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RESUMO

Os acidentes vasculares encefalicos sdo a principal causa de morte e
incapacidade funcional no Brasil e na América do Sul. A busca por uma droga
neuroprotetora que evite a morte neuronal e consequente dano neurologico €
intensa na comunidade cientifica. O objetivo desse estudo foi investigar o
potencial neuroprotetor da toxina Tx3-4, antagonista de canais para calcio
voltagem dependente, em casos de isquemia cerebral em ratos. Foi
investigado o efeito da injecdo central da toxina através de registros
eletroencefalograficos, eletrocardiogréaficos e de pressao arterial nas doses de
0,16pg; 0,32ug; 0,75ug e 1,5ug por animal. O modelo de isquemia cerebral
focal e transitéria utilizado foi o de oclusdo da artéria cerebral média. Para
investigacdo do efeito neuroprotetor da toxina foram utilizadas as doses
0,16pg; 0,32ug; 0,75ug por animal. Registros de EEG foram realizados para
confirmar a interrupcdo do fluxo sanguineo para o hemisfério submetido a
isquemia. Testes sensoriais e motores foram utilizados para avaliar
desempenho funcional dos animais. Imagens de ressonancia magnética foram
feitas para o acompanhamento do volume de infarto ao longo de 5 semanas.
Foram testadas doses e tempos de tratamento diferentes. A injecdo central da
toxina ndo alterou os valores de frequéncia cardiaca. No entanto, todas as
doses causaram altera¢gfes significativas na presséo arterial e em parametros
do EEG. Essas alteragbes ndo induziram sérias alteracdes fisiologicas ou
morte dos animais. Todas as doses de toxina utilizadas no estudo de isquemia
promoveram neuroprotecdo funcional e estrutural. Imagens de ressonancia
magnética confirmaram que a toxina € capaz de proteger o tecido neural

guando injetada 30 minutos e 2 horas apds o inicio da lesdo isquémica. A
Xi



toxina Tx3-4 apresenta baixa toxicidade, promove neuroprotecdo funcional e
estrutural. Essa protecao é mantida a longo prazo e obtida com a toxina sendo

injetada 2 horas apds o inicio de lesdo isquémica.
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ABSTRACT

Stroke is the leading cause of death and disability in adults in South
America and Brazil. Lots of research groups in the world try to find a
neuroprotective drug that avoid neuronal death and consequent functional
incapacity after stroke. The main objective of this study was investigating the
neuroprotective effect of the toxin Tx3-4, antagonist of calcium channel voltage
dependent, after cerebral ischemia in rats.

The effect of central injection of toxin was studied using
electroencephalographic, electrocardiographic and arterial pressure records to
the doses 0.16pug; 0.32ug; 0.75ug e 1.5ug per animal. The focal and transient
experimental ischemic model used was the middle cerebral artery occlusion
(MCAo0). Doses 0.16pg; 0.32ug; 0.75ug were used to investigate the
neuroprotective effect of the toxin Tx3-4 after cerebral ischemia in rats.
Electroencephalographic records showed the interruption of blood to the left
hemisphere after MCA left occlusion. Sensorial and motor tests were done to
evaluating functional status of the animals after lesion. Magnetic resonance
images were used to assessing infarct volume and functional status for 5
weeks. Different doses and time treatment were evaluated.

Central injection of toxin did not change the heart rate of the animals.
However, all studied doses changed mean arterial pressure and total energy of
EEG, though these changes have not leaded the rats to death. All tested doses
could protect cerebral tissue of death. Functional and structural protections
were seen in all doses. Magnetic resonance images showed strutuctural

protection by Tx3-4 injected 30 minutes e 2 hours after the beginning of
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ischemia. Tx3-4 toxin showed Ilow toxicity, functional and structural
neuroprotective effect injected 30 minutes or 2 hours after beginning of cerebral

ischemia.
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1. Introducao

Os acidentes vasculares encefélicos (AVES) sao clinicamente definidos
como uma sindrome neuroldgica caracterizada pela rapida progressao dos
sintomas e sinais de perda de funcdo neuronal focal resultante de alterac&o
isquémica ou hemorragica (Feuerstein and Wang 2000). Ocorrem como
resultado de hemorragia ou de isquemia no tecido encefalico. Hemorragia
ocorre quando uma artéria perde sua elasticidade e se rompe, causando um
extravasamento de sangue dentro ou ao redor do tecido encefalico. Isquemia,
por outro lado, refere-se a uma restricdo do suprimento sanglineo para o
encéfalo, consequente de um bloqueio, determinado pela presenca de trombo
ou émbolo nas artérias que irrigam determinada area (Brown 2002; Nudo and

Nelson 2003).

AVEs sdo a principal causa de morte e incapacidade funcional entre
adultos na América do Sul (Saposnik and Del Brutto 2003). Nos Estados
Unidos, séo registrados 750.000 novos casos, 0 que corresponde a 1 AVE a
cada 45 segundos. Cerca de 25% desses individuos morrem e 75% deles
sobrevivem. Dentre os sobreviventes, de 50 a 75% recuperam alguma
independéncia funcional, mas cerca de 15 a 30% desses permanecem

completamente incapacitados (Fisher 2008).

1.1. Patofisiologia da Isquemia Cerebral

A isquemia corresponde de 61% a 81% dos casos de AVE, onde a
maioria resulta de infartos da circulagdo anterior que envolve as artérias
cerebrais anterior e média (Winstein, Merians, and Sullivan 1999). A oclusdo da

1



artéria cerebral média (ACM) representa a forma mais prevalente de AVE e
corresponde a aproximadamente 60% das isquemias em humanos (Modo et al.
2000). Mais do que qualquer outro 6rgdo do corpo, a integridade cerebral
depende de um continuo fornecimento de oxigénio e glicose através do sangue
para suprir as necessidades energéticas do tecido. Reducdo severa ou
completa do fluxo sanguineo promove déficits funcionais e bioquimicos
instantaneos e irreversiveis em neurdnios (Hossmann 1998). Um breve periodo
de privacdo de energia induz plasticidade sinaptica patolégica que pode
contribuir para a morte de neurbnios no hipocampo e no nucleo estriado apos
isquemia global e para a conversdo da area de penumbra isquémica no centro
do infarto em casos de isquemia focal (Calabresi et al. 2003). Os processos de
isquemia e reperfusdo envolvem multiplos mecanismos letais (perda de
integridade de membrana no transporte de ions, ativacdo proteolitica, inducao
de apoptose, incapacidade de monitorar 0s proéprios mecanismos de
sobrevivéncia celular) que levam a morte neuronal pés-isquemia (White et al.
2000). Os fons célcio (Ca®") e o neurotransmissor glutamato, tdo importantes
em inumeras funcdes celulares, estdo envolvidos no processo de morte celular

apos evento isquémico (Sattler and Tymianski 2000).

Os fons Ca?* sdo mensageiros intracelulares onipresentes que
desempenham inimeras fungdes celulares, tais como: controle de crescimento
e diferenciagdo, excitabilidade de membrana, exocitose e plasticidade
sinaptica. Os neurbnios possuem mecanismos homeostaticos especializados
para manterem um rigoroso controle sobre a concentracdo citosélica de Ca*".

Aumentos pequenos ou localizados desses ions no meio intracelular podem



disparar eventos fisioldgicos tais como ativacdo de uma enzima ou de um canal
ibnico (Sattler and Tymianski 2000; Arundine and Tymianski 2003; Arundine

and Tymianski 2004).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do sistema
nervoso central de mamiferos (Danbolt 2001). Respostas poés-sinapticas
ocorrem através de receptores ionotrépicos e metabotrépicos. Ha trés tipos de
receptores de glutamato ionotrépicos: N-methyl-D-aspartato (NMDA), 2-amino-
3-(3-hydroxy-5-methylisox-azol-4-yl) proprionato (AMPA) e kainato. A ativacao
desses receptores conduz a uma permeabilidade ao soédio, potassio e/ou
calcio. Os receptores metabotrépicos agem através da proteina G e causam
mobilizacdo dos estoques de Ca®' intracelulares (Sattler and Tymianski 2000;
Arundine and Tymianski 2003; Arundine and Tymianski 2004; Meldrum 2000).
O glutamato € liberado de vesiculas no terminal pré-sinaptico por mecanismos
dependentes de Ca®*. Apds a entrada de Ca?* para o meio intracelular via
canais sensiveis a voltagem, vesiculas sinapticas se ligam as zonas ativas na
membrana celular para consequente exocitose de seu conteudo (Meldrum

2000).

Lucas e Newhouse, em 1957, descobriram que injecdes de L-glutamato
destruiam camadas de células da retina de camundongos, mostrando que o
glutamato poderia atuar como uma neurotoxina (Lucas 1988).
Aproximadamente duas décadas depois, Olney mostrou que o kainato, um
composto estruturalmente relacionado ao glutamato, produzia lesées cerebrais
em animais imaturos que nao possuiam uma barreira hematoencefalica

madura (McGeer and McGeer 1978; McGeer, McGeer, and Singh 1978). Em
3



1969, Olney cunhou o termo excitotoxicidade para definir degeneracdo de
neurénios mediada por aminoacidos excitatérios (Olney 1969). Lesdo neuronal
induzida por isquemia apo6s ocluséo de artérias cerebrais pode ser mediada por
ativacdo excessiva de receptores de glutamato (Nishizawa 2001). A toxicidade
do glutamato é primariamente dependente de Ca®*. Massiva ativacdo dos
receptores de glutamato pode resultar em um grande aumento de Ca®'
citoplasmatico (Mody and Macdonald 1995). Excessiva concentracao
intracelular de Ca®*, além da capacidade dos mecanismos regulatérios dos
neurbnios para manterem em estreitas concentracdes a quantidade desses
ions, pode inapropriadamente ativar processos que levam a morte celular
(Arundine and Tymianski 2003). Duas hipoteses tentam explicar a relacdo entre
excesso de Ca®" no citoplasma celular e toxicidade. A “Hipétese do Ca®"
defende a idéia de que a neurodegeneracdo é simplesmente uma funcéo da
quantidade de Ca®* que entra na célula em grandes quantidades. Enquanto a
“Hipotese da especificidade da fonte” apdia o argumento de que a morte celular
é desencadeada pelo Ca?* que entra na célula via canal associado ao receptor
NMDA (Sattler and Tymianski 2000; Arundine and Tymianski 2003; Arundine
and Tymianski 2004). A apoptose celular ou morte celular programada, também
€ desencadeada pela hiperestimulacdo dos receptores de glutamato (Love

2003; Charriaut-Marlangue et al. 1998).

1.2. Neuroprotecdo Farmacoldgica
A maioria dos eventos que culmina com a morte celular acontece no
centro do infarto, area diretamente privada de sangue onde ndo ha recursos

para se impedir a necrose. No entanto, a area em volta do centro do infarto,
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denominada penumbra isquémica, € uma zona de isquemia cerebral
incompleta, na qual os neurdnios estdo funcionalmente inativos, mas ainda
vidveis. E uma zona dependente de tempo, no qual dentro de minutos, horas
ou dias o parénquima cerebral vai sendo destruido como consequéncia de uma
complexa sucessao de alteracfes bioquimicas. Farmacologicamente, ha pouco
0 que se fazer pelo centro do infarto, por isto, a area de penumbra é o grande

alvo para a intervencao neuroprotetora (Castillo et al. 2003).

Tem sido bem documentado que a abrupta privacdo de oxigénio e
glicose para tecidos neurais desencadeia uma série de cascatas patologicas
conduzindo a morte celular. Excessiva ativacdo de receptores de glutamato,
acumulo de calcio no meio intracelular, recrutamento anormal de células
inflamatorias, excessiva producdo de radicais livres e inicio de apoptose
patolégica sdo algumas das vias identificadas que desempenham papel
fundamental no dano isquémico, especialmente na area de penumbra. Assim,
se um desses processos puder ser interrompido na propagacdo dessas
cascatas, uma regido do tecido cerebral podera ser protegida (Castillo et al.
2003; Cheng, Al Khoury, and Zivin 2004). Estudos experimentais demonstrando
gue o neurbnio pode ndo morrer imediatamente apds lesdo isquémica tem
encorajado o0 desenvolvimento de agentes neuroprotetores. VAarios
antagonistas de canais para Ca®" tém sido testados por sua habilidade de
neuroprotecdo, atraves da melhora da circulacdo sanguinea cerebral ou
inibicdo do aumento no influxo de Ca®" induzido por excessiva liberacédo de
glutamato (Kobayashi and Mori 1998). A hiperexcitacdo causada por ativacéo

dos receptores de glutamato, acoplada & sobrecarga de Ca?*, pode ser



prevenida ou modulada pelo uso de antagonistas do receptor de glutamato e
de canais para Ca®" sensiveis a voltagem (Miljanich and Ramachandran 1995;
Yenari et al. 1996; Oneill et al. 1997; Tamura et al. 2001; Tanaka et al. 2002;

Kobayashi and Mori 1998).

SNX-111, um antagonista sintético de canais para Ca*" sensiveis a
voltagem do tipo N, derivado de um w-conopeptideo (w — conotoxina MVIIA) do
veneno do caramujo Conus Magnus, tem se mostrado ser um agente
neuroprotetor em modelos experimentais de isquemia cerebral focal e global.
Em estudo realizado com ratos Sprague-Dawley submetidos a oclusao
transitoria da artéria cerebral média por 105 minutos, a droga foi administrada
via intravenosa (5mg/Kg), 30 minutos apdés inicio da reperfusdo. A analise de
imagens obtidas através de ressonancia magnética 30, 90 minutos e 24 horas
apos oclusdo mostrou reducdo no volume de infarto dos animais tratados

(Yenari et al. 1996).

NS-7, um bloqueador sintético inespecifico dos canais para Ca** e Na*,
tem se mostrado um agente neuroprotetor eficiente. Por meio de estudos de
isquemia experimental, esta droga tem se revelado capaz de reduzir o volume
de infarto e minimizar seqielas motoras e cognitivas em animais tratados

(Tamura et al. 2001; Tanaka et al. 2002).

Embora inUmeras drogas neuroprotetoras, bloqueadores de canais para
calcio sensiveis a voltagem e antagonistas de glutamato, apresentem sucesso
em estudos experimentais, elas falham em estudos clinicos. Uma das

hipoteses para esse fracasso é o fato de que os estudos experimentais s&o



realizados sob condicbes muito controladas (modelo experimental, tempo de
lesdo, momento de administracdo da droga), sendo que as mesmas nao
podem ser conseguidas na clinica (Hunter et al. 2000; Corbett and Nurse 1998;

Castillo et al. 2003; Cheng, Al Khoury, and Zivin 2004).

1.3. Neuroprotecédo e Peptideos de Venenos

Recentemente, tem se investigado muito sobre peptideos de venenos,
devido ao exponencial aumento de evidéncias farmacoldgicas de sua potencial
aplicacdo em varios tipos de desordens neurologicas agudas e cronicas. A
seletividade desses peptideos de venenos por subtipos de canais ibnicos e
receptores € a caracteristica fundamental para o desenvolvimento de drogas
para o tratamento de uma ampla variedade de desordens neurologicas. O
veneno de escorpides, aranhas, caramujos, cobras e diversos animais
peconhentos sao investigados devido a sua constituicdo heterogénea e rica em
inUmeras proteinas, enzimas, polipeptideos, acido nucléico, aminoacidos livres,
monoaminas, sais inorganicos e toxinas poliaminas (Rajendra, Armugam, and

Jeyaseelan 2004).

As denominadas w-conotoxinas derivadas de caramujos marinhos
predadores s&o inimeras e agem sob diferentes canais para Ca*>. Muitas
substancias foram sintetizadas em laboratério como réplica dessas conotoxinas
e sdo utilizadas em inimeros estudos que envolvem canais para Ca*’. As
toxinas w — conotoxina GVIA, w — conotoxina MVIIA e w — conotoxina MVIIC
também foram descritas como agentes neuroprotetores em casos de isquemia

cerebral (Olivera et al. 1994; Rajendra, Armugam, and Jeyaseelan 2004).



Em casos de isquemia cerebral, toxinas do veneno da aranha brasileira
Phoneutria nigriventer podem ser estudadas como potenciais agentes
neuroprotetores (Rajendra, Armugam, and Jeyaseelan 2004). Essa aranha,
conhecida como “armadeira”, é extremamente agressiva e possui habitos
noturnos. Caca e come uma vasta variedade de animais incluindo muitas
espécies de insetos, outras aranhas e pequenos roedores. Ela ndo constroi
teias e seu sucesso como predadora é em parte explicado pela diversidade de
potentes toxinas presentes em seu veneno. Sua picada causa dor intensa e
irradiada, além de varios sintomas toxicos, caracterizados por caimbras,
tremores, convulsfes tbnicas, paralisias espasticas, priaprismo, arritmias,
distarbios visuais e sudorese fria (Lucas 1988). Em ratos anestesiados,
administracdo intravenosa do veneno evocou uma resposta bifasica sobre a
pressdo arterial média, caracterizada por uma breve hipotensao, seguida por
uma longa e sustentada hipertenséo por longos periodos (Costa et al. 1996).
Hipertensdo também foi observada em coelhos anestesiados que receberam o
veneno via injecao intracerebroventricular e em grandes doses via intravenosa
(Estato et al. 2000). Em preparacdo de coracédo isolado de rato, o veneno foi

capaz de ativar fibras nervosas autonémicas (Costa et al. 1998).

Em 1991, o veneno da aranha Phoneutria nigriventer foi dividido em
fracbes de acordo com seu peso molecular: PhTx1, PhTx2, PhTx3, PhTx4 e
PM (Rezende et al. 1991). Em 1993, a fragdo PhTx3, foi separada em 6
neurotoxinas diferentes: Tx3-1, Tx3-2, Tx3-3, Tx3-4, Tx3-5 e Tx3-6 (Cordeiro et
al. 1993). Desde entdo, inameros trabalhos foram publicados a cerca da acéo

dessas toxinas sobre canais i6nicos, sobretudo canais para Ca®". A toxina Tx3-



3 mostrou-se capaz de bloquear a liberacdo de glutamato dependente de Ca**
(Prado et al. 1996), eficaz em inibir canais para Ca?* acoplados a exocitose
(Guatimosim et al. 1997), bloqueou o influxo de Ca*" induzido pela titystoxina
em sinaptosomas (Miranda et al. 1998), inibiu a ativacdo de canais para Ca*
neuronais ativados por alta voltagem (Leao et al. 2000). Outros estudos
demonstraram que a toxina Tx3-6 bloqueou a liberacdo de Ca*" intracelular
induzida por potassio e a liberacdo de glutamato dependente de Ca®*" em
sinaptosomas (Vieira et al. 2003) e inibiu a ativacdo de canais para Ca*
ativados por alta voltagem avaliados através de patch-clamp celular (Vieira et

al. 2005).

A toxina Tx3-4 (anteriormente denominada w-phonetoxin-lI1A), um
peptideo com 76 residuos de aminoacidos, 14 Cys formas, 7 pontes disulfeto e
massa molecular de 8362,7 Da, foi capaz de bloquear canais para Ca
sensiveis a voltagem do tipo N e L em neurbnios da raiz dorsal de ratos e em
células B pancreaticas (Cassola et al. 1998). Esse mesmo peptideo foi capaz
de diminuir a liberacdo evocada de glutamato em sinaptosomas através da
inibicdo da entrada de Ca®* via canais para Ca** sensiveis a voltagem (Reis et
al. 1999). Estudo utilizando a metodologia de patch-clamp mostrou que esse
peptideo se liga predominantemente aos canais para calcio do tipo Ca,2.1 e
Ca,2.2 (Dos Santos et al. 2002). Esse peptideo também se mostrou capaz de
bloquear a neurotransmissdo na juncdo neuromuscular de sapos atuando

sobre o terminal pré-sinaptico (Troncone et al. 2003) e bloquear a exocitose

induzida por KCL em sinaptosomas (de Castro et al. 2008).



Mediante evidéncias de que toxinas da fracdo PhTx3 atuam sobre a
liberagéo de glutamato através do blogueio de canais para Ca®" sensiveis a
voltagem, essa fracdo foi investigada sob a hip6tese de ser um agente
neuroprotetor. Tal hipotese foi testada utilizando-se fatias de cérebros da
regido hipocampal e células SN56. As fatias foram privadas de oxigénio e
glicose por 10 minutos, sendo que as fatias tratadas foram expostas a acao da
fracdo de toxinas 30 minutos antes do insulto ou durante os 10 minutos de
isquemia. Posteriormente, as células foram avaliadas com um marcador que
diferenciava as células vivas das mortas e analisadas por microscopia confocal.
A morte celular, nas fatias expostas a PhTx3, foi reduzida em 80% (Pinheiro et
al. 2006). Em estudos posteriores, realizados utilizando-se a mesma
metodologia, a toxina Tx3-4 mostrou-se eficaz em reduzir o numero de células
mortas em 86% quando comparada a fatias ndo tratadas com a toxina, mesmo
guando injetada 60 minutos apos a isquemia (Pinheiro et al. 2009). Mediante o
sucesso da toxina Tx3-4 como agente neuroprotetor in vitro, estudos de

isquemia cerebral experimental in vivo s&o encorajados.

1.4. Isquemia Cerebral Experimental

Durante os ultimos anos, houve uma explosdo no conhecimento sobre
leséo neuroldgica e recuperacao. A pesquisa animal foi a grande responsavel
por esse avango, uma vez que importantes achados se originaram de
pesquisas com ceélulas isoladas in vitro e também estudos comportamentais
complexos envolvendo animais (Turkstra, Holland, and Bays 2003). No entanto,
para que se possa chegar a grandes resultados, um modelo de isquemia

cerebral experimental deve ser relevante para a situacdo clinica, facil de ser
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executado, altamente reprodutivel e deve evitar efeitos colaterais. Além disso,
a interpretacdo das informacdes experimentais sobre isquemia cerebral requer
intimo conhecimento dos modelos utilizados e das condicbes em que os dados
foram coletados. As trés maiores categorias de reducdo de fluxo sanguineo,
em modelos experimentais sdo a isquemia global transitoria, a isquemia focal
transitoria ou permanente e o microembolismo. A isquemia global transitéria é
obtida através da inducédo de parada cardiaca ou oclusdo das quatro artérias
que irrigam o encéfalo. O modelo de microembolismo mais comum € a injecdo

de micro esferas no interior da artéria carétida (Hossmann 1998).

Modelos experimentais de isquemia tém sido desenvolvidos em muitas
espécies animais (camundongos, ratos, gatos, primatas) usando-se numerosos
procedimentos. Estudos tém surgido a favor de modelos de isquemia focal em
animais de grande e pequeno porte, com preferéncia pela oclusdo da ACM
(Feuerstein and Wang 2000). Em ratos, a ACM irriga o cOrtex motor primario e

sensorial (Paxinos 1995).

O modelo experimental de oclusdo da ACM em ratos além de ser o mais
utilizado para estudos de leséo isquémica e para teste da eficacia de drogas
neuroprotetoras (Reglodi, Tamas, and Lengvari 2003), é também o mais
relevante clinicamente, uma vez que a maioria das isquemias cerebrais em
humanos envolve o territorio dessa artéria (Hossmann 1998). Como permite a
sobrevivéncia do animal por longos periodos, esse modelo é utilizado em
varios tipos de estudos, inclusive para investigar a eficacia de determinados
testes em detectar melhoras funcionais (Riek-Burchardt et al. 2004), o efeito do

treinamento motor na recuperacao de funcdes (Ding et al. 2004b; Bland et al.
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2001), aprendizado motor apos lesdo (Ding et al. 2002a; Ding et al. 2002b;
Winstein, Merians, and Sullivan 1999) e efeito neuroprotetor do exercicio antes
e apos isquemia (Lee et al. 2003; Ding et al. 2004b). Dentre as varias técnicas
cirdrgicas que resultam em oclusdo permanente ou transitoria dessa artéria,
aguela que nao utiliza a craniotomia € uma das mais eficientes (Longa et al.
1989; Memezawa, Smith, and Siesjo 1992). Nos ultimos anos, a exposicao
cirdrgica da ACM tem sido substituida pela introducdo de um filamento
intraluminal via artéria carétida externa (Hossmann 1998). A cirurgia sem
craniotomia ndo altera a presséo intracraniana e € considerada uma técnica
simples e pouco invasiva (Longa et al. 1989; Memezawa, Smith, and Siesjo
1992). O tempo de isquemia tolerado pelo cérebro depende, entre outros
fatores, do tipo de oclusdo da artéria (parcial ou completa), do conteudo
energético, da velocidade de consumo de energia, da temperatura, do grau de
atividade funcional e da auséncia ou presenca de anestésicos e outras drogas
(Hossmann 1998). Em ratos anestesiados, a oclusdo da ACM por 60 minutos
foi suficiente para que 100% dos animais apresentassem infarto cortical e o
tamanho do infarto aumentou progressivamente com o aumento do tempo de

oclusdo (Memezawa, Smith, and Siesjo 1992).

S&o inumeros os testes funcionais para avaliacdo de déficits motores e
sensoriais em ratos submetidos a ocluséo transitoria e permanente da ACM.
Esses testes avaliam o desempenho do animal em varios aspectos, como
alteracOes posturais, distirbios de marcha, atividade exploratéria espontanea,
disfuncbes sensoriais e motoras (Hunter et al. 2000; Zausinger et al. 2000;

Zhang et al. 2000; Ashioti et al. 2007; Modo et al. 2000; Ashioti et al. 2007;
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Reglodi, Tamas, and Lengvari 2003). O teste de assimetria bilateral é eficiente
em avaliar déficit sensorial (Ashioti et al. 2007). Para avaliacdo do desempenho
motor do animal, o teste do passo em falso e o das barras paralelas sdo muito
utilizados. Enquanto o passo em falso avalia a coordenacdo motora das patas
anteriores, o0 teste das barras paralelas mensura a habilidade das patas
posteriores. Esses dois testes sdo bem descritos, com parametros bem
definidos para a classificacdo do animal e apresentam grande reprodutividade
de resultados entre os avaliadores (Ashioti et al. 2007; Modo et al. 2000; Ding

et al. 2002b).

1.5. Imagem de Ressonancia Magnética

A Ressonancia Magnética (RM) é uma técnica de aquisicdo de imagens
que se utiliza das propriedades magnéticas intrinsecas dos atomos de
hidrogénio dos tecidos do corpo humano para formar imagens diagndsticas.
Objetiva obter e integrar informacdes anatémicas e funcionais, permitindo um
estudo nédo invasivo in vivo dos tecidos em estados fisioldgicos e patoldgicos. O
desenvolvimento desta complexa técnica recebeu contribuicbes de
pesquisadores das mais diversas areas de conhecimento (Mesquita 2004).

As imagens de RM baseiam-se nas propriedades magnéticas dos
ndcleos dos atomos de hidrogénio, que sdo os atomos mais abundantes do
corpo humano, em funcdo da quantidade de &gua presente nos organismos
vivos. Enquanto cada molécula de agua possui dois atomos de hidrogénio,
cada atomo de hidrogénio possui apenas um proton em seu ndcleo. Os protons
apresentam movimentos de rotacdo e de precessao ao redor de seu proprio

eixo, agindo como pequenos magnetos com seu proprio dipolo. Normalmente,
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0s protons sdo direcionados aleatoriamente, sem nenhum dipolo resultante.
Entretanto, quando expostos a um campo magnético, 0s eixos de rotacao
desses atomos, denominados spins, tendem a se alinhar com esse campo.
Estatisticamente, uma parte ligeiramente maior desses protons se alinha no
mesmo sentido do campo magnético principal (estado de baixa energia),
enquanto uma parte menor se alinha no sentido oposto (estado de alta
energia). Assim, a resultante € um pequeno vetor com componente principal na
mesma direcdo e sentido que o campo magnético principal. A frequéncia de
precessao desses prétons € diretamente proporcional a magnitude do campo
magnético principal, e essa frequéncia € conhecida como freqiiéncia de Larmor
(McRobbie et al. 2007).

Quando um segundo campo magnético formado por um pulso de
radiofreqiiéncia (RF) € aplicado ao tecido, os prétons saem do seu estado de
alinhamento em relacdo ao campo magnético principal e adquirem um novo
alinhamento de acordo com esse novo campo, além de iniciarem o0 movimento
de rotacéo ao redor de seus proprios eixos. Nesse estado de equilibrio mantido
pelo pulso de RF, esses prétons acumulam energia. Quando o pulso de RF é
desligado, os prétons voltam ao seu estado de alinhamento com o campo
magnético principal, liberando a energia que acumularam na forma de RF.

No processo de realinhamento com o campo magnético principal, dois
processos de relaxamento podem ser medidos, sendo caracterizados pelas
constantes de tempo T1 e T2. A constante de tempo T1 refere-se ao tempo que
0s protons levam para voltar ao seu estado de equilibrio com o campo
magnético original. E também chamado de relaxamento longitudinal (ou spin-

lattice). Ja a constante de tempo T2 refere-se ao tempo gasto para que ocorra
14



a defasagem no movimento de precessdo dos prétons, ou a perda de
coeréncia de fase. E também conhecido como relaxamento transverso (ou
spin-spin). Apesar dos efeitos de Tl e T2 ocorrerem simultaneamente no
registro, os prétons apresentam tempos de relaxamento longitudinal e
transverso variados, dependendo do tecido do qual fazem parte. Esta diferenca
pode ser melhor ponderada para Tl ou T2 dependendo da metodologia
utilizada para avaliar o contraste nos tecidos. Assim, o0 processo de formacéao
de imagens € resultante de uma decodificacdo espacial, onde a aplicacéo
controlada de campos magnéticos nos trés eixos ortogonais sobre um tecido
induz grupos de spins com frequéncias ligeiramente diferentes. O sinal liberado
por estes e entdo analisado através de transformada rapida de Fourier (FFT),
decompondo os componentes de freqiéncia e fase presentes no sinal.

Por sua vez, a aplicacdo de campos magnéticos nos eixos ortogonais
representa as diferentes seqiéncias de imagens. As sequéncias mais
utilizadas séo as de spin-echo e gradient-echo. Enquanto as técnicas de SE
usam o0s pulsos de RF para manipular as propriedades dos spins e liberar
energia, as de GE usam gradientes magnéticos com essa mesma finalidade. A
liberacdo de energia pelos spins e conhecida como decaimento de inducéo
livre (free induction decay).

Referente as técnicas utilizadas para avaliar o contraste nos tecidos
(ponderado para T1 ou T2), duas constantes de tempo sdo importantes. A
primeira delas e o tempo de repeticdo, ou TR, que se refere ao intervalo de
tempo entre duas estimula¢cdes consecutivas de um mesmo grupo de protons.
A segunda € o tempo de eco, ou TE, que se refere ao tempo entre a

estimulacdo de um grupo de protons e a medida do FID. A variacdo destas 2
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constantes nos permite obter imagens com diferentes tipos de contraste.
Assim, TR longos propiciam um completo retorno de um grupo de spins ao seu
estado de equilibrio, estando susceptiveis a uma nova estimulacdo e
resultando em uma maior intensidade do sinal. Por outro lado, TE longos
resultam em menor intensidade do sinal, ja que a maior parte deste ja foi
emitido pelos prétons antes do tempo de aquisicdo do FID. Desta forma,
podemos formar imagens a partir de 3 tipos basicos de contraste de RM:
imagens mais sensiveis a T1, que possuem TR e TE curtos; imagens mais
sensiveis a T2, que possuem TR e TE longos; e imagens de densidade de
prétons, que possuem TR longo e TE curto (McRobbie et al. 2007).

Imagens de ressonancia magnética tém sido usadas em inumeros
trabalhos que envolvem lesdo isquémica cerebral. Esses estudos incluem
analise de processos inflamatdrios pés-lesdo (Wiart et al. 2007), monitoramento
de lesdo por reperfusdo (Fau et al. 2007), analise da penumbra isquémica
(Lovblad et al. 2003), estudos comparativos entre potenciais agentes
neuroprotetores (Marshall, Green, and Ridley 2003), caracterizacdo do tecido
neural apos lesdo isquémica aguda (Gass et al. 2004). Essa moderna técnica
de imagen permite que o dano isquémico seja descrito e analisado ao longo do
tempo, permitindo acompanhamento detalhado da evolugéo da leséo cerebral e

status funcional (Jiang et al. 1997; Neumann-Haefelin et al. 2000).
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2. Justificativa e Objetivos

Muitos grupos de pesquisa buscam uma droga que possa conferir
protecdo ao tecido neural em casos de isquemia cerebral. No entanto, apesar
de todos os esforcos dispensados a essa tarefa, ainda ndo existe um agente
neuroprotetor eficiente para o uso clinico. Tendo em vista a rica fonte de
peptideos presentes no veneno de animais da fauna brasileira, é de extrema
importancia investigar o papel desses em conferir neuroprotecdo em diversas
injurias neurologicas. A grande motivacado desse estudo € investigar o potencial
terapéutico da toxina Tx3-4 em proteger neurdnios da morte em casos de

isquemia cerebral.

2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo desse estudo € investigar se a toxina Tx3-4,
proveniente do veneno da aranha Phoneutria nigriventer, exerce acao
neuroprotetora sobre funcdo motora e sensorial e sobre o volume de infarto de

ratos Wistar machos submetidos a isquemia cerebral.

2.2. Objetivos Especificos
Verificar os efeitos da injecao central da toxina Tx3-4 sobre o registro

do eletroencefalograma (EEG), do eletrocardiograma (ECG) e sobre a

pressao arterial média (PAM) de ratos.

Testar um método indireto de deteccdo de interrupcdo do fluxo
sanguineo para o tecido neural irrigado pela artéria cerebral média dos

animais, através do registro de EEG.
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Estudar o efeito da injecédo central de diferentes doses da toxina Tx3-4
sobre as alteractes eletroencefalograficas induzidas pela oclusdo da artéria
cerebral média, seguida de sua reperfusédo, e acompanhar essas mudancas

por até 14 dias apos a inducdo do processo isquémico.

Avaliar o desempenho funcional (motor e sensorial) dos animais apos

lesdo isquémica e/ou injecao central da toxina.

Acompanhar a evolucédo do volume de infarto induzido pelo processo
isquémico até a quinta semana apés a inducdo do mesmo, através de

imagens de ressonancia magnética estrutural.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Efeitos da injecdo central da toxina Tx3-4 sobre
parametros do EEG, do ECG e do registro da PAM.

3.1.1. . Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso entre 250 e 300
gramas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG. Os animais foram mantidos em um ciclo de 14 horas (6:
00 as 20:00) claro e 10 horas escuro, com livre acesso a agua e a comida, a
uma temperatura controlada entre 22 e 23°C. Todos os esforgcos foram feitos

para minimizar o sofrimento dos animais.
3.1.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=8 cada), de acordo com a
dose de toxina microinjetada (0,16pg/animal; 0,32ug/animal; 0,75ug/animal;

1,5pg/animal) e grupo controle (PBS).

3.1.3. Confeccao de canula-guia, agulha de implantacdo e agulha
injetora

A canula-guia i.c.v. foi confeccionada utilizando-se agulha 25x6, cortada
com 13 mm de comprimento e, posteriormente, ajustada até o comprimento de
10 mm, através do processo de eletrocorrosédo. Depois de implantada sobre o
ventriculo esquerdo, a canula permaneceu obstruida até o dia da microinjecao
com agulha G30, num arranjo que denominamos mandril.

Para a confeccdo da agulha de implantacdo, foram utilizadas duas

agulhas: a G30, que se encaixa na canula-guia, e a 25x6, usada para fixar a
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agulha de implantacdo na torre do estereotaxico. Depois de cortada, a agulha
G30 foi introduzida parcialmente dentro da agulha 25x6 e colada nessa
posicdo, de forma que a extremidade livre da G30 ficou com 10 mm, o que
corresponde ao comprimento da canula-guia.

A agulha injetora foi confeccionada a partir da agulha G30, para seringa
anestésica odontologica, cortada com 15 mm de comprimento e,
posteriormente ajustada, através de processo de eletrocorrosdo, a 13 mm.
Assim, no momento da injecdo, ao ser introduzida na canula-guia, a
extremidade da injetora permaneceu 3 mm abaixo da extremidade da canula,
correspondendo ao sistema ventricular, de acordo com as coordenadas

utilizadas.

3.1.4. Confeccao de Eletrodo para Registro de ECG

Os eletrodos para registro do ECG, mostrados na figura 1, foram
confeccionados utilizando-se um fio AWG 26 (Eletrbnica General Ltda., Sdo
Paulo, Brasil). Os fios foram desencapados em seus 10cm iniciais e 0s
filamentos de cobre ficaram expostos. Esses filamentos foram divididos em
dois feixes, enrolados entre si e em seguida posicionados para formar uma
argola. Os filamentos de cobre que restaram da formacédo da argola foram
cobertos com isolante termoretratil. Em seguida, os filamentos de cobre (da

argola) foram recobertos por solda comum de estanho.
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Figura 1. Eletrodos de registro de ECG.

Eletrodos de registro de ECG foram confeccionados com fios AWG 26. Os filamentos
de cobre do interior do fio foram expostos e em seguida enrolados para assumir a forma de
uma argola. Os filamentos restantes foram cobertos com isolante termoretratil (cobertura preta
do fio logo abaixo da argola formada pelos filamentos de cobre). A argola de filamentos de
cobre foi coberta por solda comum de estanho.

3.1.5. Confeccao de Eletrodo para Registro de EEG

Os registros de EEG foram realizados através de eletrodos superficiais
posicionados nos cortex parietal esquerdo e direito. Os eletrodos superficiais
foram confeccionados com microparafusos cirargicos (Fine Science Tools,
N°19010-00), soldados a fios de aco revestidos com Teflon (mod. 7916, A&M

Systems).

3.1.6. Cirurgia de Implantacdo de Canula Guia e de Eletrodos para

Registro de EEG e de ECG

Para a cirurgia de implantagdo de canula-guia no ventriculo lateral
esquerdo e dos eletrodos periféricos para registro de EEG e de ECG os
animais foram anestesiados com Ketamina 10% e Xylazina 2%, administradas
via intramuscular (0,1ml por 100g). ApOGs a anestesia, foi injetada atropina
diluida em salina a 2% (0,1ml por rato) via intra peritoneal para a prevencao de
arritmias cardiacas e hipersecrecao bronquica secundaria a administracado do

anestésico. Foi também administrado Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte
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(Fort DodgeO, S&o Paulo, Brasil) (0,1 ml por rato) via intra muscular para
cobertura antibiotica profilatica. Os animais foram mantidos, durante toda a
cirurgia, sobre uma manta térmica para manutencdo da temperatura corporal
entre 36 e 38°C.

Um eletrodo de registro de ECG foi implantado na regido do apéndice
xifoide e outro na regido infra escapular esquerda. Os eletrodos foram
suturados em muasculos utilizando-se uma linha de nylon para minimizar
registro de eletromiografia. Através de um trocater, os fios dos eletrodos foram
conduzidos até a porcado superior da cabeca do animal sob o tecido
subcutéaneo. Em seguida, o animal foi fixado no aparelho estereotaxico. Apds a
limpeza de todo o tecido sobre o cranio, foi implantada a canula guia sobre o
ventriculo lateral esquerdo utilizando-se coordenadas estereotaxicas (AP: -
0,9mm, LL: +1,5mm e DV: -2,5mm) e os eletrodos superficiais para registro do
EEG foram fixados nos cortex parietais direito e esquerdo. Os fios dos
eletrodos para EEG e ECG foram desencapados e soldados em um conector
RJ11 fixado ao osso nasal. Logo em seguida, o conector foi fixado ao cranio do
animal com acrilico odontolégico. A figura 2 mostra foto de animal apos

cirurgia.
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Figura 2. Animal experimental apds cirurgia de implantacdo de

canula guia e de eletrodos de EEG e ECG.

Os animais foram submetidos a cirurgia para implantagdo de cénula guia sobre o
ventriculo lateral esquerdo e eletrodos de EEG e ECG. Os eletrodos de EEG foram
implantados na regido do cortex parietal direito e esquerdo e os eletrodos de ECG na regido do
apéndice xifoide e infra escapular esquerda. Posteriormente, os eletrodos foram soldados em
um conector RJ11, mostrado na figura e fixados ao cranio do animal com acrilico dentério.

3.1.7. Canulacao da Artéria Femoral

Para confeccdo das canulas arteriais foram utilizados tubos de
polietileno PE-50 e PE-10. Elas foram compostas por 15 cm do tubo de
polietileno PE-50 soldado por aquecimento a 4 cm do tubo de polietileno
PE-10. Tais canulas foram preenchidas com solucédo salina (NaCl, 0,9%) e a
extremidade livre do PE-50 foi ocluida com um pino de metal. A canulacdo
arterial foi realizada 5 a 6 dias apOs a primeira cirurgia e 24 horas antes da
realizacdo dos experimentos com a toxina Tx3-4.

Os animais foram anestesiados com Halotano (Cristalia, Itapira, Brasil)
através de uma mascara facial (inducdo anestésica com 4% Halotano e

oxigénio, manutengdo com 2-1% Halotano e oxigénio) e colocados na posi¢céo
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supina em uma mesa cirdrgica. As patas anteriores e posteriores foram
imobilizadas, os pélos da regido inguinal direita foram retirados e foi realizada a
assepsia da pele com alcool iodado. Foi feita uma pequena incisdo na pele e a
musculatura foi divulsionada para visualizacdo e disseccdo do feixe vasculo-
nervoso femoral. Através da artéria femoral, a regido proximal das canulas (PE-
10) foi introduzida para registro da PAM. Em seguida, o ponto de juncéo entre o
PE-10 e o PE-50 foi fixado na regido logo abaixo da incisdo no vaso para

fixacdo das canulas através de nés com fios de sutura.

3.1.8. Registro dos Efeitos da toxina Tx3-4 sobre as ondas do EEG

e do ECG e sobre a PAM

Um dia apdés a canulacdo da artéria femoral foi realizado um registro
basal da atividade eletroencefalografica, eletrocardiografica e da PAM por 15
minutos. Em seguida, foi realizada uma microinjecéo de 3uL de toxina, por um

periodo de 8 minutos, através de uma agulha injetora (Hamilton), como

mostrado na figura 3.

Figura 3. Microinjecdo de toxina ou PBS no ventriculo lateral
esquerdo.

Animal experimental durante procedimento de microinjecdo de toxina ou PBS no
ventriculo lateral esquerdo. A agulha injetora foi conectada a agulha Hamilton por um PE 50.
Foram injetados 3 pul de toxina ou PBS em um periodo de 8 minutos, 1pl/min e mais 2 minutos
sem retirar a agulha injetora para certificar que o contetdo foi injetado adequadamente.
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Apés a injecdo da toxina, foram realizados o0s registros dos trés
parametros avaliados por 60 minutos. Os parametros utilizados para registro do
EEG/ECG estao descritos trabalho de Guidine, P.A.M. (Guidine et al. 2008).
Para analise dos registros foram utilizados 3 minutos anteriores e 60 minutos
posteriores a injecdo da toxina. ApGs o registro, os animais foram mantidos
vivos em gaiolas individuais por dois dias. Os registros sdo mostrados na figura
4. A anadlise de todos os registros foi realizada utilizando-se algoritmos de
MATLABO® feitos em nosso laboratério. Foi calculada a energia total do EEG
para cada hemisfério cerebral e a densidade dos componentes espectrais
individuais (delta=0.5-4.0 Hz; theta=4.0-8.0 Hz; alpha=8.0-13.0 Hz; beta=13.0—
30 Hz and gamma=36-44 Hz) que foram normalizados pela energia total do

EEG.

Figura 4. Registro de EEG do Coértex Parietal Esquerdo e Direito,

ECG e PAM.

Primeiramente, canula guia, eletrodos de EEG e ECG foram implantados nos animais,
seguido de canulacdo da artéria femoral. Os registros foram realizados por 15 minutos, para
medicdo dos parametros basais. Logo apo6s a injecdo central da toxina Tx3-4, 0s registros
foram feitos por mais 60 minutos. A figura mostra 0s quatro canais de registro, o primeiro é o
EEG do cértex Parietal E, o segundo, o registro de EEG do cortex Parietal D. O terceiro € o
ECG e o quarto o registro da PAM.
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3.2. Investigacado do Efeito Neuroprotetor da Toxina Tx3-4
nas Doses de 0,16ug, 0,32ug e 0,75ug por animal.

3.2.1. Grupos Experimentais
Os animais foram divididos em 8 grupos. Grupos sham (n=4) e
isquemiado (n=7) de acordo com a dose de toxina microinjetada

(0,16pg/animal; 0,32ug/animal; 0,75ug/animal) e grupo controle (PBS).

3.2.2. Cuidados Pré-operatérios

Os animais foram mantidos em um ciclo de 14 horas (06: 00 as 20:00)
claro e 10 horas escuro, com livre acesso a agua e a comida, a uma
temperatura controlada entre 22 e 23°C. Antes das cirurgias, os animais foram

submetidos aos testes funcionais, sensoriais e motores.

3.2.3. Procedimentos Cirargicos

Os animais foram anestesiados com Halotano (Cristélia, Itapira, Brasil)
através de uma mascara facial (inducdo anestésica com 4% Halotano e
oxigénio, manutencdo com 2-1% Halotano e oxigénio). Ap6s a anestesia, foi
injetada atropina diluida em salina a 2% (0,1ml por rato) via intra peritoneal
para a prevencao de arritmias cardiacas e hipersecrecao brénquica secundaria
a estimulacdo mecéanica do nervo Vago durante o procedimento cirdrgico. Foi
também administrado Pentabiotico Veterinario Pequeno Porte (Fort DodgeO,
Séo Paulo, Brasil) (0,1 ml por rato) via intra muscular para cobertura antibiotica
profilatica. Primeiramente, os animais foram submetidos a cirurgia de
implantacdo de canula-guia e de eletrodos superficiais para registro de EEG
com fixacdo do conector RJ11 com acrilico odontologico. Em seguida, foram

submetidos a cirurgia de inducao de isquemia cerebral.
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O procedimento cirargico utilizado para a realizacdo da oclusao
transitoria da ACM foi descrito em 1989 (Longa et al. 1989). Foi realizada uma
incisdo sagital mediana. Os tecidos foram divulsionados até a bifurcacdo da
artéria carétida comum (ACC) esquerda ser visualizada. Logo apos, o ramo da
artéria carotida interna (ACI), pterigo palatino, foi clipado junto a sua origem. A
artéria carotida externa (ACE) foi ligada com um fio de seda em sua porcéo
distal da bifurcacdo da ACC. Apos a ACC também ter sido ligada e a ACI ter
sido clipada, a ACE foi seccionada. O fio de oclusdo (Doccol Corporation,
MCAOo suture PK10) foi introduzido através da ACE esquerda no interior da ACI
até o local em que se encontra o clipe colocado anteriormente. Nesse
momento, foi feito um sorteio para se determinar em qual grupo o animal foi
incluido, sham ou isquemiado. Para o animal sham, o fio de oclusao foi retirado
da ACI e o fluxo sanguineo liberado para o SNC. Para o isquemiado, o fio
continuou a ser introduzido. Foram utilizados dois critérios para determinar se o
fio de oclusédo estava na origem da ACM: a insercdo do fio a uma distancia de
20-21mm da bifurcacdo da ACC e/ou se houve uma discreta resisténcia a
passagem do fio nessa determinada distancia. O fio de oclusdo foi mantido
nessa posicdo através de uma ligadura a parede da ACE. O animal foi
suturado, retirado do aparato de anestesia e da mesa cirtrgica e encaminhado
para a sala de registro. Foi realizado registro da atividade eletroencefalografica
dos hemisférios cerebrais esquerdo e direito. Foram incluidos no experimento
agueles animais que apresentaram achatamento nas ondas do EEG no
hemisfério cerebral esquerdo, como mostrado na figura 5. Com 30 minutos de
isquemia, foi realizada a microinjecdo de 3uL de toxina ou PBS, por um periodo

de 8 minutos, através de uma agulha injetora (Hamilton). Apds os 60 minutos
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de isquemia, o animal foi reanestesiado e o fio de ocluséo retirado. O grupo
sham também foi reanestesiado e suturado, embora n&o houvesse a
necessidade de retirada do fio de oclusdo para promover a reperfusdo. Os
registros de EEG foram realizados por 10 minutos antes e apds a injecdo da
toxina ou PBS, no periodo de reperfusdo e nos dias 1, 2, 3, 7 e 14 pos-
cirlrgico. A temperatura corporal dos animais foi mantida a 36-38°C durante

todo o procedimento cirdrgico.
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Figura 5. Registro de EEG durante oclusdo da ACM.

A cirurgia de isquemia cerebral experimental foi realizada e o fio de oclusdo foi
colocado na origem da ACM esquerda. Em seguida o animal foi suturado, retirado da mesa de
cirurgia e encaminhado para a sala de registro. O primeiro canal mostra registro de EEG do
cortex parietal E durante oclusdo da ACM, o segundo canal refere-se ao cortex parietal D. O
eletrodecremento visivel no primeiro canal, permite & concluséo de que o fluxo sanguineo foi
interrompido para a ACM esquerda devido & presenca do fio de oclusdo na origem dessa
artéria. Uma vez que os neurbnios ndo receberam mais a glicose e 0 oxigénio necessarios a
sua funcdo, os mesmos foram silenciados. Foram incluidos no estudo os animais isquemiados
que apresentaram esse resultado no registro de EEG feito por 10 minutos antes da injecdo da
toxina ou PBS.

Com o objetivo de verificar a eficiéncia do fio de oclusdo em obstruir o
fluxo sanguineo para a ACM, testes de perfusédo foram realizados com o0s
corantes Azul de Evans e Vermelho Neutro. O fio foi colocado cirurgicamente

na origem da ACM esquerda, em seguida os animais foram submetidos a
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perfusdo transcardiaca e os corantes Azul de Evans ou Vermelho Neutro foram
injetados. No teste com o Azul de Evans, foi possivel visualizar toda a
arborizacdo da ACM direita (Figura 6A), 0 mesmo resultado ndo visto na ACM
esquerda (Figura 6B), provando que o fio de oclusdo foi capaz de impedir a
passagem do corante para o interior da artéria. O mesmo resultado positivo foi
adquirido no teste com o Vermelho Neutro. Em uma visao ventral do encéfalo
do animal, figura 7, € possivel a visualizacdo da origem da ACM direita, mas

nao da ACM esquerda.

Figura 6. Cérebro de animal perfundido com o corante Azul de

Evans apdés oclusdo da ACM.

ApOs perfusdo transcardiaca com o corante Azul de Evans, na presenca do fio de
oclusédo na origem da ACM esquerda, podemos visualizar a ACM direita corada. (A). O corante
Azul de Evans néo foi capaz de penetrar a ACM esquerda devido a presencga do fio de oclusdo
na origem proximal dessa artéria (B).

Figura 7. Visdo ventral de cérebro de animal perfundido com o
corante Vermelho Neutro ap6s oclusao da ACM.

ApOs perfuséo transcardiaca com o corante Vermelho Neutro, na presenca do fio de
oclusdo na origem da ACM esquerda, podemos visualizar a origem da ACM direita corada. O
corante ndo foi capaz de penetrar a ACM esquerda devido a presenca do fio de oclusdo na
origem proximal dessa artéria (indicado pela seta).
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3.2.4. Cuidados PoOs-operatoérios

Apos a cirurgia, os animais foram mantidos em uma sala de recuperacéo
por cerca de duas horas sob luz quente para a manutencdo da temperatura
corporal entre 36-38°C. Também foram monitorados quaisquer efeitos
adversos. Agua e racdo umedecida foram disponibilizadas. O fundo da gaiola
foi coberto com papel absorvente por até 12 horas apds o fim da cirurgia, em
seguida os animais foram transferidos para caixas forradas com maravalha. Os
ratos receberam duas doses diarias de 10 ml de salina intra peritoneal para a
reposicao de liquidos até o quarto dia pos-operatério ou até comecarem a
recuperar peso. Os animais foram pesados todos os dias, desde o dia da

cirurgia até o sacrificio.
3.2.5. Testes Funcionais

Sao inlUmeros os testes propostos para avaliacdo do desempenho motor
dos animais apds oclusdo da ACM. Os animais foram submetidos a testes
funcionais antes, 7 e 14 dias apds os procedimentos cirdrgicos. A avaliacéo
funcional foi realizada através do teste do cilindro, teste de assimetria bilateral

(sensoriais), passo em falso e barras paralelas (motores).
3.2.6. Teste do Cilindro

O teste do cilindro avalia assimetria no uso espontaneo da pata anterior.
O animal é colocado em um cilindro de 20cm de raio e 35cm de altura por 5
minutos. Durante esse tempo, conta-se 0 numero de contatos da pata do

animal com a parede do cilindro, levando-se em conta se o contato foi feito com
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a pata direita, esquerda ou ambas. Posteriormente, calcula-se a porcentagem
de cada uma dessas categorias de toque na parede do cilindro (Farr et al.

2007; Hicks et al. 2007).

3.2.7. Assimetria Bilateral

O teste de assimetria bilateral tem como objetivo avaliar negligéncia
sensorio-motora. Uma fita adesiva é colocada em cada uma das patas
anteriores do animal, que é entdo colocado na caixa de teste. A ordem de
colocacdo das fitas deve ser alternada pelo pesquisador para evitar a
habituacdo do animal. Conta-se o tempo de laténcia para que o animal perceba
a presenca da fita em cada uma das patas e o tempo gasto para a remocao
completa da fita em ambas as patas. Se o animal ndo remover a fita em até

180 segundos, o teste € encerrado (Ashioti et al. 2007).
3.2.8. Passo em falso

Esse teste, utilizado em inimeros trabalhos que avaliam desempenho
funcional ap0s isquemia cerebral, mensura habilidade em integrar respostas
motoras. A preensdo precisa e 0 posicionamento das patas anteriores sao

necessarios.

Os animais séo colocados sobre uma grade (3x3cm) de arame (50 x
100cm) suspensa a 50cm de altura e a correta colocagdo das patas é
analisada por 3 minutos, figura 8. E considerado um erro toda vez que o animal
falha em pegar a grade e a pata anterior passar por entre 0 espago vazio de

9cm? (Modo et al. 2000).
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Figura 8. Foto de animal durante o Teste do Passo em Falso

Esse teste mensura habilidade em integrar respostas motoras. A preenséo precisa e o
posicionamento das patas anteriores sdo necessarios. Os animais sao colocados sobre uma
grade (3x3cm) de arame (50 x 100cm) suspensa a 50cm de altura e a correta colocacdo das
patas é analisada por 3 minutos. E considerado um erro toda vez que o animal falha em pegar
a grade e a pata anterior passar por entre o espaco vazio de 9cm?2

3.2.9. Barras Paralelas

Esse teste € utilizado para avaliar coordenacdo motora de patas
posteriores. O aparato consiste de duas plataformas de madeira (30x40cm com
50 cm de altura) unidas por duas barras de metal de 1 cm de diametro e 115
cm de comprimento. A distancia entre as barras é de 2,5cm.

O animal é estimulado a se deslocar de uma plataforma para outra,
atravessando as barras, através de um estimulo aversivo (choque). Caso o
animal permaneca por 30 segundos recebendo o estimulo e ndo atravesse, o
teste é interrompido e o animal classificado como incapaz de deixar a
plataforma de teste. Para avaliar a coordenagcdo motora, o0 nimero de erros

cometidos pelo animal é contado, considera-se erro quando o animal coloca as
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duas patas posteriores na mesma barra, deixa uma ou as duas patas para fora
ou entre as barras, figura 9. O valor final do teste € 0 - para os animais que
atravessam as barras sem cometer erros; 1 - 1 erro cometido por metro
percorrido; 2 - mais de 1 erro cometido por metro percorrido; 3 — mais de 2
erros cometidos por metro percorrido, 4 — mais de 4 erros cometidos por metro
percorrido; 5 — mais de 6 erros cometidos por metro percorrido ou incapacidade

de atravessar as barras (Ding et al. 2002b; Ding et al. 2004a).

Figura 9. Foto de animal durante o Teste das Barras Paralelas

O teste das barras paralelas é utilizado para avaliar coordenagdo motora de patas
posteriores. O aparato consiste de duas plataformas de madeira (30x40cm com 50 cm de
altura) unidas por duas barras de metal de 1 cm de didmetro e 115 cm de comprimento. A
distancia entre as barras é de 2,5cm. O animal é estimulado a se deslocar de uma plataforma
para outra, atravessando as barras, através de um estimulo aversivo (choque). Caso o animal
permaneca por 30 segundos recebendo o estimulo e ndo atravesse, o teste € interrompido e o
animal classificado como incapaz de deixar a plataforma de teste. Para avaliar a coordenacédo
motora, 0 nimero de erros cometidos pelo animal é contado, considera-se erro quando o
animal coloca as duas patas posteriores na mesma barra, deixa uma ou as duas patas para
fora ou entre as barras.
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3.2.10. Medida do Volume de Infarto

A medida do volume de infarto é um dado importante para estudos de
recuperagcdo apos isquemia, porque estad relacionado com o desempenho
funcional do animal (Lyden et al. 1997). Apds fixagdo, o cérebro dos animais foi
fatiado no vibratome (Series 1000, Technical Products International, Inc., Saint
Louis, EUA) em uma espessura de 200 um. As fatias foram coradas com
Vermelho Neutro para que o0s ndcleos dos neurbnios pudessem ser
visualizados. As fatias ja coradas foram entéo visualizadas em uma lupa (Stemi
2000-C, Zeiss, Alemanha) e fotografadas por uma camera CCD (TCZ-984P,
Fujitsu, Japdo). Essas fotos foram analisadas no programa Image Tool for
Windows (versdo 3.0, The University of Texas Health Science Center in San
Antonio, EUA). Para cada fatia do cérebro do animal foi tracado um contorno
envolvendo o tecido integro de cada um dos hemisférios cerebrais. Todo o
tecido cerebral em que nado havia neurénios foi incluido na area de infarto. A
partir desse contorno, o programa foi capaz de mensurar a area, em mm?,
daquele hemisfério cerebral. Em seguida, a area do hemisfério direito (n&o
lesado) foi dividida pela do hemisfério esquerdo (lesado). As fatias foram
agrupadas de acordo com sua referéncia de localizacdo em relacdo ao
Bregma. Os intervalos determinados foram os seguintes de 4,2 a 3,2mm; 3,2 a
2,2mm,; 2,2 a 1,2mm; 1,2 a 0,2mm, 0,2 a -0,3mm; -0,3 a -1,3mm; -1,3 a -
2,3mm, -2,3 a -3,3mm de distancia do Bregma (Paxinos and Watson 1998).
Todas as fatias que pertenciam ao mesmo intervalo foram reunidas e foi

calculada a média das razdes entre a area do hemisfério direito e esquerdo. A
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partir dos valores da razao entre o hemisfério D/E foi calculada a porcentagem

de integridade do tecido neural, através da formula:

Porcentagem de integridade neural = 1/(RazadoD/E)x100

3.3. Investigacdo do Efeito Neuroprotetor da Toxina Tx3-4
na Dose de 0,75pg/animal. em Diferentes Tempos de
Injecdo apods o Inicio da Isquemia.

3.3.1. Animais
Foram utilizados ratos Sprague dawley machos, com pesos entre 260 e
310 gramas, fornecidos pela Harlan UK Ltda. Todos os procedimentos animais

foram realizados de acordo com a legislacao da Inglaterra.

3.3.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais,
Isquemia/tox/30min (n=10) e Isquemia/PBS/30min (n=8) (submetidos a
microinjecdo 30 minutos ap6s o0 inicio da lesdo isquémica) e
Isquemia/tox/2horas (n=10) e Isquemia/PBS/2horas (n=7) (microinjecdo 2

horas ap0s o inicio da isquemia).

3.3.3. Protocolo Experimental

O procedimento cirurgico de isquemia cerebral experimental foi realizado
para colocagdo do fio de oclusdo na origem da ACM direita como descrito
anteriormente. Os animais foram anestesiados com uma mistura gasosa
composta por Isofluorano (4% inducdo e 1,8% manutencdo; Abbott
Laboratories Ltd), ar (0,8ml/l) e oxigénio (0,2ml /l). Todos foram mantidos

anestesiados durante o periodo de obstrucdo do fluxo sanguineo (60 minutos).
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Os animais foram submetidos a microinjecdo i.c.v. de toxina ou PBS
posicionados no estereotaxico. Nao foi utilizada canula guia, pois o metal dessa
nao pode ser introduzido no aparelho de ressonéncia magnética. A porcéo
superior da cabeca do animal foi tricotomizada e uma incisédo foi realizada. O
cranio foi limpo e perfurado sobre a regido do ventriculo lateral esquerdo de
acordo com as coordenadas esteriotaxicas utilizadas anteriormente. Uma
seringa injetora (Hamilton-5ul) foi introduzida 5mm até que o ventriculo fosse
alcancado. Apo6s a microinjecdo o animal foi suturado. Os animais dos grupos
isquemia/tox/2horas e isquemia/PBS/2horas foram recuperados da anestesia
apos o periodo de oclusdo da ACM (60 minutos) e reanestesiados 45 minutos
apos o inicio da reperfusdo para serem submetidos a microinjecdo 2 horas

apos o inicio do processo isquémico, como mostrado na figura 10.

Injegdo

Inicio da Isquemia f.cw. Fim da Isquemia
I | | | Isquemia/tox/30 min
| | | | Isquemia/PBS/30min
0 1 2
| |
| Anestesia 1
Injegéo
I.cwv.
| Isquemia/tox/2 horas
i Isquemia/PBS/2 hora

——
—t oS

| Anestesia I

Anestesia

Tempo (horas)

Figura 10. Protocolo de investigacdo do efeito neuroprotetor da
toxina Tx3-4 na dose de 0,75pg/animal em diferentes tempos de injecao
apos o inicio da isquemia.

Todos os animais dos 4 grupos experimentais permaneceram anestesiados durante os
60 minutos de ocluséo transitéria da ACM direita. Os animais dos grupos Isquemia/tox/30min e
Isquemia/PBS/30min foram submetidos a microinjecdo de toxina ou PBS 30 minutos apos
inicio do insulto isquémico. Enquanto os animais dos grupos Isquemia/tox/2horas e
Isquemia/PBS/2horas foram reanestesiados cerca de 45 minutos apos a inicio da reperfusao e
submetidos a microinjecao de toxina ou PBS 2 horas apds inicio da isquemia. As microinjecdes
foram realizadas através de cirurgia estereotaxica, sem colocagéo de canula guia.
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Apo6s procedimento cirargico, 0s animais receberam cuidados especiais
com relacdo a manutencdo da temperatura corporal e alimentacdo. Foram
submetidos ao teste de assimetria bilateral, antes e apds isquemia (uma vez
por semana, por 5 semanas) e pesados todos os dias por 14 dias apés

isquemia e posteriormente, uma vez por semana até a quinta semana.

3.3.4. Imagens de Ressonancia Magnética Estrutural

As imagens de RM foram adquiridas através de um aparelho de RM de
7T (Varian Inc Palo Alto) utilizando-se o programa de aquisicdo de imagens
Vnmrj versao 2.3A, no Instituto de Psiquiatria, King's College London.

Antes da aquisicdo das imagens propriamente ditas, com as sequéncias
apropriadas, foram realizados os procedimentos padrdes prévios da técnica de
RM para cada um dos ratos como ajuste da homogeneidade do campo
magnético (‘shimming’), calibragdo dos pulsos de RF e o posicionamento
correto das fatias no encéfalo das quais foram realizadas as imagens. Foram
obtidas imagens sequenciais, sensiveis a T2 (TR=4s; TE=60ms) através de
sequéncia de ‘spin-echo’, 24 fatias de 1mm de espessura, matriz=128x128
pixels, campo visual=32 x 32 mm, em 8 minutos.

Foram obtidas imagens de ressonancia magnética estrutural de todos os
animais 24 horas apoés a cirurgia de oclusdo da ACM direita. Foram incluidos
no estudo aqueles animais que apresentaram lesdo cerebral isquémica,
caracterizada por area clara na imagem (edema). Essas imagens também
foram obtidas 2 e 5 semanas ap6s lesdo. As imagens foram analisadas
utilizando-se o programa Jim versao 5.0 (Jim Image Analysis Package, Xinapse

Systems Ltd, Northants, UK). Foi utilizado o recurso de contorno automatico do
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programa para selecionar a area de lesdo, como mostrado na figura 11. O
programa forneceu o numero de fatias utilizadas na analise, a area de cada
uma delas, a média dos valores das areas e o resultado final do volume de

lesdo em mm?.

Figura 11. Imagem de ressonancia magnética estrutural 24 horas

apos insulto isquémico e contorno da area de lesao.

Foram obtidas imagens de ressonancia magnética estrutural de todos os animais 24
horas ap6és a cirurgia de oclusdo da ACM direita. Foram incluidos no estudo aqueles animais
que apresentaram lesdo cerebral isquémica, caracterizada por &rea clara na imagem (cheia de
liguidos). Essas imagens também foram obtidas 2 e 5 semanas ap0s leséo. As imagens foram
analisadas utilizando-se o programa Jim versao 5.0 (Jim Image Analysis Package, Xinapse
Systems Ltd, Northants, UK). Foi utilizado o recurso de contorno automético do programa para
selecionar a area de lesdo. Baseado no contorno da lesdo realizado pelo examinador o
programa forneceu o volume de lesdo em mm?.
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4. Resultados

O experimento da injecao central da toxina mostrou que a mesma nao
causou alteracdo estatisticamente significativa da frequéncia cardiaca em
nenhuma das doses estudadas na comparacao dos valores ao longo do tempo,
Two way Anova, pés-teste de Bonferroni, figura 12.

Houve aumento nos valores da PAM dos animais que receberam a dose
de 1,5ug, quando comparados ao longo do tempo com o grupo PBS a partir do
intervalo 15 (45 minutos pos-injecdo), Two Way Anova, pos-teste de
Bonferroni, (p<0,05) figura 13.

A energia total do EEG do hemisfério direito foi diminuida para as doses
1,5ug (175uV) e 0,75ug (174uV), com relacdo ao PBS (212uV) e aumentada
para a dose 0,16 (258,7uV) (p<0,01), figura 14. A energia total do EEG do
hemisfério esquerdo foi aumentada para as doses 0,16ug (319uV) e 0,32ug
(304nV), com relagdo ao PBS (227uV) (p<0,01), One Way Anova, seguido do
Post-hoc de Tukey, figura 15.

A energia das bandas de frequiéncia do EEG: Delta, Theta, Alpha, Beta e
Gamma foram calculadas e normalizadas para analise estatistica (Energia da
banda/Energia Total EEG). Os valores normalizados foram comparados para
cada banda de frequéncia, utilizando-se One Way Anova, seguido do Post-hoc
de Tukey, (p<0,05). No hemisfério direito, as bandas Alpha e Beta diminuiram
nas doses 0,75ug e 1,5ug, figura 16. No hemisfério esquerdo, a variacdo das
bandas de frequéncia foi maior, Delta aumentou para a dose de 1,5ug, Theta
aumentou para as doses 0,16ug e 0,32ug, Alpha e Beta diminuiram para as

doses de 0,75ug e 1,5ug e Gamma aumentou para a dose de 1,5ug, figura 17.
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Os animais foram sacrificados dois dias apds o experimento, durante

esse periodo néo foi registrada nenhuma morte.
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Figura 12. Valores de frequéncia cardiaca antes e ap0s injecédo

central da toxina Tx3-4.

Foram colocados eletrodos de registro de ECG na regido do apéndice xiféide e regido
infra escapular esquerda dos animais. Esses eletrodos de ECG foram passados sob tecido
subcutaneo e fixados no cranio a um conector RJ11 para posterior registro. Os parametros
foram registrados por 15 minutos, para determinacédo de valores basais, indicados pela seta. E
apos injecdo da toxina, os registros foram feitos por mais 60 minutos. Esse tempo foi divido em
20 intervalos de 3 minutos cada para andlise e demonstracdo grafica. A toxina Tx3-4 ndo
causou alteracdo estatisticamente significativa da freqiiéncia cardiaca em nenhuma das doses
estudadas na comparacdo dos valores ao longo do tempo, Two way Anova, pés-teste de
Bonferroni.
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Figura 13. Valores de pressédo arterial média antes e ap0s a injecao

central da toxina Tx3-4.

Os animais foram submetidos a canulagéo da artéria femoral esquerda e os registros
de PAM foram realizados no dia seguinte. Os parametros foram registrados por 15 minutos,
para determinagcdo de valores basais, indicados pela seta. E ap0s inje¢do da toxina, 0s
registros foram feitos por mais 60 minutos. Esse tempo foi divido em 20 intervalos de 3 minutos
cada para andlise e demonstracdo grafica. Houve aumento da PAM nos animais que
receberam a dose de 1,5ug, quando comparados ao longo do tempo, com o grupo PBS a partir
do intervalo 15 (45 minutos apés inje¢cdo), Two Way Anova, pés-teste de Bonferroni, *(p<0,05),
**(p<0,01) e *(P<0,001).
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Energia Total EEG (Hemisfério D)
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Figura 14. Energia total do EEG do hemisfério direito apés injecéo

central da toxina Tx3-4.

Eletrodos para registro superficial de EEG foram implantados sobre a regido dos cortex
parietal direito e esquerdo. Os registros foram realizados por 15 minutos, para determinagéo de
valores basais. E ap6és injecdo da toxina, foram feitos por mais 60 minutos. A inje¢do central da
toxina Tx3-4 no ventriculo lateral esquerdo dos animais diminuiu a energia total do EEG do
hemisfério direito nas doses 1,5ug (175uV) e 0,75ug (174uV), com relagdo ao PBS (212uV) e
aumentou para a dose 0,16 (258,7uV), **(p<0,01). Para andlise estatistica, foi utilizado One
Way Anova, seguido do Post-hoc de Tukey. As barras representam as médias dos valores de
cada grupo e os tracos indicam erro padrdao da média.
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Energia Total EEG (Hemisfério E)
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Figura 15. Energia total do EEG do hemisfério esquerdo apoés
injecdo central da toxina Tx3-4.

Eletrodos para registro superficial de EEG foram implantados sobre a regido dos cortex
parietal direito e esquerdo. Os registros foram realizados por 15 minutos, para determinagéo de
valores basais. E ap6és injecao da toxina, foram feitos por mais 60 minutos. A injecdo central da
toxina Tx3-4 no ventriculo lateral esquerdo dos animais aumentou a energia total do EEG do
hemisfério esquerdo nas doses 0,16ug (319uV) e 0,32ug (304uV), com relacdo ao PBS
(227uV) **(p<0,01). Para andlise estatistica, foi utilizado One Way Anova, seguido do Post-hoc
de Tukey. As barras representam as médias dos valores de cada grupo e os tracos indicam
erro padrédo da média.
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Figura 16. Energia total do EEG do hemisfério direito e valores
normalizados (Energia banda/Energia Total
frequéncia apos injecao central da toxina Tx3-4.

No hemisfério direito, as bandas Alpha e Beta diminuiram nas doses 0,75ug e 1,5ug
apos injecao da toxina. One Way Anova, seguido do Post-hoc de Tukey, *(p<0,05).

EEG) das bandas de
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Figura 17. Energia total do EEG do hemisfério direito e valores
normalizados (Energia banda/Energia Total

EEG) das bandas de

No hemisfério esquerdo, Delta aumentou para a dose de 1,5ug; Theta aumentou para
0,16ug e 0,32ug; Alpha e Beta diminuiram para 0,75ug e 1,5ug e Gamma aumentou para
1,5ug, One Way Anova, seguido do Post-hoc de Tukey, *(p<0,05).
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Os testes funcionais do experimento de neuroprotecdo apos isquemia
cerebral em ratos apresentaram os resultados a seguir. No teste do cilindro,
ndo houve diferenca entre os grupos de animais isquemiados quanto a
porcentagem de contatos com a parede do cilindro da pata direita, esquerda ou

ambas, como mostrado nas figuras 18 e19.

O teste de assimetria bilateral mostrou que a toxina Tx3-4 diminuiu o
tempo (em segundos) que o animal necessita para perceber a presenca da fita
adesiva da pata contralateral a lesdo (direita) 7 dias apos isquemia para as
doses de 0,75ug (20,92 + 3,5) e 0,32ug (21,75 £ 4,3) quando comparadas ao
grupo PBS (53,92 + 12,34) (p<0,01). Todos os animais dos grupos tratados
com toxina perceberam a presenca da fita mais rapidamente 14 dias apos
isquemia para as doses de 0,75ug (17,67 £ 1,9), 0,32ug (19,25 + 5,0) e 0,16ug
(24,92 £ 4,4) quando comparadas ao grupo de animais injetados com PBS
(60,42 + 11,8) (p<0,01), Two Way Anova, pés-teste de Bonferroni, figura 20.

Com relacédo ao tempo de retirada da fita da pata direita, 7 dias apés a
cirurgia, os animais dos grupos injetados com a dose de 0,75ug (60,92 + 14,56)
e 0,32ug (76,75 + 23,71) foram capazes de retirar a fita mais rapidamente que
aqueles do grupo injetado com PBS (146,9 + 11,77) (p<0,01). Todos os animais
dos grupos tratados com toxina retiraram a fita mais rapidamente 14 dias apos
isquemia para as doses de 0,75ug (40,42 = 7,0), 0,32ug (48,00 + 13,55) e
0,16ug (75,42 £ 16,42) em relacdo aos animais que receberam injecao de PBS
(145,3 + 12,78) (p<0,01), Two Way Anova, pos-teste de Bonferroni, figura 21.

No teste passo em falso, a toxina foi capaz de diminuir os erros

cometidos pelos animais isquemiados tratados nas 3 doses estudadas no dia 7
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pos-lesao para as doses de 0,75ug (2,3 £ 0,6), 0,32ug (3,0 £ 0,6) e 0,16ug (4,0
+ 0,8) em relacdo ao grupo de animais injetados com PBS (10,7 = 2,2)
(p<0,05), One Way Anova, seguido do Post-hoc de Tukey, figura 22. No
entanto, 14 dias apods isquemia, essa neuroprotecdo funcional continuou
presente apenas para 0 grupo que recebeu a dose de 0,75ug (2,16 = 0,6), em
relacdo ao grupo que recebeu PBS (6,7 £ 1,6), One Way Anova, seguido do
Post-hoc de Tukey, figura 23.

No teste das barras paralelas, os animais isquemiados tratados com a
toxina nas doses de 0,75ug e 0,32ug erraram menos ao atravessar as barras
paralelas no dia 7 poés-lesdo, figura 24. No entanto, essa neuroprotecao
funcional continuou presente apenas para 0 grupo que recebeu a dose de
0,75ug no dia 14 apos isquemia, Teste Kruskal Wallis, pds-teste de Dunn,
figura 25.

Com relacdo aos animais sham (falso operados para a cirurgia de
isquemia cerebral) ndo houve diferenca entre os grupos e entre os dias de
teste. A toxina, injetada em um animal que ndo sofreu dano isquémico, néo

causou alteracao funcional nas doses estudadas.
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Teste do Cilindro (dia 07)

Porcentagem de contatos

Isq/PBS Isg/0,16 Isg/0,32 Isg/0,75

Figura 18. Porcentagem de contatos das patas anteriores dos animais

isquemiados com a parede do cilindro 7 dias apés lesao.

O teste do cilindro avalia assimetria no uso espontaneo da pata anterior e foi realizado antes, 7 e 14
dias ap6és isquemia. O animal é colocado em um cilindro de 20cm de raio e 35cm de altura por 5 minutos.
Durante esse tempo, conta-se o0 nimero de contatos da pata do animal com a parede do cilindro, levando-se
em conta se o contato foi feito com a pata direita, esquerda ou ambas. Posteriormente, calcula-se a
porcentagem de cada uma dessas categorias de toque na parede do cilindro. Ndo houve diferenca entre os
grupos de animais isquemiados quanto a porcentagem de contatos com a parede do cilindro da pata direita,
esquerda ou ambas no dia 7 pos-lesdo. Para andlise estatistica, foi utilizado One Way Anova, seguido do
Post-hoc de Tukey.
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Teste do Cilindro (dial4)
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Figura 19. Porcentagem de contatos das patas anteriores dos animais

isquemiados com a parede do cilindro 14 dias ap0s lesao.

O teste do cilindro avalia assimetria no uso espontaneo da pata anterior e foi realizado antes, 7 e 14
dias apds isquemia. O animal é colocado em um cilindro de 20cm de raio e 35cm de altura por 5 minutos.
Durante esse tempo, conta-se o0 nimero de contatos da pata do animal com a parede do cilindro, levando-se
em conta se o contato foi feito com a pata direita, esquerda ou ambas. Posteriormente, calcula-se a
porcentagem de cada uma dessas categorias de toque na parede do cilindro. Ndo houve diferenca entre os
grupos de animais isquemiados quanto a porcentagem de contatos com a parede do cilindro da pata direita,
esquerda ou ambas no dia 14 pos-lesdo. Para andlise estatistica, foi utilizado One Way Anova, seguido do
Post-hoc de Tukey.
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Teste de Assimetria Bilateral
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Figura 20. Tempo (segundos) gasto para perceber a presenca da
fita adesiva na pata direita (contralateral a les&o).

Os animais foram submetidos ao teste de assimetria bilateral antes, 7 e 14 dias apés
lesdo. Esse teste tem como objetivo avaliar negligéncia sensério-motora. Uma fita adesiva é
colocada em cada uma das patas anteriores do animal, que é entdo colocado na caixa de
teste. Conta-se o tempo de laténcia para que o animal perceba a presenca da fita em cada
uma das patas e o tempo gasto para a remoc¢éo completa da fita em ambas as patas. A toxina
Tx3-4 diminuiu 0 tempo que o animal necessita para perceber a presenc¢a da fita adesiva na
pata direita, 7 dias ap6s isquemia, nas doses 0,75ug (20,92 + 3,5) e 0,32ug (21,75 £ 4,3) em
relacdo ao grupo PBS (53,92 + 12,34) **(p<0,01). Todos os grupos tratados com toxina
perceberam a presenca da fita mais rapidamente 14 dias apos isquemia, 0,75ug (17,67 + 1,9),
0,32ug (19,25 + 5,0) e 0,16ug (24,92 + 4,4) em relagcdo ao PBS (60,42 + 11,8) **(p<0,01), Two
Way Anova, pOs-teste de Bonferroni.
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Teste de Assimetria Bilateral
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Figura 21. Tempo (segundos) gasto para retirar a fita adesiva da
pata direita (contralateral a leséo).

Os animais foram submetidos ao teste de assimetria bilateral antes, 7 e 14 dias apés
lesdo. Esse teste tem como objetivo avaliar negligéncia sensério-motora. Uma fita adesiva é
colocada em cada uma das patas anteriores do animal, que é entdo colocado na caixa de
teste. Conta-se o tempo de laténcia para que o animal perceba a presenca da fita em cada
uma das patas e o tempo gasto para a remocao completa da fita em ambas as patas. Com
relacdo ao tempo de retirada da fita da pata direita, 7 dias apds a cirurgia, os animais dos
grupos 0,75ug (60,92 + 14,56) e 0,32ug (76,75 + 23,71) tiraram mais rapidamente que aqueles
do grupo PBS (146,9 + 11,77) **(p<0,01). Todos os grupos tratados com toxina retiraram a fita
mais rapidamente 14 dias apds isquemia, 0,75ug (40,42 + 7,0), 0,32ug (48,00 + 13,55) e
0,16ug (75,42 = 16,42) em relacdo ao PBS (145,3 + 12,78) **(p<0,01), Two Way Anova, pos-
teste de Bonferroni.
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Passo em Falso (dia07)
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Figura 22. Numero de erros cometidos pelos animais isquemiados

no teste do passo em falso 7 dias apés leséo.

O teste passo em falso foi realizado antes, 7 e 14 dias pés-lesdo. A toxina foi capaz de
diminuir os erros cometidos pelos animais isquemiados tratados nas 3 doses estudadas no dia
7 po6s-leséo, 0,75ug (2,3 + 0,6), 0,32ug (3,0 + 0,6) e 0,16ug (4,0 £ 0,8) em relacdo ao PBS
(10,7 £ 2,2) *(p<0,05), One Way Anova, seguido do Post-hoc de Tukey. As barras representam
as médias dos valores de cada grupo e os tracos indicam erro padrdo da média.
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Passo em Falso (dial4)
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Figura 23. Numero de erros cometidos pelos animais isquemiados

no teste do passo em falso 14 dias apos lesdo.

No teste realizado 14 dias apds isquemia, apenas o grupo que recebeu a dose de
0,75pg (2,16 + 0,6), errou menos em relacdo ao PBS (6,7 = 1,6), *(p<0,05), One Way Anova,
seguido do Post-hoc de Tukey As barras representam as médias dos valores de cada grupo e

0s tragos indicam erro padrdo da média.
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Barras Paralelas (dia 07)
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Figura 24. Erros cometidos pelos animais isquemiados no teste das

barras paralelas ( valore em escala) 7 dias apos lesdao.

Esse teste € utilizado para avaliar coordenagdo motora de patas posteriores. O animal
é estimulado a se deslocar de uma plataforma para outra, atravessando as barras, através de
um estimulo aversivo (choque). Para avaliar a coordenacdo motora, 0 nimero de erros
cometidos pelo animal é contado, considerado-se erro quando o animal coloca as duas patas
posteriores na mesma barra, deixa uma ou as duas patas para fora ou entre as barras. O valor
final do teste € O - para 0s animais que atravessam as barras sem cometer erros; 1 - 1 erro
cometido por metro percorrido; 2 - mais de 1 erro cometido por metro percorrido; 3 — mais de 2
erros cometidos por metro percorrido, 4 — mais de 4 erros cometidos por metro percorrido; 5 —
mais de 6 erros cometidos por metro percorrido ou incapacidade de atravessar as barras. Os
animais isquemiados tratados com a toxina nas doses de 0,75ug e 0,32ug erraram menos ao
atravessar as barras paralelas no dia 7 pos-lesdo. (Teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-
teste de Dunn, para andlise entre grupos). Os resultados estdo expressos em mediana *
primeiro/terceiro quartis.
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Barras Paralelas (dia 14)
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Figura 25. Erros cometidos pelos animais isquemiados no teste das

barras paralelas (valore em escala) 14 dias apés lesdao.

Esse teste é utilizado para avaliar coordenacdo motora de patas posteriores. O animal
€ estimulado a se deslocar de uma plataforma para outra, atravessando as barras, através de
um estimulo aversivo (choque). Para avaliar a coordenacdo motora, o numero de erros
cometidos pelo animal é contado, considerado-se erro quando o animal coloca as duas patas
posteriores na mesma barra, deixa uma ou as duas patas para fora ou entre as barras. O valor
final do teste é 0 - para os animais que atravessam as barras sem cometer erros; 1 - 1 erro
cometido por metro percorrido; 2 - mais de 1 erro cometido por metro percorrido; 3 — mais de 2
erros cometidos por metro percorrido, 4 — mais de 4 erros cometidos por metro percorrido; 5 —
mais de 6 erros cometidos por metro percorrido ou incapacidade de atravessar as barras. Os
animais isquemiados tratados com a toxina na dose de 0,75ug erraram menos ao atravessar as
barras paralelas no dia 14 p6s-lesdo. (Teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn,
para analise entre grupos). Os resultados estdo expressos em mediana + primeiro/terceiro
quartis.
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Todos os animais isquemiados tratados com toxina apresentaram maior
peso em relacdo ao PBS a partir do dia 7 ap0Os leséo, figura 26. Essa diferenca
se manteve até o dia do sacrificio, Two Way Anova, pos-teste de Bonferroni.

A energia total do EEG, apresentada e analisada na forma de razao
entre os valores do hemisfério E/hemisfério D, foi diferente para todos os
grupos isquemiados nos registros realizados durante a isquemia (antes e
depois da microinjecéo) e no periodo de reperfusdo em relacdo ao grupo Sham
correspondente, Two Way Anova, pos-teste de Bonferroni. No entanto, essa
diferenca desapareceu nos dias 1, 2, 3, 7 e 14 apds lesao, figura 27.

O volume de Infarto, representado por porcentagem de integridade de
tecido neural, foi reduzido para todos os grupos isquemiados tratados com
toxina em relacdo ao PBS, entre as coordenadas 2,2 e -3,3 do Bregma, Two

Way Anova, pés-teste de Bonferroni, figura 28.
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Figura 26. Peso corporal dos animais isquemiados ao longo dos
dias de experimento.

Os animais foram pesados do dia da cirurgia (dia 0) até o dia do sacrificio (dia 15).
Todos os animais isquemiados tratados com toxina apresentaram maior peso em relagdo ao
PBS a partir do dia 7 ap0s lesdo. Essa diferenca se manteve até o dia do sacrificio, Two Way
Anova, poés-teste de Bonferroni, *(p<0,05), **(p<0,01) e #(P<0,001).
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REGISTROS DE EEG
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Figura 27. Registros de EEG dos animais dos grupos Sham e
Isquemia injetados com toxina ou PBS.

Os registros de EEG foram realizados antes e apés a injecdo de toxina ou PBS, no
periodo de reperfuséo e 1, 2, 3, 7 e 14 dias ap6s cirurgia. A energia total do EEG, apresentada
e analisada na forma de razéo entre os valores do hemisfério D/hemisfério E, foi diferente para
todos os grupos isquemiados nos registros realizados antes e ap6s a inje¢do de toxina ou PBS
e no periodo de reperfusdo em relacdo ao grupo Sham correspondente. No entanto, essa
diferenca desapareceu nos dias 1, 2, 3, 7 e 14 ap0s lesdo, Two Way Anova, pés-teste de
Bonferroni, *(p<0,05), **(p<0,01) e *(P<0,001).
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Figura 28. Integridade do tecido neural apds ocluséo transitoria da

ACM.

O cérebro dos animais foi seccionado em fatias de 200um, corados com Vermelho
Neutro e a area nao lesada dos hemisférios direito e esquerdo foi calculada para cada corte.
Em seguida, a area do hemisfério direito (ndo lesado) foi dividida pela do hemisfério esquerdo
(lesado). As fatias foram agrupadas de acordo com sua referéncia de localizacdo em relagcdo
ao Bregma. Os intervalos determinados foram os seguintes de 4,2 a 3,2mm; 3,2 a 2,2mm; 2,2 a
1,2mm; 1,2 a 0,2mm; 0,2 a -0,3mm; -0,3 a -1,3mm; -1,3 a -2,3mm, -2,3 a -3,3mm de distancia
do Bregma. Todas as fatias que pertenciam ao mesmo intervalo foram reunidas e foi calculada
a média das razdes entre a area do hemisfério direito e esquerdo. A partir dos valores da razdo
entre o hemisfério D/E foi calculada a porcentagem de integridade do tecido neural, através da
férmula: 1/(RazaoD/E)x100. A porcentagem de integridade de tecido neural foi reduzida para
todos os grupos isquemiados tratados com toxina em relacdo ao PBS, entre as coordenadas
2,2 e -3,3 do Bregma, Two Way Anova, poés-teste de Bonferroni, *(p<0,05), **(p<0,01) e
*(P<0,001).
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Imagens de ressonancia magnética estrutural do encéfalo de animais do
grupo Isquemia/PBS/2horas e do grupo Isquemia/tox/2horas 24 horas apos
cirurgia com a area de lesdo isquémica demarcada sao mostradas nas figuras
29 e 30, respectivamente.

A analise do volume de infarto demonstrou diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos. Todos os grupos foram analisados utilizando-se
o teste t de student ndo pareado, comparando Isquemia/PBS/30min e
Isquemia/tox/30min ou Isquemia/PBS/2horas e Isquemia/tox/2horas, para 0s
intervalos de 24 horas, 2 semanas e 5 semanas apos lesdo. O volume de
infarto (mm?) do grupo Isquemia/tox/30min foi menor que o do grupo controle
24 horas (32,01+10,74), grupo controle (57,04+18,65); 2 semanas (14,62+7,8),
grupo controle (56,34+17,05); e 5 semanas pos-lesédo (4,4+3,5), grupo controle
(39,44+18,09) (p<0,05), figura 31. O grupo isquemia/tox/2horas também
apresentou menor volume de infarto em todos os tempos analisados, 24 horas
(32,48+7,8), grupo controle (112,9+42,01); 2 semanas (9,8+3,9), grupo controle
(68,75+34,67); e 5 semanas poés-lesdo (3,7+1,7), grupo controle (45,5+27,24)
(p<0,05), figura 32.

N&o houve diferenca estatisticamente significativa no teste de assimetria
bilateral entre os grupos (figura 33) e no peso corporal dos animais ao longo do

experimento (figura 34).
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Figura 29. Imagem de ressonancia magnética estrutural, grupo
Isquemia/PBS/2horas, 24 horas apés leséo.

Imagens de ressonancia magnética estrutural do encéfalo dos animais foram obtidas
24 horas, 2 e 5 semanas apos lesdo. A figura mostra imagem de animal do grupo

Isquemia/PBS/2horas obtidas 24 horas apos inicio da lesdo isquémica com contornos da area
lesada.

62



Figura 30. Imagem de ressonancia magnética estrutural, grupo

Isquemia/tox/2horas, 24 horas ap6s leséo.

Imagens de ressonancia magnética estrutural do encéfalo dos animais foram obtidas
24 horas, 2 e 5 semanas apos lesdo. A figura mostra imagem de animal do grupo
Isquemia/PBS/2horas obtidas 24 horas apos inicio da lesdo isquémica com contornos da area
lesada.
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Figura 31. Volume de infarto (mm® dos animais isquemiados

tratados com toxina ou PBS 30 minutos ap6s oclusdo da ACM direita.

Os animais dos grupos Isquemia/PBS/30min e Isquemia/tox/30min foram tratados com
toxina ou PBS 30 minutos ap6s inicio do insulto isquémico. Imagens de ressonancia magnética
estrutural foram obtidas 24 horas, 2 e 5 semanas ap6és lesdo. A analise estatistica foi realizada
utilizando-se teste t ndo pareado entre os grupos nos diferentes tempos de aquisicdo das
imagens. O grupo Isquemia/tox/30min apresentou menor volume de infarto em todos os
tempos analisados em relacdo ao grupo controle, *(p<0.05).
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Figura 32. Volume de infarto (mm® dos animais isquemiados

tratados com toxina ou PBS 2 horas ap6s oclusdo da ACM direita.

Os animais dos grupos Isquemia/PBS/2horas e Isquemia/tox/2horas foram tratados
com toxina ou PBS 2 horas ap0s inicio do insulto isquémico. Imagens de ressonancia
magnética estrutural foram obtidas 24 horas, 2 e 5 semanas apds lesdo. A analise estatistica
foi realizada utilizando-se teste t ndo pareado entre os grupos nos diferentes tempos de
aquisicdo das imagens. O grupo Isquemia/tox/2horas apresentou menor volume de infarto em
todos os tempos analisados em relacdo ao grupo controle, *(p<0.05).
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Figura 33. Teste de assimetria bilateral dos animais isquemiados

tratados com toxina ou PBS ao longo das 5 semanas de experimento.

Os animais foram submetidos ao teste de assimetria bilateral uma vez por semana por
5 semanas apds lesdo. Esse teste tem como objetivo avaliar negligéncia sensério-motora. Uma
fita adesiva é colocada em cada uma das patas anteriores do animal, que é entdo colocado na
caixa de teste. Contou-se o tempo de laténcia para que o animal removesse completamente a
fita de ambas as patas. Os dados foram analisados utilizando-se o teste Two Way Anova, pos-
teste de Bonferroni e nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada entre os
grupos nos tempos analisados.
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Figura 34. Peso corporal dos animais isquemiados ao longo das 5
semanas de experimento.

Os animais foram pesados do dia da cirurgia (dia 0) até 14 dias pés-isquemia todos 0s
dias e uma vez por semana na terceira, quarta e quinta semanas. Os dados foram analisados
utilizando-se o teste Two Way Anova, poés-teste de Bonferroni e nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada entre os grupos nos tempos analisados.
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5. Discussao

A injecado central da toxina Tx3-4 mostrou os efeitos dessa sobre o
encéfalo, mesmo que alguns parametros tenham sido registrados
perifericamente (FC e PAM). Uma vez injetada no ventriculo lateral, a toxina se
difunde para o terceiro ventriculo, aqueduto cerebral e quarto ventriculo. Essas
estruturas do sistema ventricular sdo margeadas pelo tronco encefalico e
cerebelo. No tronco enceféalico, encontra-se o Centro Vasomotor que controla
FC, forca de contracdo do coracdo e tbnus vascular da maior parte dos vasos
(Berne 2004). A toxina em contatos com essas estruturas de controle
cardiovascular provocou alteracdes nesses parametros.

Embora as variacbes nos valores de FC nédo tenham sido
estatisticamente significativas, observa-se uma diminuicdo dos mesmos nos
primeiros minutos pos-injecao nos animais dos grupos 0,32ug; 0,75ug e 1,5ug.
Essa diminuicdo ocorreu, embora o estresse do procedimento de microinjecao
da toxina tenha causado aumento da FC como observado nos grupos PBS e
0,16 pg. A partir do intervalo 3 (inicio dos 7 minutos pos-injecao), o grupo PBS
fica com seus valores isolados no grafico sem que as barras de erro se
encontrem com as dos demais grupos. No entanto, a partir do intervalo 8 (inicio
dos 22 minutos pds-injecdo) os valores de todos 0s grupos se reaproximam e
permanecem assim até o fim do registro. Essa variagdo dindmica dos valores
pode indicar uma difusdo da toxina por sobre estruturas de controle da FC.
Essa alteracdo ndo se manteve por mais de 20 minutos, mostrando que a agao
da toxina sobre as estruturas responsaveis por essa resposta nao € duradoura.

O controle da FC foi modificado, mas logo restabelecido.
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A variacdo nos valores da PAM teve uma dinamica diferente daquela
observada na FC. Inicialmente, a toxina ndo causou alteracdes na PAM, no
entanto a partir do intervalo 10 (inicio dos 28 minutos po0s-injecao) os valores
comecaram a variar. As doses 0,16pg, 0,32ug e 0,75ug causaram um aumento
nos valores da PAM, embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente
significativa, a dose 1,5ug causou aumento estatisticamente significativo nos
valores de PAM cerca de 46 minutos apoés injecdo. Esses resultados mostram
gue essa resposta da PAM foi dose-dependente. A maior dose pode ter
atingido mais estruturas de controle cardiovascular que as demais ou ter
atingido uma mesma regido de maneira mais significativa. Como 0s registros
foram interrompidos aos 60 minutos apoOs injecdo, ndo se sabe por quanto
tempo esse efeito da toxina sobre a PAM permaneceu. As drogas antagonistas
de canais de Ca*™ diminuem a atividade neuronal, acredita-se que o aumento
da PAM tenha sido causado pela inibicdo de uma estrutura inibidora. Ou seja,
alguma estrutura que inibe o tdnus vascular pode ter tido sua acédo diminuida
pela toxina.

A discussdo dos efeitos cardiovasculares é extremamente complexa,
uma vez que inumeras estruturas centrais desempenham papel de controle
cardiovascular e nenhuma investigacao foi feita no sentido de buscar as
estruturas que estédo envolvidas nos resultados observados.

Esperava-se que a toxina causasse diminuicdo na energia total do EEG
de ambos os hemisférios cerebrais, uma vez que essa inibe a atividade
neuronal. No entanto, esse raciocinio € simplista, uma vez que 0 registro
eletroencefalogréafico final é resultado da soma da energia das 5 bandas de

frequéncia do EEG. A energia total do hemisfério direito (contralateral a
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microinjecao) diminuiu apds a injecao de toxina nas doses de 0,75ug e 1,5 ug.
Coerente com esse fato, as bandas Alpha e Beta também diminuiram para
essas mesmas doses. Ja a energia total do hemisfério esquerdo (ipsilateral a
microinjecdo) nao foi alterada por essas doses. A analise das bandas de
frequéncia do EEG mostra que para a dose de 1,5ug, as bandas Alpha e Beta
diminuiram, enquanto Delta e Gamma aumentaram. Ou seja, embora a energia
total do hemisfério esquerdo ndo tenha sido alterada, houve grande variacéo
nas bandas de frequéncia do EEG, que se equilibraram para gerar o resultado
final.

Embora a injecdo central da toxina tenha causado mudancas em alguns
parametros fisiologicos, essas alteracbes ndo foram capazes de levar os
animais a morte, mostrando a baixa toxicidade da mesma. Todos 0s animais
permaneceram Vvivos por até 48 horas apés a injecdo da toxina. O modelo de
isquemia experimental in vitro foi importante para mostrar a enorme capacidade
dessa toxina em proteger 0os neurdnios da morte, mas a técnica tem a limitacao
de nao fornecer informac@es sobre a acdo dessa toxina em um organismo vivo
mesmo na auséncia de isquemia. Esse resultado foi de extrema importancia
para a continuacao dos trabalhos, uma vez que se a toxina matasse o animal,
nao haveria sentido continuar o estudo da mesma como potencial agente
terapéutico na isquemia cerebral.

O efeito neuroprotetor da toxina Tx3-4 foi claramente comprovado em
trabalhos anteriores (Pinheiro et al. 2006; Pinheiro et al. 2009) utilizando o
modelo de isquemia cerebral in vitro. O trabalho publicado em 2009 mostrou
gue as toxinas Tx3-3 e Tx3-4 nas concentracdes de 8nM foram mais eficientes

que w-conotoxina GVIA (bloqueadora de canais de Calcio do tipo N) na
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concentracdo de 1.0uM e a w-conotoxina MVIIC (bloqueadora de canais de
Céalcio do tipo N e P/Q) na concentracdo de 100nM em promover
neuroprotecdo. Os resultados do nosso estudo, que utilizou modelo de
isquemia experimental in vivo, mostraram a capacidade da toxina Tx3-4 em
promover neuroprotecdo funcional de maneira dose dependente como
mostrado por testes comportamentais.

O teste do cilindro foi eficiente em mostrar recuperacao funcional em um
estudo que envolveu ambiente enriquecido e migracao celular ap6s isquemia
(Hicks et al. 2007). No entanto, em outro trabalho que investigou um agonista
de receptor de estrogénio como agente neuroprotetor (Farr et al. 2007) os
resultados foram similares aos encontrados nesse estudo, ou seja, o teste ndo
foi capaz de detectar diferencas entre os grupos. Todos 0s animais
isquemiados, tratados ou nao tratados, praticamente ndo tocaram a parede do
cilindro com a pata direita (contralateral a lesao).

O teste de assimetria bilateral € bem descrito na literatura e bastante
utilizado em estudos que envolvem o modelo de oclusédo transitoria da ACM
(Ashioti et al. 2007; Modo et al. 2000). Considera-se a avaliagdo do tempo de
percepcdo da presenca da fita como um teste sensorial e o tempo de retirada
da fita adesiva como um teste motor. Ambos 0s parametros apresentaram
representacdo grafica similar com as mesmas diferencas estatisticas em
relacdo aos resultados. Ou seja, 0 desempenho do cortex motor e sensorial
primario no teste foram os mesmos. Os grupos tratados com as doses 0,32ug e
0,75ug mostraram melhor desempenho nesse teste nos dias 7 e 14 apds leséo.
No entanto, os animais que receberam a dose de 0,16ug sO foram diferentes

dos nédo tratados 14 dias poOs-isquemia. Sabe-se que a morte neuronal
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acontece durante episodio isquémico e nas horas e dias subsequentes ao
insulto. A excitoxicidade do glutamato e as despolarizacbes peri-infarto sédo
responsaveis pela morte celular na fase aguda da isquemia e a inflamacéo e a
apoptose na fase tardia. Diante desse resultado, acredita-se que a toxina
promove neuroprotecdo nos primeiros instantes do evento isquémico, ou seja,
na fase aguda. As duas maiores doses conseguiram proteger um maior numero
de neurénios nas primeiras horas da lesdo e consequentemente, diminuiram a
morte por apoptose e eventos inflamatorios. A menor dose néo foi tdo eficiente
em acelerar 0s processos de recuperacao tecidual apés lesdo, uma vez que
mais area foi afetada em relacdo as duas maiores doses, mas isso aconteceu,
mesmo que tardiamente. No dia 14 apds leséo, todas as 3 doses estudadas
mostraram neuroprotecdo funcional, ou seja, embora a protecdo na fase aguda
tenha sido menor para a dose 0,16ug ela ainda foi suficiente para promover
maior recuperacdo poés-lesdo que os animais que ndo foram tratados com
toxina.

Os testes do passo em falso e barras paralelas confirmaram a
neuroprotecao funcional mostrada pelo teste de assimetria bilateral. No dia 7
pos-lesdo, os animais tratados com a dose de 0,16ug de toxina apresentaram
melhor desempenho que os do grupo controle no teste do passo em falso, mas
nao no teste das barras paralelas. O passo em falso € um teste eficiente em
revelar melhoras, requer uma habilidade motora mais simples que aquela
exigida no teste das barras paralelas, que por ser um teste mais complexo &
indicado para mensurar déficits. Sendo assim, animais tratados com a dose de
0,16pg de toxina apresentam recuperagao funcional melhor, mas ainda déficits

similares aos néo tratados. Enquanto os grupos que receberam as doses
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0,32ug e 0,75ug apresentam maior recuperacao funcional e menos déficits que
0s que receberam PBS 7 dias apos leséo.

No dia 14 apos isquemia, apenas 0s animais que foram tratados com a
maior dose de toxina (0,75ug) tiveram desempenho diferente dos tratados com
PBS nos testes passo em falso e barras paralelas. Esse resultado se deve,
principalmente, a recuperacdo espontanea que ocorre apos lesdo isquémica,
devido a reabsorcdo do edema local, remocdo de metabdlitos, resolucdo de
processo inflamatério. Ou seja, todos os animais, inclusive os nao tratados com
toxina, tiveram seu desempenho funcional melhorado ao longo dos dias de
experimento, mas aqueles tratados com a maior dose de toxina foram
beneficiados pela neuroprotecdo promovida por esse bloqueador de canais de
Ca*2. Como o insulto inicial foi menor nos animais desse grupo, a recuperagao
a longo prazo foi diferente dos animais tratados com PBS ou doses menores de
toxina. Em maior dose, esse antagonista de canais Ca*? foi capaz de agir sobre
maior niumero de neurdnios na area de penumbra isquémica quando injetado
durante processo isquémico.

Nenhum animal sham apresentou déficit motor ou sensorial consequente
a injecao central da toxina na auséncia de processo isquémico 7 ou 14 dias
apos isquemia. A presenca de bloqueador de canais de Ca*? no tecido neural
na auséncia de processo isquémico pode ser devastador para a funcao
neuronal. Como os grupos nado foram submetidos a testes funcionais nas
primeiras horas ou dias apos injecado i.c.v. da toxina, ndo se sabe se a funcao
foi modificada nesse periodo.

O volume de lesdo e o desempenho funcional estdo relacionados em

casos de isquemia cerebral (Lyden et al. 1997). Todos os animais tratados com
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toxina apresentaram maior porcentagem de tecido neural integro em relacéo
aos que receberam PBS. Esse dado é compativel com o resultado do teste de
assimetria bilateral, que avalia cortex motor e sensorial primario, em que todos
0S animais tratados com toxina tiveram melhor desempenho motor. O mesmo
nao pode ser dito com relacdo aos testes passo em falso e barras paralelas
gue exigem integracao de respostas motoras e ndo avaliam apenas uma area
cerebral.

O peso corporal € um dado muito importante que informa sobre o estado
geral do animal. Todos 0s grupos que receberam a toxina apresentaram maior
ganho de peso pos-lesdo em relacdo ao controle. Esse resultado esta de
acordo com o do volume de infarto, uma vez que lesbes menores causam
menos déficits aos animais.

Os resultados da analise dos registros de EEG mostraram que a acao da
toxina sobre a atividade neuronal ndo é duradoura, ou seja, acontece apenas
nas primeiras horas pds-injecdo. Foram observadas diferencas na energia total
do EEG entre os grupos sham e isquemia correspondentes apenas nhos
periodos antes e apoés injecao da toxina e no periodo de reperfusdo. A partir do
dia 1 ap0s isquemia, essa diferenca desapareceu indicando que a toxina néo
foi mais capaz de provocar alteracdo na atividade eletroencefalografica
registrada superficialmente. Se a toxina atua sobre a atividade neuronal de
neurdnios isquémicos por um periodo menor que 24 horas, ela tem chance de
intervir em mecanismos de morte celular agudos.

O intervalo de tempo entre o aparecimento de sintomas de leséo central
e o0 atendimento médico adequado varia muito e pode ser extremamente longo

(horas ou dias). Sendo assim, uma droga neuroprotetora eficaz deve
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apresentar efeito positivo injetada algum tempo apés o inicio da lesdo. O tempo
de 30 minutos apods inicio da isquemia mostrou-se adequado para a acao da
toxina e esse efeito neuroprotetor continuou com a toxina sendo injetada 2
horas apoés inicio da lesdo. A analise estatistica dos valores de volume de
infarto das imagens de RM mostrou diferenca entre os grupos de animais que
foram submetidos a injecdo da toxina ou PBS 2 horas apos inicio do insulto
isquémico 24 horas, 2 e 5 semanas poOs-lesdo. Essa diferenca entre o grupo
tratado e controle ndo apareceu no teste de assimetria bilateral. A maioria dos
animais apresentou lesdo estriatal, ou seja, tinha o cértex motor e sensorial
intactos e por isso tiveram bom desempenho nesse teste. O peso dos animais
acompanhou o desempenho motor e ndo houve diferenca entre os grupos.

Os resultados obtidos em testes de toxicidade e investigacdo do efeito
neuroprotetor da toxina encorajam a continuacao de estudos com o objetivo de
transformar essa toxina em um agente terapéutico em casos de isquemia
cerebral para se evitar a morte neuronal. Testes de tempos maiores da injecéo
da toxina apds inicio da lesdo devem ser realizados, uma vez que esses
resultados sdo extremamente relevantes para a clinica. Além disso, estudos
devem ser realizados com a injecao periférica da toxina, uma vez que a injecao

central da toxina ndo é tdo adequada na préatica clinica.
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6. Conclusao

A toxina Tx3-4, proveniente do veneno da aranha Phoneutria nigriventer,
exerce acao neuroprotetora sobre as funcdes motora e sensorial e sobre o

volume de infarto de ratos Wistar machos submetidos a isquemia cerebral.
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