a 80 uL DCF-DA 125uM. A
placa em triplicata foi incubada no escuro
durante 1h a 37°C até o momento da
mensuragdo da fluorescéncia (488/525nm)
no aparelho Victor X4 ™. Os resultados
foram normalizados pelo teor de proteina.

Determinacao da lipoperoxidacao

A lipoperoxidacdo foi determinada pela
quantificacdo do contetdo de
malondialdeido presente no sobrenadante
do homogenato, por meio da reagdo
colorimétrica com 4cido tiobarbitdrico
(TBA) em altas temperaturas. Este método
consiste na reacdo de duas moléculas de
acido  tiobarbitdrico com uma de
malondialdeido, produzindo um complexo
de coloragdo rosea que é quantificado no
espectrofotdmetro. O ensaio para avaliar a
lipoperoxidagdo foi realizado de acordo
com a metodologia descrita Ohkawa et al.
(1979).

O segmento caudal ao epicentro foi
coletado e imediatamente imergido em
solugdo tampdo TRIS-HCI ™ (10mM;

"perkin-Elmer.
"Sigma MO, USA.
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pH7,4) na proporcdo de 1:10. Apds
manutencdo em freezer a -20°C, a amostra
foi homogeneizada no sonicador™ (3 ciclos
de 4s cada) e o homogenato centrifugado a
2500g, 4°C por 10min. Pipetou-se
inicialmente 134pL do TBA 0,8%, 134uL
de tampdo é&cido acético (125ml H,0;
18,84ml de acido acético glacial; 5,63ml de
HCI 12N P.A.; pH3,4) e 54uL H;0. No
momento da incubacdo, adicionou-se 54uL
da amostra e 54pL SDS 8,1% (dodecil
sulfato de sddio), deixando-os por 90min a
95°C. O contetdo de MDA foi medido no
comprimento de onda de 532nm e o0s
resultados normalizados pelo teor de
proteina.

Ensaio para quantificar a atividade da
glutationa peroxidase

A dosagem da atividade da glutationa
peroxidase (GPx) foi realizada de acordo
com o método proposto por Paglia e
Valentine (1967). Uma solucdo de reagdo
foi  preparada com 0s  seguintes
componentes: 3,12g de NADPH, 10uL de
glutationa redutase (500U/mg proteina/mL),
250uL de NaN; 100 mM; 7,689 de
glutationa reduzida em 20mL de tampao
fosfato 100mM pH 7,0 com 5mM de
EDTA. Na cubeta de acrilico foram
pipetados 510uL da solucdo de reacdo,
30uL de &gua mili-Q e 30uL do
homogenato. A reacdo enzimatica comegou
pela adicdo de 60uL de H,0, 4mM. A
conversdo do NADPH a NADP foi medida
espectrofotometricamente por absorcdo a
340nm por 5 minutos. A unidade
enzimatica foi determinada pela oxidag&o
de 1mol de NADPH por minuto e foi
calculada baseado na absor¢do do NADPH
em 340nm. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina.

®Branson modelo Sonifier 250, St. Louis — MO,
USA.
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Ensaio para quantificar a atividade da
glutationa redutase

A dosagem da atividade da glutationa
redutase (GR) foi realizada de acordo com
0 método proposto por Aebi (1984). Uma
solucdo de reacdo foi preparada com
2,13mg de NADPH em 20mL de tampdo
fosfato 150mM, pH 7,0 com EDTA
1,5mM. Uma fragdo de 50uL da amostra foi
adicionada a 750ulL de reagente de
trabalho, contendo NADPH 0,15mM e TKF
0,15M (pH 7,0) e 100uL de H,O. A anélise
cinética foi  entdo  iniciada em
espectrofotdbmetro a 340nm durante 120
segundos, em intervalos de 30 segundos.
Em seguida, adicionou-se o substrato
glutationa oxidada 20mM e continuou a
leitura por mais 120 segundos, com
intervalos de 30 segundos. A unidade
enzimatica foi determinada pela oxidacédo
de 1mol de NADPH por minuto e foi
calculada com base na absor¢édo do NADPH
em 340nm. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina.

Ensaio para quantificar a atividade da
glutationa-S-transferase

A atividade da glutationa-S-transferase
(GT) foi medida de acordo com o método
proposto por Habig et al. (1974). Uma
fracdo de 30uL da amostra foi adicionada a
240uL de solugdo TKF (100ml tampao
fosfato de potéssio monobésico; 100ml de
tampdo fosfato dibasico; pH 7,5) e 318uL
de agua mili-Q. Apds homogeneizacdo,
acrescentou-se 6L de GSH 100mM e 6uL
de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDBN)
100mM. A anélise cinética foi medida
espectrofotometricamente a 340nm durante
120 segundos, em intervalos de 30
segundos. A atividade enzimatica foi
determinada de acordo com o coeficiente de
extingdo do CDNB. Os resultados foram
normalizados pelo teor de proteina.



Ensaio para quantificacdo de proteina
pelo método de Bradford

A dosagem de proteina foi realizada pelo
método colorimétrico descrito por Bradford
(1976), baseado na complexacdo de
proteinas com Azul G Brilhante. Um
volume de 2uL de sobrenadante, obtidos da
ressuspensdo do pellet de ME foram
utilizados para a quantificacdo. Amostras
em triplicatas foram colocadas em tubos
para  microcentrifuga, adicionando-se
500uL de NaCl 0,15M e 500uL do reagente
de Bradford em cada amostra. A mistura foi
incubada por 5 minutos, sob agitacdo, e
entdo, procedeu-se a leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 595nm. A concentracdo de proteina
foi calculada através de uma curva de
diluicdo padrdo de BSA a 1mg/mL com 1,
3,5,7el0ug.

Analise estatistica

Empregou-se o delineamento inteiramente
casualizado, sendo os dados analisados pelo
pacote estatistico GraphPad Prism 5 for
Windows (GraphPad Software. La Jolla,
CA, USA) e adotado nivel de significAncia
de 95%. Para determinar se os dados eram
paramétricos (concentracdo de glutamato no
liquido cerebroespinhal, viabilidade
mitocondrial, morte  celular, ERO,
peroxidacdo lipidica, glutationa peroxidase,
glutationa  redutase e  glutationa-S-
transferase), empregou-se o0 teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. As
variaveis com distribuicdo normal foram
submetidas & analise de varidncia
(ANOVA) seguida do teste de comparagéo
das medias de Student-Newman-Keuls
(SNK). Para avaliagdo da capacidade
motora, expressa em escores, foi utilizado
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste post-hoc de Dunn.

RESULTADOS
Os animais e o trauma medular

Ndo  foram  observados  distarbios
comportamentais como alteracdo do apetite
ou diminuicdo na ingestdo de agua, sinais
que seriam condizentes com dor, mostrando
que o protocolo de analgesia preventiva e
pos-operatéria foi adequado. Além disso,
alteracbes decorrentes da cirurgia como
infeccdo ou deiscéncia de pontos na ferida
cirrgica ndo foram constatadas.

O modelo de lesdo medular aguda
experimental aplicado  possibilitou a
reproducdo de trauma de facil execucao,
baixo custo e padronizado. A utilizagdo do
peso de 40,59 diretamente sobre a
duramater na regido vertebral de T12, por
cinco minutos, causou trauma com
intensidade moderada a grave.

Complicacdes do trauma medular -
retencdo urinéria

Dos grupos submetidos ao trauma medular,
100%, 45%, 83,33% e 100% dos animais
tratados com PLA, MVIIA, DANT e
MVIIA+DANT, respectivamente,
apresentaram retencdo urinaria. Sendo que
apenas nos grupos PLA e MVIIA+DANT
foi observado esse quadro clinico associado
a hematdria (63% e 16,66%).

Avaliacdo da capacidade motora

Antes da cirurgia, todos 0s animais
apresentaram  parametros  neuroldgicos
dentro da normalidade, representado pelo
escore 21 na escala BBB. Vinte e quatro
horas apds o procedimento cirdrgico, ndo
houve diferenca entres 0s  grupos
submetidos ao trauma (PLA, 1,22 + 0,67;
MVIIA, 2,25 + 1,28; DANT, 1,86 + 1,46;
MVIIA+DANT, 1,5 £ 0,84), o que mostra
padronizagdo da lesdo para avaliagdo dos
tratamentos. Considerou-se a lesdo como
grau moderado a grave categorizado pela
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discreta movimentacdo de uma ou duas
articulagdes (escore 1) ou ampla de uma
articulacdo (escore 2). Além disso, 0s

escore maximo no teste apds procedimento
cirlrgico, indicando que a laminectomia
ndo causou leséo ao tecido medular (Fig. 1).

animais do grupo SHAM mantiveram o
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Figura 1 — Avaliacdo da capacidade motora ap6s trauma medular em ratos tratados com MVIIA,
dantrolene e sua associacdo. Grafico do escore BBB (média + desvio padrdo médio) de deambulacdo em
campo aberto, 24 horas ap6s o procedimento cirdrgico, de ratos submetidos a laminectomia (controle
negativo - SHAM) e ao trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene
(DANT) e MVIIA + DANT. Letras minGsculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste de
Kruskal-Wallis; p<0,01).

valores médios (x desvio padrdo) da
concentracdo de glutamato no liquido
cerebroespinhal, em relacdo ao PLA (100;
n=6) foram: 52,6% + 14,81 (SHAM; n=4),
74,84% + 24,10 (MVIIA; n=7), 103,31% +
70,37 (DANT; n=5) e 91,58% =+ 20,94
(MVIIA + DANT; n=6) (Fig. 2).

Efeito da MVIIA, dantrolene e sua
associacdo na liberacdo de glutamato apds
0 trauma medular

Ndo  foram  observadas  diferencas

significativas na reducdo do glutamato 48
horas apds o procedimento cirurgico. Os
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Figura 2 — Efeito da MVIIA e dantrolene, isolados ou em associacdo, sobre a liberacdo do
glutamato 48 horas ap6s trauma medular em ratos. Concentracdo de glutamato no liquido
cerebroespinhal (média + desvio padrdo médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao
trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA +
DANT. Dados normalizados em relacdo ao PLA (100) (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).
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Avaliacdo da MVIIA, dantrolene e sua
associacao sobre a viabilidade celular ap6s
o0 trauma medular

A) Avaliacdo da viabilidade mitocondrial
O grupo MVIIA apresentou preservagao

celular significativa 1,7 vezes maior quando
comparado ao PLA (100) (p<0,05). DANT
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isolado (89,66% + 30,91) e em associacdo a
MVIIA  (79,51% + 25,77) foram
semelhantes ao PLA, com diferenga relativa
apenas ao SHAM (223,61% =+ 28,24)
(p<0,01) e a MVIIA (172,55% + 109,62)
(p<0,05) (Fig. 3).

SHAM  PLA

MVIIA DANT MVIIA + DANT

Figura 3 — Efeito da MVIIA e dantrolene, isolados ou em associacdo, sobre a viabilidade
mitocondrial 48 horas apds trauma medular em ratos. Média da viabilidade mitocondrial (+ desvio
padrdo médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, sendo
tratados com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA + DANT. Dados normalizados em
relacdo ao PLA. Letras minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-

Keuls; p<0,05).

B) Avaliacao da morte celular

Na comparacdo das médias de morte
celular, houve diferenca entre os grupos
submetidos ao trauma e o controle negativo
(SHAM; 37,01% + 15,31) (p<0,001). O
grupo MVIIA foi o Gnico capaz de reduzir a

morte celular (22,57% =+ 3,62) em
comparacdo com PLA (100) (p<0,05). Os
outros valores desse ensaio foram (média +
desvio padrdo): 90,15% + 15,02 (DANT) e
82,70% + 17,02 (MVIIA + DANT) (Fig.4).
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Figura 4 — Efeito da MVIIA e dantrolene, isolados ou em associagdo, sobre a morte celular 48 horas
apos trauma medular em ratos. A) Imagens representativas do funiculo lateral de fatias medulares,
coradas com o marcador etideo homodimero, de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao
trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA +
DANT. B) Média do nimero de células mortas (+ desvio padrdo médio) por campo coradas com etideo
homodimero na medula espinhal nos grupos SHAM, PLA, MVIIA, DANT e MVIIA+DANT. Dados
normalizados em relacdo ao PLA. Letras minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste
Student-Newman-Keuls; p<0,05).

Efeito da MVIIA, dantrolene e sua
associacao sobre as espécies reativas de
oxigénio ap6s o trauma medular

Na figura 5, observa-se que 0S grupos
submetidos ao trauma e tratados com
MVIA (21,50% =+ 11,62), dantrolene
(56,23% + 23,43) ou sua associagdo
(68,34% =+ 17,33) foram capazes de reduzir
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a formacdo das ERO quando comparado ao
PLA (100) (p<0,01). O grupo MVIIA
reduziu tanto a ERO que também diferiu do
SHAM. Além disso, notou-se que, 48 horas
ap6s o trauma medular, os niveis do PLA
permanecem elevados, diferindo-se do
controle negativo (SHAM; 57,33% + 29,56)
(p<0,01). Dados normalizados em relagdo
ao PLA (100).
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Figura 5 — Efeito da MVIIA e dantrolene, isolados ou em associacdo, sobre producdo de espécies
reativas de oxigénio 48 horas apds trauma medular em ratos. Média da producédo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (z desvio padrdo médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao
trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA +
DANT. Dados normalizados em relacdo ao PLA. Letras minGsculas diferentes expressam diferenca
estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,01).

Efeito da MVIIA, dantrolene e sua PLA (100) (p<0,05), igualando-se ao
associacao sobre a lipoperoxidagdo apds o SHAM. Os resultados desse ensaio foram
trauma medular (média + desvio padrdo): 32,17% =+ 10,84
) (SHAM), 114,36% =+ 84,94 (DANT) e
Apenas o grupo MVIIA foi capaz de 51,53% + 17,87 (MVIIA + DANT). Dados
reduzir a lipoperoxidacdo 2,34 vezes normalizados em relacdo ao PLA (100)
(42,69% + 12,38) quando comparado ao (Fig. 6).
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Figura 6 — Efeito da MVIIA e dantrolene, isolados ou em associacéo, sobre a lipoperoxidacédo 48
horas ap6s trauma medular em ratos. Média da lipoperoxidacdo (+ desvio padrdo medio) de ratos
submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, sendo tratados com placebo
(PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA + DANT. Dados normalizados em relagdo ao PLA. Letras
mindsculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls; p<0,05).
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Efeito da MVIIA, dantrolene e sua
associacao sobre a atividade da glutationa
peroxidase ap6s o trauma medular

Apenas o grupo MVIIA (199,96% + 68,65)
foi capaz de aumentar a atividade
antioxidante celular em 1,9 vezes em

relacdo ao PLA (100) (p<0,01). E os demais
grupos foram semelhantes entre si (Fig. 7).
Os demais resultados desse ensaio foram
(média + desvio padrdo): 71,36% * 22,23
(SHAM), 94,82% =+ 1549 (DANT) e
126,03% + 26,02 (MVIIA + DANT).
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Figura 7 — Efeito da MVIIA, dantrolene e sua associa¢éo sobre atividade da glutationa peroxidase
48 horas ap6s trauma medular em ratos. Média da atividade da glutationa peroxidase (+ desvio padréo
médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, sendo tratados
com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA + DANT. Dados normalizados em relagdo ao
PLA. Letras minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls;

p<0,01).

Efeito da MVIIA, dantrolene e sua
associacdo sobre a atividade da glutationa
redutase ap6s o trauma medular

A atividade da GR foi significativamente
menor no grupo PLA do que no SHAM
(215,01% =+ 58,54) (p<0,001). Além disso,
reforcando o0s resultados anteriores, a
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MVIIA (193,86% + 59,39) eleva a
atividade da GR 1,9 vezes em comparacgao
ao grupo PLA (100) (p<0,01). Ja o grupo
DANT (130,27% = 26,29) ndo foi capaz de
aumentar a atividade de GR, apenas quando
associado a MVIIA (229,18% + 116,58)
(p<0,01) (Fig. 8).



4004

3004

2004 I

(Nmol/min/mg)

100+

% Atividade da
glutationa redutase

1 1
SHAM PLA  MVIIA DANT MVIIA + DANT

Figura 8 — Efeito da MVIIA, dantrolene e sua associacdo sobre atividade da glutationa redutase 48
horas ap6s trauma medular em ratos. Média da atividade da glutationa redutase (+ desvio padrdo
médio) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal, sendo tratados
com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA + DANT. Dados normalizados em relagdo ao
PLA. Letras minusculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-Keuls;

p<0,01).

Efeito da MVIIA, dantrolene e sua vezes em relagdo ao PLA (100) (p=0,0189).
associacdo sobre a atividade da glutationa- O grupo DANT isolado (108,91% + 31,18)
S-transferase ap6s o trauma medular ou em associacdo a MVIIA (148,86% =

30,85) ndo diferiu do PLA, assemelhando-

Apenas 0 grupo MVIIA (157,78% + 61,81) se a0 SHAM (106,83% + 7,58) (Fig. 9).
foi capaz de aumentar a atividade da GT 1,5
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Figura 9 — Efeito da MVIIA, dantrolene e sua associagdo sobre atividade da glutationa-S-
transferase 48 horas ap6s trauma medular em ratos. Média da atividade da glutationa-S-transferase (+
desvio padrdo médio) de ratos submetidos & laminectomia dorsal (SHAM) e ao trauma medular espinhal,
sendo tratados com placebo (PLA), MVIIA, dantrolene (DANT) e MVIIA + DANT. Dados normalizados
em relacdo ao PLA. Letras minGsculas diferentes expressam diferenca estatistica (teste Student-Newman-
Keuls; p<0,01).
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DISCUSSAO
A MVIIA e o dantrolene

Diversos  estudos experimentais  tém
mostrado melhora com aplicacdo de
bloqueadores de canais para célcio apds a
lesdo neuronal, ja que seu aumento
exacerbado no meio intracelular é um
importante mecanismo envolvido na morte
celular (Choi, 1992; Lanz et al., 2000;
Emmez et al., 2010; Gensel et al., 2012;
Simard et al., 2012). Progressos moderados
ttm  ocorrido, porém  devido a
multiplicidade fisiopatologica da lesdo,
considera-se que o0 uso de medicacOes
associadas (Pointillart et al., 2000; Lu et al.,
2003; Nikulina et al., 2004; Pearse et al.,
2004; Fouad et al., 2005; Chen et al., 2013;
Zhao et al., 2013), com enfoque em
medicamentos neuroprotetores,
regenerativos e reabilitadores (Rowland et
al., 2008), possam aumentar as chances da
terapia adequada. Neste contexto, realizou-
se a associacdo de diferentes bloqueadores
de canais para calcio, a m-conotoxina
MVIIA e o dantrolene, ap6s o0 TMA em
ratos.

Estudos indicam que tanto a MVIIA
(Bowersox et al., 1997; Perez-Pinzon et al.,
1997; Verweij et al., 1997; Verweij et al.,
2000) quanto o dantrolene (Zhang et al.,
1993; Tasker et al., 1998; Niebauer e
Gruenthal, 1999; Aslan et al.,, 2009;
Muehlschlegel e Sims, 2009; Costa, 2010;
Torres et al, 2010, 2011) séo
potencialmente benéficos na prevencdo da
lesdo neuronal. A inibicdo do influxo de
calcio no CCVD pela MVIIA (Bowersox et
al., 1997; Perez-Pinzon et al., 1997;
Verweij et al., 1997; Verweij et al., 2000)
ou a inibicdo do influxo no NMDA
(Obenaus et al.,, 1989; Zieminska et al.,
2001; Makarewicz et al., 2003; Salinska et
al., 2008) e inibicdo do efluxo desse ion nos
receptores de rianodina pelo dantrolene sdo
correlacionadas a neuroprotegdo (Ward et
al., 1986; Li et al., 2005; Aslan et al., 2009;
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Nagarkatti et al., 2010; Torres et al., 2010).
Todavia, a hipotese desse trabalho, baseada
no possivel efeito benéfico dessa
associacdo, ndo apresentou resultados
favoréaveis no TMA.

Efeito da MVIIA, dantrolene e sua
associacdo sobre eventos secundarios ao
trauma medular

Os achados nesse experimento séo
consistentes com a sequéncia de
acontecimentos fisiopatoldgicos que
comprometem a funcéo celular levando a
morte neuronal. A escolha do tempo de
eutanasia para avaliacdo da neuroprotecdo
foi de 48 horas ap6s o trauma, ja que oS
inimeros fendmenos destrutivos como
excitotoxicidade pelo glutamato (Kunihara
et al., 2004; Brouns et al., 2009; Gensel et
al., 2012), aumento exacerbado intracelular
de sodio e célcio (Young et al., 1982;
Stokes et al., 1983; Gelderd e Sampson,
1990), estresse oxidativo (Azbill et al.,
1997; Sullivan et al., 2007; Patel et al.,
2010), deplecdo do sistema antioxidante
(Azbill et al., 1997; Nagai et al., 2001;
Masella et al, 2005), disfuncdo
mitocondrial (Santo-Domingo e Demaurex,
2010), isquemia (Rowland et al., 2008),
disfuncao neuronal e morte celular (Isaac e
Pejic, 1995; Amar e Levy, 1999; Lu et al.,
2000; Carlson e Gorden, 2002; Hall e
Springer, 2004) ocorrem ou sdo ativados,
em sua maioria, em até 48 horas apds a
lesdo (Li et al., 1996; Dong et al., 2000; Lu
et al.,, 2000; Hwan et al., 2006; Oyinbo,
2011; Yip e Malaspina, 2012).

A observacdo dos niveis de glutamato é
uma ferramenta importante j& que sua
reducdo é considerada uma estratégia de
neuroprotecdo (Kunihara et al., 2004;
Gensel et al., 2012). Todavia, 48 horas apos
o trauma medular, as concentra¢bes do
glutamato em grupos submetidos ao trauma
foram semelhantes ao controle negativo, o
que ndo permitiu inferir sobre a agdo efetiva
da MVIIA (Souza et al., 2008; Goncgaves et



al., 2011) ou dantrolene (Frandsen e
Schoushoe, 1991; Nakayama et al., 2002),
como ja relatado em estudos prévios.

A inibicdo dos canais para célcio pela
MVIIA e dantrolene, como ja relatado,
podem reduzir a liberacdo do glutamato e
sua excitotoxicidade com o bloqueio dos
canais para célcio (Ates et al., 2007; Gensel
et al.,, 2012). Entretanto, isso ndo foi
observado no momento de 48 horas ap6s 0
trauma, j& que o glutamato depois de atingir
niveis toxicos dentro dos primeiros minutos
ap6s o trauma medular (Nakamura et al.,
1994; Liu et al., 1999b; Brouns et al.,
2009), com pico entre 15 (Mills et al.,
2001) a 40 minutos (Xu et al., 2004), ele
retorna aos niveis basais em trés (Liu et al.,
1991; Liu e McAdoo, 1993; Xu et al., 2004)
a quatro horas, no liquido cerebroespinhal,
sendo regulado/recaptado por proteinas
transportadoras de glutamato (Ishikawa e
Marsala, 1996; Yamamoto e Sakashita,
1998). Insistiu-se na avaliacdo com 48
horas, pois, apesar de poucos, alguns
autores relatam a persistente elevacdo do
glutamato por dias (Kunihara et al., 2004) a
semanas no  homogenato  medular
dependendo da intensidade da lesdo, onde
as moderadas elevariam a altos niveis por
pouco tempo (Panter et al., 1990 citado por
Lepore et al.,, 2011). E, ainda, algumas
proteinas transportadoras do glutamato
foram detectadas em altos indices por
semanas no tecido medular adjacente ao
epicentro, na tentativa de reestabelecer a
homeostasia (Kim et al., 2011).

Ao utilizar blogueadores de canais para
calcio, houve reducdo na producdo de ERO
pela MVIIA, dantrolene e sua associacéo,
sendo a maior diminuicdo pelo grupo
MVIIA. Tendo em vista que as ERO séo
produzidas tanto pelo aumento do célcio
intracelular ~ como  pela  disfuncéo
mitocondrial, observou-se no grupo MVIIA
uma maior preservacdo mitocondrial,
corroborando estudos de sua aplicacdo em
lesdo cerebral traumatica (Xiong et al.,

1998; Verweij et al., 2000), o que justifica
0s menores niveis de ERO nesse grupo.
Todavia, ndo foi observado aumento da
preservagdo mitocondrial no grupo da
associagao.

[

pela MVIIA aplicada isoladamente, notou-
se a capacidade de reduzir a
lipoperoxidagéo, 0 que ndo ocorreu com oS
demais tratamentos, sugerindo que o
mecanismo de defesa  antioxidante
enziméatico ou ndo tenha sido insuficiente
nos demais grupos, como proposto por
Aslan et al. (2009). Em contrapartida,
alguns estudos relatam a inibicdo da
peroxidacdo lipidica pelo dantrolene
quando utilizado como pré-tratamento em
injurias causadas por irradiacédo
(Blyukokuroglu et al., 2003) ou se aplicado
imediatamente apés o trauma medular
(Aslan et al., 2009), além de maior
preservacdo mitocondrial em modelos
crénicos de Alzheimer (Peng et al., 2012), o
que ndo foi constatado nesse estudo, talvez
pelo tempo de aplicacdo mais tardio com 60
minutos ou tipo de trauma.

O desequilibrio com alta producdo de
radicais livres e a baixa defesa antioxidante
€ um mecanismo em potencial nas doengas,
causando ou acentuando a lesdo neuronal
(Azbill et al., 1997; Nagai et al., 2001;
Masella et al., 2005). Optou-se pela
avaliacdo de enzimas do sistema glutationa
por ser um bom indicativo do status de
defesa  antioxidante  do  organismo
(Gariballa et al., 2002).

A MVIIA apresentou indices elevados das
enzimas avaliadas: GPx, GR e GT, o que
pode explicar a atenuacdo do estresse
oxidativo e maior preservacdo celular.
Embora tenha sido relatado propriedade
antioxidante do dantrolene in vitro
(Buyikokuroglu et al., 2001) e Aslan et al.
(2009) tenham observado o aumento da
GPx com aplicacdlo do dantrolene
imediatamente apds o trauma medular in
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vivo, isso ndo foi observado nesse estudo.
Uma possivel explicacdo, mais uma vez, é a
diferenca do momento de aplicacdo do
tratamento do dantrolene e o tipo de trauma
realizado. Ainda, apesar de a MVIIA
mostrar resultados favoraveis isoladamente,
guando associado ao dantrolene apenas a
GR apresentou elevacdo significativa. A
GR é responsavel pela regeneracdo da
glutationa  reduzida, um importante
antioxidante celular com funcéo de limpar
as ERO, radicais livres e metabdlitos
reativos (Gilbert et al., 1990; Valko et al.,
2007), além de agir como substrato para
antioxidacdo e detoxificacdo da enzima
GPx (Nogues et al., 2006). Assim, no grupo
da associacdo onde foram observados
menores indices de ERO e apenas aumento
da GR, sugere-se que ela foi importante
para essa reducao.

Os resultados obtidos com a MVIIA
corroboram 0s encontrados em lesGes
cerebrais traumaticas (Verweij et al., 1997;
Verweij et al, 2000) e isquémicas
(Bowersox et al., 1997; Perez-Pinzon et al.,
1997), com preservacdo mitocondrial e
reducdo da morte celular, justificada em
parte pelo potencial antioxidante e
diminuicdo do estresse oxidativo como
visto nesse experimento. A dose, 0 horério
e a via de aplicacdo foram escolhidos pelo
potencial neuroprotetor apresentado em
estudos anteriores (Capitulo 2). Em relacdo
ao dantrolene, ndo foi encontrada
preservacdo neuronal, embora estudos
tenham mostrado significativa preservacao
neuronal com aplicagdo em 60 minutos
(Torres et al., 2011) ou imediatamente apos
0 trauma medular in vivo com efeito
antioxidante e diminuicdo de estresse
oxidativo (Aslan et al., 2009), seu efeito se
mostrou inconsistente. Outros estudos
também encontraram nenhuma ou pouca
variacdo na preservagdo neuronal tanto no
trauma medular, mesmo com aplicagdo em
60 minutos (Rosado et al., 2014), quanto na
isquemia cerebral (Kross et al., 1993;
Zhang et al, 1993; Kim et al., 2002;
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Martinez-Sanchez et al., 2004). Essas
diferengas nos resultados podem ter sido
encontradas pelas divergéncias de horarios
de aplicacdo, tempo de avaliacdo do
dantrolene e tipo de trauma.

De modo interessante, a MVIIA quando
associada ao dantrolene ndo manteve o0s
mesmos beneficios ap6s o trauma medular.
Verweij et al. (2000) no estudo de tempo
resposta da MVIIA em lesdes cerebrais
traumaticas, observaram que a aplicacdo
tardia determinava uma melhor preservagéo
mitocondrial como também observado em
estudos anteriores no trauma medular
(Capitulo  2). Verweij et al. (2000)
sugeriram, entdo, que a eficacia da MVIIA
seria melhor frente aos periodos criticos do
calcio apés a lesdo. O mesmo raciocinio
pode ser abordado a associacdo desses
bloqueadores de canais para calcio. O uso
do dantrolene anterior a MVIIA pode ter
diminuido os niveis do calcio intracelular
como mostrado pela reducdo na producao
de ERO, evento secundario a elevacdo do
calcio. Assim, no momento de aplicacdo da
MVIIA, os niveis do célcio possivelmente
estariam reduzidos e o potencial de ac¢do da
toxina ndo seria tdo eficiente. Faz-se
necessarios mais estudos sobre a interacao
desses medicamentos.

CONCLUSAO

Conclui-se que, apesar da associacdo da
MVIIA e dantrolene reduzir os niveis de
ERO e aumentar a atividade da GR, nao foi
capaz de realizar preservagao celular ap6s o
trauma medular agudo.



CONSIDERAGOES FINAIS

A morte neuronal secundaria ao trauma
medular é determinada por uma cascata de
eventos celulares, moleculares e
bioquimicos, tendo importante participacao
o influxo exacerbado do célcio com
consequente  disfuncdo  mitocondrial,
estresse oxidativo e morte neuronal.
Diversas estratégias terapéuticas tém focado
na inibicdo ou ativacdo de sinalizacGes
moleculares como potenciais
neuroprotetores.

Nesse estudo, a aplicagdo intratecal tardia
da MVIIA, com consequéncia dos
bloqueios dos canais para calcio, mostrou
preservacgdo essencial de uma das principais
fontes de radicais livres, a mitocondria.
Assim, a MVIIA reduziu significativamente
0s danos oxidativos ao inibir a producédo de
ERO e sua reacdo secundaria, a
lipoperoxidacdo. Além dessa via, sugere-se
que a reducdo da expressdo da nNOS
dependente do influxo de célcio e a
estimulacdo do sistema antioxidante pela
MVIIA também participa ativamente da
inibicdko do estresse oxidativo, com

consequente atuacdo tanto em vias
intrinsecas quanto extrinsecas da cascata de
apoptose.

Esses resultados proporcionam avangos na
aplicacdo da MVIIA para diferentes fins
terapéuticos, como uma importante
estratégia de neuroprotecdo, e contribuirdo
no despertar de novas pesquisas a cerca de
outros possiveis mecanismos de acao,
utilizacdo da conotoxina e, principalmente,
consolidar sua aplicacdo clinica apdés o
trauma medular a fim de possibilitar a
melhora neuroldgica dos pacientes.
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Anexo 2 — Descricdo dos escores para avaliacdo da capacidade motora.

Escores

Descricéo

0

Nenhum movimento de membros pélvicos (MP) observado.

1

Movimento suave de uma ou duas articulacBes, geralmente quadril e joelho,
menor gue 50% da movimentagdo normal.

Movimento amplo de uma articulacdo ou movimento amplo de uma articulacéo e
discreto de outra, maior que 50% da movimenta¢éo normal.

Movimento amplo de duas articulagGes do MP, geralmente quadril e joelho.

Movimento suave de trés articulagbes MP, geralmente quadril, joelho e tornozelo.

Movimento suave de duas articulacbes e amplo de uma terceira, geralmente
tornozelo.

Movimento amplo de duas articulagGes e suave de uma terceira.

Movimento amplo de trés articulacoes.

0N O1 [(B(W N

Movimentos suaves ou posicionamento plantar da pata sem suporte do peso.

Posicionamento plantar da pata com suporte do peso em um Unico momento ou
suporte de peso na passada dorsal ocasional (<50%), frequente (51-94%) ou
constante (95-100%) sem passada plantar.

10

Suporte de peso corporal ocasional (<50%) na passada plantar, sem coordenagao
dos membros toracicos (MT) e pélvicos.

11

Suporte de peso frequente (51-94%) a constante (95-100%) na passada plantar e
sem coordenacdo dos MT e MP.

12

Suporte do peso frequente (51-94%) a constante (95-100%) na passada plantar e
ocasional (<50%) coordenagdo dos MT e MP.

13

Suporte do peso frequente (51-94%) a constante (95-100%) na passada plantar e
frequente (95-100%) coordenacdo dos MT e MP.

14

Suporte do peso constante (95-100%) na passada plantar e constante coordenacgao
dos MT e MP; e predominante posicdo em rotacdo das patas (interna ou externa)
no contato inicial com a superficie ou exatamente antes de levanta-la; ou passada
plantar frequente (51-94%), constante (95-100%) coordenagdo dos MT e MP e
passada dorsal ocasional (<50%).

15

Passada plantar e coordenagdo dos MT e MP constantes (95-100%) e auséncia ou
ocasional (<50%) arrastar dos dedos dos pés durante o avango do membro.

16

Passada plantar e coordenacdo dos MT e MP constantes (95-100%) durante o
andar e frequente (51-94%) arrastar dos dedos dos pés durante o avango do
membro; patas estdo paralelas no contato inicial e rotacionadas ao se levantar.

17

Passada plantar e coordenacdo dos MT e MP constantes (95-100%) durante o
andar e frequente (51-94%) arrastar dos dedos dos pés durante o avango do
membro; predominante posicionamento da posi¢do das patas paralelas no contato
inicial e ao levantar-se.

18

Passada plantar e coordenacdo dos MT e MP constantes (95-100%) durante o
andar e constante (95-100%) arrastar dos dedos dos pés durante o avango do
membro; as patas estdo paralelas no contato inicial e rotacionadas ao se levantar.

19

Passada plantar e coordenacdo dos MT e MP constantes (95-100%) durante o
andar e constante (95-100%) arrastar dos dedos dos pés durante o avango do
membro; predominante posicionamento da posi¢do das patas paralelas no contato
inicial e ao levantar-se; e a cauda mantém-se caida parte ou todo o tempo.
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20

Passada plantar e coordenacdo constantes (95-100%) durante o andar; constante
arrastar dos dedos; constantes movimentos sem arrastar os dedos; posi¢do das
patas paralelas no contato inicial e ao levantar-se; cauda constantemente elevada e
instabilidade do tronco.

21

Passada plantar e coordenacdo constantes (95-100%) durante o andar; constante
arrastar dos dedos; constantes movimentos sem arrastar os dedos; posi¢do das
patas estdo paralelas durante estacdo; cauda constantemente elevada e estabilidade
constante do tronco.
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