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“As pessoas consideram caminhar sobre as aguas ou
pelos ares um milagre. Mas eu penso que o verdadeiro
milagre ndo é caminhar nem sobre a agua nem pelos
ares, mas caminhar sobre a Terra. Todos os dias nés
estamos envolvidos em um milagre, mas nés nem o
percebemos: um céu azul, nuvens brancas, folhas
verdes, os olhos profundos e curiosos de uma crianga,
nossos proprios olhos. Tudo € um milagre”.

Thich Nhat Hanh
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RESUMO

O trauma medular é afeccdo comum nas medicinas humana e veterinaria, com graves
consequéncias para o indivudo acometido e para a sociedade. A lesdo a medula espinhal ocasiona
dano ao tecido nervoso por mecanismos primarios e secundarios, sendo o influxo exacerbado de
célcio, principalmente devido a ativacdo de canais para célcio voltagem-dependentes (CCVD), um
evento secundario considerado critico na fisiopatogenia da injuria medular. O peptideo Phalf
obtido da purificagdo do veneno total da aranha armadeira Phoneutria nigriventer é capaz de
bloquear CCVD e, assim, reduzir o influxo de calcio. Objetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo
intratecal de diferentes doses da toxina Phalf recombinante em ratos submetidos a trauma medular
agudo experimental. Foram utilizados 30 ratos machos adultos, variedade Wistar, aleatoriamente
divididos em cinco grupos. Os animais do grupo CN foram submetidos a laminectomia dorsal. Nos
demais grupos, além da laminectomia, os animais foram submetidos a trauma medular agudo
contusivo. Realizou-se aplicacéo intratecal de placebo nos animais dos grupos controle e das doses
de 25,50 e 100 pmol da toxina Phalf recombinante nos animais tratados. 48 horas apos a
intervencdo cirdrgica, os animais foram eutanasiados e foram coletadas amostras de sangue, urina e
segmentos de medula espinhal, para quantificacdo de espécies reativas de oxigénio e peroxidacao
lipidica e avaliacdo da expressdao génica de fatores relacionados a apoptose através de técnica de
gRT-PCR. Observou-se reducao de peroxidacéo lipica nos trés grupos submetidos ao tratamento, o
que sugere acdo neuroprotetora desta toxina.

Palavras-chave: Lesdo medular, Phoneutria nigriventer, Mascis impactor, célcio, apoptose,
peroxidacao lipidica, espécies reativas de oxigénio, qRT-PCR, em tempo real.



ABSTRACT

Spinal cord injury is a common disease in human and veterinary medicine, with serious
consequences for the one affected and for society. It causes damage to the nervous tissue by
primary and secondary mechanisms, being exacerbated influx of calcium, mainly due to the
activation voltage-dependent calcium channels, a secondary event considered critical in the
pathogenesis of spinal cord injury. The Pholf peptide obtained from the purification of the whole
venom of Phoneutria nigriventer spider is able to block voltage-dependent calcium channels and
thereby reduce calcium influx. This study aimed to evaluate the effect of intrathecal administration
of different doses of recombinant Phalp toxin in spinal cord experimentally injured rats. Thirty
male Wistar rats were randomly distributed into five groups. Animals belonging to CN group
underwent dorsal laminectomy. In other groups, beyond laminectomy, animals underwent acute
spinal cord contusive trauma. Animals belonging the control groups received placebo intrathecally
administered and treated animals received 25, 50 e 100 pmol of the toxin by the same via. Forty-
eight hours after surgery animals were euthanized and were collected blood and urine samples,
besides and spinal cord segments, for reactive oxygen species and lipid peroxidation quantification
and to assess gene expression of apoptosis- related genes by gRT-PCR. It showed reduction in lipid
peroxidation in all three groups who had received the toxin, wich suggests neuroprotector effect.

Key Words: Spinal cord injury, Phoneutria nigriventer, Mascis impactor, calcium, apoptosis, lipid
peroxidation, reactive oxygen species, qRT-PCR, real time.



1. INTRODUCAO

As lesBes na medula espinhal sdo eventos comuns nas medicinas humana e veterinaria, podendo
provocar graves déficits neuroldgicos que afetam as fungdes motora, sensitiva e autonémica
(Melo et al., 2013).

Na mecidina humana, o trauma medular (TM) é importante causa de morbimortalidade,
notadamente entre as camadas mais jovens da populacdo (Brito et al., 2011). Dentre as
principais causas de TM, destacam-se acidentes automobilisticos, quedas de altura, acidentes
por mergulho em &gua rasa, ferimentos por arma de fogo e ferimentos por arma branca (Pickett
et al., 2006). Estima-se que a cada ano ocorram mais de 10.000 novos casos de lesdo medular
somente no Brasil, sendo o trauma a causa predominante (Campos et al., 2008). Trata-se de
afeccdo de grande repercusséo fisica e psiquica para o paciente acometido e para a familia, ndo
apenas pela diminuicdo da habilidade de locomogdo, mas também devido a dor e possiveis
disfungdes urinaria, fecal e sexual (Torres, 2011; Rodrigues et al., 2012). Além disso, a doenca
tem grande impacto econdmico e social por, muitas vezes, descapacitar individuos em idade
produtiva, e gerar gasto monetario adicional para o sistema de saide, sendo estimado dispéndio
de quase 200.000 dolares durante os primeiros dois anos ap6s a lesdo, quando incluidos o
atendimento domiciliar, servigos médicos e complicacdes secundarias (Johnson et al., 1996).

Na medicina veterindria, a lesdo medular aguda (LMA) é uma afec¢do comum que pode levar a
déficits neurolégicos graves e permanentes (Rowland et al., 2008) ou determinar a morte ou
eutanasia do animal afetado (Colter e Rucker, 1988). A exata indicidéncia de LMA nos animais
é desconhecida (Webb et al., 2010). Sabe-se que, assim como na medicina humana, a principal
causa de lesdo medular nos animais sdo os traumas, sobretudo devido a atropelamentos (66%),
violéncia (9%) e quedas (7%) (Fighera et al., 2008; Mendes e Arias, 2012). Além disso,
herniacOes intervertebrais agudas e embolismo fibrocartilaginoso/tromboembolismo também
sdo causas comuns de LMA em animais domésticos (Olby, 2010).

Apesar dos efeitos devastadores e de sua gravidade, o trauma medular, geralmente, néo resulta
em ruptura completa das fibras axonais e/ou corpos neuronais, o que permite desenvolvimento e
aplicagdo de terapias farmacologicas para essa afeccdo (Rabchevsky et al., 2011). O
entendimento dos processos fisiopatolégicos que ocorrem na lesdo medular e de como esses
componentes interagem gerando déficits funcionais é imprescindivel para o desenvolvimento de
terapias efetivas. Ha décadas, a fisiopatologia e terapia das injurias medulares tém sido
exaustivamentes pesquisadas. A reversdo da paralisia gerada por trauma medular é um dos
maiores desafios em toda a pesquisa da area de neurociéncias (Rowland et al., 2008). Ndo ha
ainda, no entanto, tratamento efetivo para as injdrias espinhais agudas ou cronicas (Onose et al.,
2009; Rabchevsky et al., 2011). Nesse contexto, estudos que investiguem 0s mecanismos
envolvidos na fisiopatogenia do trauma medular e suas possiveis estratégias terapéuticas se
tornam interessantes.

Sabe-se que a lesdo traumética aplicada a medula espinhal ocasiona dano ao tecido nervoso por
mecanismos primarios e secundarios (Olby, 2010). A injdria medular priméria, de carater
irreversivel, consiste na ruptura mecanica direta de vias neurais, vasos sanguineos e membranas
celulares e morte celular, principalmente por necrose (Kwon et al., 2004). Instala-se, entdo, a
injaria medular secundéria, que se resume em cascatas fisiopatologicas envolvendo disfuncédo
vascular, edema, isquemia, excitotoxicidade, alteracbes ibnicas, inflamacdo e producdo de

15



radicais livres que, em conjunto, podem levar a morte celular por necrose ou apoptose (Rowland
et al., 2008).

Os déficits neuroldgicos permanentes apds TMA estdo principalmente relacionados a extensao
das lesGes secundarias (Oliveira, 2014). O excesso de célcio intracelular é considerado critico na
fisiopatogenia da injuria medular secundaria, sendo importante via de morte neuronal
(Greenberg, 1997; Melo et al., 2013; Oliveira, 2014) e relevante alvo farmacoldgico a fim de
promover neuroproteg&o.

Os canais para calcio voltagem-dependentes (CCVD) sdo encontrados na maioria das células
excitaveis, dentre elas os neurdnios da medula espinhal (Carlin et al., 2000). Participam de
atividades importantes como excitabilidade neuronal, liberacdo de neurotransmissores e
iniciacdo de diversos mecanismos de sinaliza¢do intracelular (Ghosh e Greenberg, 1995; Maciel
et al., 2014). A ativacdo desses canais constitui uma das mais importantes vias de entrada de
calcio (Ca™) e representa um passo chave na regulagdo dos processos celulares no TMA
(Uchitel, 1997). A utilizagdo de substancias bloqueadoras dos CCVDs tem demonstrado efeito
neuroprotetor em lesdes traumaticas e isquémicas da medula (Burns et al., 1999; Lavor, 2013;
Oliveira, 2014) e do encéfalo (Hovda et al., 1994; Bowersox et al., 1997; Berman et al., 2000).

Os venenos encontrados na natureza contém uma série de proteinas e peptideos que bloqueiam
receptores ou ativam canais idnicos como meio de produgédo de choque, paralisia e morte de sua
presa (Silva, 2014). Alternativamente, tais toxinas tém sido alvo de pesquisas que tém revelado
seu potencial farmacoldgico (Estrada et al., 2007; Guatimosim et al., 1997; Oliveira, 2012;
Oliveira, 2014; Pinheiro, 2007; Souza et al., 2008).

O peptideo Phalp (também denominado PnTx3.6), obtido da purificacdo do veneno total da
aranha “armadeira” Phoneutria nigriventer, é capaz de bloguear CCVD de alta voltagem de
maneira reversivel e ndo especifica (Rigo et al., 2013), com maior proporc¢do de bloqueio de
canais do tipo N (Vieira et al., 2005). Sua utilizacdo na injuria medular aguda foi avaliada em
ratos por Drumond (2010) tendo sido observada discreta melhora na preservacdo morfologica da
medula espinhal.

A producdo de toxinas por meio de diferentes técnicas de expressdo génica recombinante
permitiu a obtencdo de proteinas de pureza e quantidade suficientes para sua caracterizacao
funcional e aplicagdo em pesquisas (Gurkan e Ellar, 2005). A Phalf recombinante (CTK
01512-2), obtida por meio de tecnologia de DNA recombinante com sequéncia de plasmideo
expressa por Escherichia coli, demonstrou resposta analgésica similar a da toxina nativa em
estudo de dor por meio de teste de formalina em ratos (Souza et al., 2008).

Com intuito de facilitar a compreensdo dos mecanismos envolvidos na injuria medular e
possibilitar a avaliacdo de diferentes tratamentos, foram desenvolvidos modelos de lesdo
medular experimental em animais. O modelo de trauma medular contusivo pelo aparelho
Mascis (Multicenter animal spinal cord injury study) Impactor é o mais amplamente empregado
no estudo de trauma medular em ratos (Young, 2009).

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicacdo intratecal de diferentes

doses da toxina Phalp recombinante 1 hora apds o trauma medular agudo através de avaliagdo
clinica e laboratorial de toxicidade, classificacdo da locomocéo em campo aberto, quantificagdo
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de espécies reativas de oxigénio, peroxidacao lipidica e avaliacdo da expressdo génica de fatores
relacionados a apoptose.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Fisiopatogenia do trauma medular agudo
2.1.1 Lesdo medular primaria e lesdo medular secundaria

O TMA resulta em mecanismos de injuria a medula espinhal, que podem ser divididos nas fases
aguda, subaguda e crénica e que se sobrepdem durante o desenvolvimento da lesdo medular
(Quadro 1) (Chacon e Nieto-Sampietro, 2005; Qyinbo, 2011).

As lesdes primarias aplicadas a medula espinhal sdo, com maior frequéncia, do tipo
compressivas-contusivas, em que componentes da coluna vertebral, incluindo discos
intervertebrais e ligamentos, exercem forca sobre a medula causando lesdo traumatica imediata
e compressao continua (Baptiste e Fehlings, 2006). Além disso, outros mecanismos fisicos
como transseccdo, concussdo, laceracdo, estiramento e movimentos de aceleragdo-desaceleracdo
podem estar envolvidos na injaria a medula (Sekhon e Fehlings, 2001).

A injaria medular aguda, ou les@o primaria, é causada pela transferéncia de forca para a medula
espinhal, tendo inicio segundos ap6s o insulto medular e podendo se estender durante as fases
subaguda a crdnica por semanas a meses apds o trauma inicial (Donnely e Popovich, 2008;
Fehlings e Nguyen, 2010). Resulta em ruptura imediata de vias neurais, vasos sanguineos e
membranas celulares, que geram hemorragia, isquemia, edema e rapida morte de neurénios e
células da glia, principalmente por necrose (Grill, 2005; Severo et al., 2007; Oyinbo, 2011).
Instala-se, em minutos, a fase subaguda ou lesdo secundaria, definida por cascata de eventos
secundarios como alteragdes vasculares, edema, isquemia, excitotoxicidade, resposta
inflamatdria e producdo de radicais livres, que podem levar & morte celular por necrose ou
apoptose e ao impedimento da recuperacdo neurolégica (Sekhon e Fehlings, 2001; Cadotte e
Fehlings, 2011; Jia et al., 2013).

A extensédo das alteracdes histologicas iniciais e da lesdo medular secundéria subsequente esta
diretamente relacionada a quantidade de energia transferida a medula espinhal no momento do
impacto (Kwon et al., 2004). Sabe-se que 0s mecanismos de lesdo primaria raramente resultam
em rompimento completo da medula, havendo continuidade do tecido principalmente por meio
de ax6nios na regido sub-pial (Rowland et al., 2008). Dessa forma, as intervengdes terapéuticas
visam minimizar a injuria secundaria e proteger o tecido que se manteve intacto ap6s lesao
medular priméaria (Kwon et al., 2004).

A ruptura mecénica da microvasculatura medular causa hemorragia petequial e trombose
intravascular, que, em conjunto com vasoespasmo e edema gerados pela liberacdo de
substancias vasoativas, levam a hipoperfuséo e isquemia do tecido medular. Além disso, a perda
dos mecanismos de auto-regulacdo da medula associada a hipovolemia, hipotensdo sistémica e
aumento da pressdo intersticial também contribuem para a hipoperfusdo e isquemia do tecido
medular, que sdo considerdos eventos importantes da lesdo medular secundaria (Tator e
Fehlings, 1991; Levi et al., 1993).
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Quadro 1 — Tempo decorrido ap6s trauma medular, fases relacionadas e principais eventos observados

apos lesdo inicial

TEMPO APOS TRAUMA MEDULAR

0 A 48 HORAS 15  MINUTOS A 2] >2SEMANAS
SEMANAS
FASE DA LESAO PRIMARIA IMEDIATA | SECUNDARIA SECUNDARIA
(AGUDA) (SUB-AGUDA) (CRONICA)

PRINCIPAIS EVENTOS

Morte celular pela lesdo
direta

Morte celular pela lesdo
direta

Hemorragia Hemorragia

Isquemia Isquemia

Edema Edema

Desequilibrio iénico Desequilibrio i6nico
Acumulo de | Acimulo de

neurotransmissores

neurotransmissores

Comprometimento de
membrana plasmatica

Comprometimento
de membrana

plasmatica
Necrose Necrose
Vasoespasmo \/asoespamo
Inicio das alteragOes | Progressdo das alteracGes
funcionais funcionais

Hipotensao sistémica

Producdo de  espécies
reativas de oxigénio

Peroxidacdo lipidica

Excitotoxicidade

Deplecdo  energética e
reducdo de ATP

Recrutamento e invasdo de
células imunoldgicas

Liberacdo de citocinas

Morte celular mediada por
inflamacéo

Desmielinizagdo de axdnios
sobreviventes

Desmielinizagdo continua

Apoptose

Apoptose continua

Inicio de cavitacdo central

Cavitacdo central continua

Inicio da formacdo de
cicatriz glial

Continuidade de formacéo de

cicatriz glial

Degeneracdo Walleriana

Estabilizacdo da lesdo

Processos
neurorregenerativos

Adaptado de Fehlings et al. (2008) e Oyinbo (2011).
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2.1.2 Producao de espécies reativas de oxigénio

As alteracBes vasculares geram reducdo do aporte de oxigénio e glicose, havendo falha nos
mecanismos celulares (Hulsebosch, 2002). Apds periodo de isquemia, ocorre hiperemia com
reperfusdo do tecido medular (Rowland et al., 2008). Apesar de o retorno de aporte sanguineo a
um 6rgao isquémico ser essencial para prevenir a irreversibilidade da leséo celular, a reperfuséo
pode agravar as lesbes produzidas na fase de isquemia, principalmente devido a producédo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), conceito conhecido como paradoxo do oxigénio (Castro e
Silva et al., 2002). Ha diversas vias de formacdo de ERO como ativacdo da cadeia respiratoria
mitocondrial, NADPH oxidase, reacdo de Fenton e xantina oxidase, sendo esta Ultima
considerada a via principal (Figura 1) (Ribeiro et al., 2005).

No TMA, os niveis de ERO produzidos geralmente ultrapassam a capacidade fisioldgica de
neutralizacdo dos antioxidantes enddgenos. Assim, os radicais livres podem gerar oxidagao
progressiva dos lipideos de membranas celulares, processo chamado de peroxidacdo lipidica.
Trata-se de reacdo em cascata, uma vez que gera mais EROs, que sdo capazes de propagar o
estresse oxidativo através da superficie da célula (Hall, 1996). Além disso, 0 estresse oxidativo
também é capaz de alterar o metabolismo mitocondrial, gerar dano ao DNA e proteinas
associadas, lise celular, alteragdo da homeostase do calcio e inibir a bomba de sodio e potéssio,
contribuindo para a indugdo de colapso metabodlico e consequente morte celular de neurénios e
células da glia (Cuzzocrea et al., 2001).
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REPERFUSAO

Figura 1 — Representacdo esquematica de formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) pela via da xantina oxidase. Durante periodo de isquemia do tecido medular ocorre
aumento de célcio intracelular devido & disfuncdo da bomba de célcio, o que ativa as
proteases intracelulares moduladas pela calmodulina (como a calpaina), que transformam a
xantina desidrogenase em xantina oxidase. Ha acumulo dessa enzima nas células, uma vez
que seu consumo se da na presenca de oxigénio, quando é capaz de promover a oxidagdo da
hipoxantina, produto do metabolismo da adenosina-trifosfato (ATP) que também se acumula
na auséncia de aporte de oxigénio. Com a reperfuséo, a hipoxantina acumulada é oxidada pela
acdo da xantina oxidase, realizando transferéncia de elétrons para o oxigénio, que se torna
uma ERO (Adaptado de Yoshida, 1996).

2.1.3 Excesso de célcio intracelular

O célcio é importante sinalizador celular que regula diversos processos neuronais, como a
liberacdo de neurotransmissores, transcricdo génica, proliferacdo celular, entre outros. O seu
nivel intracelular é determinado pelo equilibrio de sinais que determinam sua entrada e
liberagdo de reservas intracelulares (Berridge, 1998; Triggle, 2003; Terlau e Olivera, 2004).
Apo6s lesdo medular, o acumulo intracelular de calcio se da por diversos mecanismos, dentre
eles transporte passivo pela membrana citoplasmatica, ativacdo de CCVD devido a
despolarizacdo neuronal, abertura de canais para calcio por receptores glutamatérgicos,
mobilizacdo das reservas intracelulares do reticulo endoplasmatico (RE) via ativacdo de
receptores rianodina (Rir) e influxo capacitativo de célcio por canais operados por estoque
(Greenberg, 1997; Berridge, 2002; Ruiz et al., 2009; Suzuki et al., 2012). Dentre esses
mecanismos, a ativacdo de CCVD constitui importante via de influxo desse ion e representa um
passo chave na regulacdo dos processos celulares no TMA (Uchitel, 1997).
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O acumulo intratecelular de célcio é capaz de gerar desarranjos metabdlicos letais para as
células, dentre eles: disfuncdo mitocondrial — que determina falha no metabolismo aerdbio,
acimulo de lactato e liberacdo de fatores apoptogénicos; ativacdo das enzimas éxido nitrico
sintase e fosfolipase A — que realizam producédo de éxido nitrico e libera¢do de vasoconstritores
e promotores de agregacdo plaquetaria; e ativacdo de proteases como calpaina e caspases - as
quais destroem o citoesqueleto e o DNA microssomal, iniciando processos de necrose e
apoptose (Amar e Levy, 1999; Lu et al., 2000; Carlson e Gorden, 2002; Hall e Springer, 2004;
Severo et al., 2007; Liu et al., 2011).
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2.1.4 Excitotoxicidade

O glutamato € o principal neurotransmissor liberado apds o TMA (McAdoo et al., 1999; Xu et
al.,, 2005). Em condigdes fisiologicas, é removido da fenda sindptica por proteinas
transportadoras especificas, prevenindo seu acumulo e consequentes efeitos patoldgicos
(McAdoo et al., 2000; Xu et al., 2004; Kim et al., 2011). No entanto, apés injaria medular
primaria ocorre isquemia do tecido nervoso, 0 que causa o esgotamento celular de ATP.
Consequentemente ocorre disfuncdo de processos dependentes de energia como a bomba de
sodio-potassio (Hulsebosch, 2002). Inicia-se, entdo, o transporte passivo de ions pela membrana
de acordo com o gradiente de concentracdo, havendo efluxo de potéassio e influxo de sédio,
cloreto e calcio (Kwon et al., 2004; Melo et al., 2013). Como consequéncias desse desequilibrio
ibnico celular ocorre despolarizacdo axonal, com entrada de calcio nas células nervosas pela
ativacdo de canais para célcio voltagem- dependentes (Kwon et al., 2004; Olby, 2010) e
liberacdo e acimulo de glutamato na fenda sinaptica (Hwan et al., 2006; Olby, 2010), levando a
transmisséo sinéptica excitatoria prolongada com ativagdo de mecanismos glutamatérgicos
(Choi, 1990; McAdoo et al., 2000; Mills et al., 2001; Hulsebosch, 2002; Hausmann, 2003;
Rowland et al., 2008).

A excitotoxicidade se refere as alteracOes patoldgicas geradas pela exposi¢do excessiva ou
prolongada ao glutamato, que resultam em morte neuronal por necrose ou apoptose (Doble,
1999). Na membrana pés-sinaptica ha receptores para o glutamato do tipo ionotrépicos como n-
metil-D-aspartato  (NMDA) e alfa-amino-3- hidroxil- 5-metil-isoxazolepropionato
(AMPA/kainato), responsaveis pelo transporte idnico de célcio e sddio pela membrana celular,
respectivamente, e metabotropicos, responsaveis por mecanismos de sinalizacao intracelular via
proteina G (Kwon et al., 2004). Com a ativagao desses receptores, iniciam-se diversos processos
celulares como ativacdo de canais i6nicos voltagem-dependentes e consequente agravamento
do desequilibrio ibnico com aumento intracelular de sddio e célcio, ativagdo da proteina quinase
C (Choi, 1992), aumento da liberacdo de glutamato (Herrero et al., 1994), producédo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e isquemia secundaria, os quais levam a morte celular (Nakamura
etal., 1994; Liu et al., 1999b; Mills et al., 2001; Brouns et al., 2009; Oyinbo, 2011).

2.1.5 Inflamacdo e resposta imunolégica

Inflamacéo e resposta imunologica séo defesas reparativas universais do organismo frente a um
tecido lesado (Kwon et al., 2004). Nas lesdes medulares, no entanto, a resposta inflamatéria
apresenta, a0 mesmo tempo, propriedades de neuroprotecdo e neurotoxicidade, contribuindo
tanto para o reparo do tecido quanto para a progressdo da lesdo medular (Flemming et al.,
2006). Apds TMA, o epicentro da lesdo é rapidamente preenchido por infiltrado neutrofilico
que realiza a liberacdo de enzimas liticas e citocinas citotoxicas, que podem gerar lesdo tecidual
local e recrutamento de outros componentes inflamatérios (Popovich et al., 1997). Noventa
minutos apds a injdria inicial, ocorre recrutamento de mondcitos e macrofagos e ativacdo das
células da microglia, o que leva a fagocitose do tecido lesado (Beattie et al., 2002; Liverman et
al., 2005). Essas células passam a produzir citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucinas, leucotrienos, prostaglandinas e interferons, que mediam a resposta inflamatéria e
podem contribuir para a progressdo de lesdo ao tecido (Bartholdi e Schwab, 1997; Klusman e
Schwab, 1997). Ap6s lesdo medular, a resposta inflamatéria pode resultar em reducdo da
recuperacao funcional devido a formacao de cicatriz glial, e a morte de neurdnios e células da
glia por necrose e apoptose (Hausmann, 2003).
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2.1.6 Morte celular: necrose e apoptose

O conjunto de eventos observados ap6s TMA pode levar a morte celular por necrose ou
apoptose. Do ponto de vista préatico, a distincdo desses processos é relevante devido ao maior
potencial de intervencéo terapéutica na apoptose. Parece ndo ser possivel prevenir a ocorréncia
de necrose frente a injurias graves ao tecido, porém as células proximas ao epicentro da leséo,
mantidas intactas apés lesdo primaria, podem sofrer os efeitos patolégicos da lesdo secundaria,
deflagrando apoptose. A avaliacdo de terapias capazes de reduzir esse evento é alvo de intensa
investigacdo cientifica (Kwon et al., 2004).

Tipicamente, o epicentro da lesdo medular é caracterizado por necrose hemorragica central, que
tem inicio quinze minutos ap6s a lesdo e se propaga radialmente e rostrocaudalmente,
resultando em é&reas de cavitagdo cistica do tecido e, em alguns casos mais graves, em
liquefacdo do tecido medular (Summers et al., 1995; Beattie e Bresnahan, 2000; Bergman et al.,
2000). A morte celular por necrose ocorre, principalmente, em consequéncia da transferéncia
inicial de forca ao tecido, em que o insulto sobrepassa a capacidade celular de manutencdo de
mecanismos de homeostase, levando a edemaciacdo passiva das células, lesdo de membrana e
organelas, interrupcdo da producdo de energia celular (ATP) e eventual ruptura da célula com
liberacdo do contéudo intracelular, que é capaz de gerar reacdo inflamatdria local (Kwon et al.,
2004).

Apdbs lesdo medular, a morte celular por apoptose pode ser desencadeada por uma série de
mecanismos, incluindo liberacéo citocinas, lesdo inflamatéria, acdo de ERO e excitotoxicidade
(Beattie et al., 2000; Lu et al, 2000). E considerada mecanismo ativo de morte celular por
envolver processos dependentes de energia com transcricdo e tradugdo, sendo caracterizada
morfologicamente por contracdo citoplasmatica, condensagdo da cromatina, fragmentacdo do
DNA internucleossomal e formagdes de corpos apopt6ticos e nicleo picnéticos (Springer, 1997;
Lu et al., 2000). Ocorrem também alteracdes na membrana celular, devido & movimentacéo de
moléculas de fosfolipideos para a superficie, que possibilitam o rapido reconhecimento e
remocdo dessas células por fagocitos sem que se inicie resposta inflamatoria concomitante (Lu
et al., 2000).

A morte celular por apoptose pode ser mediada pelas vias intrinseca (mitocondria-dependente),
extrinseca (mediada por receptores transmembranais) ou caspases independente, de acordo com
estimulo recebido (Figura 2) (Riedl e Shi, 2004; Kawaguchi et al., 2005). As caspases Sd0 uma
familia de proteases de cisteina executoras da apoptose, sendo divididas em iniciadoras
(caspases 2, 8, 9 e 10) e efetoras (caspases 3, 6 e 7). Sdo sintetizadas em suas pré-formas
inativas e, para sua ativacdo e agdo, sdo clivadas e, assim, clivam diversas substancias no
citoplasma ou nucleo da célula (Degterev et al., 2003). A ativacdo das caspases pode ser
deflagrada por estimulo em diferentes locais, no ambiente extracelular, por meio de ligacéo a
receptor na membrana plasmatica (via extrinseca) ou na mitocondria com liberacdo de
citocromo C (via intrinseca) (Hengartner, 2000).

23



Estimulo apoptogénico extracelular

_l— Pro-caspase §

Estimulo apoptogénico na mitocondria l
Bid <= Caspase 8

|

FIA > Apoptose

Figura 2 — Representacao esquematica das vias de apoptose apo6s trauma medular espinhal.

A morte celular por apoptose pode ser mediada pelas vias intrinseca (mitocondria-dependente),
extrinseca (mediada por receptores transmembranais) ou caspases independente, de acordo com o
estimulo recebido. Na via extrinseca, a ligagdo dos receptores da familia TNF- o a seus dominios
de morte determina a ativacdo de caspase-8, ativando a caspase-3, que inicia 0 processo de
apoptose. Além disso, a ativacdo da caspase-8 determina liberacdo do fator pro-apoptético Bid,
havendo liberacéo de citocromo C pela mitocéndria e ativagdo de via intrinseca. Na via intrinseca,
ocorre aumento da permeabilidade da membrana externa mitocondrial, com liberac&o de citocromo
C para o citoplasma. Tal substancia se liga a protease ativadora da apoptose (APAF-1) e a pro-
caspase 9, formando molécula chamada de apoptossoma, que determina ativacdo da caspase-3 e
apoptose. A via caspase independente € inciada pela liberagdo do fator indutor da apoptose
(FIA/AIF) pela mitocdndria que determina a liberacdo de fatores pré-apoptoéticos mitocondriais e
consequente apoptose.

Fonte: Maria Paula Rajdo
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A via intrinseca é ativada/regulada principalmente pela mitocondria, havendo liberacdo de
citocromo C e ativacdo de caspase-9 que, por sua vez, ativa a caspase-3 (Krajewski et al., 1999;
Portt et al., 2011). Em resposta ao estimulo apoptdtico, membros pro-apoptdticos da familia
Bcl-2 (Bax e Bak) tornam-se ativados e agem aumentando a permeabilidade da membrana
mitocondrial, gerando liberacdo de proteinas apoptogénicas como citocromo C, fator indutor de
apoptose (FIA/AIF), segundo fator mitocondrial ativador de caspase (SMAC) e endonuclease G
da regido intermembrana da mitocondria (Cande et al., 2002; Saelens et al., 2004; Portt et al.,
2011). A liberagdo de citocromo C no citoplasma deflagra ativacdo de caspase-3 através da
formacdo de molécula chamada apoptossoma constituida da ligacdo dessa substancia a protease
ativadora da apoptose (APAF-1) e a pro-caspase 9 (Saelens et al., 2004). A formacdo da
apoptossoma gera ativagdo da caspase-9, que resulta em recrutamento e ativacdo da caspase-3
(Green, 1998; Kawaguchi et al., 2005). Uma vez ativada, a caspase-3 cliva substratos na célula
que produzem diversos eventos celulares e bioquimicos observados na apoptose (Fulda e
Debatin, 2006). Para evitar a ativagdo excessiva das caspases, outras proteinas da familia Bcl-2
antiapoptoticas (Bcl-2 e Bcl-xI) regulam a libera¢&o do citocromo C mantendo a permeabilidade
mitocondrial (Jurgensmeier et al., 1998; Riedl e Shi, 2004; Portt et al., 2011). Sabe-se, ainda,
que ha uma importante ativacdo apoptética pelo estresse no reticulo endoplasmatico (RE), frente
a liberacdo de célcio no citoplasma mediada pela caspase-12 (Nakagawa et al., 2000).

A via extrinseca é iniciada pela ligacdo de receptores extracelulares como o CD95 (APO-1, Fas)
e TNF-o aos seus “dominios de morte” celular. Os receptores extracelulares sdo membros da
superfamilia do fator de necrose tumoral, que consistem em mais de 20 proteinas que possuem
diversas fungdes bioldgicas como regulacdo da morte celular e regulacdo e diferenciagdo
imunolégicas (Walczak and Krammer, 2000; Ashkenazi, 2002). Apresentam dominio
citoplasmatico chamado “dominio de morte”, que tem papel crucial na transmissdo do estimulo
apoptogénico da superficie da célula para o ambiente intracelular (Fulda e Debatin, 2006). A
ativacdo desses receptores resulta na ativacdo da caspase-8 iniciadora (Boldin et al., 1996;
Matsushita et al., 2000; Wu et al., 2014), que ativa a caspase-3 que cliva proteinas intracelulares
estruturais e regulatérias (Casha et al., 2001; Takagi et al., 2003).

Ha também uma comunica¢do (via comum) entre as vias intrinseca e extrinseca, em que a
caspase-8 ativa a liberacdo do fator pré-apoptotico Bid que sinaliza a liberagdo de citocromo C
pela mitocéndria e ativa a via intrinseca (Majno e Joris, 1995). Ja a via caspase independente é
iniciada pela liberacdo de AIF pela mitocondria, que determina a liberacdo de fatores pro-
apoptoticos mitocondriais (Zheng et al., 2003).

A maior parte dos eventos realicionados a lesdo secundaria ocorre ou € ativada na fase
subaguda, em torno de 48 horas apds o TMA (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 producéo proteica dos fatores nesse momento (Hwan et al., 2006).

2.2 Utilizacé@o de bloqueadores de canais para calcio como agentes neuroprotetores

Dentre os diferentes tratamentos propostos para a lesdo medular, ressaltam-se a utilizacdo de
anti-inflamatérios esteroidais (Bartholdi e Schwab, 1995; Webb et al., 2010b; Rosado et al.,
2014) e ndo esteroidais (Guth et al., 1999), terapia celular (Dasari et al., 2007; Caldeira, 2011),
blogueadores de canais para sodio (Schwartz e Fehlings, 2001; Martins, 2012), bloqueadores de
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canais para calcio (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).

O blogueio de CCVD é uma relevante estratégia neuroprotetora no tratamento da lesdo medular,
por estarem envolvidos em processos celulares importantes, como liberacdo de
neurotransmissores (Snutch et al., 2001), que é um dos efeitos deletérios do aumento
exacerbado do nivel de célcio intracelular (Imaizumi, et al., 1999; Lee et al., 2009; Vaishnav et
al., 2010; Liu et al., 2013).

Agentes blogueadores de canais para calcio como as 6mega-conotoxinas MVIIA e MVIIC,
ziconotide, nimodipine, dantrolene, riluzol e Phalp tém sido avaliados no tratamento de lesGes
cerebrais e medulares, tendo apresentado efeito neuroprotetor variavel (Choi, 1992; Hovda et
al., 1994; McDonough et al., 1996; Olby, 1999; Lanz et al., 2000; Ridgeway et al., 2000;
Verweij et al., 2000; Pinheiro, 2007; Gwak et al., 2008; Aslan et al., 2009; Drummond, 2010;
Fehlings et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Oliveira et al., 2016).

2.3 Toxina Phalp

A aranha Phoneutria nigriventer, popularmente conhecida como “aranha armadeira” devido a
postura defensiva que toma ao se sentir ameagada, é uma das espécies mais agressivas e
venenosas da América do Sul (Lucas, 1988). E responsavel pela maioria dos acidentes por
araneismo no Brasil, com 2.687 casos registrados em humanos no ano de 2006 (Medeiros et al.,
2013). Permanece refugiada durante o dia e apresenta habitos noturnos, se alimentando de
insetos, aranhas e pequenos roedores. No periodo de acasalamento, esta espécie pode atingir o
ambiente intradomiciliar, quando os machos se tornam mais ativos a procura das fémeas,
acentuando-se 0s riscos de acidentes (Bucherl, 1972).

Acidentes envolvendo Phoneutria nigriventer podem gerar sinais como dor local intensa
frequentemente irradiada, edema discreto, eritema e sudorese local, além de sintomas mais
graves como cdimbras, tremores, crises epilépticas generalizadas tonicas, paralisia espastica,
priapismo, arritmias e distarbios visuais (Vital-Brazil e Vellard, 1925; Lucas, 1988). A inje¢do
endovenosa experimental deste veneno gerou salivagdo, paralisia flacida ou espéstica, tremores
e crises epilépticas, 0 que demonstra sua a¢do nos sistemas nervosos autbnomo (Gomez et al.,
1995), periférico (Love e Cruz-Hofling, 1986) e central (Zanchet et al., 2004).

A aranha Phoneutria nigriventer ndo produz teia para abrigo ou captura de alimentos, e seu
sucesso como predadora se da, em parte, pela diversidade de toxinas presentes em seu veneno,
composto por aproximadamente 17 peptideos ativos (Gomez et al., 2002). A purificacdo e o
fracionamento desse veneno tém permitido avancos na descoberta de sitios e mecanismos de
acdo celular. Sabe-se que as toxinas encontradas no veneno da “aranha armadeira” apresentam
ampla gama de ac0es, incluindo ativacdo de canais para sodio e bloqueio de canais para calcio e
potéssio (Gomez et al., 2002; Kochegarov, 2003).

Estudos de purificagdo por filtracdo em gel e cromatografia de fase reversa demonstraram que o
veneno da aranha Phoneutria nigriventer pode ser classificado em trés categorias, considerando
0 seu conteudo proteico, sendo: 1) peptideos neurotdxicos ativos em mamiferos e insetos; 2)
peptideos atoxicos ativos em musculo liso; e 3) enzimas (Drummond, 2010). Rezende et al.,
(1991) isolaram uma fracdo ndo toxica (PhM) e trés fragcBes neurotdxicas PnTx1, PnTx2 e
PnTx3 a partir do veneno total dessa espécie. Quando injetada por via intracerebroventricular

26



em roedores, a fracdo PnTx3 induzia paralisia flacida (Rezende et al., 1991), o0 que mais tarde
foi atribuido & sua agdo inibitéria na liberacdo de neurotransmissores através de inibicdo de
CCVD (Gomez et al., 1995; Prado et al., 1996). A partir dessa fracdo, seis diferentes isoformas
de neurotoxinas foram isoladas (PnTx3.1 a PnTx3.6) (Cordeiro Mdo et al., 1993).

O peptideo Phalp (também denominado PnTx 3.6) é uma neurotoxina capaz de bloguear canais
para célcio vontagem-dependentes de alta voltagem, com maior especificidade para CCVD do
tipo N, em sistemas heter6logos e nativos (Vieira et al., 2005). Sua obtencdo se da por meio de
combinacgdo de técnicas de cromatografia de permeacdo em gel, de fase reversa por sistema de
FPLC/FPLC e de troca ibnica por HPLC, conforme  descrito  por
Cordeiro Mdo et al.,, 1993. Seu emprego tem sido avaliado no controle de dor pela sua
capacidade de inibir CCVD de alta voltagem de maneira reversivel e ndo especifica (Rigo et al.,
2013), apresentando alta janela terapéutica. Atua na prevengdo da dor neuropatica (Souza et al.,
2011; Castro-Janior et al., 2013; Rosa et al., 2014), somatica (Diniz et al., 2014), dor da
fibromialgia (de Souza et al., 2013) e dor visceral persistente (Diniz et al., 2012). Apresentou
efeito antialodinico superior a dmega-conotoxina MVIIA (Prialt ®) em aplicacdo intratecal,
apos inducdo de dor por incisdo plantar em camundongos (Tonello et al., 2014). Além disso, sua
utilizagdo foi avaliada na injaria medular aguda em ratos por Drummond (2010), tendo sido
observada discreta melhora na preservacdao morfoldgica da medula espinhal com consequente
recuperacao funcional.

A utilizagdo clinica da fragdo Phalp nativa pode ser dificultada pela sua baixa produgdo a partir
do veneno total (Tonello et al., 2014). Alternativamente, a producdo de toxinas recombinantes
por meio de diferentes técnicas de expressdo génica recombinante permitiu a obtencdo de
proteinas de pureza e quantidade suficientes para sua caracterizagdo funcional e aplicagdo em
pesquisas (Gurkan e Ellar, 2005). A Phalp recombinante (CTK 01512-2), obtida por meio de
tecnologia de DNA recombinante com sequéncia de plasmideo expressa por Escherichia coli,
mimetizou os efeitos da toxina nativa, tendo demonstrado resposta analgésica similar a forma
nativa em estudo de dor em camundongos (Souza et al., 2008). Nao foram encontrados relatos
de avaliagdo do efeito neuroprotetor da toxina Phalp recombinante no tratamento de leséo
medular.

2.4 Estudo experimental das lesdes medulares

A utilizacdo de modelo experimental de lesdo medular confiavel, padronizado e reprodutivel é
de suma importancia nos estudos de fisiopatogenia e avaliacdo de intervencdes terapéuticas apos
lesdo medular (Santos et al., 2011). O desenvolvimento de tais modelos tem sido objeto de
frequentes investigacdes cientificas (Dohrmann, 1972; Ford, 1983; Panjabi e Wrathall, 1988;
Taoka e Okajima, 1998; Meyer et al., 2003). O TMA experimental tem sido estudado em
diferentes espécies como ratos, gatos, cachorros e macacos. O rato é a espécie mais amplamente
utilizada com este fim, devido ao baixo custo, tamanho, acessibilidade (Roussos et al., 2005) e
capacidade de tolerar o0 rigor da experimentacdo (Taoka e  Okajima,
1998).

Como modelos de lesdo medular, sdo empregadas técnicas de transcecdo medular (Siegenthaler
et al., 2007), clip de aneurisma (Rivling e Tato, 1978) e diferentes tipos de traumas contusivos
(Metz et al., 2000; Young, 2009; Agrawal et al., 2010; Santos et al., 2011) e compressivos
(Silva et al., 2008; Lonjon et al., 2010; Torres et al, 2010b). Os modelos de compresséo e
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contusdo mimetizam de forma mais representativa as injarias medulares que ocorrem em
humanos (Rosenweig et al., 2004), sendo, por isso, 0s mais utilizados.

O dispositivo MASCIS (Multicenter Animal Spinal Cord Injury Study) Impactor foi
desenvolvido em 1993 por meio de colaboragdo de oito principais centros de estudo de lesdo
medular, entre eles a State University of New Jersey. E atualmente utilizado em mais de 100
laboratérios ao redor do mundo, sendo o modelo mais amplamente empregado no estudo de
trauma medular em ratos (Young, 2009). Este aparelho estereotdxico é conectado a um
computador com software especifico que registra a velocidade de queda da haste sobre a
medula, 0 momento do impacto e o grau de compressdo sofrida pela medula espinhal,
diminuindo, portanto, a variabilidade do trauma entre os animais (Gruner, 1992; Basso et al.,
1996), permitindo a execucdo de estudo confidvel. Apresenta padrfes pré-estabelecidos de
anestesia, cirurgia, trauma, cuidados e avaliagdes pos-operatorias, relatados por Young (2009).
O trauma consiste na liberagdo em queda livre de haste de impacto de peso de 10 g atraves de
um tubo-guia, de alturas pré-determinadas de 6.25, 12.5, 25 e 50 mm (Rodrigues et al., 2010).
Segundo Silva et al. (2008) e Agrawal et al. (2010), a queda da haste de alturas de 6.25 e 12.5
mm configura lesdo medular discreta, enquanto alturas de 25 e 50 mm estdo relacionadas as
lesdes moderada e grave do tecido medular.

3. MATERIAL E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi desenvolvido nas dependéncias fisicas do Departamento de
Clinica e Cirurgia Veterinarias da Escola de Veterinaria da UFMG e do Instituto de Ensino e
Pesquisa da Santa Casa de Minas Gerais (IEP-SCBH). O delineamento experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMG) sob protocolo de
namero 124/2015 (Anexo 1), estando em concordancia com 0s principios éticos de
experimentagdo animal seguidos pela comissao.

3.1. Animais

Foram utilizados 30 animais machos adultos da espécie Rattus novergicus, linhagem Wistar,
provenientes do Biotério da Faculdade de Farmécia da UFMG, com idade média de 75 dias e
peso médio de 350 g.

Os animais foram mantidos no Centro Experimental da Escola de Veterinaria da UFMG,
acondicionados em caixas plasticas de dimensdes 17cm x 41cm x 33 cm forradas com
maravalha, com trés ratos cada. Foram submetidos a ciclos de claro-escuro de 12 horas, em
ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C). Receberam ragdo comercial para roedores! e
agua ad libitum. Passaram por periodo de aclimatacdo de 14 dias antes do inicio dos
procedimentos cirlrgicos.

3.2 Toxina Phalp recombinante

A toxina Phalf recombinante liofilizada? foi cedida pelo Professor Marcus Vinicius Gomez.
Foram diluidos em PBS estéril 50 pg da toxina, de peso molecular de 10,9 KDa (Souza et al.,
2008), correspondentes a 4590 pmol. Gerou-se solucbes de estoque de 20, 10 e 5 pmol/uL que
foram armazenadas em tubos plasticos siliconizados e conservadas a -20 °C.
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3.3 Grupos experimentais

Apbs periodo de adaptacdo, os animais foram aleatoriamente divididos nos seguintes grupos
experimentais, constituidos por 6 animais cada: controle negativo (CN), controle positivo (CP),
25 pmol da toxina Phalf recombinante (PH25), 50 pmol da toxina Pholf recombinante (PH50)
e 100 pmol da toxina Phalp recombinante (PH100). Um animal recebeu a dosagem de 200
pmol da toxina, porém devido as intensas reacOes de toxicidade observadas a dosagem foi
retirada do estudo.

Todos os grupos foram submetidos aos procedimentos cirurgicos de laminectomia e, com
exce¢do do grupo controle negativo, foram também submetidos ao trauma medular. Conforme
demonstrado no Quadro 2, os animais do grupo CN foram submetidos a laminectomia, com
posterior aplicagdo intratecal de placebo (10 pL de PBS estéril) uma hora apds laminectomia. Ja
0s animais do grupo CP foram submetidos a laminectomia, inducdo de trauma medular
contusivo pelo aparelho indutor de trauma Mascis Impactor, com posterior aplicacdo intratecal
de placebo (10 pL de PBS estéril) uma hora apés trauma medular. Os animais dos grupos
tratamento, por outro lado, foram submetidos a laminectomia, inducdo de trauma medular
contusivo pelo aparelho indutor de trauma Mascis Impactor e aplicacdo intratecal de 25, 50 e
100 pmol da toxina Phalf recombinante diluidos em 10 pL de PBS estéril uma hora apos
trauma medular.

1 Nuvilab® CR-1, Nuvital Nutrientes S/A, Colombo-PR, Brasil.
2 CTKO01512-2, Giotto Biotech S.r.l., Florenga, Italia.
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Quadro 2 - Distribuicdo dos ratos nos diferentes grupos experimentais e protocolos de
tratamento apds laminectomia (CN) e trauma medular contusivo (CP, PH25, PH50, PH100).

Nome do grupo Denominacéo Procedimento

Controle Negativo CN Os animais foram submetidos a
laminectomia e  aplicacdo
intratecal de 10 pL de PBS
estéril 1 hora ap6s a
laminectomia.

Controle Positivo CP Os animais foram submetidos a
laminectomia, aplicacdo de
trauma medular contusivo pelo
aparelho indutor de trauma
Mascis Impactor e aplicacéo
intratecal de 10 pL de PBS
estéril 1 hora apés o trauma

medular.
25 pmol da toxina PhalP | PH25 Os animais foram submetidos a
recombinante laminectomia, aplicacdo de

trauma medular contusivo pelo
aparelho indutor de trauma
Mascis Impactor e aplicacéo
intratecal de 25 pmol da toxina
Phalp recombinante em um
volume final de 10 pL 1 hora
apos o trauma medular.

50 pmol da toxina Phalf | PH50 Os animais foram submetidos a
recombinante laminectomia, aplicacdo de
trauma medular contusivo pelo
aparelho indutor de trauma
Mascis Impactor e aplicacéo
intratecal de 50 pmol da toxina
Phalp recombinante em um
volume final de 10 pL 1 hora
apos o trauma medular.

100 pmol da toxina Phalf | PH100 Os animais foram submetidos a
recombinante laminectomia, aplicacdo de
trauma medular contusivo pelo
aparelho indutor de trauma
Mascis Impactor e aplicacdo
intratecal de 100 pmol da toxina
PhalP recombinante em um
volume final de 10 pL 1 hora
apos o trauma medular.
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3.4 Procedimentos anestésico e cirargico e cuidados pds-operatorios

Apdbs pesagem dos animais, foi realizada antibioticoprofilaxia com cefalotina sddica 2 (60 mg/kg
via IM) e medicacdo pré-anestésica e analgesia com sulfato de morfina 3 (5 mg/kg via IM), 30
minutos antes do procedimento cirdrgico. Em seguida, foi realizada inducdo anestésica em
camara com isoflurano® e manutencéo do plano anestésico cirlirgico com o mesmo agente, por
meio de méscara facial.

Apds tricotomia da regido dorsal do tronco, os animais foram posicionados sobre a mesa do
dispositivo indutor de trauma Mascis Impactor para realizacdo de antissepsia da regido
tricotomizada com iodopovidona degermante® e solucéo de alcool iodado.

Posteriormente, foram realizadas incisdes cutanea e subcutdnea na linha média dorsal,
estendendo-se da oitava vértebra toracica & primeira lombar. Os musculos epiaxiais foram
afastados lateralmente. Realizou-se a individualizagdo dos processos espinhosos de T10, T11 e
T12, ostectomia do processo espinhoso da décima primeira vértebra toracica, com auxilio da
pinga hemostatica de Kocher, seguida da remocdo da lamina dorsal com drill pneumatico
neurolégico® e pinca hemostatica de Halsted, sob irrigacdo intermitente com solugio
fisiologica’. Apds abertura da lamina dorsal e exposicdo da medula em T11, empregou-se o
sistema de estabilizagdo vertebral do aparelho Mascis Impactor (“clamping system™) nos
processos espinhosos de T10 e T12, e o animal foi posicionado no sistema indutor de trauma
espinhal Mascis Impactor, em que o trauma medular contusivo foi gerado por queda de haste de
10 g a altura de 25 mm.

O dispositivo encontrava-se conectado ao Software Impactor 7.0 no computador, que
exibe as curvas de trajetoria de impacto por meio de sensores do aparelho, apontando
possiveis erros de velocidade, tempo e altura de queda. Para o presente estudo foram
aceitos animais com erro maximo de 5% durante a inducdo do trauma. Realizou-se a
aproximacdo dos musculos seccionados e reducdo do espaco morto empregando-se
suturas padrdo Reverdin e simples continua, respectivamente, ambas com fio
inabsorvivel sintético nylon 2-0 8. A dermorrafia foi feita com pontos simples separados
utilizando-se 0 mesmo fio. Durante todo o procedimento cirtrgico os animais foram
mantidos aquecidos por meio de bolsa térmica aquecida.

Apos a cirurgia, todos os animais receberam solucgéo fisioldgica, na taxa de manutencao
(15 mL/kg), via subcutanea (SC). Os animais foram mantidos em caixas aquecidas por
meio de cobertores e colchdo térmico, com oxigenoterapia até completa recuperacdo
anestésica. No pos-cirargico foi realizada analgesia com sulfato de morfina (5 mg/kg)
via SC a cada 8 horas, além de massagem vesical duas vezes ao dia para esvaziamento
da bexiga até a eutanasia dos animais.

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

3 Dimorf ® - Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.
4 Isofluorane — Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda. Itapira, SP, Brasil.
5 Biotrat® — LMFarma. Sdo José dos Campos, SP, Brasil.

6 With ECCOS® Aesculap — Laboratérios B. Braun S.A. Sdo Gongalo, RJ, Brasil.
7 Cloreto de sodio 0,9%, Laboratério Sanobiol Ltda. Pouso Alegre, MG, Brasil
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3.5 Tratamentos

A aplicacdo intratecal foi realizada de acordo com o método previamente descrito para ratos por
Mestre et al. (1994). Uma hora ap6s a laminectomia (grupo controle negativo) ou o trauma
medular (demais grupos), os animais sofreram nova inducdo anestésica em camara com
isoflurano. Um volume total de 10 pL contendo 25, 50 e 100 pmol da toxina Phalf
recombinante diluida em PBS estéril foi administrado no espago subaracndide por meio de
puncéo entre a quinta e sexta vértebras lombares com seringa de Hamilton 701LT® acoplada a
agulha 26 G*. Nos animais pertencentes aos grupos controle foi realizada aplicacio de 10 pL de
PBS estéril.

8 Fio de sutura agulhado Nylon 2-0 — Procare, Blumenau, Santa Catarina, Brasil.
9 10 microl, Model 701 LT SYR — Hamilton Company, Reno, NV, USA.
10 Agulha descartavel 26G — BD Biosciences Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil.
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Figura 3 — Fotografias do procedimento cirurgico de trauma medular experimental em
ratos Wistar com aparelho indutor de trauma Mascis Impactor. A) Inducdo anestésica
em camara com isoflurano. B) Animal posicionado em decubito esternal sobre mesa
aquecida com bolsa térmica. Realizagdo de antissepsia com iodopovidona degermante
em regido dorsal do tronco tricotomizada. Manutencdo anestésica por meio de mascara
com isoflurano em sistema semiaberto. C) Afastamento da musculatura epaxial e
identificacdo dos processos espinhosos. D) Ostectomia do processo espinhoso com
auxilio de pinca de Halsted. E) Desgaste da lamina dorsal com drill pneumatico
neurolégico. F) Visualizacdo da medula espinhal ap6s laminectomia dorsal. G)
Utilizagdo do sistema de estabilizagdo vertebral “clamping system”. H) Posicionamento
do animal apds laminectomia dorsal no aparelho Mascis Impactor.
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Figura 4 — Fotografias do procedimento cirdrgico de trauma medular experimental em ratos Wistar com
aparelho Mascis Impactor, recuperacdo anestésica e aplicacdo intratecal. A) Animal posicionado no
aparelho indutor de trauma espinhal Mascis Impactor. Processos espinhosos de T10 e T12
individualizados e estabilizados pelo sistema de estabilizacdo do aparelho, haste de impacto do aparelho
tocando a medula na regido de laminectomia dorsal (T11). B) Hemorragia sub-aracndidea (seta) ap6s
trauma medular por queda de haste a 25 mm de altura. C) Recuperacdo anestésica em caixa individual
com oxigenoterapia e aquecimento por cobertor. D) Aplicacdo intratecal realizada por meio de pungéo
do espaco subaracnoide entre a quinta e sexta vértebras lombares por seringa de Hamilton 701LT
acoplada a agulha 26G.
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3.6 Avaliagéo dos efeitos colaterais

A avaliacdo dos efeitos colaterais foi realizada por meio de observacdo dos animais em campo
aberto quanto a presenca de tremor generalizado e de cauda, podendo ser classificado como
ausente, discreto, moderado e intenso, conforme descrito por Malmberg e Yaksh (1994). Tal
avaliacdo teve inicio um dia antes dos procedimentos cirurgicos, para condicionamento dos
animais, tendo sido realizada imediatamente apds aplicacdo intratecal, apds cinco horas e
diariamente até 0 momento da eutanasia (no0 mesmo momento da avaliagdo da capacidade
motora em campo aberto).

3.7 Avaliacéo da capacidade motora em campo aberto

A avaliacdo da capacidade motora em campo aberto foi realizada diariamente até a eutanésia,
tendo inicio dois dias antes da intervencdo cirlrgica para condicionamento dos animais. Os
animais foram posicionados em campo aberto de area de um metro quadrado, e filmados por
quatro minutos. Os videos foram assistidos por dois avaliadores sem identificacdo dos grupos,
classificando a deambula¢do dos animais de acordo com score BBB, proposto por Basso,
Beattie e Bresnaham (1995), que varia de zero a 21 (Quadro 3). Tal avaliacdo foi realizada com
principal objetivo de padronizar a leséo experimental, garantindo que a queda da haste a 25 mm
de altura tenha sido capaz de gerar trauma medular moderado a severo em todos 0s animais,
como descrito na literatura (Agrawal et al, 2010; Santos et al., 2011). Além disso, nos animais
pertencentes ao grupo controle negativo, a avaliagdo da locomocao teve a finalidade de garantir
gue a laminectomia néo tenha gerado lesdo medular.

35



Quadro 3 — Caracteristicas de deambulacdo de membros pélvicos (MPS) e seus respectivos escores
segundo avaliacdo de Basso, Beattie e Bresnahan (BBB) para avaliacdo de capacidade motora em ratos
apos trauma medular toracico agudo

SCORE DEAMBULACAO EM MPs

Auséncia de movimento.

Movimento discreto de uma das articulagdes.

Movimento extenso de uma articulagdo e movimento discreto de outra articulacéo.

Movimento extenso de duas articulaces.

Movimento discreto das trés articulacoes.

Movimento discreto de duas articulacdes e extenso da terceira.

Movimento extenso de duas articulacOes e discreto da terceira.

Movimento extenso das trés articulagoes.

Passada ou posicionamento plantar sem suporte de peso.

OO NI WN PO

Posicionamento plantar com suporte de peso somente em estacdo ou passada dorsal
com suporte de peso ocasional, frequente ou consistente e sem apoio plantar.

10 Passos ocasionais com suporte de peso sem coordenagdo com 0s MT.

11 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso sem coordenagdo com MT.

12 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenacdo com MT
ocasional.

13 Passos frequentes a consistentes com suporte de peso e coordenagdo com MT
frequente.

14 Passada plantar consistentemente coordenada, com a posicdo da pata

predominantemente rotacionada durante contato inicial e retirada; passada plantar
frequente, coordenacdo com MT consistente e passada dorsal ocasional.

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

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

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

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

19 Passadas plantares coordenadas consistentes, elevagdo dos digitos consistente, pata

predominantemente paralela ao corpo durante contato inicial e retirada, cauda
abaixada por parte ou todo o tempo de avaliacdo.

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

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

Quarenta e oito horas ap6s a intervengdo cirdrgica, 0s animais foram eutanasiados com
sobredose de tiopental soédico (100 mg/kg)!* por via intraperitoneal. Foram coletados
aproximadamente 3,0 mL de sangue por cardiopunc¢édo, dos quais 1,0 mL foi acondicionado em
frasco com EDTA!2 para realizacdo de analises hematoldgicas e o restante em tubo siliconizado
sem anticoagulante!®* para avaliagdo da bioquimica plasméatica. Coletou-se também
aproximadamente 1,0 mL de urina por massagem vesical manual para realizacdo de urinalise.
Além disso, ap6s dissecacdo da coluna espinhal realizou-se a coleta de dois segmentos
medulares: o primeiro, de 2,0 cm cranial ao epicentro da lesdo ou regido de laminectomia
(animais pertencentes ao grupo CN), que foi acondicionado em tubos pléasticos siliconizados e
imediatamente congelado a — 20 ° C até o processamento para analises de quantificacdo de
EROs e avaliacdo de peroxidacéo lipidica, e o segundo, de 1,0 cm caudal ao epicentro da leséo
ou regido de laminectomia, que foi acondicionado em tubos plasticos siliconizados livres de
RNAse/ DNAse e imediatamente congelado & — 80 ° C até o processamento para avaliagdo de
expressao génica de fatores relacionados a apoptose por qRT-PCR em tempo real.

3.9 Avaliacdo hematoldgica, bioquimica plasmatica e urinélise
- Avaliacdo hematoldgica

O hemograma foi realizado em contador eletrénico ** utilizando-se o sangue colhido em tubo
com EDTA!, que apresentou os resultados de concentracdo de hemacias, hemoglobina e
leucécitos totais. O volume globular (VG) foi determinado utilizando centrifuga ™ pela técnica
do microhematocrito e quantificagdo em tabela padrdo. Os esfregacos sanguineos foram
realizados em laminas de vidro 1°e corados com panétipo réapido®’ para contagem diferencial de
leucécitos e plaquetas. A dosagem de proteinas totais foi estimada por refratbmetro analégico
portétil.

11 Thiopentax, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA, ltapira, SP, Brasil.

12 Tubo para coleta de sangue a vacuo K3 EDTA, Labor Import, Osasco, SP, Brasil.

13 Tubo para coleta de sangue a véacuo siliconizado, Labor Import, Osasco, SP, Brasil

14 Diatron® - Abacus Junior Vet / CELM DA-500® - CELM, Cia. Equipadora de Laboratérios
Modernos. Barueri, SP, Brasil.

15 Micro Spin, Biosan, Belo Horizonte-MG, Brasil.

16 Laminas para microscopia ndo lapidada, Exacta, SOS lab, Belo Horizonte-MG, Brasil.
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-Avaliacdo de bioguimica plasmatica

Para avaliacdo de bioquimica plasmatica, o sangue total coletado em tubo siliconizado sem
anticoagulante®® foi centrifugado para obtencdo do plasma. As analises foram realizadas por
método colorimétrico cinético'™, por meio de aparelho analisador bioquimico®, seguindo
protocolo de kits comerciais®. Para avaliacdo da funcdo hepatica foram dosadas no soro
fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT),
proteina total e albumina. A avaliagcdo da funcdo renal se deu a partir de mensuragdo das
concentragdes plasmaticas de ureia e creatinina. Além disso, foi realizada dosagem de célcio
total no soro.

- Urinélise

Para urinalise, aproximadamente 1,0 mL de urina foi coletado por massagem vesical manual no
momento da eutanasia. Foram realizadas as quantificagbes de uréia, GGT urinaria (gama-
glutamil transferase urinaria), albumina e calcio. Da mesma forma que as analises bioquimicas,
as anélises de urinalise foram realizadas por método colorimétrico cinético™, por meio de
aparelho analisador bioguimico®, seguindo protocolo de kits comerciais 2.

3.10 Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio por ensaio fluorimétrico
DCFDA

A quantificagdo das espécias reativas de oxigénio (EROs) foi realizada através da técnica de
diclorofluorescéina-diacetato (DCF-DA). Este método experimental de andlise baseia-se na
desacetilacdo da sonda DCF-DA e sua oxidacdo subsequente por EROs, gerando um composto
altamente fluorescente que é considerado indicador da producéo de peroxido pelos componentes
celulares (Jakubowski e Bartosz, 2000). Para analise de espécies reativas de oxigénio,
peroxidacdo lipidica e teor de proteina coletou-se fragmento de medula espinhal de 1,0 cm
cranial ao epicentro da lesdo ou da regido de laminectomia, que foi imediatamente congelado a
—20°C. Apos adigdo de 750 pL de solugdo tampdo TRIS- HCI e homogeneizagdo em sonicador
por 2 minutos, o tecido foi centrifugado a 2.500 rpm a 4 °C durante 10 minutos. O sobrenadante
(S1) foi transferido para um novo tubo, e uma aliquota de 20 uL foi retirada e adicionada a
80uL DCF-DA 125 uM para quantificacdo de EROs. A placa em triplicata foi incubada no
escuro durante uma hora a 37°C até o momento da mensuracgao da fluorescéncia (488/525 nm)
no aparelho Victor X4262. Os resultados foram normalizados pelo teor de proteina.

17 Panético rapido LB, Laborclin produtos para laboratério Ltda, Pinhais-PR, Brasil.
18 TP Analyser basic®- Thermo Plate.

19 Bioclin®, Quibasa Quimica Basica, Belo Horizonte-MG, Brasil.

20 Perkin- Elmer.

21 Biosystems S.A. Barcelona, CT, Espanha.

22 Perkin-Elmer.

3.11 Avaliacéo da peroxidacéo lipidica por método TBARS

Para avaliacdo da peroxidagdo lipidica foi utilizado método de substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS). Tal ensaio, introduzido por Buege e Aust (1978), quantifica o
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malondialdeido (MDA) resultante da peroxidacdo lipidica de membranas celulares por meio de
reacdo com o &cido tiobarbitrico (TBA), que gera produto colorimétrico. Para determinacdo da
peroxidacdo lipidica por método TBARS, preparou-se solugdo “mix” contendo 200 pL de
solucdo TBA 0,8%, 200 pL de tampdo &cido acético e 40 uL de &gua por amostra. Foram
pipetados 440 L desse mix para cada Eppendorf, adicionou-se 80 pL de sobrenadante (S1) e,
por ultimo, foram adicionados 80 pL de solugdo SDS 8,1%. Realizou-se incubacdo das amostras
a 95°C por uma hora. O contetdo de MDA foi mensurado a partir da leitura da absorbancia das
amostras a 532 nm em espectofotdmetro e os resultados foram normalizados pelo teor de
proteina.

3.12 Quantificagdo do teor de proteina pelo método de Bradford

A quantificagdo do teor de proteina foi realizada através de método descrito por Bradford
(1976), em que o substrato azul G brilhante de Comassie se converte da cor vermelha para o
azul apds complexacéo com proteinas. Um volume de 5,0 uL do sobrenadante (S1) foi utilizado
para o ensaio. As amostras foram colocadas em tubos para microcentrifuga, adicionando-se 500
uL de NaCl 0,9% e 500 uL 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
2 no comprimento de onda de 595 nm. A concentragdo de proteina foi calculada através de uma
curva-padrdo de BSA a 1,0 mg/mL contendo teores conhecidos de 1, 3, 5, 7 e 10,0 ug de
albumina.

3.13 Avaliacdo da expressdo génica relativa de Bax, Bcl-xl, caspase-3, caspase-8 e
caspase-9 por gRT-PCR em tempo real

Para realizagdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real via transcriptase
reversa (QRT-PCR), coletou-se segmento medular de meio centimetro caudal ao epicentro da
lesdo ou da regido de laminectomia, que foi imediatamente congelado a — 80 °C para posterior
processamento.. Em relagdo aos genes de interesse, foram utilizados os primers das proteinas
relacionadas a apoptose Bax %', caspase-3 %, caspase-8 %, caspase-9 ** (pr6-apoptéticas), *

(antiapoptética), e da proteina constitutiva beta-actina %, utilizada como normalizadora

(“housekeeping gene”) (Tabela 1).

2L Primer Bax F e Primer Bax R — Thermo Fisher, Sdo Paulo,SP, Brasil.

22 primer Cas-3 F e Primer Cas-3 R — Thermo Fisher, Sdo Paulo,SP, Brasil.

2 Primer Cas-8 F e Primer Cas-8 R — Thermo Fisher, Sdo Paulo,SP, Brasil.

24 Primer Cas-9 F e Primer Cas-9 R — Thermo Fisher, Sdo Paulo,SP, Brasil.

%% Primer Bcl-xI F e Primer Bcl-xI R — Thermo Fisher, S4o Paulo,SP, Brasil.

%6 primer Beta-act. F e Primer Beta-act. R — Thermo Fisher, S4o Paulo,SP, Brasil.
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Tabela 1- Genes e sequéncias de nucleotideos dos primers iniciadores para qRT-PCR em tempo real

Bax F: CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCTC

R: AGTTGCCATCAGCAAACATGTCA
Bcl-xI F: CCCCAGAAGAAACTGAACCA

R: AGTTTACCCCATCCCGAAAG
Caspase-3 F: TGGAGGAGGCTGACCGGCAA

R: CTCTGTACCTCGGCAGGCCTGAAT
Caspase-8 F: TAAGACCTTTAAGGAGCTTCATTTTGA

IR:

AGGATACTAGAACCTCATGGATTTGAC
Caspase-9 F: TGGAGGAGGCTGACCCGGCAA

R: CCACAGCTCCGCGACTTGCA
Beta-actina F: GCGTCCACCCGCGAGTACAA

R: ACATGCCGGAGCCGTTGTC

- Extracdo do RNA

A extracdo do RNA foi iniciada adicionando-se, a cada amostra, 1 mL do reagente Trizol?, e
realizando-se a homogeneizacdo em aparelho Tissue Lyser Il *® na frequéncia de 20s por 4
minutos. Para separagdo de fases, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos, adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio e procedeu-se a centrifugacédo a 12.000 rpm por
15 minutos a 4°C para formag&o de trés fases distintas. Para isolamento do RNA, a fase superior
(aquosa) contendo o RNA foi transferida cuidadosamente para um novo tubo ao qual adicionou-
se 0,5 mL de alcool isopropilico para precipitagio do RNA, procedeu-se a incubacdo a
temperatura ambiente por 10 minutos e realizou-se centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 minutos a
4 °C, descartando-se todo o sobrenadante. Para lavagem e ressuspensdo do RNA, adicionou-se
1,0 mL de etanol 75% e procedeu-se a centrifugacdo a 7.500 rpm por 5 minutos a 4 °C. Todo o
sobrenadante foi descartado, procedeu-se a secagem a temperatura ambiente por 10 minutos,
realizou-se a ressupensdo do pellet de RNA em 80 pL de agua ultra-pura RNAse-free ° e
incubacdo em banho-maria a 55°C por 5 minutos. Utilizou-se uma amostra de 1,0 pL para
quantificacio de RNA no aparelho Nanovue plus *, e o restante foi congelado a — 80 ° C para
sintese do DNA complementar (cDNA).

*"Trizol — Thermo Fisher, Sdo Paulo, SP, Brasil.

% Tissue Lyser I1- Qiagen.

2 Agua ultra-pura DEPC — Thermo Fiser, Sdo Paulo, SP, Brasil.
% Nanovue plus- GE Lifescience.

- Sintese do cDNA
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Para sintese do DNA complementar, foi feita solu¢do “mix” contendo, para cada amostra, 10uL
de 2xRT Reaction e 2 pL da enzima RT (transcriptase reversa). Adicionou-se volume de cada
amostra estimado para 500 ng de RNA, de acordo com quantificacdo prévia, e adicionou-se
agua até volume final de 8 puL com o RNA.

Seguindo recomendacéo do fabricante, as amostras, que totalizaram uma solucéo final de 20 L,
foram submetidas a ciclos de 25° C por 10 minutos, 50°C por 30 minutos, 85° C por 5 minutos
e resfriamento a 13° C em termociclador. Apds adicdo de 1 pL de Escherichia coli RNAse H,
as amostras foram incubadas no mesmo aparelho por 20 minutos a 37°C e, posteriormente,
congeladas a — 20°C para realizacdo de gqRT-PCR em tempo real.

Realizou-se a diluicdo dos primers, gerando soluctes de estoque de 100 pM, que foram
congeladas a — 20°C overnight.

- Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa em tempo real

Para realizacdo da PCR, preparou-se solu¢do “mix” contendo, para cada amostra, 9,0 pL de
agua de injecdo, 12,5 puL de SYBR Green, 0,5 pL de ROX, 0,5 pL do primer forward e 0,5 pL
do primer reverse do gene avaliado. Adicionou-se 2,0 pL de cDNA, perfazendo volume final
de 25 pL em cada pogo da placa para PCR. A placa foi selada com adesivo optico e
centrifugada a 1 g por 1 minuto. As reagdes foram realizadas em triplicatas utilizando o Sistema
ABI 7500 Fast System. Seguindo recomendacgdes do fabricante, as condi¢fes de amplificagdo
foram 50°C por 2 minutos e 95°C por 2 minutos para ativacao enzimatica, seguidos de 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C e 30 segundos a 60°C, e, para curva de melting, 15 segundos a 95°C, 1
minuto a 60 °C, 30 segundos a 95°C e 15 segundos a 60°C.

O 7500 Software v2.0.6 apresentou as curvas de amplificacdo em relagcdo ao numero de ciclos,
sendo o ciclo limiar, ou threshold (CT), o ciclo em que se inicia a amplificacdo da amostra.
Assim, o CT permite determinar quantos ciclos sdo necessarios para inicio da amplificacacdo da
sequéncia génica alvo presente no DNA de cada amostra e, quanto maior a expressdo de um
determinado gene, mais cépias foram sintetizadas em ciclos iniciais e menor foi o CT. O delta
CT (ACT) foi determinado pela subtragio do CT do gene pesquisado pelo CT do gene
normalizador beta actina. O delta delta CT (AACT) foi determinado pela diferenga entre o0 ACT
e a média do ACT do grupo controle negativo. A expressdo génica relativa ou fold change (FC)
de cada gene foi calculada utilizando-se 0 método do 2*“" (Livak e Schmittgen, 2001).

3.14 Andlise estatistica

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado. Os dados foram analisados pelo pacote
estatistico IBM SPSS Statistics 20. A normalidade dos dados foi avaliada por meio de teste de
aderéncia de Kolmogorov-Smirnov. As varidveis foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de comparagdo de médias de Tukey. Adotou-se nivel de
significancia de 95% nas analises (p<0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Modelo experimental de trauma medular agudo

O emprego do aparelho estereotdxico Mascis Impactor determinou alteragdes deambulatérias
nos animais, classificados por escala de BBB como score de 0 a 2, sendo considerado trauma
medular agudo de intensidade moderada a grave de acordo com Santos et al. (2011). Além
disso, a auséncia de observacgdo de déficits de movimentag¢do nos animais pertencentes ao grupo
CN, submetidos apenas ao procedimento cirlrgico, indica que a laminectomia, conforme
esperado, ndo gerou lesdo importante ao tecido medular.

A utilizag&o do aparelho estereotéxico indutor de trauma medular contusivo com queda livre de
haste a altura de 25 mm se baseou nos trabalhos de Silva et al. (2008) e Agrawal et al. (2010),
que referem lesdo medular moderada a grave com emprego da altura de queda de 25 mm.
Postula-se que a aplicacdo de trauma medular discreto a moderado permita uma menor entrada
de célcio nas células e manutengdo da funcdo mitocondrial, possibilitando maior ocorréncia de
apoptose ao invés de necrose (Lu et al., 2000) e, assim, permitindo a avaliagdo de estratégias de
neuroprotecéo.

Néo foram observados comportamentos indicativos de dor como autofagia, alteracdo do apetite
ou diminuicdo na ingestdo de agua. Além disso, alteracfes decorrentes da cirurgia como
infeccdo ou deiscéncia de pontos na ferida cirurgica ndo foram constatadas.

4.2 Tratamentos

A escolha das doses a serem empregadas se baseou nos estudos de Rigo et al. (2013) e Tonello
et al. (2014), que obtiveram resultados satisfatérios quanto ao efeito anti-nociceptivo devido ao
blogueio de canais de calcio em avaliacGes de dor, com aplicacdo intratecal de, respectivamente,
100 pmol da toxina nativa e 30 pmol da forma recombinante. Além disso, Diniz (2012) relatou
reducdo dos niveis de glutamato e EROs no liquor com aplicacdo de 100 pmol da toxina nativa
por via intratecal apds inducdo de dor visceral em camundongos. Utilizou-se dosagem de 200
pmol em um rato deste estudo, tendo levado animal a Obito apds manifestacdo de intensas
alteraces clinicas logo apds sua aplicacdo, como tremores graves, agitacdo e dispnéia. Tal
dose, no entanto, foi referida por Souza et al. (2008) como segura e eficaz na reducdo de
nocicep¢do em modelos de dor aguda e persistente em camundongos.

A administracdo intratecal foi de facil execucdo e segura, apés treinamento. Quando se
puncionou o espaco sub-aracndideo, alguns animais demonstraram movimento de cauda, assim
como aumento seguido de redugdo da resisténcia a agulha, o que permitia a confirmacéo de que
o procedimento foi realizado corretamente. A via de aplicacéo intratecal € amplamente utilizada
em avaliagdes de analgesia e neuroprotecdo ap6s LM por sua acdo direta no tecido nervoso,
sendo menos invasiva que a via de aplicacdo intralesional (Vanicky et al., 2002; Souza, et al.,
2008; Diniz, 2012). Foi adotada baseada no estudo de Oliveira (2014), que observou melhor
efeito neuroprotetor de outro bloqueador de canais de célcio, dmegaconotoxina-MVIIA, quando
administrado por meio de aplicagdo intratecal, em comparacdo com a via intramedular. As
toxinas Pha 1P nativa e recombinante foram aplicadas por via intratecal por Castro e Silva et al.
(2002), Souza et al. (2008), Diniz (2012), Diniz et al. (2014), sem a observacdo de efeitos
colaterais.
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A aplicacdo de volume total de 10 pL foi considerada segura quanto a geragdo de alteragdes
hemodinamicas em ratos e empregado sem intercorréncias por Mestre et al., (1994), Arnolda
(2000), Erdivali (2013) e Oliveira (2014).

A selegdo do tempo de aplicac@o da toxina Phal recombinante se baseou nos dados de influxo
temporal de calcio ap6s LM, que tem inicio minutos apds o insulto mecénico (Young et
al.,1982), com primeiro pico aos 45 minutos, concentracdo maxima em oito horas (Happel et al.,
1981) e manutencdo em concentracdes elevadas por 24 a 48 horas (Fineman et al., 1993), ou
mesmo por semanas (Oyinbo, 2011). Deste modo, a aplicacdo intratecal da toxina uma hora
apo6s TMA visou impedir a ocorréncia do maximo influxo de célcio devido ao bloqueio de
CCVD.

O periodo de avaliagdo de 48 horas ap6s TM permitiu analisar os efeitos colaterais e de
neuroprotecdo da toxina Phalf recombinante por meio de avaliagbes de toxicidade clinica e
laboratorial, e avaliacdo da expressao génica de fatores relacionados a apoptose, quantificacéo
de ERO e peroxidacdo lipidica. Sabe-se que a toxina nativa em aplicacéo intratecal é capaz de
gerar efeito anti-alodinia por até 24 horas, com a¢do méxima trés horas apds aplicagéo (Souza et
al., 2008). Além disso, os picos de apoptose secundéaria ao trauma inicial ocorrem nos tempos de
oito e 24 horas e aos sete dias ap6s lesdo medular. Outro fator relevante é que eventos como o
aumento exacerbado do calcio intracelular com consequente disfungdo mitocondrial, formagao
de espécies reativas de oxigénios, peroxidacao lipidica 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 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), mostrando altos indices de expressao ou producgdo proteica dos fatores nesse
momento (Hwan et al., 2006).

4.3 Avaliacdo clinica e laboratorial dos efeitos colaterais da Phalp recombinante

A avaliacdo dos efeitos colaterais foi realizada através de observacdo de sinais clinicos
de toxicidade e andlises laboratoriais.

A avaliacdo clinica dos efeitos colaterais foi de facil execugdo e demonstrou ser eficaz
para determinar a toxicidade das doses empregadas da toxina. Entre os animais tratados
com 100 pmol da toxina, 33,3% (2/6) apresentaram alteracGes de intensidade moderada.
Os efeitos tiveram inicio poucos minutos ap6s a aplicacdo, desaparecendo apds, no
maximo, 2 horas. Entre os animais controle e tratados com 25 e 50 pmol da toxina, ndo
foram observadas alteracGes indicativas de toxicidade (Tabela 2). O Unico animal
tratado com 200 pmol da toxina Phalf recombinante apresentou, poucos minutos apds
a aplicacdo, tremor generalizado e de cauda de intensidade grave, vindo a 6bito em
aproximadamente uma hora.
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Tabela 2 - Relacdo da apresentacdo de efeitos colaterais com diferentes doses de aplicacdo da
Phalp recombinante 1 hora ap6s o trauma medular agudo em ratos

GRUPO NUMERODE %
ANIMAIS AFETADA

CN 6 0/6

CP 6 0/6

PH25 6 0/6

PH50 6 0/6

PH100 6 2/6 (33,3%)

PH200 1 1/1(100%)

A realizacdo de exame hematoldgico é importante nos estudos com emprego de toxinas, uma
uma vez que premite verificar possiveis alteracfes causadas por essas substancias no organismo
e sua gravidade. Além disso, neste exame pode-se observar efeitos tdxicos sobre a medula
0ssea, que é responsavel pela formacao de todos os elementos sanguineos (Faro et al., 2008). Os
valores das avaliagbes hematoldgicas (quantidade de hemécias, concentragdo de hemoglobina,
quantidade de leucdcitos totais) ndo apresentaram diferenca em relacdo aos padrdes fisiologicos
para a espécie (Giknis e Clifford, 2008) ou entre os diferentes grupos experimentais (Figura 5).
A manutencdo de tais valores nos padrdes fisiologicos sugere que os tratamentos ndo
ocasionaram qualquer distdrbio na producdo ou consumo das células sanguineas, nas 48 horas
seguintes & aplicacéo intratecal de 25, 50 e 100 pmol da toxina.

A andlise de bioquimica sérica é uma importante fonte de avaliacdo nos estudos com toxinas por
refletir o funcionamento hepético e renal, uma vez que grande parte das toxinas sdo
metabolizadas pelo figado e eliminadas por excregdo renal. Os valores plasmaticos das provas
hepéticas de ALT e AST e renais de ureia e creatinina ndo apresentaram diferenca em relacao
aos padrdes fisiologicos ou entre os grupos experimentais (Giknis e Clifford, 2008) (Figura 6) .
Na analise de FA plasmatica, os trés grupos tratamento apresentaram valores inferiores aqueles
dos grupos controle, havendo diferenca estatisticamente significativa (p<0,05). Os valores, no
entanto, se mantiveram dentro do intervalo fisiol6gico em todos 0s grupos. Sabe-se que a FA se
trata de enzima de indug&o sintetizada em diversos tecidos corporais, entre eles o figado (Thrall,
2004). Dessa forma, reducgdo dos niveis de FA sem alteragdo concomitante de enzimas hepaticas
mais especificas, como ALT e AST, ndo indicam doenga hepatica.

Na avaliacdo dos niveis plasmaticos de calcio, observou-se reducéo estatisticamente significante
deste ion (p<0,05) nos animais tratados com 50 ¢ 100 pmol da toxina Phalp recombinante em
relacdo ao grupo CP (Figura 7). Os valores, no entanto, se mantiveram no intervalo fisiolégico
para a espécie. Os valores de célcio na urina ndo apresentaram diferencga estatistica entre os
diferentes grupos experimentais (Figura 7). Sabe-se que o influxo exacerbado de célcio pode se
manter por até 48 horas ap6s lesdo medular (Fineman et al., 1993), e que a toxina Phalp nativa,
quando empregada na dose de 100 pmol, apresentou efeito antialodinico maximo devido ao
blogueio CCVD do tipo N duas horas apds aplicacdo intratecal (Souza et al., 2011). Desse
modo, a aplicacdo da toxina 1 hora apds lesdo medular ndo seria capaz de manter o bloqueio de
CCVD durante todo o periodo em que se observa influxo de calcio exacerbado ap6s TMA.
Sugere-se que, apés fim do bloqueio de CCVD por agdo da toxina, possa ter havido influxo de
calcio rebote, com movimentacdo desse ion para dentro da célula, o que geraria menores niveis
plasmaticos 48 horas ap6s LM em relacdo ao grupo que nao recebeu o tratamento.

44



Néo foram encontrados relatos na literatura de avaliacdes laboratoriais de hemograma, perfil
bioquimico e urinalise associadas ao emprego da toxina Phalf recombinante. Os achados do
presente estudo sugerem que esta toxina ndo gera anemia, hemdlise, interferéncias na
eritropoiese e lesdo hepatica ou renal nas doses utilizadas, quando aplicada pela via intratecal.
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Figura 5 — Representacdo grafica de médias e desvios-padrdo dos valores de hemécias (A), hemoglobina (B)
e leucdcitos totais (C) de ratos Wistar submetidos a laminectomia dorsal (CN) e ao trauma medular espinhal
(demais grupos), tendo sido tratados com placebo (CN, CP) e 25, 50 e 100 pmol da toxina Phalf
recombinante. Néo foi observada diferenga estatistica entre 0s grupos experimentais (teste de tukey, p>0,05).
(A)Quanto a quantidade de hemacias, no grupo CN observou-se média de 7,43 e desvio padrdo de 0,74; no grupo
CP, observou-se média de 7,30 e desvio padrdo de 0,30; no grupo PH25, observou-se média de 7,83 e desvio
padrdo de 0,29; no grupo PH50, observou-se média de 7,85 e desvio padrdo de 0,28; no grupo PH100, observou-se
média de 7,55 e desvio padrdo de 0,52. (B)Quanto & concentragdo de hemoglobina, no grupo CN observou-se
média de 138,00 e desvio padrdo de 8,66 ; no grupo CP, observou-se média de 139,00 e desvio padrdo de 8,41; no
grupo PH25, observou-se média de 136,29 e desvio padrédo de 6,80; no grupo PH50, observou-se média de 134,50
e desvio padrdo de 5,60; no grupo PH100, observou-se média de 134,67 e desvio padrdo de 4,08. (C)Quanto a
quantidade de leucdcitos totais, no grupo CN observou-se média de 1022,01 e desvio padrdo de 324,33; no grupo
CP, observou-se média de 1087,5 e desvio padrdo de 254,00; no grupo PH25, observou-se média de 553,14 e
desvio padrdo de 240,87; no grupo PH50, observou-se média de 689,00 e desvio padrdo de 147,01; no grupo
PH100, observou-se média de 601,00 e desvio padrédo de 281,71.
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Figura 6 — Representacdo gréafica de médias e desvios-padrdo dos valores plasmaticos de ALT (A), AST (B),
uréia (C) e creatinina (D) de ratos Wistar submetidos a laminectomia dorsal (CN) e ao trauma medular espinhal
(demais grupos), tendo sido tratados com placebo (CN,CP) e 25, 50 e 100 pmol da toxina Phalf recombinante.
N&o foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais (teste de tukey, p>0,05). (A)Quanto aos niveis
plasmaticos de ALT, no grupo CN observou-se média de 57,16 e desvio padrdo de 9,45; no grupo CP, observou-se
média de 55,98 e desvio padrao de 4,67; no grupo PH25, observou-se média de 47,80 e desvio padrédo de 3,38; no grupo
PH50, observou-se média de 48,97 e desvio padrdo de 7,50; no grupo PH100, observou-se média de 4,78 e desvio
padrdo de 8,75. (B)Quanto aos niveis plasmaticos de AST, no grupo CN observou-se média de 122,16 e desvio padrao
de 19,72 ; no grupo CP, observou-se média de 141,43 e desvio padrao de 25,87; no grupo PH25, observou-se média de
148,71 e desvio padrdo de 36,24; no grupo PH50, observou-se média de 175,50 e desvio padrdo de 90,45; no grupo
PH100, observou-se média de 138,39 e desvio padréo de 28,06. (C)Quanto aos niveis plasmaticos de ureia, no grupo
CN observou-se média de 49,88 e desvio padrdo de 9,78; no grupo CP, observou-se média de 62,74 e desvio padrdo de
29,74; no grupo PH25, observou-se média de 49,09 e desvio padrdo de 7,33; no grupo PH50, observou-se média de
48,76 e desvio padréo de 13,78; no grupo PH100, observou-se média de 42,62 e desvio padrdo de 16,11. (D)Quanto aos
niveis plasmaticos de creatinina, no grupo CN observou-se média de 0,49 e desvio padrdo de 0,09; no grupo CP,
observou-se média de 0,65 e desvio padrdo de 0,28; no grupo PH25, observou-se média de 0,50 e desvio padrdo de
0,16; no grupo PH50, observou-se média de 0,62 e desvio padréo de 0,19; no grupo PH100, observou-se média de 0,76
e desvio padrdo de 0,33.
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Figura 7 — Representacdo grafica de médias e desvio-padrao das concentracdes plasmaticas (A) e urinarias (B) de
célcio e da concentracdo plasmatica de FA (C) de ratos submetidos a laminectomia dorsal (CN) e ao trauma medular
espinhal (demais grupos), tendo sido tratados com placebo (CN,CP) e 25, 50 ¢ 100 pmol da toxina Phalf
recombinante. Letras minusculas diferentes, em graficos diferentes, expressam diferenca estatistica (teste de tukey, p<0,05).
(A)Quanto aos niveis de calcio plasmatico, no grupo CN observou-se média de 11,68 e desvio padrédo de 1,11; no grupo CP,
observou-se média de 11,89 e desvio padrdo de 1,29; no grupo PH25, observou-se média de 9,81 e desvio padrédo de 2,57; no
grupo PH50, observou-se média de 8,15 e desvio padrdo de 1,67; no grupo PH100, observou-se média de 8,51 e desvio
padrdo de 1,42.0s grupos tratados com 50 e 100 pmol da toxina apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos demais
grupos (p< 0,05). (B)Quanto aos niveis de célcio na urina, no grupo CN observou-se média de 3,84 e desvio padrdo de 0,67;
no grupo CP, observou-se média de 4,80 e desvio padrdo de 1,29; no grupo PH25, observou-se média de 4,50 e desvio
padrdo de 1,54; no grupo PH50, observou-se média de 2,49 e desvio padrao de 0,87; no grupo PH100, observou-se média de
3,11 e desvio padrdo de 0,98. N&o se observou diferenca estatistica entre os grupos, porém repetiu-se a tendéncia observada
na avaliagdo plasmética de apresentagdo de menores indices nos grupos PH50 e 100 (p>0,05). (C)Quanto aos niveis
plasméticos de FA, no grupo CN observou-se média de 209,65e desvio padrdo de 59,98; no grupo CP, observou-se média de
178,86 e desvio padrdo de 15,53; no grupo PH25, observou-se média de 132,52 e desvio padrdo de 29,73; no grupo PH50,
observou-se média de 105,28 e desvio padrdo de 19,68; no grupo PH100, observou-se média de 107,67 e desvio padrdo de
10,99. Os grupos tratamento apresentaram indices inferiores de FA plasmatica, com diferenca estatisticamente significante
em relacdo aos grupos controle (p< 0,05).
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4.4 Avaliacéo da capacidade motora em campo aberto

A avaliacdo da capacidade motora em campo aberto teve inicio no periodo que antecedeu a
intervencdo cirlrgica para condicionamento dos animais, o que foi importante para reduzir o
estresse durante a avaliacdo e garantir auséncia de déficits anteriores. Antes da cirurgia, todos 0s
animais apresentaram deambulacdo normal, com escore maximo de 21 pontos pela escala BBB
(Basso et al., 1996). Os animais submetidos a trauma medular apresentaram, imediatamente
apos inducdo da lesdo, déficits neuroldgicos decorrentes da contusdo inicial, com reducédo grave
ou auséncia de funcdo motora nos membros pélvicos, sendo classificados em escores que
variaram de 0 a 2 pontos (Tabela 3). Além disso, observou-se auséncia de déficits neuroldgicos
motores nos animais submetidos apenas a laminectomia (CN). Dessa forma, as condi¢des para
inclusdo no estudo eram auséncia de qualquer déficit neurolégico na escala de BBB anterior a
cirurgia, manutencdo de escores maximos nos animais pertencentes ao grupo CN e redugdo
grave ou auséncia de fungdo motora nos animais submetidos a trauma medular. A auséncia de
déficits neuroldégicos motores garantiu que a laminectomia ndo causou lesdo medular
importante, como relatado por Scheff et al. (2003), Ghazemlou et al. (2005) e Torres et al.
(2010).

Tabela 3 — Valores médios de escores de deambulacdo por escala de Basso, Beattie e
Bresnahan (BBB) de ratos submetidos a trauma medular agudo contusivo, avaliados
imediatamente, em média 10 horas (dia 1) e 30 horas (dia 2) apds indugdo do trauma
medular. Os animais foram submetidos a avaliacdo anterior ao procedimento cirtrgico, em
gue apresentaram escore maximo de 21 pontos

AVALIACAO GRUPO

CN | CP | PH25 | PH50 | PH100
IMEDIATA |21 |1 |0 1 2
DIA 1 21 |1 |0 1 1
DIA 2 21 |2 |1 1 2

Segundo Sedy et al. (2008) e Fukushima (2013), a avaliacdao clinica de ratos ap6s trauma
medular agudo pode ser realizada de forma acurada utilizando-se, como teste Unico, a
deambulacdo em campo aberto e classificagdo segundo a escala BBB.

No modelo de trauma medular empregado no referido estudo, buscou-se causar uma leséo de
intensidade moderada a grave, confirmada pela avaliacdo funcional da capacidade motora.
Desse modo, os animais submetidos a trauma medular apresentaram, imediatamente apés
inducdo da lesdo, déficits neuroldgicos decorrentes da contusdo inicial, com redugdo grave ou
auséncia de fungdo motora nos membros pélvicos, classificados em escores que variaram de 0 a
2 pontos.
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Durante as avaliagdes seguintes até a eutanasia, 0s animais submetidos apenas a laminectomia
mantiveram seus escores maximos. Os animais submetidos a injdria medular ndo apresentaram
qualquer tipo de evolucdo da funcdo motora nas avaliagdes subsequentes a intervencéo
cirargica, mantendo valores médios semelhantes agqueles apresentados imediatamente ap6s o
trauma (Tabela 3). A avaliacéo foi realizada com objetivo primordial de garantir inexisténcia de
inducéo de lesdo medular nos animais submetidos a laminectomia e inducgdo efetiva de trauma
moderado a grave nos demais animais (Figura 8). A observacdo de auséncia de recuperacdo de
funcéo era esperada no presente estudo, uma vez que a eutanasia foi realizada precocemente
com 48 horas e o retorno de fungdo motora apds TMA em avaliagdes por escala de BBB foi
referido por Costa (2010), Drummond, (2010) e Martins, (2012) a partir do quinto dia seguinte a
inducao de lesdo.

Portanto, a avaliagdo da funcdo motora em campo aberto foi de facil execucéo, aplicabilidade e
ndo representou condigdo de estresse aos animais devido ao condicionamento prévio (Caldeira,
2011). Os escores pos-TMA observados foram semelhantes aos apresentados em estudos
prévios de caracterizacdo da lesdo medular pelo aparelho Mascis Impactor (Agrawal, 2010;
Santos et al., 2011), indicando auséncia de lesdo nos animais do grupo CN e inducdo eficaz de
lesdo medular moderada a grave nos demais animais.
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Figura 8 — Avaliacdo da funcdo motora em campo aberto por escala de BBB em ratos
Wistar. Figuras 7 A) e B) Animais do grupo controle negativo, avaliados apds procedimento
cirtrgico de laminectomia, classificados no escore 21. A) Animal com sustentacdo de peso
nos quatros membros e cauda elevada. B)Animal com comportamento de investigacdo do
ambiente e sustentacdo de peso sobre os membros pélvicos. C) Animal do grupo controle
positivo apos trauma medular agudo contusivo em que observa-se auséncia de movimento a
movimento de duas articulagBes (extenso de uma e discreto de outra) de membros pélvicos,
sendo classificados na escala de 0 a 2.
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4.5 Efeito da Phalp recombinante sobre niveis de ERO apds lesdo medular

A utilizagdo da toxina Phalf recombinante ndo gerou diferenca estatistica nos niveis de EROs
em relacdo ao grupo CP (Figura 9). A utilizagéo de 25 pmol da toxina apresentou tendéncia de
reducdo dos niveis de ERO em comparacdo aos grupos controle, o que, provavelmente, estaria
relacionado a reducdo dos eventos patogénicos devidos ao acimulo intracelular de célcio pelo
bloqueio de CCVD.

Outro fator observado foi tendéncia a apresentacdo de maiores niveis de ERO com aplicacao de
100 pmol da toxina. Em conjunto com os efeitos colaterais clinicos observados em 33,3% dos
animais que receberam esta dose, tal tandéncia pode estar relacionada a toxicidade dessa
dosagem, em que haveria blogueio excessivo dos canais de célcio, podendo prejudicar o
metabolismo de células saudaveis do tecido nervoso apés lesdo inicial.

A inibicdo da formacédo e a eliminacdo de EROs estdo relacionadas a melhora na reocupagao
funcional apos lesbes do sistema nervoso central, sugerindo que a producéo excessiva dessas
substancias contribui para lesdo ao tecido e disfungdo neuroldgica apds TMA (Anderson et al.,
1988; Hall et al., 1992). Segundo Donnelly e Popovich (2008), a deteccéo de picos de ERO ja
ocorre aproximadamente doze horas apés lesdo medular aguda e os niveis permanecem elevados
por uma semana, retornando a quantidade basal em quatro a cinco semanas.Altos niveis de
EROs iniciam reacdes oxidativas em cadeia, lesando moléculas, contribuindo para a progressao
de lesdo medular secundaria e podendo levar a morte especialmente de neurénios, as células
mais sensiveis ao estresse oxidativo do sistema nervoso central (Anderson e Hall, 1993).

Sabe-se que o0 aumento de célcio intracelular ativa vias de producédo de radicais livres. Assim, o
bloqueio de CCVD, que é capaz de reduzir o influxo exacerbado de calcio nas células ap6s
lesdo medular, tem potencial para reduzir a produgdo de radicais livres, atenuando também as
reacOes de peroxidacdo lipidica e a progressao da lesdao medular secundaria (Ates et al., 2007).

Diniz (2012) realizou aplicacdo de 100 pmol da toxina Phalp nativa por via intratecal anterior a
inducéo experimental de dor visceral, tendo observado diminuicdo na gquantificagdo de ERO no
liquido cerebroespinal por método de diclorofluoresceina em comparagdo com grupos controle
ou tratados com a 6dmega-conotoxina MVIIA. Néo foram encontrados dados na literatura de
avaliag@o de produgdo de ERO com utilizagdo da Phalf recombinante.

Desse modo, apesar de ter demonstrado tendéncia a reducéo dos niveis medulares com 25 pmol
e aumento com 100 pmol, a aplicagdo da toxina Phalp recombinante 1 hora

apos lesdo medular ndo foi capaz de gerar alteracdes estatisticamente significantes nos niveis de
ERO em avaliagdo 48 horas p6s-TMA.
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Figura 9 — Efeito da toxina Phalp recombinante sobre a producio de espécies reativas de
oxigénio (ERO) 48 horas apds trauma medular. Representacdo gréfica de médias e desvios-
padrdo dos niveis de ERO dos grupos submetidos a laminectomia dorsal (CN) e ao trauma
medular espinhal, sendo tratados com placebo (CP) e 25, 50 e 100 pmol da toxina Pholf
recombinante. Letras mindsculas diferentes expressam diferenga estatistica (teste de tukey, p<0,05).
No grupo CN, observou-se média de 100,00 e desvio padrdo de 16,13; no grupo CP, observou-se
média de 117,46 e desvio padrdo de 26,55; no grupo PH25, observou-se média de 55,70 e desvio
padrdo de 11,76; no grupo PH50, observou-se média de 108,54 e desvio padrdo de 56,17; no grupo
PH100 observou-se média de 170,45 e desvio padrao de 65,45.
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4.6 Efeito da Phalp recombinante sobre peroxidacgao lipidica apds lesdo medular

O grupo CN diferiu estatisticamente quanto aos niveis medulares de malondialdeido do grupo
CP, reforcando os achados de Lavor (2013) e Oliveira (2014). Além disso, 0s grupos tratados
com as trés dosagens da toxina Phalf recombinante apresentaram reducao estatisticamente
significante (p < 0,05) nos niveis de malondialdeido em relacdo ao grupo CP (Figura 10).

Sabe-se que, em excesso, 0s radicais livres sobrecarregam as defesas antioxidantes,
desestabilizam a homeostase mitocondrial e levam a formacdo de mais EROs através de reacdo
com proteinas, lipidios e acidos nucléicos, tornando-se um ciclo vicioso de geracdo destas
moléculas (Lander, 1997; Liu et al., 1998; Wu et al., 2009; Bains e Hall, 2012). Sua agao tdxica
sobre os lipideos de membranas celulares (peroxidacao lipidica) configura um dos efeitos mais
importantes das EROs, tendo sido observada por até cinco dias ap6s lesdo medular aguda em
ratos (Christie et al., 2008). A peroxidacdo lipidica gera aumento da permeabilidade e fluidez da
membrana plasmaética a ions e outras substancias, o que afeta a fungéo e sobrevivéncia celular
(Farooqui e Horrocks, 2001). Neste processo, a oxidacdo dos lipideos gera dois principais
produtos, que podem ser mensurados como sinalizadores do estresse oxidativo: malondialdeido
(MDA) e 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) (Ayla et al., 2014).

Silva (2014) avaliou a acdo da toxina Phalf nativa no estresse oxidativo em ratos com cistite
hemorragica induzida experimentalmente e observou reducdo do estresse oxidativo pela
aplicagdo da toxina, avaliado por quantificacdo de malondialdéido. Assim como a formacéao de
EROs, ndo foram encontrados dados que correlacionem a aplicagdo da Phalp recombinante a
niveis de estresse oxidativo apds lesdo medular.

A atenuagdo da producdo ou da acdo de ERO esta diretamente relacionada com o decréscimo da
peroxidacao lipidica. A reducdo da peroxidacdo lipidica com utilizacdo de 25 e 50 pmol da
toxina Phalf recombinante corroborou com a tendéncia de redugdo dos niveis de ERO
apresentada anteriormente. A dose de 100 pmol da toxina, apesar de ndo ter sido capaz de
reduzir os niveis de EROs, gerou menores indices de MDA na avaliagdo de peroxidagdo
lipidica. O mecanismo exato para entendimento desse fendmeno sé seria possivel pela avaliagcdo
de sistema anti-oxidante por meio de quantificacdo de seus componentes enzimaticos, como
superoxido dismutase, catalases e glutationas. A inducdo de acdo anti-oxidante, ainda que
acompanhada de altos niveis de EROs, poderia gerar atenuacdo da peroxidacdo lipidica, por
remocdo ou neutralizacdo dessas moléculas (Fernandes et al., 2012; Oliveira, 2014). Sugere-se
que, por ndo ter sido capaz de reduzir a formagdo de EROs, porém ter apresentado indices
inferiores de peroxidagéo lipidica, a toxina PhalP recombinante tenha sido capaz de estimular o
sistema anti-oxidante.

Tais achados indicam que a lesdo medular primaria contusiva foi capaz de induzir estresse
oxidativo secundario de maneira eficiente. Além disso, o emprego da toxina Phalf
recombinante uma hora apo6s trauma medular foi capaz de reduzir a peroxidacdo lipidica 48
horas ap6s inducdo da lesdo, com possivel participacdo do sistema anti-oxidante.
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Figura 10 - Efeito da toxina Phalf recombinante sobre a peroxidacao lipidica avaliada
pelos niveis de malondialdeido (MDA) no tecido medular 48 horas ap6s trauma
medular. Representacéo grafica de médias e desvio-padréo dos niveis de MDA dos grupos
submetidos a laminectomia dorsal (CN) e ao trauma medular espinhal, sendo tratados com
placebo (CP) e 25, 50 e 100 pmol da toxina Phalf recombinante. Letras minusculas
diferentes expressam diferenca estatistica (teste de tukey, p<0,05). No grupo CN, observou-
se média de 100,00 e desvio padrdo de 41,12; no grupo CP, observou-se média de 176,00 e
desvio padrdo de 50,66; no grupo PH25, observou-se 51,91 e desvio padrdo de 11,26; no
grupo PH50 observou-se média de 57,25 e desvio padrdo de 16,01; no grupo PH100,
observou-se média de 95,57 e desvio padrao de 28,38.
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4.7 Efeito da Phalp recombinante sobre expressao génica de fatores relacionados a
apoptose apoés lesdo medular

Avaliou-se o efeito da aplicacdo da toxina Pholp recombinante sobre expressdo génica de
fatores relacionados a apoptose Bax, Bcl-xl, Caspase-3,-6 e -9 por qRT-PCR, ap6s inducédo de
lesdo medular contusiva experimental em ratos.

Os resultados foram expressos por meio de expressao génica relativa, através de transformacao
fold change dada por 2*4“T (Figura 11).

Quanto a expressao de Bax, ndo foi observada diferenca estatistica 48 horas apés lesdo medular
entre 0s grupos controle e grupos tratados com 25 e 50 pmol da Phalf recombinante. O grupo
tratado com 100 pmol da toxina apresentou expressdo génica deste fator estatistacamente
superior ao grupo CP, o que sugere tendéncia a geragdo de apoptose nesta dosagem.

Na avaliacdo de expressdo de Bcl-xl, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos
controle e grupos tratados com 25 e 50 pmol da toxina em avaliacdo 48 horas apos lesdo
medular. No grupo tratado com 100 pmol da toxina, observou-se expressdo deste fator
estatisticamente superior aos demais grupos, inclusive o grupo CN.

Quanto a expressdo de caspase-8, ndo foi notada diferenca estatistica entre os grupos. Tal
proteina esta relacionada a via extrinseca de apoptose, com acionamento de fatores como TNF-a
ou Fas L, que se ligam a receptores “de morte” na membrana plasmatica (Boldin et al., 1996;
Portt et al., 2011). Relata-se que EROs possam aumentar a expressdo desses receptores de morte
celular, Fas L, colocando em acéo a caspase-8 (Devadas et al., 2002; Wang et al., 2008), o que
corrobora 0s achados do presente estudo, em que ndo houve diferenca estatistica quanto a
producdo de EROs e caspase-8 entre 0s grupos experimentais.

Quanto a expressdo de caspase-9, ndo se observou diferenca estatistica entre os grupos,
inclusive entre os grupos CN e CP. 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 encontraram
diferenca no momento 48 horas, ora ndo, o que corrobora os achados do estudo.

A auséncia de diferenca estatistica entre 0s grupos quanto a expressdo de caspases 8 e 9
corrobora a observacdo de que ndo houve, também, alteracdo quanto a expressdo de caspase-3
entre os grupos. A caspase-3, efetuadora, é ativada por clivagem por caspases iniciadoras, como
a 8e 9. Assim, a expressao génica da caspase-3 estaria diretamente relacionada a expressdo das
caspases 8 e 9 (Springer et al., 2000).

Sabe-se que a apoptose é regulada por cascata proteolitica intracelular, mediada principalmente
por membros da familia caspase (Keane et al., 2001). Foram descritos trés diferentes
mecanismos de sinalizacdo para inducdo deste evento: via extrinseca (via receptores de morte),
via intrinseca (mitocondrial) e via caspase-independente (Los et al., 1999; Nakagawa et al.,
2000). O primeiro envolve a ligacdo de receptores de morte, que ativa a pro-caspase-8 e,
possivelmente, outras caspases iniciadoras como -7 e -9. O segundo mecanismo é controlado
pela mitocéndria, que diante de estimulo apoptogénico libera o citocromo C para o citoplasma,
que se liga & Apaf-1 e a pré-caspase-9, que se torna ativa. A ativacdo das caspases iniciadoras -8
e -9, apos estimulo extra ou intracelular resulta em ativacdo da caspase efetora (caspase-3), que
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cliva proteinas necessarias a sobrevivéncia, determinando ocorréncia de apoptose. O terceiro
mecanismo, que envolve ativagdo da caspase-12 medidada pelo reticulo endoplasmatico foi
proposto por Nakagawa et al. (2000).

A familia de proteinas proto-oncogenética Bcl-2 tem papel central no controle da via
mitocondrial de apoptose (intrinseca), com proteinas pré- (Bax, Bak) e anti-apoptoticas (Bcl-2,
Bcl-xI) que exercem sua funcdo por meio de regulacdo de permeabilidade da membrana externa
mitocondrial (Pitkanen et al., 2005; Portt et al., 2011). Sob condi¢des apoptogénicas, proteinas
pré-apoptoticas, como a Bax, se translocam do citoplasma para as membranas mitocondriais
(Saikumar et al., 1999), aumentando sua permeabilidade e promovendo liberacdo do citocromo
C do compartimento mitocondrial intermembrana (Jurgensmeier et al., 1998). Por outro lado, as
proteinas anti-apoptoticas, como a Bcl-xI, agem por mecanismos diversos, entre eles a ligacdo
competitiva aos sitios de ligacdo das proteinas pré-apoptoticas e impedimento da passagem
dessas substancias por membranas celulares (Billen et al. 2008). O equilibrio entre essas classes
de proteinas é determinante para morte ou sobrevivéncia da célula.

Embora sejam poucos os estudos que investiguem o pefil de expressdo génica e proteica dos
fatores pré- e antiapoptéticos em modelos in vivo de TMA, ja foi demonstrado que os membros
da familia caspase e da familia Bcl-2 estdo suprarregulados na fase aguda da lesdo medular
(Springer et al., 2000; Kuwana e Newmeyer, 2003; Springer et al., 2009; Kotipatruni et al.,
2011). Oliveira (2014) observou redugdo da expressdo dos fatores pro-apoptdticos Bax, caspase-
3 e 8 e aumento da expressdo do fator anti-apoptético Bel-xlI apés aplicagdo de outro bloqueador
de CCVD, a 0mega-conotoxina MVIIA, no tratamento do TMA em ratos. A escolha de
segmento caudal ao epicentro ou regido de laminectomia para avaliagdo de expressdo génica de
fatores relacionados a apoptose se deu baseada nos achados de Citron et al. (2000), Dasari et al.
(2007) e Torres (2014), que demonstraram que 0S segmentos caudais ao epicentro da leséo
exibiram maior quantidade de células apoptéticas em relagdo aos segmentos craniais. N&o foram
encontradas referéncias na literatura de tal avaliacdo associada a utilizacdo da toxina Phalf
nativa ou recombinante apés lesdao medular.

Os achados do presente estudo indicam que, apesar de ter sido eficaz na reducéo da peroxidacao
lipidica, a toxina Pho1p recombinante ndo foi capaz de gerar efeito anti-apopt6tico em aplicacao
uma hora ap6s trauma medular agudo experimental em ratos.

No grupo tratado com 100 pmol da toxina, ainda que tenha havido expressdo génica
estatisticamente superior do fator anti-apoptdtico Bcl-xI, 0 aumento estatisticamente significante
da expressdo de Bax e a tendéncia a superioridade da expressao das caspases iniciadoras 8 e 9
podem sugerir toxicidade desta dosagem no tecido medular, provavelmente devido ao bloqueio
excessivo de CCVD.

Sugere-se que, apesar de ndo ter sido notada reducdo na expressdo génica de fatores

relacionados a apoptose, a toxina Phalp recombinante pode apresentar efeito neuroprotetor,
devido a sua capacidade de reduzir peroxidacao lipidica.
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Figura 11 — Representacdo grafica de médias e desvios-padrdo do fold change (2*")
referentes & expressdo génica dos fatores relacionados & apoptose Bax (A) e Bcl-xl
(B).Letras minusculas diferentes, em gréficos distintos, expressam diferenca estatistica (teste de
tukey, p<0,05). (A) Quanto a expressdo génica de BAX, o grupo CN apresentou média de 1,13 e
desvio padrao de 0,12; o grupo CP apresentou média de 0,44 e desvio padrao de 0,15; o grupo
PH25 apresentou média de 0,93 e desvio padrdo de 0,44; o grupo PH50 apresentou média de
0,71 e desvio padréo de 0,40; o grupo PH100 apresentou média de 3,96 e desvio padrédo de 2,40.
(B)Quando a expressdo génica de BCL-XL, o grupo CN apresentou média de 1,16 e desvio
padrdo de 0,25; o grupo CP apresentou média de 0,22 e desvio padrdo de 0,07;0 grupo PH25
apresentou média de 0,46 e desvio padrdo de 0,24; o grupo PH50 apresentou média de 0,27 e
desvio padréo de 0,10; o grupo PH100 apresentou média de 1,95 e desvio padrdo de 1,81.
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Figura 12- Representacdo grafica de médias e desvios-padrdo do fold change (24°T)
referentes a expressdo génica dos fatores relacionados & apoptose Caspase-3(A), Caspase-8
(B) e Caspase-9 (C). .Letras minasculas diferentes, em gréficos distintos, expressam diferenca
estatistica (teste de tukey, p<0,05). (A) Quanto a expressdo de caspase-3, no grupo CN observou-se
média de 1,21 e desvio padrdo de 0,65; no grupo CP observou-se média de 25,43 e desvio padrdo
de 20,46; no grupo PH25 observou-se média de 0,28 e desvio padrdo de 0,19; no grupo PH50
observou-se média de 0,24 e média de 0,15; no grupo PH100 observou-se média de 2,37 e desvio
padrdo de 1,97. (B) Quanto a expressdo de caspase-8, no grupo CN observou-se média de 1,11 e
desvio padrdo de 0,51; no grupo CP observou-se média de 1,43 e desvio padrdo de 1,25; no grupo
PH25 observou-se média de 1,13 e desvio padrdo de 0,44; no grupo PH50 observou-se média de
0,71 e desvio padrao de 0,21; no grupo PH100 observou-se média de 3,58 e desvio padrdo de 2,14.
(C) Quando a expressao de caspase-9, no grupo CN observou-se média de 1,35 e desvio padrao de
0,80; no grupo CP observou-se média de 0,46 e desvio padrdo de 0,40; no grupo PH25 observou-se
média de 0,38 e desvio padrdo de 0,16; no grupo PH50 observou-se média de 0,14 e desvio padrao
de 0,04; no grupo PH100 observou-se média de 3,77 e desvio padrdo de 3,01.
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5. CONCLUSOES

A queda de haste de 10 g a 25 mm de altura por meio de aparelho estereotaxico indutor
de trauma a medula Mascis Impactor foi capaz de produzir lesdo medular aguda em
ratos Wistar de intensidade moderada a severa, confirmada por avaliacdo da capacidade
motora por escala de BBB.

A toxina Phalp recombinante empregada nas doses de 25 e 50 pmol por via intratecal €
segura, ndo tendo apresentado efeitos colaterais clinicos ou laboratoriais. Quando
empregada na dosagem de 100 pmol pela mesma via, gerou alteracfes clinicas em
33,3% dos animais. Tais alteracfes, no entanto, ndo foram relacionadas a ocorréncia de
alteracdes laboratoriais.

O emprego de 25, 50 e 100 pmol da toxina Phalp recombinante ndo gerou alteracdo nos
niveis de EROs no tecido medular, mas teve acdo anti-oxidante, havendo reducdo dos
niveis de malondialdeido, demonstrando efeito neuroprotetor na lesdo de peroxidagdo
lipidica.

O emprego de 25 e 50 pmol da toxina Phalf recombinante ndo foi capaz de gerar
estimulo anti-apopt6tico, em avaliacdo de expressdo génica de Bax, Bcl-xl, caspase-3,
caspase-8 e caspase-9.

O emprego de 100 pmol desta toxina gerou aumento da expressao génica de fator pro-
apoptotico Bax e do fator anti-apoptético BCL-XL.

Apo6s emprego de 100 pmol da toxina Phalf recombinante, a observacdo de aumento

dos niveis de EROs e da expressdo do fator pré-apoptético Bax, em conjunto com a
ocorréncia de efeitos colaterais, demonstra toxicidade desta dosagem.
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6. ANEXO

6.1 Anexo 1- Protocolo de aprovacdo pelo CEUA- UFMG
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