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RESUMO

SILVA, Fernanda. Efeito do 17f-estradiol na performance locomotora de ratas submetidas
a lesdo medular por compressdo. 2014. 79 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas).
Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Uma lesdo traumatica na medula espinal promove rapida morte celular no epicentro da lesdo e
desencadeia uma série de eventos vasculares, celulares e bioquimicos, denominados danos
secundarios, que culminam em morte de células que estavam intactas apds o trauma inicial e, desta
forma, amplifica a lesdo e a disfuncdo tecidual. O 17B-estradiol (E;) € um hormdnio esteroide
enddgeno produzido principalmente pelas gbnadas e que tem demonstrado efeito neuroprotetor in vitro
e in vivo, em diversas doengas e traumas no sistema nervoso central (SNC). Na lesdo medular espinal
0 E, tem evidenciado multiplas a¢cdes neuroprotetoras por modular diversos danos secundarios a leséo,
tais como: inflamag&o, apoptose, estresse oxidativo e alteragBes vasculares. Nesse sentido, o objetivo
desse estudo foi avaliar se, de forma aguda, o E, promove recuperacdo locomotora em ratas
ovariectomizadas submetidas a lesdo medular por compressdo. Neste estudo foram utilizadas ratas
Wistar que foram submetidas a ovariectomia bilateral (OVX) e apds uma semana foi induzida a lesdo
medular através da inflagdo do baldo de um cateter Fogarty 2F de embolectomia, inflado com 15ul de
solugdo salina no espaco epidural entre as vértebras T8 e T9 durante 5 minutos. Quinze minutos apés a
cirurgia de lesdo medular foi administrado por via subcutanea uma dose Unica de 100 pg/Kg de E,
diluido em 6leo (grupo OVX+E,) ou somente o veiculo dleo (grupo OVX+éleo). Uma parte dos
animais foi submetida a OVX e ap6s uma semana foi realizada apenas a laminectomia vertebral
(grupo OVX+sham). A performance locomotora dos animais foi avaliada através do teste BBB
durante 14 dias e foi detectado uma significativa melhora na recuperacdo locomotora do grupo
OVX+E, comparado ao grupo OVX+6éleo no 10° e 14° dia ap6s a lesdo medular. Para verificar se essa
melhor capacidade locomotora dos animais tratados com E; esta relacionada com a menor quantidade
de lesdo no tecido medular, foi realizada a andlise histopatoldgica de cortes longitudinais de tecido
medular desses animais. Na avaliagdo histopatologica da medula foi detectado que o grupo OVX+E,
apresentou les@es significativamente menores sob o0s aspectos de comprimento, largura e area da lesdo
comparado ao grupo OVX+6leo. Nesse sentido, os resultados sugerem que o E, é capaz de promover
recuperacao locomotora apds uma lesdo moderada na medula espinal, sendo esse efeito associado ao
menor tamanho de lesdo no tecido, corroborando com a hipGtese de que o E, € um hormdnio
neuroprotetor.

Palavras-chave: Lesdo medular espinal, 17p-estradiol, neuroprotecéo.
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ABSTRACT

SILVA, Fernanda. Effect of 17p-estradiol on locomotor performance in rats subjected to
spinal cord compression injury. 2014. 79 p. Dissertation (Master in Physiological Sciences).
Institute of Biology, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

Traumatic spinal cord injury promotes rapid cell death at the lesion epicenter and triggers a
series of vascular, cellular and biochemical events, known as secondary damage, which culminate in
more cell death, amplifying the injury and tissue dysfunction. The 17p-estradiol (E;) is an endogenous
steroid hormone produced primarily by the gonads that has demonstrated neuroprotective effect in
vitro and in vivo in several diseases and trauma to the central nervous system (CNS). E, has shown
multiple neuroprotective effects after spinal cord injury by modulating many secondary damage, such
as: inflammation, apoptosis, oxidative stress and vascular changes. Accordingly, the aim of this study
was to assess whether, acutely, the E, promotes locomotor recovery in ovariectomized rats subjected
to spinal cord compression injury. In the present study, female Wistar rats were subjected to bilateral
ovariectomy (OVX) and after one week spinal cord injury was induced by inflation of a embolectomy
catheter balloon (Fogarty 2F) with 15ul of saline into the epidural space between T8 and T9 vertebrae
for 5 minutes. Fifteen minutes after spinal cord injury surgery a single dose of 100 pg/Kg of E, diluted
in oil (OVX+E; group) or oil vehicle alone (OVX+ail group) was administered subcutaneously. Some
of the animals were subjected to OVX and after a week was performed only spinal laminectomy
(OVX+sham group). The locomotor performance of the animals was assessed using the BBB test for
14 days and it was detected significant improvement in locomotor recovery in OVX+E, group
compared to OVX+oil group at 10 and 14 days after spinal cord injury. To verify that better locomotor
ability of animals treated with E, is related with the least amount of damage to the spinal cord tissue,
the cross-sections of the histopathological analysis of spinal cord tissue of these animals was
performed. The histopathological evaluation detected that the OVX+E, group showed significantly
less tissue damage under the aspects of length, width and area of the lesion compared to OVX+oil
group. Accordingly, the results suggest that E, is able to promote locomotor recovery after a mild
compression injury to the spinal cord, and this effect is associated with a reduction of the damage to
the spinal cord tissue, supporting the hypothesis that E, is a neuroprotective hormone.

Keywords: Spinal cord injury, 17B-estradiol, neuroprotection.
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locomotora (teste BBB) de ratas ovx submetidas a lesdo medular por compressao
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(n=5) foram submetidos apenas a laminectomia. Valores sdo apresentados como
média £ erro padrdo. Pos teste Bonferroni, P<0,05. *** indica que o grupo
OVX+ E, apresentou escore BBB significativamente maior que 0 grupo
OVX+6leo no 10° (P<0,001) e no 14° (P<0,001) dia apos a lesdéo medular por
compressdo. O OVX+sham obteve meédia de escore BBB significativamente
maior em comparacdo ao OVX+E, e ao OVX+dleo em todos os tempos
(P<0,001) e ndo esta representado no gréafico.
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ug/Kg de E; (OVX+E,) ou 6leo (OVX+06leo), 1,5 cm das suas medulas contendo
a lesdo foram coletadas apo6s perfusdo tecidual no 14° dia pos lesdo para
realizacdo de cortes histolégicos logitudinais (5 um de espessura) e coloragdo
com HE. Corte de medula representativo do grupo OVX+sham, OVX+6leo e
OVX+E,. Barra=1 mm.
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coletadas 14 dias ap0s a lesdo. Foi determinado o comprimento dos 4 cortes da
medula de cada animal e a média por animais utilizada para andlise estatistica.
Valores sdo apresentados como média * erro padrdo. Teste t-Student, P<0,05. *
indica que o grupo OVX+E, (n=6) apresentou um comprimento de les&o
significativamente menor (P<0,05) comparado ao grupo OVX+déleo (n=5). O
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estatistica Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste t-Student,
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medular.

Figura 24: Efeito de uma Unica dose de E; (100 ug/Kg) no tamanho geral da
lesdo na medula (area total da lesdo). As ratas OV X submetidas a lesdo medular
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40

41

42

43

Xiii



apresentados como média + erro padrdo. Teste t-Student, P<0,05. * indica que o
grupo OVX+E, (n=6) apresentou uma &rea de lesdo significativamente menor
(P<0,05) comparado ao grupo OVX+dleo (n=5). O grupo OV X+sham (n=1) nédo
apresentou leséo no tecido medular.

Figura 25: Correlagdo entre a severidade da lesdo medular e a capacidade
locomotora dos animais. Gréafico de regressao linear simples para correlacdo das
meédias da area total da lesdo de cada medula de ambos os grupos (OVX+E,,
n=6; OVX+0leo, n=5) com os respectivos escores BBB obtidos no 14° dia pés
lesdo medular por compressédo moderada. O teste de regressdo linear evidenciou
uma correlacdo positiva (r2=0,3749 e P<0,05, admitindo-se um intervalo de
confianca de 95%) entre a severidade da lesdo medular e a capacidade
locomotora dos animais. A reta indica que quanto maior o escore BBB menor a
area total de lesdo medular, ou seja, quanto maior a capacidade locomotora
menor a severidade da lesdo medular.

Figura 26: Efeito de uma Unica dose de E; na modulacdo da inflamacéo na lesdo
medular espinal compressiva. As medulas dos animais do grupo OVX+0leo
(n=2) e do grupo OVX+E, (n=3) foram coletadas 14 dias apds a lesdo medular
através da eutandsia por decapitacdo e aproximadamente 1 c¢cm da medula
contendo o epicentro da lesdo foi processado através da técnica de RT-PCR que
quantificou a expressdo génica de TNF-a, IL-6 e IL-10. O teste t-Student ndo
detectou diferenca entre 0s grupos na expressao de nenhuma das citocinas
analisadas (P>0,05).

Figura 27: Esquema ilustrativo representando um dos possiveis efeitos anti-
inflamatérios do E,. O E; ativa ER-o no citoplasma induzindo a ativagdo de
PI3K que inibe o transporte intracelular do NFkB ao nucleo e diminui a
expressdo génica de mediadores inflamatério induzidos por NFkB, sendo que
este que pode ser ativado por TNF-a. Esse mecanismos possivelmente ocorre nas
microglias. Modificado de VEGETO et al., 2008.

Figura 28: Mecanismos neuroprotetores e neurotréficos do E; em células que
estdo ativas na inflamacdo do SNC. Esses mecanismos do E, sdo por atuacao
direta em neurdnios ou indireta através de astrocitos, aumentando nestes a sintese
e liberacdo de fatores de crescimento, e microglias, por diminuir sua sintese e
liberacdo de citocinas inflamatorias. Modificado de BRANN et al., 2007.

Figura 29: AcOes neuroprotetoras do E, na lesdo medular espinal: anti-
inflamatdrio, antioxidante, angiogénico, inibidor da excitotoxicidade e da morte
celular. O E; reduz o processo inflamatorio diminuindo seus efeitos neurotoxicos,
reduz os radicais livres atenuando o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica,
reduz a excitotoxicidade induzida por glutamato e outros aminoacidos excitatorios
do SNC e diminui a isquemia tecidual por aumentar o fluxo sanguineo local. A
diminuicdo desses danos secundarios apés a lesdo induzido por E,, por fim,
diminui a morte celular necrética e apoptética, no entanto, o E, também exerce
acao direta nas células prevenindo a apoptose celular. Modificado de KWON et
al., 2004.
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1 INTRODUCAO

A medula espinal é um tecido composto por dois tipos principais de células, o0s
neurdnios e glias, e tem um papel muito importante por ser a via de transmissdo de
informagdes sensoriais, motoras e autondmicas entre o encéfalo e o restante do corpo,
mantendo a correta funcdo do organismo. Alem disso, também possui circuitos neuronais
locais que possibilitam respostas reflexas estereotipadas sem que haja prévio comando
encefélico.

Nesse sentido, uma lesdo na medula espinal € uma das patologias mais debilitantes ao
ser humano e gera enormes mudancas fisicas e emocionais na vida do individuo acometido.
Ocorre principalmente por traumas, mas também por doencas na coluna vertebral ou na
medula espinal em si. Pode afetar em diferentes graus a capacidade da medula de mandar e
receber informagdes, levando a deficiéncias sensoriais, motoras e autondmicas. No entanto,
geralmente uma lesdo medular provoca quadros de deficiéncias profundas e irreversiveis.

No caso da lesdo medular espinal por trauma, a taxa de incidéncia global (2007) é
estimada em 179.312 novos casos por ano. Cada acometido custa para a sociedade
aproximadamente 10 milhdes de dolares com tratamentos, cuidados na hospitalizagdo,
reabilitacdo e custos médicos durante a vida, além da perda dos seus ganhos e das perdas
pessoais.

Uma lesdo na medula provoca uma profunda alteracdo na homeostase do sistema
nervoso central (SNC), pois subsequente ao primeiro trauma mecénico hd o surgimento de
uma complexa cascata de eventos moleculares que amplificam ainda mais a lesdo de forma
progressiva e, por consequéncia, aumenta a disfuncdo do tecido medular. Essa cascata de
eventos moleculares € denominada danos (ou mecanismos/eventos) secundarios e dificultam o
tratamento e a recuperacdo. Como o trauma inicial ndo pode ser evitado, apesar da existéncia
de programas de prevencao, os estudos focam em descobrir novos tratamentos para atenuar 0s
danos secundarios e, desta forma, tentar frear a progressao da lesdo no tecido medular.

O tratamento corrente para lesdo medular espinal inclui o uso de altas doses de
metilpredinisolona, intervencdes cirdrgicas para estabilizacdo e descompressdao da medula
espinal e cuidados com a reabilitacdo. Entretanto, essas intervencdes sao ineficazes e a leséo
medular espinal ainda é uma condicdo prejudicial a qual ainda ndo existe cura.

O 17B-estradiol (E2) € um horménio esteroide enddgeno que tem sido estudado como
um possivel tratamento para essa patologia. E produzido pelas gbnadas e em pequena
quantidade pela adrenal e seus mecanismos moleculares sdo mediados pela via cléssica
(genémica) e ndo classica (ndo gendmica) de sinalizacdo celular. As a¢des do E, por ambas as
vias sdo amplamente distribuidas no organismos, atuando ndo sé no sistema reprodutivo mas
também em diversos tecidos incluindo o SNC em regides ndo relacionadas com a reproducao.

Tem sido demonstrada acbes neuroprotetoras do E, em estudos experimentais e
epidemioldgicos de muitas doencas neuroldgicas e traumdticas do SNC, inclusive
influenciando de forma benéfica na recuperacdo locomotora e promovendo diminuicdo do
dano tecidual de lesbes trauméticas na medula espinal. Evidéncias sugerem que a acgao
neuroprotetora do E, é devido as suas multiplas acGes positivas que atenuam os danos
secundarios ap6s um trauma medular, por seus efeitos anti-inflamatorios, anti apoptéticos,
antioxidantes e angiogénicos. Apesar de ser um agente adjuvante em potencial , a dose, a via e
a janela terapéutica de administracdo ainda precisam ser extensivamente investigadas. Em
adicdo hd uma escassez de estudos experimentais acerca deste efeito medular do E, em
fémeas.

Sendo assim, a proposta desse estudo é avaliar se, de forma aguda, uma Unica dose
suprafisiologica do E, administrada por via subcuténea logo apos a lesdo medular espinal em
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fémeas é capaz de promover neuroprotecdo atenuando o dano no tecido medular e se este
efeito acarreta em recuperagéo da capacidade locomotora.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Anatomia, histologia e fisiologia da medula espinal

A etimologia da palavra "medula” significa "miolo”, ou seja, 0 que estd dentro. A
medula espinal é uma estrutura do sistema nervoso central (SNC) localizada dentro do canal
medular na coluna vertebral. E dividida em quatro regides principais (cervical, torécica,
lombar e sacral) e cada regido € subdividida em 31 segmentos, sendo 8 cervicais, 12 toracicos,
5 lombares, 5 sacrais e 1 coccigeo que correspondem aos 31 pares de nervos espinhais.
Portanto, a conexdo dos nervos espinhais marca a segmentacdo da medula. A por¢édo cranial
da medula limita-se com o bulbo, ao nivel do forame magno do 0sso occipital, e se estende até
a 22 vértebra lombar (L2) onde situa-se seu limite caudal, terminando com uma estrutura
afilada denominada cone medular. A medula apresenta forma cilindrdide e é ligeiramente
achatada no sentido antero-posterior (MACHADO, 2007; KANDEL, 2000).

A coluna vertebral cresce no sentido longitudinal em ritmo mais acelerado que a medula
espinal. Portanto, as vértebras que correspondentes aos seus segmentos medulares ndo estao
dispostos na mesma linha horizontal no adulto. A 112 e 122 vértebras torécicas (T11 e T12,
respectivamente) correspondem aos 5 segmentos lombares e a 12 vértebra lombar (L1)
corresponde aos 5 segmentos sacrais. Além disso, abaixo da vértebra L2 s6 ha raizes nervosas
dos ultimos nervos espinhais e as meninges ao redor, constituindo a cauda equina
(MACHADO, 2007).
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Figura 1: Esquema da posicdo anatdmica das vértebra espinhais, seguimentos medulares e seus respectivos
nervos espinhais. Retirado em 04/02/2014, de world wide web:
http://ebah.com.br/content/ ABAAAAs7sAL/medula-espinal

O SNC dos seres humanos tém ampla semelhanca morfoldgica e fisiolégica com o dos
roedores (Figura 2A). Essa similaridade permite a utilizagdo desses animais em pesquisas
cientificas no &mbito da neurociéncia. No entanto, embora o0s ratos sejam utilizados de forma
constante nessa vertente da experimentacdo animal, eles apresentam um perfil de
segmentacdo medular que difere um pouco do homem. O rato apresenta 8 segmentos
cervicais, 13 toracicos, 6 lombares, 4 sacrais e 3 coccigeos (Figura 2B) (GRANT, 2004).
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Figura 2: (A) Comparagdo entre as medulas espinhais do homem e do rato em tamanho natural. Viséo dorsal: a
medula completa do rato possui aproximadamente 9 cm de comprimento, 0 que se compara com uma porcao da
medula humana entre os segmentos C6 a T4. Modificado de WATSON et al., 2009. (B) Esquema do esqueleto
do rato, vista lateral. Modificado de ANDERSEN & TUFIK, 2010.

A medula espinal, como todo o SNC, é recoberta por trés membranas fibrosas
denominadas meninges (dura-mater, aracnoide e pia-mater), envolvendo-a por completo. A
mais externa é a dura-mater, uma membrana espessa e resistente. A meninge intermediaria é a
aracnodide, menos rigida que a dura-mater, constituida de um folheto justaposto a dura-mater e
um emaranhado de trabéculas aracndideas que unem este folheto a pia-mater, que € a
membrana mais interna e que fica intimamente aderida a superficie do tecido nervoso medular
(MACHADO, 2007; LENT, 2010).

Entre as meninges existem trés espacos: epidural, subdural e subaracnoideo. O epidural
(ou extradural) localiza-se entre o peridsteo do canal vertebral e a dura-mater, € preenchido
por tecido adiposo e por vasos sanguineos. O subdural situa-se entre a dura-mater e a
aracndide, é estreito e contém uma fina camada de liquido para lubrificar o contato entre as
duas meninges, evitando aderéncia. Por fim, o subaracnoideo encontra-se entre as meninges
pia-mater e aracndide, é amplo, aloja vasos sanguineos para irrigar e drenar o tecido nervoso e
é preenchido com liquido cefalorraquidiano (LCR), também denominado de liquor. Esse
espaco comunica-se com a cavidade interna da medula espinal, o canal central (ou canal do
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epéndima), permitindo a passagem de liquor de dentro para fora da medula (MACHADO,
2007; LENT, 2010).

O liquor é produzido de modo continuo pelo plexo cordide nos ventriculos encefalicos
com a funcdo de proteger e manter a homeostasia do tecido nervoso. Reduz o peso do
encéfalo e da medula sobre as estruturas 6sseas mantendo a forma do SNC e atenua impactos
externos e internos. Ademais, promove a excre¢do de produtos do metabolismo neural e é
veiculo de comunicagdo quimica com o compartimento intersticial do tecido nervoso (LENT,
2010).
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Figura 3: Representacdo esquematica das meninges (dura-maéter, aracnoide e pia-mater) e do espago entre elas
(epidural, subdural e subaracnéideo) que envolvem a medula espinal. Vista posterior. Retirado em 04/02/2014,
de world wide web: http://fundacionannavazquez.wordpress.com/category/documentos-en-portugues/

O tecido nervoso medular em si compde-se de duas classes principais de células: as
células nervosas (neurdnios) e células gliais (glia). As células gliais sdo mais numerosas e
circundam os corpos celulares, axénios e os dendritos dos neurénios (KANDEL, 2000).

A glia é dividida em duas classes: microglia e macroglia. As microglias sdo originadas
de macrdfagos de fora do SNC e sdo mobilizadas e ativadas apds uma lesdo, infec¢do ou
doenca para atuar como um fagocito. J& as macroglias sdo subdividida em dois tipos celulares
no SNC: oligodendrécitos e astrécitos. Os oligodendrécitos tém o papel de isolar os axdnios
envolvendo-os com uma camada de mielina em espiral. Os astrocitos tém a fungéo de suprir
0s neurdnios com nutrientes, propiciam a formacdo da barreira hematoencefalica que protege
0 SNC contra agentes nocivos do sangue, ajudam a manter a concentracdo ionica de potassio
extracelular em niveis satisfatorios e regulam a atividade sinaptica por captacdo de
neurotransmissores. Portanto, as glias sdo células de suporte que sustentam os neurdnios,
ajudam a nutrir as células nervosas, reparam danos, separam grupos neuronais e conexdes
sinapticas, proporcionando uma eficiente sinalizacdo neuronal (KANDEL, 2000).

Por sua vez, os neurdnios séo as unidades de sinalizacdo do sistema nervoso. Promovem
conexdes (sinapses) atraves da liberagdo de neurotransmissores, entre as proprias células
nervosas e entre estas e outras células do organismo, que geram sinais eletroquimicos pelos
quais os sistema nervoso recebe, analisa e transmite informacgdes (KANDEL, 2000).



Em uma visdo estrutural histologica, a medula apresenta duas porcOes distintas
denominadas de substancia branca e substancia cinzenta. A substancia cinzenta é constituida
por corpos celulares dos neurénios, células gliais e prolongamento de neurdnios. Localiza-se
por dentro da substancia branca e apresenta a forma de um "H" (em secg¢des transversas) que é
dividida em trés cornos: ventral, dorsal e intermediario. O corno dorsal contém um arranjo
ordenado de relés de neurdnios sensoriais que recebem aferéncias da periferia por fibras que
chegam a medula pela raiz dorsal, enquanto o corno ventral contém grupos de neurénios
motores, cujos axdnios emergem da medula através das raizes ventrais e inervam musculos
esqueléticos. Os diversos interneurénios da substancia cinzenta modulam as informacdes que
fluem dos neurdnios sensorios para o encéfalo e os comandos do cortex para 0s neurdnios
motores, assim como as informacGes que passam entre 0S grupos de neurdnios motores.
Ademais, na substancia cinzenta, os neurénios agrupam-se em nucleos que formam colunas
longitudinais dentro dos trés cornos medulares, sendo denominados de Laminas de Rexed
(REXED, 1954). Essas microrregides laminares sdo numeradas de | a X no sentido dorso-
ventral. As laminas de | a IV constituem a area receptora onde terminam o0s neurdnios das
fibras exteroceptivas (estimulos de dor, mecanicos e tateis) que penetram pelas raizes dorsais,
as laminas de V a VI recebem informacdes proprioceptivas, a lamina V1I recebe informacdes
associadas ao sistema nervoso autbnomo, as laminas VIII e 1X contém os neurdnios motores
descendentes e a lamina X possui 0s neurbnios associados aos estimulos nociceptivos
(MACHADO, 2007; KANDEL, 2000).

Colunas de nucleos celulares Laminas de Rexed

=" —

Nucleo posterior margina

zona marginal

Substincia gelatinosa (lamina I1) |

Nucleo préprio do como posterior

lombar da
mecuia

Figura 4: Esquema da substancia cinzenta em formato de "H" por dentro da substancia branca na medula espinal
de humanos. A esquerda representacdo dos ndcleos de neurdnios nos cornos dorsal e ventral da substancia
cinzenta. A direita representagio da distribuicio das laminas de Rexed na substancia cinzenta. Retirado em
04/02/2014, de world wide web: http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAAs7sAL/medula-espinal

A substancia branca, em volta da substancia cinzenta, é constituida de células gliais e
fibras de axénio, sendo a maioria mielinicas. Essas fibras sdo agrupadas em feixes de axdnios
e organizadas em cada lado em tratos (ou colunas), que sdo as vias por onde trafegam os
impulsos nervosos na medula espinal: as vias ascendentes (sensoriais), através das quais a

7



informacdo sensorial alcangca o cortex, e as vias descendentes (motoras) que carregam 0S
comandos motores e as influéncias modulatérias do encéfalo aos masculos. (MACHADO,
2007; KANDEL, 2000).

Importante salientar que o tamanho e a forma da medula espinal variam no sentido
rostrocaudal e isto se deve a dois fatores. Um deles € relativo a quantidade de substancia
branca, pois o0 nimero de axdnios sensorios que entram na medula diminui progressivamente
dos segmentos cervicais em direcdo aos sacrais. Além disso, os axénios descendentes do
encéfalo vao terminando em niveis superiores da medula e, de forma progressiva, uma menor
quantidade desce até os niveis inferiores. Assim, ha maior quantidade de substancia branca do
que substancia cinzenta em niveis cervicais e 0 inverso em niveis sacrais. O outro fator é a
variacdo no tamanho dos cornos dorsal e ventral da substancia cinzenta, devido a presenca de
duas dilatacdes, sendo uma ao nivel cervical formando a intumescéncia cervical e outra ao
nivel lombar formando a intumescéncia lombossacral. Essas intumescéncias originam 0s
plexos braquial e lombossacral que inervam os masculos dos membros superiores e inferiores,
respectivamente. 1sso se deve a maior quantidade de neurénios motores do corno ventral que
inervam muitos grupamentos musculares, regulando com eficiéncia a complexidade dos
movimentos finos dos membros, e também de acordo com a maior informacdo sensorial
proveniente dos membros que adentram no corno dorsal (MACHADO, 2007; KANDEL,
2000).
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Figura 5: Esquema do padrdo de distribuicdo da substancia branca e cinzenta ao longo dos segmentos da medula
espinal humana (A) e do rato (B) em cortes transversais. (A) Modificado de KANDEL, 2000; (B) Modificado de
WATSON et al, 2009 e ANDERSEN & TUFIK, 2000.



Os conceitos anatémicos e histoldgicos permitem definir a principal funcdo da medula
espinal que é a transmissdo de informacgdes ascendentes e descendentes entre o encéfalo e o
restante do corpo permitindo o pleno funcionamento do organismo. Todavia, também possui
circuitos locais que possibilitam respostas reflexas estereotipadas sem que haja prévio
comando do sistema nervoso supraespinal. Sendo assim, a medula recebe informacdo
sensorial da pele, das articulagBes, dos musculos do tronco e dos membros e contém 0s
neurdnios motores responsaveis tanto pelos movimentos voluntarios como pelos reflexos
(KANDEL, 2000).



2.2 Epidemiologia da lesdo medular espinal

Uma lesdo na medula espinal é uma das patologia mais debilitantes ao ser humano e
ocorre principalmente por traumas, mas também por doencas na coluna vertebral ou na
medula espinal em si. Pode afetar em diferentes graus a capacidade da medula de mandar e
receber informagdes, levando a deficiéncias sensoriais, motoras e autondmicas. A associagdo
de outros sintomas decorrentes destas deficiéncias como dor, espasticidade, Ulceras de
decubito, problemas uroldgicos, vasculares, cardiocirculatorios e psicologicos faz com que a
lesdo medular seja considerada uma dos estados mais devastadores, tanto fisico como
emocionais (LIANZA et al., 2001). Além de interferir de forma profunda e negativa na
qualidade de vida do individuo afetado, também diminui a qualidade de vida da familia e gera
custos muito altos para a mesma e para a sociedade (OYINBO, 2011).

Cada paciente com lesdo medular custa para a sociedade aproximadamente 10 milhdes
de dolares com tratamentos, cuidados na hospitalizacao e reabilitacdo, assim como com custos
médicos durante a vida da vitima e com a perda dos seus ganhos. Além das perdas pessoais
sofridas pelo acometido e sua familia (FEHLINGS & NGUYEN, 2010).

Ha uma escassez de dados epidemioldgicos disponiveis referentes a lesdo medular
traumaética. Informacdes sobre o nimero de pessoas vivendo nessa condi¢do (prevaléncia) e
da quantidade de novos casos por ano (incidéncia) é infimo, o que dificulta a prevencdo a
lesdo, assisténcia médica e outros planos sociais. Existe de forma majoritaria dados de
incidéncias em regides especificas, entretanto, muitas regides do mundo nao possuem nenhum
dado estatistico. Sendo assim, muitos dados s&o estimativas de incidéncia (LEE et al., 2013).

A taxa de incidéncia global datada de 2007 é estimada em 23 casos por milhdo de
habitantes de individuos com lesdo medular espinal traumética, o que indica que ocorrem
179.312 casos por ano. Na América do Norte sdo estimados 40 casos por milhdo de habitantes
e na Ameérica do Sul 25 casos por milhdo de habitantes (LEE et al., 2013). No Brasil, segundo
dados da Secretaria de Saude do estado de S&o Paulo e do DATASUS, ocorreram cerca de
8950 novos casos de SCI no Brasil em 2004, sendo 250 mil pacientes com esta sindrome no
Brasil (MOLINA, 2006).

Em paises desenvolvidos e em desenvolvimento o principal grupo afetado sdo homens
de 18 a 32 anos. No entanto, em paises desenvolvidos outro grande grupo acometido sdo
homens e mulheres com idade acima de 65 anos, devido a grande populacédo de idosos nesses
paises (LEE et al., 2013).

A etiologia da lesdo varia de acordo com a condi¢do econdmica, estrutural, demografica
e social de cada pais, assim dependendo dessas condi¢fes ha maior ou menor prevaléncia de
casos de lesdo medular traumatica de diferentes causas. As principais causas em humanos
ocorrem por acidentes com veiculos automotivos, quedas, lesdes corporais decorrentes de
violéncia, acidentes de trabalho, acidentes com préaticas esportivas e recreacdo. E dependendo
da gravidade da lesdo e do segmento medular acometido pode causar paraplegia ou tetraplegia
(LEE et al., 2013; PROFYRIS et al, 2004).

O alto custo social em paises desenvolvidos, a alta taxa de mortalidade nos paises em
desenvolvimento e o aumento da etiologia em diversas regides do planeta enfatiza a
importancia de programas de prevencdo primarios e secundarios de acordo com cada regido
(LEE et al., 2013).

E necessario que haja um 6timo servico de recuperacio ao paciente com traumatismo
medular e que este seja atendido dentro das primeiras 72 horas apés a lesdo e encaminhado
para centros de tratamento especializados, pois desta maneira ha reducdo das complicacoes,
otimizacdo do tratamento e melhoras a longo prazo (SCHILLER et al., 2011).
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2.3 Patogénese da lesédo medular espinal

Uma lesdo na medula espinal provoca uma profunda alteracdo na homeostase do SNC,
hd o rompimento de estruturas neurais (neurdnios e glias), vasculares e da barreira
hematoencefalica. A fisiopatologia da lesdo medular aguda por trauma consiste numa cascata
complexa que envolve dois mecanismos distintos: 0S mecanismos primarios e 0s mecanismos
secundarios (OYINBO, 2011). A lesdo primaria desencadeia diversos danos secundarios que
provocam aumento progressivo da destruicdo do tecido nervoso e culmina em disfungéo
neuroldgica (HAGG & OUDEGA, 2006).

A leséo inicial ocorre por um impacto mecéanico havendo o deslocamento de estruturas
Osseas e ligamentares que comprimem a medula espinal (Figura 6), portanto, é inesperada e a
sua ocorréncia ndo pode ser evitada (CARLSON & GORDEN, 2002; KWON et al., 2004). O
impacto inicial gera hemorragia imediata e rapida morte celular no local da lesdo. Esse
mecanismo priméario induz a uma cascata de eventos vasculares, celulares e bioquimicos
correspondentes aos multiplos mecanismos secundarios que, por sua vez, amplificam a leséo
inicial e a disfuncdo tecidual (Figura 7) (RAY et al., 2002; SIMON et al.,2009). Além disso, a
severidade da lesdo primaria parece estar correlacionada de forma direta com a extensdo da
lesdo secundaria, devido as evidéncias de que lesbes brandas promovem alteracdes
secundarias menos exacerbadas do que em casos de lesdes moderadas ou mais severas
(KLOOS et al., 2005; SIEGENTHALER et al., 2007).

Lesao na Medula Espinhal
Fratura Vertebral

Figura 6: llustracdo da lesdo traumatica na medula espinal. (A) llustracdo da lesdo compressiva na medula
espinal. (B) llustracdo de uma fratura vertebral com deslocando estruturas ésseas e ligamentares que comprimem
a medula. Retirado em 04/02/2014, de world wide web: http://servidoresjt.wordpress.com
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Figura 7: Esquema da lesdo traumatica primaria e danos secundarios subsequentes ao impacto na medula. O
impacto mecénico na medula causa interrup¢do do tecido no local da lesdo primaria e o tecido sadio adjacente
fica vulneravel aos eventos secundarios subsequentes a lesdo inicial. As intervencfes neuroprotetoras visam
minimizar esse processo destrutivo. Modificado de KWON et al., 2004.

Como a lesdo priméria é inevitavel, muitos pesquisadores tém investigado terapias de
intervencdo para atenuar ou bloquear os mecanismos secundarios, ja que ha uma extensa
janela terapéutica no decorrer desses eventos secundarios que podem ser manipulados por
intervencdes exdgenas apropriadas. Sendo assim, a compreensdao dos mecanismos secundarios
e sua complexidade é o requisito indispensavel para o planejamento de estratégias
terapéuticas que promovam: neuroprotecdo, regeneragdo axonal e/ou neuroplasticidade no
local da lesdo para integrar, de forma funcional, a regido lesionada ao tecido neural que se
manteve sadio apds o dano inicial (OYINBO, 2011).

A resposta bioldgica a lesdo medular espinal é dividida em trés fases que seguem uma
sequéncia temporal distinta, porém um pouco sobrepostas (Tabela 1). A primeira é a fase
aguda que se inicia segundos ap6s a lesdo medular e persiste por alguns minutos, em seguida
a fase subaguda surge minutos apos a leséo e continua por semanas e por ultimo a fase crénica
gue aparece apOs meses e se perpetua por anos apos a lesdo. Sendo que, alguns eventos da
fase aguda continuam na fase subaguda, bem como alguns eventos da fase subaguda
continuam na fase crénica (OYINBO, 2011).
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Tabela 1: Principais caracteristicas das trés fases da lesdo medular espinal. Retangulos sombreados indicam

eventos em comum entre as fases. Modificado de OYINBO, 2011.

AGUDA SUB-AGUDA CRONICA
Hipotensao sistémica e choque
espinal
Vasoespasmos Vasoespasmos
Morte celular pelo impacto Morte celular pelo impacto
Isquemia Isquemia
Edema Edema

Desarranjo da homeostase idnica
Actmulo de neurotransmissores

Comprometimento da membrana
plasmatica

Desarranjo da homeostase idnica
Excitotoxicidade glutamatérgica
Comprometimento da membrana
plasmética e da permeabilidade
Produgdo de radicais livres
Peroxidacdo lipidica

Excesso de 6xido nitroso

Bloqueio da condugéo

Excesso de noradrenalina

Falha energética e diminuicdo de
ATP

Invaséo de células do sistema
imunoldgico e liberacdo de citocinas
Morte celular mediada pela
inflamacéo

Fatores inibitorios do crescimento
do tecido neural

Cromatdlise central

Compressdo vertebral / instabilidade
da coluna

Desmielinizagdo de axdnios intactos
apos a lesdo

Apoptose

Iniciagdo da cavitacéo central
Cicatriz astroglial

Continuagdo da desmielinizacéo

Continuagdo da apoptose
Continuag&o da cavitacao central
Cicatriz glial / formagdo de siringe

Alteracéo de canais idnicos e receptores
Processos regenerativos

Alteragdo de circuitos neurais
Siringomielia

Na fase aguda a les&o inicial ocorre como resultado direto do trauma medular, que causa
ndo s danos e destruigdo instantanea de células residentes como também levando a alteragdes
celulares fisicas e bioquimicas. E caracterizado por eventos sistémicos e locais (TATOR et
al.,, 1998; HULSEBOSCH, 2002), como: hipotensdo sistémica, choque espinal,
vasoespasmos, isquemia, comprometimento da membrana plasmatica, alteracdo da
homeostase idnica e acimulo de neurotransmissores (OYINBO, 2011).

A fase subaguda é caracterizada pelo surgimento dos mecanismos secundarios a leséo
inicial que amplificam a area lesionada. Nesta fase, alguns eventos da fase aguda permanecem
como a alteragdo na homeostase eletrolitica, edema e necrose celular. Além destes, novas
alterac6es surgem como a formac&o de radicais livres, aumento no influxo de célcio, resposta
do sistema imunoldgico, inflamag&o e morte celular apoptdtica (LIVERMAN et al., 2005).

Existem aproximadamente 25 mecanismos secundarios descritos e bem estabelecidos na
literatura (Tabela 2) e estes estdo interligados em um ciclo de auto propagacdo, um
perpetuando o outro, formando uma rede deletéria & medula espinal (OYINBO, 2011).
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Tabela 2: Lista de mecanismos secundarios a lesdo medular. Modificado de OYINBO, 2011.

MECANISMOS SECUNDARIOS A LESAO MEDULAR ESPINAL

Apoptose
Cicatriz astroglial
Influxo celular de célcio
Cavitagdo central
Cromatdlise central
Compressdo e instabilidade da coluna vertebral
Bloqueio da conducéo neural e choque espinal
Expressdo deficiente de genes associados a mielina apés a lesdo medular
Desmielinizagdo de axdnios residuais e desmielinizagdo de axdnios intactos apds a lesdo
Desarranjo da homeostase idnica
Falha energética e diminuicdo da producdo de ATP
Excessiva secrecdo de noradrenalina
Acumulacéo de fluidos / edema no local da lesdo
Excitotoxicidade glutamatérgica
Hemorragia
Invasdo de células do sistema imunoldgico e liberacdo de citocinas
Inflamagéo
Isquemia / dano endotelial induzido pela reperfuséo
Peroxidacao lipidica / estresse oxidativo
Fatores inibitorios do crescimento de tecido neural
Choque neurogénico
Excesso de 6xido nitrico
Morte de oligodendrdcitos por apoptose secundaria
Comprometimento da membrana plasmatica / aumento da permeabilidade da membrana plasmatica
Hipotensao sistémica devido a perda da inervacdo simpatica
Producéo de TNF-a no local da lesdo na medula
Vasoespasmos e inconsisténcia da microcirculacdo medular

Dentre estes mecanismos as alteragfes vasculares e a isquemia séo considerados como
um dos aspectos mais importantes na lesdo secundaria. Ocorrem tanto mudancas sistémicas
como locais (TATOR & FEHLINGS, 1991). Na fase aguda, o impacto mecénico gera efeitos
sistémicos que sdo manifestados com choque neurogénico, bradicardia, hipotensdo e
diminuicdo do débito cardiaco, isso ocorre devido a diminui¢do do ténus simpatico e efeitos
parassimpaticos no miocardio (TATOR & FEHLINGS, 1991; CARLSON & GORDEN,
2002). Essas alteracGes causam perda do fluxo de sangue para a medula. Além disso, o
rompimento da microcirculacdo no local da lesdo gera hemorragia no parénquima medular
(principalmente na substancia cinzenta). Por consequéncia ocorre andxia, edema tecidual e
trombose intravascular, que, em combinagdo com vasoespasmos e a perda da autorregulagéo
normal dos vasos intactos, provocam uma profunda hipoperfusdo e isquemia do tecido
medular (TATOR & FEHLINGS, 1991; HAGG & OUDEGA, 2006).

Durante o periodo de isquemia, a perda de suprimento de oxigénio e glicose se
manifesta a nivel celular com a perda da via glicolitica e da fosforilagdo oxidativa, inibindo o
metabolismo energético da célula e causando necrose por deplecdo de adenosina trifosfato
(ATP). A auséncia de ATP induz necrose por perda da permeabilidade da membrana
plasmética, secrecdo de conteddo lisossobmico e ativacdo de enzimas autodestrutivas
dependentes de Ca** (proteases, fosfolipases, ATPases e endonucleases) que degradam a
membrana plasmatica, o nucleo e componentes do citoesqueleto (PROFYRIS et al., 2004;
TATOR, 1995).

Ademais, espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
sdo produzidas durante a isquemia e contribuem para a perda tecidual por possuirem efeito
citotoxico, causando dano a membrana celular. Varios tipos celulares produzem ROS e RNS,
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que sdo radicais livres (moléculas altamente reativas para lipideos, proteinas e acidos
nucleicos) que causam progressiva oxidacdo dos acidos graxos das membranas celulares
(peroxidacédo lipidica), gerando mais radicais livres que podem se propagar pela superficie da
membrana rompendo a célula. Além disso, esse estresse oxidativo também pode desativar
enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial, alterar o DNA, desnaturar proteinas e inibir a
bomba de Na'/K" ATPase. Todos esses fatores induzem a um colapso metabdlico e por
conseguinte morte celular necrética ou apoptotica (KWON et al., 2004; HAGG & OUDEGA,
2006). Vale ressaltar que alguns dias apds a lesdo e a isquemia ocorre reperfusdo da medula
aumentando o dano tecidual, pois a reexposicdo das células endoteliais ao oxigénio leva a
uma reacdo enzimética que produz mais ROS e intensifica o processo de morte celular
(PROFYRIS et al, 2004).

Outro mecanismo secundario crucial é a excitotoxicidade, que contribui para a morte
neuronal apos a lesdo (KNOW et al., 2004; CARLSON & GORDEN, 2002). Ocorre por um
acumulo de glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, e aspartato atingindo
niveis toxicos 15 minutos apos a lesdo experimental (KNOW et al., 2004). O excesso de
glutamato no compartimento extracelular no local da lesdo parece ser resultado da sua
liberacdo apos a lise da membrana plasmatica causada pela propria leséo e por exocitose do
glutamato das vesiculas sinapticas apés influxo de Ca** (KNOW et al., 2004). O glutamato
provoca morte celular excitotoxica através da hiperativacdo dos seus receptores ionotropicos
N-metil-D-aspartato (NMDA) e acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-propionato
(AMPA)/Kainato causando um aumento massivo de Ca®* e Na" no compartimento
intracelular, principalmente em neurénios e oligodendrocitos, e um desarranjo na homeostase
ibnica.

A alta concentragdo de Na* intracelular também ocorre através da ativagdo dos canais
de Na* voltagem-dependentes e dos canais trocadores de Na* e Ca®*. No entanto, a falta de
ATP impede sua saida pela bomba de Na'/K* ATPase, ocorrendo grande despolarizagdo da
membrana e acumulacgdo toxica de Na* com consequente influxo de agua e edema celular.
Ademais, ativacdo dos receptores NMDA pelo glutamato provoca a liberagdo de Ca®* de
compartimentos citosolicos e 0 aumento da sua concentragdo no citosol e na mitocéndria, que
normalmente é baixo, altera varios processos do metabolismo celular dependentes de Ca®*
(CHOI, 1998). Dentre esses processos estdo a ativacdo de enzimas liticas (calpaina,
fosfolipase A, e lipoxigenase), geracdo de radicais livres e desregulacdo da fosforilacdo
oxidativa mitocondrial, processos esses que culminam em morte celular apoptética devido ao
aumento da concentracéo de Ca®" intracelular (KNOW et al., 2004).

Na fase aguda, ocorre rapida morte celular por necrose no local do trauma mecanico na
medula. Subsequente a este evento, algumas horas depois, as células ao redor da lesdo inicial
gue mantiveram-se intactas sofrem os efeitos dos insultos bioguimicos secundarios e iniciam
uma autodestruicdo através da apoptose (OYINBO, 2011; KNOW et al., 2004). Esse tipo de
morte celular apoptdtica predomina na fase subaguda e cronica, pode ocorrer por semanas
apos a lesdo e a uma relativa distdncia do impacto mecanico (EMERY et al., 1998;
SPRINGER et al., 1999). Ambos s&o iniciados por muitos dos mesmos insultos, como
isquemia, estresse oxidativo e excitotoxicidade, entretanto, possuem fisiopatologias e
morfologias distintas. (KNOW et al., 2004).

A necrose ocorre ap6s um insulto celular que destréi os mecanismos homeostaticos da
célula e leva a sua tumefacéo, perda na producdo de ATP, danos e rompimento das organelas,
depois lise da membrana e liberagcdo do contetdo intracelular que pode incitar uma reacéo
inflamatdria local (KNOW et al., 2004). Por outro lado, a apoptose é uma morte celular
programada que requer a participacdo ativa da propria célula, depende de ATP, em que um
insulto celular inicia uma cascata de vias intracelulares (KNOW et al., 2004), que culminam
em retracdo da célula com as organelas intactas e fragmentacdo em corpos apoptoticos que
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sdo fagocitados sem que haja uma resposta inflamatdria significativa (RAFF, 1998). Essa
cascata apoptdtica na lesdo medular é ativada em neurénios, oligodendrdcitos, microglia e,
talvez, astrécitos (LIU et al. 1997; BEATTIE et al.,, 2000). As vias intracelulares que
participam do processo apoptotico ativam enzimas chamadas caspases, essas enzimas ativam
proteinas nucleares e do citoesqueleto responsaveis por fragmentam a célula de forma
ordenada (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997). Parece que a maior causa para a
apoptose é o influxo massivo de Ca®* na célula induzida pela lesdo (HAPPEL et al., 1981;
IMAIZUMI et al., 1997; XIONG et al., 2007) que promove a ativagdo das enzimas caspases e
calpaina (RAY et al., 2003). As caspase 3, caspase 8 e caspase 9 sdo implicadas na apoptose
apos a lesdo medular, principalmente de neurdnios e oligodendrdcitos (KNOBLACH et al.,
2005). Nos neurdnios, além do Ca®*, os radicais livres em alta concentracdo apés a lesdo
também contribuem para a liberacdo do citocromo C pela mitoc6ndria que ativa caspase 3 e 9
dentro de poucas horas, levando a apoptose em neurénios motores (SUGAWARA et al.,
2002; BAO & LIU, 2003). Os oligodendrdcitos parecem ser particularmente vulneraveis a
apoptose por expressarem receptores como Fas e p75 apds e lesdo, que quando estimulados
iniciam o processo apoptotico (CASHA et al., 2001). A morte dos oligodendrocitos envolve a
via extrinseca de ativacdo de caspase 8, induzida por TNF-a e excesso de glutamato que
ativam Fas e p75, e a via intrinseca que ativa caspase 9 e 3, induzida pela mitocondria através
da liberacdo do citocromo C (KNOBLACH et al., 2005). As microglias ativadas e outras
células do sistema imune expressam o receptor Fas-L que se liga ao receptor Fas dos
oligodendraocitos e também ativam caspase 8 (CASHA et al., 2001). Portanto, a apoptose dos
oligodendrocitos por diversos mecanismos resulta em desmielinizagdo dos ax6nios o que
contribui para a perda de funcdo neurologica distal (KNOW et al., 2004).

A disfuncdo neuroldgica e a limitada recuperacdo funcional apds a lesdo medular
também é exacerbada por outro evento secundario: a neuroinflamacdo, que representa a
coordenada resposta celular ao dano tecidual (KRAFT & HARRY, 2011) e persiste por meses
e anos apoés a lesdo (FLEMING et al., 2006; NORENBERG et al., 2004; PROFYRIS et al.,
2004). No entanto, o papel da inflamacédo no trauma medular é controverso, ha evidéncias de
efeitos benéficos (reparo tecidual) e deletérios (dano tecidual) desse processo inflamatério
(TRIVEDI et al., 2006), caracterizando-a como uma "faca de dois gumes", com propriedades
neurotdxicas e neuroprotetoras apds a lesdo medular (BETHEA, 2000). Postula-se que as
respostas inflamatorias precoces participem dos processos de danos secundarios gerando
maior dano tecidual, enquanto os processos mais tardios sdo reparadores (BETHEA &
DIETRICH, 2002).

A inflamag&o é uma reacdo de defesa ativa do organismos em que células do sistema
imunoldgico atuam contra diversos insultos. E designada a remover ou inativar agentes
nocivos e a inibir ou reverter seus efeitos deletérios para manter a homeostase. (WY SS-
CORAY & MUCKE, 2002). Portanto, a regulacdo apropriada da neuroinflamacdo ajuda na
recuperacdo do tecido. Entretanto, se o processo inflamatério ndo for controlado e persistir
tornando-se crbénico, o mesmo desenvolve propriedades neurotdxicas que prejudicam e
causam maior destruicdo (KRAFT & HARRY, 2011).

Contudo, embora a inflamacdo seja uma consequéncia ap6s um trauma no SNC, a
resposta neuroimunoldgica é desencadeada de maneira diferente da que ocorre em outros
tecidos (SCHWARTZ et al., 1999). Devido a presenga de células especializadas especificas
do SNC, neurdnios e células gliais (astrécitos, micréglias e oligodendrocitos) e o fato de que
o perfil temporal da resposta imune é mais demorado do que ocorre em outros tecidos
periféricos (BETHEA & DIETRICH, 2002). Além da sequéncia temporal, a composicdo e a
magnitude da resposta imune na medula espinal é distinta e parece ser mais exacerbada que
no cérebro (SCHNELL etal., 1999a; SCHNELL et al., 1999b; CAMPBELL et al., 2002).
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A inflamacéo € parte da resposta inicial a lesdo na medula (VIDAL et al., 2013). Ha
ativacdo de células residentes (astrocitos e micrdglias) e a expresséo de classicos mediadores
imunolodgicos e inflamatorios (complemento, citocinas e quimiocinas), rompimento da
barreira hematoencefélica, acumulacdo de fluido (formacdo de edema) e um recrutamento
orquestrado de células do sistema imune (macrofagos, neutrofilos e linfocitos) da circulacédo
sistémica para o parénquima medular (STOLL et al., 2002).

Apdbs a lesdo na medula existem quatro estagios inflamatorios distintos: aguda, sub-
aguda, cronica precoce e cronica tardia. O trauma inicial evoca rapida resposta inflamatoria,
provocando maior perda do tecido neural na fase aguda da inflamacdo (FLEMING et al.,
2006), que perdura por poucas horas e € caracterizado pela ativacdo microglial e aumento de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, TNF-a e IL-6 (BETHEA et al., 1999; PINEAU &
LACROIX, 2007). Essa fase tém sido definida pelo aumento do dano por morte de neurdnios
e axbnios, assim como desmieliniza¢do proximo a regido lesionada (SCHWAB et al., 2006).
Também ha a infiltracdo de neutrdfilos atingindo seus maiores niveis no parénquima da
medula um dia apds a lesdo (BECK et al., 2010). Na fase sub-aguda, entre 2 e 7 dias apés a
lesdo, comeca a diminuir os niveis de algumas citocinas pro-inflamatérias (DONNELLY &
POPOVICH, 2008; PINEAU & LACROIX, 2007). Enquanto isso, ha um aumento no nimero
de mondcitos/macrdgafos e linfdcitos e os niveis de mediadores anti-inflamatorios (VIDAL et
al., 2013). As fases crbnica precoce e tardia podem perdurar por semanas ou meses e Sao
caracterizadas por especificas respostas imunoldgicas humorais e celulares que facilitam a
limpeza do local da lesdo. Ha nesta fase um segundo aumento dos niveis de células T,
macrdfagos e neutrofilos (DONNELLY & POPOVICH, 2008).

A ativacdo microglial é um dos fatores mais importantes na fase aguda da inflamacao,
pois sdo componentes do sistema imune inato residentes no SNC sensiveis a eventos que
ocorrem no seu microambiente (LOANE & BYRNES, 2010; KRAFT & HARRY, 2011). Em
condicdo normal de homeostase estdo em estado inativo, porém apds uma lesdo no tecido
neural e quebra da homeostase detectam sinais extracelulares, como ATP, proteinas emitidas
por células necroticas, DNA, proteases, dentre outros, através de receptores expressos em sua
membrana, receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) como o receptor Toll-like (TLR), e
tornam-se ativas (KRAFT & HARRY, 2011). Portanto, é a primeira linha de defesa contra
danos no SNC e as primeiras células a detectarem mudancas na atividade e integridade
neuronal, através da sua intima interacdo com os neurbnios (LOANE & BYRNES, 2010;
KRAFT & HARRY, 2011). No estado ativado as microglias alteram sua morfologia, migram
para o local da lesdo e fagocitam debris celulares, restos de mielina e elementos toxicos
presentes no microambiente. No entanto, a persisténcia em seu estado ativado torna suas
acOes deletérias e contribui para a disfuncédo tecidual e progresso da neurodegeneracdo. Essa
consequéncia negativa se deve a interagdo entre neurdnios danificados e hiperatividade
microglial, que induz a liberagdo de uma gama de mediadores citotoxicos pelas micrdglias e
geram um ciclo de auto propagacdo perpetuando o processo inflamatorio que se torna
deletério e causa morte celular (LOANE & BYRNES, 2010). Os mediadores produzidos pelas
micrdglias, que modulam os danos secundarios apos a lesdo, incluem citocinas pré e anti-
inflamatdrias, quimiocinas, 6xido nitrico, prostaglandinas, fatores de crescimento e
superdxidos. Nesse sentido, a ativacdo microglial por um curto periodo é benéfica devido ao
seu papel fagocitico para manutencdo da homeostase no SNC, porém a sua ativacdo cronica e
sustentada aumenta a producdo de fatores citotdxicos que geram maior dano tecidual
(LOANE & BYRNES, 2010).

As citocinas sdo proteinas que naturalmente funcionam como mediadores da
comunicacdo intracelular em situacdes de homeostase, porém respondem a situa¢fes de dano
tecidual como mecanismo de defesa (WANG & SHUAIB, 2002; VIDAL et al.,, 2013),
portanto, sdo importantes mediadores da resposta inflamatéria (BETHEA & DIETRICH,
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2002). Séo produzidas e liberadas no local da lesdo dentro de poucas horas e induzem varios
eventos celulares e moleculares que podem ser neurotdxicas por sua interacdo com astrdcitos,
micrdglias, mondcitos/macrdfagos e neutrédfilos induzindo a producdo de mais citocinas, além
de ROS, aminoacidos excitatorios, eicosandides, COX-2 e iNOS nesses tipos celulares. No
entanto, podem também induzir a producdo de fatores de crescimento (BETHEA &
DIETRICH, 2002).

Poucas horas apos a lesdo medular ocorre 0 aumento na producdo e liberacdo de
citocinas tanto de perfil pro-inflamatorio (como IL-1B, TNF-o, IL-6 e IFN-y) como de perfil
anti-inflamatorio (como IL-10 e IL-4) (PINEAU & LACROIX, 2007; VIDAL et al., 2013).

As citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 induzem a ativacdo e migracdo de astrécitos e
micrdglias, aumentam a permeabilidade vascular permitindo a infiltracdo de mais leucdcitos,
além de ativar eventos citotoxicos secundarios como producédo de radicais livres, ativacdo de
complemento, producdo de aminas vasoativas, eicosandides e de mais citocinas todos esses
fatores tém o potencial de amplificar mais ainda a resposta inflamatéria (MERRILL &
BENVENISTE, 1996; SCHNELL et al., 1999b; PAN et al., 2002).

Dentre as citocinas pré-inflamatdrias, 0 TNF-a ¢ um mediador multifuncional implicado
no aumento da permeabilidade das células endoteliais facilitando o recrutamento e ativacdo de
mais leucdcitos, perpetuando a inflamacdo (MAIER et al., 2006), e é um potente mediador da
morte celular. Estimula a apoptose por ligagdo ao seu receptor (TNFR1) levando a ativacédo de
caspase 8 e caspase 3 (AKASSOGLU et al., 1998; HISAHARA et al., 1997). Outro possivel
mecanismos é a ligacdo do TNF-a ao seu receptor de membrana ativando NFkB e sua
translocacdo ao ndcleo que promove a expressdo de NOS, essa enzima produz excessiva
quantidade de NO que gera apoptose pelo estresse oxidativo (LEE et al., 2000). A ativacao
microglial também é potencialmente induzida por TNF-a. Sua ligacdo aos receptores de
membrana Toll-like (TLRs) nas microglias ativa NFkB e sua translocagdo ao nticleo que
provoca a expressdo de mais citocinas pré-inflamatorias, como IL-6, sustentando o processo
inflamatorio que provoca maior dano (LAWRENCE, 2009). Portanto, ap6s uma lesdao no
SNC, quando mondcitos e microglias ativadas estdo muito préximos de neurbnios e
oligodendrdcitos, a liberacdo de TNF-a e outras moléculas pro-inflamatorias podem ser
citotoxicas a esses tipos de células levando a morte celular (BETHEA & DIETRICH, 2002).

IL-6 também sustenta processos deletérios na inflamacdo (GRUOL & NELSON, 1997),
0 seu bloqueio demonstrou ser benéfico apds a lesdo medular por aumento da sobrevivéncia
neuronal, diminuicdo dos danos secundarios e recuperacdo locomotora indicando um efeito
deletério da IL-6 apos a lesdo (GUERRERO et al., 2012).

A citocina anti-inflamatdria IL-10 também esta aumentada apés a lesé@o e influencia no
processo regenerativo inibindo a produgdo de citocinas pré-inflamatdrias pelas micréglias
(SAWADA et al.,, 1999) e, assim, limitando os seus efeitos citotoxicos e reduzindo a
inflamacdo (VIDAL et al., 2013). IL-10 ainda inibe mondcitos/macréfagos e modula as
respostas dos linfocitos e neutrdfilos (VIDAL et al., 2013).

Nesse sentido, as citocinas pro-inflamatorias I1L-6, IL-1B ¢ TNF-a estdo envolvidos na
patogénese apos um trauma no SNC gerando efeitos deletérios (YANG et al., 2004). Por
outro lado, a maior expressdo dos mediadores anti-inflamatdrios inibe a producdo das
citocinas pro-inflamatorias e atenuam os seus efeitos negativos (VIDAL et al., 2013).

Os neutréfilos acumulam-se na area da les@o dentro de horas com maxima infiltracdo 3
dias depois, atingindo um segundo pico muitas semanas apos a lesdo. Atuam como fagocitos
de debris celulares, mas também secretam ROS e RNS, citocinas, quimiocinas e proteases
causando maior dano tecidual. Além disso, os neutréfilos convocam macréfagos para a regido
lesionada na primeira semana apos a lesao e sua infiltracdo € maxima entre 7 a 14 dias pos-
lesdo. Também tem acdo fagocitaria e, da mesma forma que os neutrofilos, secretam
mediadores que causam toxicidade em neuronios e glias (TRIVEDI et al., 2006).
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Nesse contexto, o processo inflamatdrio ap6s o dano medular tem sido estudado de
forma extensiva para que estratégias de tratamento mais eficazes e seguras sejam
desenvolvidas com o intuito de modular a neuroinflamacéo e minimizar a neurodegeneragéo
enquanto proporciona plasticidade e regeneracdo tecidual (DONNELLY & POPOVICH,
2008).
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Figura 8: Esquema dos danos secundarios a lesdo na medula espinal. Os eventos bioquimicos e celulares que
sucedem ao trauma inicial induzem outros eventos secundarios formando um ciclo destrutivo e aumento
progressivo da lesdo pela medula espinal. Perpetuando a neurodegeneracdo pelo aumento de estimulos a morte
celular necrética e apoptotica, culminando em maior disfuncéo tecidual. Modificado de KWON et al., 2004.

2.4 Elementos inibitérios da regeneracdo no SNC

O ambiente externo influencia na habilidade de crescimento intrinseco de neurénios
danificados e durante a lesdo muitas moléculas exibem efeito inibitério na regeneracao
axonal. Apdés a lesdo, os axbnios mielinicos sdo danificados e ocorre morte dos
oligodendrdcitos resultando em debris de mielina que inibem a regeneragdo (Figura 9). Entre
estes, estdo arretina, a proteina Nogo-A, glicoproteina da mielina do oligodendrécito (OMgp),
glicoproteina associada a mielina (MAG), proteoglicanos como o proteoglicano de sulfato de
heparano (HSPG), proteoglicano de sulfato de dermatano (DSPG), proteoglicano de sulfato de
keratano (KSPG) e proteoglicano sulfato de condroitina (CSPG) (KWON et al., 2002a;
SILVA et al., 2014).

Nogo-A e OMgp estdo envolvidos na inibigdo do crescimento e colapso do cone de
crescimento quando se ligam ao seu receptor na membrana dos neurdnios (SCHWAB, 2004;
WANG et al., 2002). MAG ¢é um forte inibidor da regeneracdo da substancia branca
(DOMENICONI et al., 2002). Os proteoglicanos sdo expressos por astrécitos, precursores de
oligodendraocitos e células meningeais e estdo envolvidos na formacdo da cicatriz glial, que
exerce uma barreira fisica e quimica contra a regeneracdo (FAWCETT & ASHER, 1999).
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Figura 9: Representacdo esquematica da les@o na medula espinal e formacdo de cavidade cistica e da cicatriz
glial. Modificado de SILVA et al., 2014.

O termo “cicatriz glial”, também denominado “escara glial”, se refere a uma reacéo
complexa de interacdo de diferentes tipos celulares no local da lesdo. O centro da lesdo é
formado por precursores de células gliais e de oligodendrécitos, fibroblastos, células
ependimarias e macréfagos, enquanto na regido de penumbra (ao redor da lesdo) é composta
por astrdcitos reativos que sdo hipertrofiados (Figura 10). A escara glial serve como uma
barreira que preserva as células que ficaram intactas ap6s a lesdo contra danos por impedir
que a intensa inflamag&o no centro da lesdo se alastre. Contudo, a formacéo da escara glial
cria uma barreira fisica e molecular que impede a regeneracdo dos ax6nios (CREGG et al.,
2014).

20



—@ Axdnio distréfico

) ; Astrocito
‘{.( reativo

Penumbra
- Fibroblasto
& Macrofagos/microglias
Centro et ativados
dalesdo Ay ¢
=y~  Oligodendrdcitos
= Ry progenitores

‘ Les30
cavitdria

Figura 10: Representacdo esquematica do centro da lesdo traumatica na medula e a regido de penumbra com as
interac@es celulares que formam a escara glial. Modificado de CREGG et al., 2014.

2.5 Estrogénio: mecanismos de acéo celular e funcéo protetora tecidual

Os estrogénios sdo hormdnios esteroides enddgeno classico, que sdo produzidos
principalmente pelas gonadas e em pequena quantidade pela adrenal a partir do colesterol. Os
trés estrogénios produzidos sdo a estrona, o estriol e o estradiol (Figura 11), sendo o Ultimo o
biologicamente mais importante e seu isdmero mais ativo é o 17-B-estradiol (E;) (BEHL,
2002a). E, é reconhecido como um horménio sexual que regula o crescimento,
desenvolvimento e a fisiologia do sistema reprodutivo dos mamiferos. Contudo, esse
horménio esteroide também influencia no desenvolvimento, crescimento, diferenciacao,
maturacdo e funcdo de outros tecidos, como o0 nervoso, esquelético, adiposo e cardiovascular
(BEHL, 2002a; FORYST-LUDWIG & KINTSCHER, 2010; XING et al., 2009; LEE et al.,
2012a).
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Figura 11: Estrutura quimica do estradiol, estrona e estriol. Sdo compostos monofendlicos. Modificado de
BEHL, 2002a.
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O mecanismo molecular das suas acGes sdo mediados por dois tipos de via de
sinalizacdo: a via cléssica (genémica) que é dependente da ligacdo do E, a uma das duas
isoformas de receptores nucleares (ER) ditos classicos (ER-a e ER-B) e a via de sinalizacdo
ndo cléssica (ndo gendmica) (LEE et al., 2012a; SOLTYSIK & CZEKAJ; 2013).

Os receptores ER-a. ¢ ER-P da via classica, pertencem a superfamilia de receptores
nucleares para hormonios esteroides. Sua acdo consiste na ligagdo do E;, que € uma molécula
lipofilica, a esses receptores no citoplasma. Apos translocacdo desse complexo ao nucleo
ocorre dimerizagdo com consequente dissociagdo de proteinas co-repressoras, associadas aos
ER's, e associacdo de proteinas co-ativadoras que permitem a interacdo com 0s genes
promotores do DNA, denominado elemento responsivo ao estrogénio (ERE), iniciando,
assim, a transcricdo de respostas apropriadas (Figura 12A). A acdo do E;, dependente de ER
ocorre dentro de horas ou dias (NILSSON et al., 2001). Contudo, alguns dos seus efeitos
ocorrem em um tempo muito menor do que o requerido para a via classica de ligacdo do ER
ao DNA. Essas acdes rapidas acontecem em segundos a minutos através da ligacdo do E; ao
seu receptor de membrana (MER), que esta associado a outras proteinas de sinalizacdo de
acordo com o tipo celular (como os receptores IGF-1 e EGF, as proteinas Ras e Shc e kinases
c-Src e PI3K), formando um complexo que quando ativado pelo E, ativa segundos
mensageiros e modula vias intracelulares, como as vias da MAPK e PI3K/Akt, que por fim
estimulam a transcri¢do de fatores nucleares (Figura 12B), além de também ativar receptores
do fator de crescimento (SOLTYSIK & CZEKAJ; 2013; MORIARTY et al., 2006). O mER é
considerado o componente central desse complexo de sinalizacdo intracelular associado a
membrana (MORIARTY et al., 2006). Vale ressaltar que, assim como ocorre com outros
receptores de membrana, a estimulacdo crénica do mER provoca sua internalizacdo como
forma de mecanismo regulatério para atenuar a estimulacdo excessiva (SOLTYSIK &
CZEKAJ; 2013). Em adicdo, outra forma de acdo rapida do E, é por sua ligacdo ao seu
receptor acoplado a proteina G (GPER) que tém sido encontrado na membrana celular, no
reticulo endoplasmatico, no complexo de Golgi e no nicleo de diversos tipos celulares e
tecidos, inclusive no SNC. A ligacdo do E, ao GPER ativa segundos mensageiros,
aumentando a concentracdo de Ca?* e AMPc intracelular que ativa a via PKA/CREB, além da
ativacdo de outras vias como MAPK e PI3K, todas culminam em estimulacdo da transcricdo
génica (SOLTYSIK & CZEKAJ; 2013; MORIARTY et al., 2006).
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Figura 12: (A) Mecanismo de acdo do E, na célula através da via gendmica e ativacdo do ERE no DNA. (B)
Mecanismo de acdo do E, na célula através da via ndo-gendmica e ativagcdo de cascatas de sinalizacdo
intracelular e por fim estimulo a transcrigdo génica no DNA . Modificado de BEHL, 2002a.
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Tanto os receptores nucleares como os de membrana para E, possuem uma ampla
distribui¢do no organismo, ou seja, sdo encontrados em tecidos que néo estdo envolvidos com
a reproducdo. No entanto, o padrdo de distribuicdo dos receptores (ER-a, ER-B, mER e
GPER) difere entre os diversos tipos celulares e o0 género, o que indica agdes especificas e
diferentes de acordo com o tecido-alvo e uma grande gama de efeitos bioldgicos (SOLTYSIK
& CZEKAJ; 2013; NILSSON et al., 2001).

Por exemplo, esta bem estabelecido o efeito protetor conferido pelo E; no sistema
cardiovascular, principalmente em mulheres antes da menopausa. Diversas evidéncias
mostram que a perda dos horménios ovarianos esta associado com o aumento do risco de
doencas cardiovasculares. O que sugere que o E, € um horménio protetor dos vasos
sanguineos (HAGE & OPARIL, 2013). Essa protecdo é devido a alguns fatores, como o
aumento da secrecdo de NO pelo endotélio vascular, o responsavel por gerar vasodilatacao e
inibicdo da agregacdo plaquetaria (SIMONCINI et al., 2003). A maior producdo de NO
também é observada em mondcitos, impedindo a sua adesdo celular nos vasos e infiltracdo
nos tecidos, o que evidencia um papel imunossupressor e antiaterogénico (STEFANO et al.,
1999). Ademais, ha evidéncias do seu papel anti-inflamat6rio nos vasos sanguineos através da
inibigdo do fator nuclear kappa B (NFxB), que ¢ um promotor da expressido de genes
inflamato6rios (XING et al., 2009). Além de inibir a hipertensdo e doencas associadas, 0 E;
também atua nos cardiomidcitos inibindo sua hipertrofia induzida por endotelina-1 e
angiotensina Il (PEDRAM et al., 2005).

Outros sistemas também sdo influenciados de forma positiva pelo E;. No 0sso é capaz
de atenuar o estresse oxidativo, a apoptose de osteoblastos maduros e a osteoblastogénese
através de mER, prevenindo a osteoporose (ALMEIDA et al., 2010). Também ¢é importante na
regulacdo da homeostase metabdlica, no metabolismo da glicose e dos lipidios, prevenindo
diabetes do tipo 2, diminuindo os niveis de glicose plasmatica, aumentando a sensitividade
sistémica a insulina e inibindo a lipogénese, protegendo contra a resisténcia a insulina e a
obesidade (FORYST-LUDWIG & KINTSCHER, 2010).

No SNC supraespinal estudos clinicos, experimentais e epidemioldgicos indicam que
0 E; atua ndo s6 no hipotadlamo e hipofise, mas também em &reas ndo relacionadas com a
atividade reprodutiva, modulando memoria, cognicdo, estabilidade postural, habilidades
motoras finas, humor e afetividade (POZZI et al., 2006). Evidenciando um aprimoramento
geral na atividade neuronal induzida pelo E», 0 que sugere o seu envolvimento na manutencéo
normal da fungdo neuronal. Além disso, muitos desses estudos associam sua participacdo na
diminuicdo do risco, do surgimento e retardo na progressao ou uma melhor recuperacdo de
muitas doencas neurologicas, traumaticas ou crénicas, e doencas mentais como: disfuncéo do
desenvolvimento (dislexia e autismo), deficiéncias na neurotransmissao (depressdo, anorexia
e bulimia), doencas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson,
esclerose lateral amiotréfica), lesbes e traumas (acidente vascular cerebral, epilepsia e trauma
cranio-encefalico), disfuncdes no sistema imunologico (esclerose mdaltipla) e danos
isquémicos, conferindo neuroprotecdo (Figura 13) (GARCIA-SEGURA et al.,, 2001;
MANTHEY & BEHL, 2006; POZZI et al., 2006).
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Figura 13: Hip6teses de a¢des protetoras do E, em doencas neurodegenerativas e sindromes psiquiatricas ndo
relacionadas entre si. Modificado de MANTHEY & BEHL, 2006.

O termo neuroprotecdo nao se refere a um unico fenébmeno, mas engloba uma gama de
processos independentes que podem estar associados (GREEN & SIMPKIN, 2000). O E,
pode diretamente promover sobrevivéncia neuronal, plasticidade sinaptica e prevenir perda
axonal e dendritica (GARCIA-SEGURA et al., 2001; POZZI et al., 2006). Também é capaz
de atenuar diretamente a atividade dos receptores NMDA e AMPA/Kainato modulando a
atividade glutamatérgica e protegendo contra a morte celular excitotoxica e mantendo a
homeostase de Ca’* e Na* (WEAVER et al., 1997; WONG & MOSS, 1992), aumenta a
expressdo de fatores de crescimento em neur6nios e astrocitos (neurotrofinas como BDNF,
NGF, IGF-1, TGFB) (PEREZ-POLO et al., 1977; CARDONA-GOMEZ et al., 2010; GIBBS,
1999), protege contra a apoptose regulando a expressdo de proteinas anti (bcl-2 e bcl-xL) e
pré apoptoticas (Bax, bad, bcl-xs) que sdo importantes reguladores da apoptose (GARCIA-
SEGURA et al., 1998; PIKE, 1999), modula a bomba de Na'/K* ATPase mitocondrial
mantendo a homeostase idnica (ZHENG & RAMIREZ, 1999), tem acdo anti-inflamatéria
atenuando a atividade da NFxB, importante indutor da expressdo de citocinas inflamatorias,
em células gliais (DODEL et al., 1999) e possui atividade antioxidante inibindo a peroxidacédo
lipidica (MOOSMAN & BEHL, 1999). Sendo que essas diversas acdes neuroprotetoras
ocorrem por diferentes mecanismos celulares, podendo ser dependentes ou ndo de ligacdo do
E, a ER's nucleares ou de membrana (Figura 14 e 15). Portanto, o efeito protetor do E, é
multifacetado, induzindo mdltiplas a¢des celulares (GARCIA-SEGURA, 2001; GREEN &
SIMPKIN, 2000; BEHL, 2002b).
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nucleares. (1) E, age em mER e ativa cascata de sinais intracelulares associados resultando em neuroprotecéo.
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neurotransmissor, como receptores de glutamato, e regular a atividade ionotrépica e metabotrépica. Modificado
de GARCIA-SEGURA et al., 2001.

Receptorde
membrana do E2
@'l' Fatores de
crescimento
(receptor) \
Receptores
nucleares
-@ C——> Citoesqueleto
Proteinas kinases Regulagio da ﬂ
transcrigdo
PKC | ERK | PKA Regeneragdo

Moléculas
anti apoptéticas

axonal

NEUROPROTECAO

Figura 15: AcBes neuroprotetoras da E, através da ativacdo da via gendmica/classica, dependente da ativacdo de
ER nuclear, regulando a transcricdo de fatores de crescimento, proteinas do citoesqueleto e moléculas anti
apoptaticas, todos esses fatores resultam em neuroprotecdo. E, também pode se ligar a mER e ativas cascata de
sinais intracelulares associados a membrana. Modificado de GARCIA-SEGURA et al., 2001.

Estudos in vitro mostram que o E, € um fator que aumenta a sobrevivéncia,
viabilidade e diferenciacdo de culturas neuronais primérias. Esses efeitos neuroprotetores in
vitro sdo observados contra uma variedade de estressores indutores da morte neuronal,
incluindo privagdo de fatores nutricionais e troficos, aminoacidos excitatorios (como
glutamato) e estresse oxidativo (BISHOP & SIMPKINS, 1994; BEHL et al., 1995; GREEN &
SIMPKIN, 2000; WISE et al., 2001). Essa neuroprotecdo também € evidenciada in vivo, em
modelos de neurotoxicidade, trauma, isquemia e neurodegeneragdo (BEHL, 2002a; GARCIA-
SEGURA, 2001; AMANTEA et al., 2005).
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A propriedade antioxidante do E, é bem estabelecida, protegendo os neurénios e glias
contra o estresse oxidativo e evitando a peroxidacgdo lipidica da membrana celular, sendo essa
acao independente de ativacdo de ER's devido a sua estrutura fenolica (BEHL et al, 1997).
Todavia, esse efeito é observado com altas concentracfes desse horménio (GARCIA-
SEGURA, 2001).

Vale ressaltar que Garcia-segura e colaboradores (1999) descreveram um aumento na
atividade da enzima aromatase, que sintetiza E; a partir da testosterona, em astrocitos reativos
apos lesdo cerebral provocada por acido cainico ou lesdes fisicas, sugerindo a existéncia de
mecanismos fisiologicos que propiciam grande aumento da concentracdo de E; local ap6s um
dano neuronal. Além disso, foi descrito um aumento no nimero de receptores expressos no
SNC apos lesdo isquémica no cortex cerebral (DUBAL et al., 1999). Esses fatores sugerem
que a lesdo inicia uma resposta de sobrevivéncia do SNC aumentando os niveis de E, e do seu
receptor.

Alguns estudos mostram que altas doses locais de E, geram neurotoxidade em
neurdnios hipotaldamicos (DES-JARDINS et al., 1995). Indicando que essa neuroprotecdo
pode ser dose-dependente, em que altas concentracdes de E, podem ser deletérias enquanto
baixas concentracGes induzem neuroprotecdo (GARCIA-SEGURA, 2001). A severidade e
tipo da lesdo e a via de administracdo sdo importantes para determinar a concentragdo
hormonal requerida para contrabalancear a lesdo (GARCIA-SEGURA, 2001; GREEN &
SIMPKIN, 2000).

Em suma, a exposicdo ao E, tem demonstrado melhorar a viabilidade de células
neuronais em condicdes toxicas e deletérias ao SNC tanto em estudos in vitro como in vivo.
Inclusive em modelos de estresse neuronal e neurodegeneracdo (GREEN & SIMPKIN, 2000;
GARCIA-SEGURA, 2001; AMANTEA et al., 2005).

2.6 Estrogénio e lesdo medular: evidéncias de neuroprotecao espinal

Estudos epidemiol6gicos evidenciam que as mulheres apresentam uma recuperacao
locomotora ap6s um dano medular mais eficiente que os homens (SIPSKI et al., 2004),
surgindo a hipdtese de que o horménio feminino E; estaria influenciando nessa recuperacéo.
De fato, alguns estudos estdo investigando a participacdo do E, na melhora da funcéo
locomotora em modelos de lesdo medular e os resultados corroboram com essa hipotese.

Yune e colaboradores (2004) foram os pioneiros a investigar o efeito do E, na leséo
medular. Evidenciaram que o pré-tratamento associado ou ndo ao pdés-tratamento da leséo
medular em ratos machos com uma Unica dose suprafisiologica de E, promoveu recuperacdo
locomotora em ratos machos e diminuicdo da apoptose na medula. Posteriormente,
evidenciaram que o E; induziu aumento na expressédo de bcl-2, uma proteina anti apoptdtica, e
postularam que a reducdo da apoptose neuronal seria, em parte, mediada através da ativacdo
da via intracelular de segundos mensageiros CREB/PI3K/Akt que induz a expresséo de bcl-2
(YUNE et al., 2008). Outro grupo também evidenciou aumento de bcl-2, além de diminuicdo
na expressao de Bax, induzida pelo tratamento com E; prévio a leséo, associado a diminuicao
do grau de lesdo na medula (CUZZOCREA et al., 2008). Além disso, foi demonstrado que
morte celular na medula também pode ser atenuada pelo E; através da inibicdo da calpaina
(SRIBNICK et al., 2006)

O efeito da reposicdo hormonal com E, na lesdo medular em ratas na pré e pos-
menopausa, intactas ou ovariectomizadas em ambos o0s modelos, demonstrou efeito
neuroprotetor por promover recuperacdo locomotora, preservar a substancia branca e reduzir a
apoptose neuronal em todos os casos (CHAOVIPOCH et al., 2006).

Além disso, 0 E; demonstrou efeito anti-inflamatorios na lesdo medular. O tratamento
com E; prévio a lesdo em roedores foi capaz de reduzir o edema, a infiltracdo de neutrdfilos, a
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expressao de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6), iINOS, nitrotirosina e COX-2,
elementos que participam do processo inflamatorios e geragéo dos danos secundarios. Ainda,
todos esses efeitos anti-inflamatdrios do E, foram atenuados com a administracdo de um
antagonista do seu receptor, indicando que esses efeitos protetores podem ser mediados, em
parte, pela ativacdo do receptor pelo E; (CUZZOCREA et al., 2008). A administracdo do E;
apos a lesdo, também evidenciou efeito anti-inflamatério reduzindo a ativagdo da via do
NFkB e o edema, associado a menor degeneracdo da mielina (SRIBNICK et al., 2005). O
mesmo grupo avaliou a participacdo do E; na lesdo medular crénica que diminuiu a ativacao
astroglial e de microglia/macréfagos, freando a inflamacéo, além de ter efeito na melhora da
capacidade locomotora e diminui¢do do dano axonal (SRIBNICK et al., 2010).

Devido a estrutura fenolica do E, este hormonio possui atividade antioxidante, com o
potencial de recolher radicais livres que séo citotoxicos quando em grande quantidade, como
ocorre apos a lesdo medular. Mosquera e colaboradores (2014), através de um implante
subcutaneo liberando E, continuamente, colocado previamente a lesdo, observaram grande
reducdo de ROS dois dias apos a lesdo que foi acompanhado de melhora locomotora e
reducdo do dano tecidual (MOSQUERA et al., 2014).

Nesse sentido, o E; influencia de forma positiva em varios eventos secundarios apés a
lesdo medular reforcando seu papel neuroprotetor no SNC.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito agudo do E, (Cipionato de estradiol) no modelo de lesdo medular por
compressdo em ratas ovariectomizadas (OVX).

3.2 Objetivos especificos

v"Avaliar se o E, (Cipionato de estradiol) altera a capacidade locomotora apés a lesdo
medular por compresséo em ratas OVX;

v Avaliar se 0 E;, (Cipionato de estradiol) interfere na severidade do trauma medular
analisado pela morfologia do parénguima medular e quantificacdo da extensdo da
leséo;

v" Avaliar se 0 E, (Cipionato de estradiol) atenua a inflamacédo, apés a lesdo medular,
interferindo na expressdo génica de citocinas pré (TNF-o e IL-6) e anti-
inflamatérias (IL-10);
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Utilizamos ratas fémeas da linhagem Wistar, provenientes do Biotério do Departamento
de Ciéncias Fisiologicas da UFRRJ, pesando 250 gramas, sendo mantidos em ciclo de
claro/escuro de 12 horas, em temperatura constante, com agua e comida ad libitum. Todos 0s
procedimentos realizados neste trabalho estdo de acordo com as normas nacionais e
internacionais de uso de animais de laboratorio e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (N° do protocolo
23083.003385/2014-01).

4.2 Desenho experimental

Inicialmente as ratas foram submetidas a ovariectomia bilateral. Ap6s uma semana,
esses animais foram submetidos a lesdo medular espinal moderada por compressdo ou lesdo
sham, sendo que um dia antes da lesdo todos os animais foram avaliados pelo teste
comportamental BBB (Tabela 3). Quinze minutos ap6s a cirurgia de lesdo medular os animais
receberam uma unica dose (100 png/Kg) de E, (Cipionato de estradiol) por via subcutanea. O
teste comportamental BBB foi realizado nos dias 1, 4, 7, 10 e 14 ap0s a lesdo compressiva.
Parte desses animais foi perfundida para a analise da severidade das lesdes através da andlise
histopatoldgica, outra parte dos animais foi eutanasiada, 14 dias apds a lesdo, e as suas
medulas coletadas para deteccdo da expressdo génica de interleucinas pré (TNF-a e IL-6) e
anti-inflamatorias (IL-10) pela técnica do PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) (Figura
16).

Perfuséo

1) OVX + E2 (100 pg/Kg) — N
MM ll) OVX + Oleo E
|

[ D Eutanasia
.l [
| | | | | | | |
I 1 1 1 | | ! |
-7 dias 0 15 minutos 1dia 4 dias 7 dias 10 dias 14 dias
J Histopatologia
gRT-PCR

Figura 16: Esquema ilustrativo do desenho experimental. Procedimentos metodoldgicos realizados em relacao
ao tempo experimental.

4.2.1 Avaliar se uma unica dose de E; (100 ug/Kg) melhora a capacidade locomotora de
ratas OVX submetidas a lesdo medular por compressdo moderada.

Ratas OV X foram submetidas a lesdo medular espinal por compressao moderada, sendo
administrado 100 ug/Kg de E, (Cipionato de estradiol) ou veiculo por via subcutanea 15
minutos apos a cirurgia de lesdo medular. A avaliacdo da capacidade locomotora foi entdo
analisada no 1°, 4°, 7°, 10° e 14° dias ap0s a lesdo através do teste BBB.

29



4.2.2 Avaliacdo histopatoldgica para determinar se o E, altera a severidade da lesdo de
ratas OVX submetidas a lesdo medular por compressao moderada.

No 14° dia, apds a anélise do comportamento locomotor, as ratas foram submetidas a
perfusdo transcardiaca e suas medulas coletadas e analisadas por histopatologia para
determinar se o E; altera a severidade da lesdo medular espinal.

4.2.3 Avaliar se o E, atenua a inflamacd@o no local da lesdo de ratas OVX submetidas a
lesdo medular por compressdo moderada.

Outro grupo de animais submetidos a avaliagdo do comportamento locomotor, foram
eutanasiados por decapitacdo no 14° dia p6s lesdo e suas medulas coletadas, congeladas em
nitrogénio liquido e processadas para avaliacdo da expressao génica de citocinas de perfil pro-
inflamatorio, IL-6 e TNF-a, e perfil anti-inflamatorio, IL-10, através do gRT-PCR.

4.3 Procedimentos cirdrgicos
4.3.1 Ovariectomia bilateral (OVX)

As ratas inicialmente foram anestesiadas com ketamina (75 mg/Kg, Ventil®) e xilazina
(25 mg/Kg, Syntec®) administrados por via intraperitoneal. Em plano anestésico, foi feita
tricotomia bilateral na regido do flanco e em seguida antissepsia com iodopovidona na regido
tricotomizada. Foi realizada uma incisdo de aproximadamente 1 cm na pele e na musculatura
do flanco obtendo acesso a cavidade abdominal. Em seguida, com uma pin¢a anatémica de
disseccédo o ovario foi exposto, ligado com fio de sutura e extirpado. Por fim, a musculatura e
pele foram suturadas em camadas anatémicas. O mesmo procedimento foi realizado na regido
contralateral. No pds-operatorio foi feita a administracdo profilatica de antibidtico
(pentabidtico 40.000 Ul/Kg, Fort Dodge®) por via intramuscular e 0s animais mantidos em
ambiente aquecido para recuperacao e retorno do plano anestésico.

4.3.2 Lesao medular por compressao

Uma semana apos a cirurgia de ovariectomia bilateral, as ratas OV X foram submetidas
a um novo procedimento cirargico para gerar a leséo medular espinal. Para tal, utilizamos
uma adaptacao do modelo desenvolvido por Vanicky et al (2001). De inicio os animais foram
anestesiados com ketamina (75 mg/kg, Ventil®) e xilazina (25 mg/kg, Syntec®)
administrados por via intraperitoneal. Em plano anestésico, foi feita tricotomia extensa do
dorso, na regido das vértebras toracicas, seguida de antissepsia com iodopovidona na regido
tricotomizada. Com um bisturi foi realizada uma incisdo longitudinal na pele, na linha média
do dorso, de aproximadamente 3 a 4 cm sobre 0s processos espinhosos de T7 a T11.
Posteriormente, a musculatura inserida nos processos espinhosos de T7 a T11 foi dissecada e
com a ajuda de um afastador o animal foi estabilizado na mesa cirurgica, possibilitando desta
forma a abertura de um pequeno orificio de 2 mm de didmetro na regido cranial do processo
espinhoso T11 com o auxilio de uma furadeira dental. Com a dura-mater intacta, foi
introduzido através do orificio no espaco epidural a ponta de um cateter de embolectomia
sendo avancado cranialmente por 1 cm, para que o centro do bal&o ficasse entre T8 e T9. Para
esse procedimento foi utilizado o cateter Fogarty 2F (Edwards Lifesciences®) conectado a
uma microseringa Hamilton de 50 ul, ambos previamente preenchidos com solucéo salina
0,9%. Com o cateter posicionado corretamente, o bal&o foi inflado com um volume definido
de 15 pl de solucdo salina durante 5 minutos (Figura 17). Apos este periodo o baldo do cateter
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foi desinflado e removido cuidadosamente seguido de sutura do tecido muscular e a pele em
camadas anatdmicas. Gerou-se, assim, uma lesdo medular espinal de gravidade intermediaria.
No pds-operatorio foi feita a administracdo de uma dose profilatica de antibiotico
(pentabidtico, 40.000 Ul/kg, Fort Dodge®) por via intramuscular e 5 ml de uma solucéo de
dextrose e salina administrado por via subcutanea. Os animais foram mantidos em ambiente
aquecido para recuperacao e retorno do plano anestésico e duas horas apos a cirurgia foi feita
a administracdo do analgésico Fentanil (0,032 mg/kg) por via subcutédnea. Os animais
submetidos a lesdo medular por compressao foram mantidos por, no méximo, 14 dias.

A B y“: Q‘K‘. ks

Figura 17: Cirurgia de lesdo medular por compressdo. (A e B) Fotografia da rata anestesiada sendo submetida a
compressdo da medula espinal através da inflacdo do baldo do cateter forgaty do tipo 2 de embolectomia. (C)
Posicéo do baldo do cateter em relagéo as vértebras durante a compresséo medular. (A e B) Fotografia tirada pela
autora. (C) Modificado de VANICKY et al., 2001.

4.4 Tratamento com E,

Quinze minutos apds a cirurgia de lesdo medular espinal compressiva foi administrado
em cada animal uma unica dose na concentracdo de 100 pg/Kg de E, (Cipionato de estradiol,
Pfizer®) em veiculo (6leo de soja), por via subcuténea. A dose e o tempo de administracéo
foram adotadas de acordo com estudos prévios (YUNE et al., 2004; SAMANTARAY et al.,
2011).

Em cada um dos experimento os animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos:

I. TRATADO (OVX+E,): Os animais deste grupo foram tratados com uma dose de 100
ug/Kg de E; por via subcuténea 15 minutos apds a lesdo medular por compressao;
II. CONTROLE (OVX+OLEO): Os animais deste grupo foram tratados com veiculo
(6leo de soja) por via subcutanea 15 minutos apos a lesdo medular por compresséo;
l1l. FALSA LESAO (OVX+SHAM): Os animais deste grupo ndo foram submetidos a
lesdo medular, sendo feita somente a incisao de pele e laminectomia, e ndo receberam
nenhum tratamento.

31



4.5 Teste BBB: Avaliacédo funcional da capacidade locomotora

Avaliacdo do comportamento locomotor é uma medida importante de recuperacdo
funcional a longo prazo apos a lesdo medular espinal.

O teste BBB foi desenvolvido pelos pesquisadores Basso, Beattie e Bresnahan a fim de
estudar a sequéncia de padrdes de recuperacdo locomotora e leva em consideracdo as fases
iniciais (escore BBB 0-7), intermediarias (escore BBB 8-13 ) e tardias (escore BBB 14-21) de
recuperacdo (BASSO et al., 1995). Serve como uma importante ferramenta para avaliar a
eficacia terapéutica de varias drogas e tipos de tratamento para ratos submetidos a lesédo
medular espinal, sendo utilizado para a avaliagdo funcional da capacidade locomotora.
Qualquer tratamento capaz de aumentar o escore BBB pode ser considerado neuroprotetor
nesse modelo animal.

A avaliacdo da recuperacao locomotora foi realizado através do teste BBB desenvolvido
por Basso, Beattie e Bresnahan (BASSO et al.,, 1995). O procedimento consistiu na
observacao dos animais por dois pesquisadores, treinados para a realizacdo do teste, que eram
cegos ao experimento e desconheciam, portanto, 0s animais e 0S respectivos tratamentos.
Estes atribuiram escores de acordo com a escala funcional BBB (Tabela 3) apenas para a
movimentacdo de cada membro traseiro, e o escore de cada animal foi atribuido através da
média aritmética das patas direita e esquerda.

Os animais foram colocados individualmente no centro do campo aberto, uma caixa de
acrilico transparente de 80 X 80 X 30 cm com fundo forrado de material antiderrapante na cor
preta, subdividido em 25 quadrantes iguais (16 cm? cada). No campo aberto os animais
podiam movimentar-se livremente, sendo observados pelos pesquisadores durante quatro
minutos (Figura 18).

De acordo com a escala de avaliagdo funcional, os escores BBB atribuidos seguiram
uma escala de zero a 21, em que 21 indica uma locomocdo executada de forma plena e zero
indica nenhum movimento espontaneo no membro posterior. Os critérios de avaliacdo deste
teste consideram: movimentacdes de articulacBes (quadril, joelho e tornozelo); se ha somente
apoio da pata ou passo plantar durante a marcha; analisa se 0 movimento ocorre com ou sem
suporte de peso e se ha coordenacao entre as patas dianteiras e traseiras; avalia a posicdo das
patas traseiras em relacdo ao tronco durante a locomocao; verifica se ha liberacdo dos dedos
(analisando, por esse parametro, os movimentos finos de controle voluntario); além da anélise
da movimentacdo da cauda e da estabilidade do tronco durante a locomocgdo nos estagios
finais de recuperacao.

Figura 18: Animais sendo submetidos ao teste BBB no campo aberto. Fotografia tirada pela autora no
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas na UFRRJ.
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Tabela 3: Escala BBB de 21 pontos e definicbes operacionais de categorias e atributos para avaliacdo da
capacidade locomotora dos membros posteriores de ratos apds a lesdo medular. BASSO et al., 1995.

Escore  Definicdes operacionais de categorias e atributos

0 Nenhum movimento observavel do membro posterior
1 Movimento discreto (limitado) de uma ou de duas articulagdes, geralmente do quadril ou joelho
2 Movimento extenso de uma articula¢do e discreto na outra
3 Movimento extenso nas duas articula¢@es e nulo na terceira
4 Movimento discreto das trés articulagBes do membro posterior
5 Movimento discreto de duas articulagdes e extenso da terceira
6 Movimento extenso de duas articulacdes e discreto da terceira
7 Movimento extenso das trés articulacbes do membro posterior
8 Pedalada sem suporte de peso ou apoio plantar da pata sem suporte de peso
Apoio plantar da pata com suporte de peso somente na fase de apoio (ex. quando estético) ou
9 passada dorsal ocasional, frequente ou consistente com o suporte de peso e nenhuma passada
plantar
10 Passo _plantar com suporte de peso ocasional e nenhuma coordenacdo dos membros anterior e
posterior
11 Passo_ plantar com suporte de peso frequente a consistente e nenhuma coordenagdo dos membros
anterior e posterior
12 Passo_ plantar com suporte de peso frequente a consistente e coordenagéo ocasional dos membros
anterior e posterior
13 Passo plantar com supor_te de peso frequente & consistente e coordenacdo frequente dos
membros anterior e posterior
Passo plantar com suporte de peso consistente e coordenagéo consistente dos membros anterior e
posterior e posi¢do predominante da pata rodada (interna ou externa) durante a locomogéo, no
14 contato inicial com a superficie e antes de liberar os dedos na fase final de apoio ou passada
plantar frequente, coordenagdo consistente dos membros anterior e posterior e passada dorsal
ocasional
Passada plantar consistente e coordenagdo consistente dos membros anterior e posterior e
15 nenhuma liberacdo dos dedos ou liberagdo ocasional durante 0 movimento do membro para
frente, posicdo predominante da pata paralela ao corpo no instante do contato inicial.
Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a
16 marcha com frequente liberagdo dos dedos du_rante 0 movimento QO_ membro para fren_te, posi¢do
predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodado no instante da
liberacéo.
Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a
17 marcha com frequente liberagdo dos dedos durapte 0 movimento do mer_npro para f(ente, posicéo
predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberagéo dos
dedos.
Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a
18 mar_cha com co_nsistente liberacdo dos dedos durante. 0 movimento do rr_1e_m_bro para frente,
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e rodado no
instante da liberacdo dos dedos.
Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a
19 mar_cha com co_nsistente liberacdo dos dedos durar)te 0 movimento c_io_ r_nembro Ppara frente,
posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberacdo dos
dedos e apresenta cauda para baixo em parte do tempo ou o tempo todo.
Passada plantar consistente e coordenacdo consistente dos membros anterior e posterior durante a
20 marcha com consistente liberagdo dos dedos durante o movimento do membro para frente,

posicdo predominante da pata é paralela ao corpo no instante do contato inicial e na liberagdo dos
dedos com consistente elevacéo da cauda e instabilidade do tronco.

Passada plantar consistente e marcha coordenada, consistente liberacdo dos dedos, posicdo
21 predominante da pata é paralela ao corpo durante toda fase de apoio, estabilidade consistente do
tronco e consistente elevacdo da cauda.
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4.6 Perfusao transcardiaca

Quatorze dias ap6s a lesdo medular espinal os animais destinados a analise da
severidade da lesdo medular (histopatologia) foram submetidos a perfusdo intracardiaca. Para
tal, as ratas foram anestesiadas profundamente com thiopental sodico (50 mg/Kg, Cristalia®)
por via intraperitoneal e o procedimento era iniciado assim que o animal entrava em plano
anestésico, verificado pela auséncia de reflexos musculares e corneanos.

O animal foi posicionado em decubito dorsal sendo realizada a abertura da caixa
toréacica através de uma incisdo na pele e em seguida na musculatura na regido do processo
Xifoide, prosseguindo com a incisdo para ambos os lados do gradil costal desarticulando
todas as costelas. Em seguida, o diafragma foi incisado expondo toda a cavidade toracica e o
coracdo. Uma agulha romba conectada a uma bomba peristéltica através de um cateter, foi
inserido no apice do ventriculo esquerdo sendo posicionada na entrada da artéria aorta
ascendente, seguida de uma inciséo do atrio direito e por fim ligou-se a bomba peristéltica.

Neste procedimento, foi infundido 300 ml de solucdo salina 0,9% com heparina
(Eurofarma®, 5000 Ul/ml - 0,1 ml heparina/1000 ml de solucéo salina) por aproximadamente
10 minutos, seguida de 700 ml de Paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato pH 7,4 a 4°C
durante 20 minutos em cada animal.

Logo apds o término da perfusdo, a regido da medula espinal que continha o sitio da
lesdo e as penumbras cranial e caudal foi retirada cuidadosamente do canal vertebral e pos-
fixadas por 4 horas na mesma solucdo de perfusdo. Passado esse tempo, as medulas espinais
foram armazenadas em solucdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato de sédio (PBS) sob
refrigeracdo a 4°C até o momento do corte histologico.

4.7 Histopatologia: Analise da severidade do trauma medular

As medulas espinhais contendo o epicentro da lesdo e as por¢des cranial e caudal a
lesdo (1,5 cm de comprimento) foram coletadas para avaliacdo da severidade da lesdo
medular.

As medulas foram embebidas em parafina e, posteriormente, em um micrétomo foram
feitos cortes longitudinais com uma espessura de 5 um. A cada corte disposto em lamina 40
um de tecido subsequente foi desprezado até o proximo corte. Assim, para cada medula foram
feitos 16 cortes, sendo 2 cortes por Iamina num total de 8 laminas, que foram corados com
hematoxilina e eosina (HE). Destes, selecionamos cortes seriados, 0s primeiros cortes das
laminas 3, 4, 5 e 6, num total de 4 cortes representativos por medula. Os 4 cortes selecionados
foram, posteriormente, analisados em microscopio éptico (Nikon®).

Esses cortes representativos foram fotografados através do programa de captacao
ImagePro conectado ao microscopio dptico (Nikon®) na objetiva de 10 vezes. As fotografias
de cada corte foram montadas atraveés do programa Adobe Photoshop e posteriormente
analisadas no programa Image J. Foi realizada a analise quantitativa da lesdo, para isso a
régua de calibracdo de 1 mm do microscépio Optico na objetiva de 10 vezes foi calibrada no
programa Image J. Em seguida, foram mensurados o comprimento, a largura e a area total da
lesdo de cada medula. Sendo a média, de cada mensuracdo, dos quatro cortes de cada animal
utilizada para analise estatistica.

Na mensuragdo do comprimento, foram considerados limites da lesdo as bordas mais
afastadas a partir do centro da lesdo no sentido craniocaudal da medula, a extensdo foi
delimitada por uma linha horizontal. A determinacdo da largura da lesdo foi realizada em
forma de porcentagem, para isso foi mensurado a largura total do corte, delimitada por uma
linha vertical a partir da borda superior do corte até a borda inferior do corte, e a largura da
lesdo, delimitada por uma linha vertical da borda superior da lesdo até a borda inferior da
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lesdo, ambas mensuradas na regido onde fica a metade do tamanho do comprimento da leséo.
Em seguida, foi determinada a porcentagem da largura da leséo realizando a proporgéo entre a
largura do corte e a largura da lesdo, considerando o valor da largura do corte como 100% e,
desta forma, determinou-se a quantidade proporcional de tecido danificado no sentido
laterolateral da medula. Para a mensuracdo da area total da medula as bordas da lesédo
intensivamente coradas por HE e sem interrupc@es no tecido foram consideradas como limite
da lesdo e a delimitacdo da area foi feita por toda a extensdo da borda da lesao (Figura 19).
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Figura 19: Corte longitudinal da medula (5 um de espessura e 1,5 cm de comprimento) contendo a lesdo e
coradas com HE. As mensuragfes quantitativas do comprimento (em azul), da altura (do corte, em amarelo; da
lesdo, em verde) e da area total da lesdo (em preto) de cada corte foram realizadas no programa Image J e a
média dos quatro cortes por animal para cada mensuracéo foi utilizada na andlise estatistica. Barra de calibracdo
=1 mm. As setas indicam as dire¢des das mensuraces realizadas na regido da lesdo no tecido.

4.8 qRT-PCR para interleucinas proé e anti-inflamatérias: Avaliacdo da inflamacao no sitio
da lesdo medular

No intuito de avaliar se 0 E; interfere no processo inflamatério no local da lesdo na
medula espinal, foi realizada a técnica de gRT-PCR para deteccdo da expressdo génica de
citocinas de perfil pré-inflamatério, TNF-o e IL-6, e anti-inflamatério, IL-10.

Para melhor compreender se o E, estaria atuando somente de forma aguda na
inflamag&o ou por um periodo mais prolongado, medulas espinais lesionadas foram coletadas
6 horas, 24 horas e 14 dias ap0s a lesdo para analise da expressdo destas citocinas. Entretanto,
no presente trabalho sé serdo apresentados os resultados preliminares da expressdo génica
dessas citocinas das medulas coletadas no 14° dia pés leséo.

Nesse sentido, uma parte das ratas OVX submetidas a lesdo medular compressiva e
tratadas com E, ou veiculo foram eutanasiadas 6 horas, outra parte 24 horas e os demais 14
dias ap6s a lesdo. A eutandsia para coleta da medula espinal foi realizada sob condicGes
estéreis e em local RNAase free, para tal todo material utilizado foi autoclavado e a bancada
de experimentacdo foi esterilizada com &lcool a 70% preparado com agua destilada
autoclavada. A eutanasia foi realizada por decapitacdo, em seguida foi feita a retirada da pele
por completo do dorso além dos resquicios de pelos que por ventura ficaram em contato com
a musculatura. Posteriormente, toda a musculatura ao redor das vertebras espinhais foi
dissecada e cada vértebra foi cuidadosamente desarticulada e retirada para exposi¢do da
medula espinal, seguida de inciséo das raizes dorsais e ventrais. A regido da medula com o
sitio da lesdo, aproximadamente 1 cm, foi retirada, acondicionada em tubos tipo Eppendorf e
imediatamente congelada em nitrogénio liquido (-196 °C). Apds esse procedimento, as
medulas foram mantidas a -80°C para posterior processamento em duas etapas:
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1) Obtencdo do RNA e sintese de cDNA:

As amostras de medula com o sitio da lesdo foram homogeneizadas em 1 mL do
reagente Trizol e em seguida incubadas por 5 minutos a 15-30 °C (bancada). A cada 1 mL de
Trizol, adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio e em seguida os tubos foram agitados com a méo
por 15 segundos e incubados a 15-30 °C de 2 a 3 minutos. Em seguida os tubos foram
centrifugados a 12.000 x g por 10 minutos a 2-8 °C, observando-se apds esse periodo a
separacao da mistura em trés partes. A fase aquosa superior foi separada e transferida para um
novo tubo onde foram adicionados 0,5 mL de alcool isopropilico para a precipitacdo do RNA
da amostra. Em seguida as amostras foram incubadas a 15-30 °C durante 10 minutos e
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos a 2-8 °C. O RNA precipitado foi entdo diluido em
20 uL de 4gua DEPC e quantificado no Nanodrop (Thermo Scientific, USA). A partir de
amostras equivalentes em 500 ng de RNA, sintetizamos cDNA utilizando-se SuperScript 111
First-Strand Synthesis System (Invitrogen, USA), na presenca de primer randémico, de
acordo com a recomendacéo do fabricante.

2) PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR):

Para as andlises de expressdo génica por PCR quantitativo em tempo real, foram
utilizadas amostras de 100 ng de cDNA diluidas em Power SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems, USA), no sistema ABI PRISM 7500 FAST RealTime PCR System
(Applied Biosystems, USA). O gPCR foi realizado a 95 °C por 10 minutos seguidos de 40
ciclos a 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1 minuto. A expressdo constitutiva de RPL-13 foi
utilizada para verificar a uniformidade das amostras utilizadas. A especificidade dos produtos
do PCR foi analisada através da curva de dissocia¢do. Os dados foram analisados por ABI
Prism SDS v1.3.1 “software”. Todos os primers foram desenhados utilizando-se Primer
Express 3.0 specific for 7500 FAST Real Time PCR System:

IL-6 - forward primer 5'-CCCACCAGGAACGAAAGTCA-3’

reverse primer 5'-ACTGGCTGGAAGTCTCTTGC-3’

TNF-a - forward primer 5-TGTCTACTGAACTTCG GGGT-3’

reverse primer 5'-TCCACTTGGTGGTTTGCTAC-3'

IL-10 - forward primer 5-GGTGACAATAACTGCACCCA-3’

reverse primer 5'-GGCAACCCAAGTAACCCTT A-3’

RPL-13 - forward primer 5-~ACAAGAAAATGGCACGCACC-3’

reverse primer 5'-CCAGCCGCGCATTATTTCTT-3'.

Os niveis de expressdo génica relativos foram calculados a partir do método de anélise
comparativa Ct (2-ACT).

4.9 Analise estatistica

A capacidade locomotora foi avaliada pelo escore do teste comportamental (BBB) e as
médias entre 0S grupos expressas como media + erro padrdo. As diferengas estatisticas entre
0s grupos experimentais foram detectados pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias
para medidas repetidas, admitindo-se os fatores grupo, tempo e interacdo. Posteriormente, foi
executado o pds-teste de Bonferroni e a diferenca entre os grupos foi considerada significativa
quando P<0,05.

Na avaliacdo histopatoldgica, foram calculadas as médias dos quatro cortes histologicos
de cada animal para cada mensuragdo (comprimento, altura e area total da lesdo). O teste t-
Student ndo pareado paramétrico foi utilizado na andlise estatistica e a diferenca entre os
grupos foi considerada significativa quando P<0,05.

Posteriormente foi realizado uma regressao linear entre as médias da area total da lesdo,
analisadas através da histopatologia, e a capacidade locomotora.
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As concentracfes das citocinas foram expressas como média + erro padrdo. O teste t-
Student ndo pareado paramétrico foi utilizado na andlise estatistica e a diferenca entre os
grupos foi considerada significativa quando p<0,05.

Todas as andlises estatisticas e as apresentacdes graficas dos resultados foram obtidas
pelo programa GraphPad Prism 5.0.

37



5 RESULTADOS

5.1 Efeito de uma Unica dose de E; (100 ug/Kg) na capacidade locomotora de ratas OVX
submetidas a lesdo medular espinal por compressdo moderada.

A Anova de duas vias para medidas repetidas detectou diferenca significativa nos
fatores grupo (OVX+E,, OVX+06leo e OVX+sham), tempo (1, 4, 7, 10 e 14 dias ap0s a lesao)
e interacdo (Tabela 4).

Tabela 4 : Resultados estatisticos - Anova de duas vias para medidas repetidas na avaliacdo da capacidade
locomotora (teste BBB) doas animais do grupo OXV+E,, OVX+6leo e OV X+sham.

Grupo F(,192) = 293,8 P<0,0001
Tempo F(a,102) = 49,88 P<0,0001
Interacdo F(s.192) = 10,36 P<0,0001

Os resultados do comportamento locomotor demonstram que um dia apos a lesdo
medular por compressdo 0s animais apresentaram baixos escores BBB, verificado na média
do escore tanto no grupo OXV+E; (0,1591 + 0,05082) como no grupo OVX+o6leo (0,1200 +
0,04359). Esses valores configuram paraplegia ou paresia significativa dos membros
posteriores, ou seja, 0s animais ndo demonstraram movimentos espontaneos ou apresentaram
apenas movimento discreto de uma ou duas articulagbes dos membros posteriores um dia
apos a lesdo. O grupo OVX+sham apresentou uma locomoc¢do normal em todos os tempos
analisados (21,0 = 0).

O pos teste de Bonferroni detectou que o grupo OXV+E, apresentou escore BBB
significativamente maior no 10° (6,568 + 0,4633) e 14° (8,000 * 0,6505) dia apds a lesdo em
comparagdo ao grupo OVX+oleo (10° dia, 4,360 = 0,5224; 14° dia, 5,720 + 0,4891) (Figura
20). Isso indica uma recuperacdo locomotora significativamente superior dos animais do
grupo OXV+E; a partir do 10° dia apds a lesdo medular (Tabela 5). Como esperado, também
foi detectado que o grupo OV X+sham obteve escore maximo (21,0 + 0) e significativamente
maior em todos os tempos ap6s a lesdo em comparacdo ao grupo OVX+06leo e ao grupo
OXV+E,.
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Figura 20: Efeito de uma dose Unica de E, (100 png/Kg) na capacidade locomotora (teste BBB) de ratas ovx
submetidas a lesdo medular por compressdo moderada. Ratas Wistar OVX foram submetidas a uma Unica
administracéo de 100 pg/Kg de E, (OVX+E,, n=22) ou 6leo (OVX+6leo, n=25) 15 minutos apos a lesdo medular
por compressdo moderada. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Pds teste Bonferroni, P<0,05.
*** indica que o0 grupo OV X+ E, apresentou escore BBB significativamente maior que o grupo OVX+dleo no
10° (P<0,001) e no 14° (P<0,001) dia ap6s a lesdo medular por compressdo. Os animais do grupo OVX+sham
(n=5) foram submetidos apenas a laminectomia e obtiveram média de escore BBB significativamente maior em
comparacdo ao OVX+E; e ao OVX+06leo em todos os tempos (P<0,001) e ndo estdo representados no gréfico.

Tabela 5: Resultado estatistico do pds teste Bonferroni na capacidade locomotora (teste BBB) do grupo
OVX+E, (n=22) e do grupo OVX+6leo (n=25). O grupo OVX+sham apresentou escores significativamente
maiores (p<0,001) em comparagdo ao grupo OVX+E, e ao grupo OVX+6leo e ndo séo apresentados na tabela.
Sao apresentados valores da média + erro padrdo e valores de P na comparagdo do grupo OVX+E, com o
OV X+d6leo.

Dias apo6s a :
~ OVX+dleo OVX+E; Valor de P
leséo
1 0,1200 + 0,04359 0,1591 + 0,05082 P>0,05
4 0,3000 +0,07638 0,8182 + 0,2684 P>0,05
7 2,820 £ 0,4377 3,932 £ 0,5225 P>0,05
10 4,360 + 0,5224 6,568 + 0,4633 P<0,001
14 5,720 £ 0,4891 8,000 + 0,6505 P<0,001
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5.2 Efeito do E, na severidade da lesdo de ratas OVX submetidas a lesdo medular por
compressao moderada: avaliagdo histopatoldgica.

Na andlise histologica, a media dos 4 cortes selecionados de cada medula foi utilizada
para a andlise estatistica em cada uma das mensuracfes (comprimento, largura e area total da
lesdo). Como o grupo OV X+sham tem apenas um animal (n=1), ndo foi possivel inclui-lo nas
analises estatisticas e foi somente utilizado para fins de analise da auséncia de lesdo, sendo
representado apenas de forma quantitativa nos graficos e qualitativa na fotografia (Figura 21).
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Figura 21: Cortes histolégicos transversais de medula corados com hematoxilina e eosina (HE). Os animais
OVX submetidos a falsa lesdo (OVX+sham) ou lesdo medular por compressdo moderada foram tratados com
uma Unica dose de 100 pg/Kg de E, (OVX+E;) ou dleo (OVX+4leo), 1,5 cm das suas medulas contendo a leséo
foram coletadas apds perfusdo tecidual no 14° dia pds leséo para realizacdo de cortes histoldgicos logitudinais
(5um de espessura) e coloragdo com HE. Corte de medula representativo do grupo OVX+sham, OVX+06leo e
OVX+E,. Barra =1 mm. As setas indicam as dire¢des das mensuragdes realizadas na regido da leséo no tecido.
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Na mensuracdo do comprimento da leséo (extensdo no sentido craniocaudal da medula)
0 teste t-Student detectou que o grupo OVX+E, (5.672 £ 0.5005 mm) apresentou
comprimento de lesdo significativamente menor (P<0,05) comparado ao grupo OVX+dleo
(10.22 + 1.807 mm). Sendo t=2.638, df=9 e a diferenca entre as médias = 4.544 + 1.722 mm
(Figura 22).
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Figura 22: Efeito de uma Unica dose de E, (100 pg/Kg) na extensio da lesido no sentido craniocaudal da
medula (comprimento da lesdo). As ratas OVX submetidas a lesdo medular por compressao e tratadas com
uma unica dose de E, (100 pg/Kg, s.c.) ou dleo 15 minutos pos lesdo, foram perfundidas e suas medulas
coletadas 14 dias ap6s a lesdo. Foi determinado o comprimento dos 4 cortes da medula de cada animal e a média
por animais utilizada para andlise estatistica. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste t-
Student, P<0,05. * indica que o grupo OVX+E, (n=6) apresentou um comprimento de leséo significativamente
menor (P<0,05) comparado ao grupo OVX+6leo (n=5). O grupo OVX+sham (n=1) ndo apresentou lesdo no
tecido medular.
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A analise quantitativa da largura da leséo (sentido laterolateral da medula) foi realizada
de forma percentual. O teste t-Student detectou uma porcentagem de largura da lesé&o
significativamente menor (P<0,05) no grupo OVX+E; (83.12 + 5.241 %) comparado com 0
grupo OVX+oleo (97.43 + 0.6334 %). Sendo t=2.458, df=9 e a diferenca entre as
médias=14.31 £ 5.823 % (Figura 23).
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Figura 23: Efeito de uma Unica dose de E, (100 png/Kg) na extensio da lesio no sentido laterolateral da
medula (largura da lesdo). As ratas OVX submetidas a lesdo medular por compressdo e tratadas com uma
Unica dose de E; (100 pg/Kg, s.c.) ou éleo 15 minutos pos lesdo, foram perfundidas e suas medulas coletadas 14
dias apéds a lesdo. Foi determinado o percentual da largura da lesdo dos 4 cortes da medula de cada animal e a
média por animais utilizada para analise estatistica Valores sdo apresentados como média + erro padréo. Teste t-
Student, P<0,05. * indica que o grupo OVX+E, (n=6) apresentou uma porcentagem de largura da leséo
significativamente menor (P<0,05) comparado ao grupo OVX+6leo (n=5). O grupo OVX+sham (n=1) ndo
apresentou lesdo no tecido medular.
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Na determinacdo quantitativa da area total de lesdo (tamanho geral da lesdo medular) o
teste t-Student detectou que o grupo OVX+E; (6.182 + 0.8642 mm?) apresentou uma area de
lesdo significativamente menor (P<0,05) comparada ao grupo OVX+6leo (10.00 £ 1.926
mm?2). Sendo t=1.926, df=9 e a diferenca entre as medias=3.821 + 1.984 mm2 (Figura 24).
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Figura 24: Efeito de uma Unica dose de E, (100 pg/Kg) no tamanho geral da lesdo na medula (area total da
lesdo). As ratas OVX submetidas a lesdo medular por compressdo e tratadas com uma Unica dose de E,
(100pg/Kg, s.c.) ou 6leo 15 minutos pos lesdo, foram perfundidas e suas medulas coletadas 14 dias ap6s a leséo.
Foi determinada a area total da lesdo nos 4 cortes da medula de cada animal e a média por animais utilizada para
analise estatistica. Valores sdo apresentados como média + erro padrdo. Teste t-Student, P<0,05. * indica que o
grupo OVX+E, (n=6) apresentou uma area de lesdo significativamente menor (P<0,05) comparado ao grupo
OVX+o6leo (n=5). O grupo OVX+sham (n=1) ndo apresentou lesdo no tecido medular.
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Para verificar a existéncia de uma correlacéo entre a severidade da lesdo medular e a
capacidade locomotora dos animais foi realizada uma regressdo linear simples. Nessa anélise
foram utilizadas as médias da area total de lesdo na medula de cada animal de ambos os
grupos (OVX+E; e OVX+4leo) relacionando-os com seus respectivos escores BBB obtidos
no 14° dia pds lesdo medular. O teste de regressdo linear simples detectou diferenca
significativa (P<0,05) e, portanto, uma correlagdo positiva dos dados em que r?=0,3749
admitindo-se um intervalo de confianca de 95% (Figura 25). O que indica que quanto menor a
area da lesdo na medula espinal, ou seja, quanto menor for a severidade dessa lesdo, maior o
escore BBB obtido e, consequentemente, maior a capacidade locomotora do animal.
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Figura 25: Correlagdo entre a severidade da lesdo medular e a capacidade locomotora dos animais.
Graéfico de regressdo linear simples para correlacdo das médias da &rea total da lesdo de cada medula de ambos
0s grupos (OVX+E,, n=6; OVX+6leo, n=5) com o0s respectivos escores BBB obtidos no 14° dia p6s lesdo
medular por compressdo moderada. O teste de regressdo linear evidenciou uma correlacdo positiva (r2=0,3749 e
P<0,05, admitindo-se um intervalo de confianga de 95%) entre a severidade da lesdo medular e a capacidade
locomotora dos animais. A reta indica que quanto maior o escore BBB menor a area total de lesdo medular, ou
seja, quanto maior a capacidade locomotora menor a severidade da lesdo medular.
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5.3 Efeito do E; na inflamac&o no local da lesédo em ratas OVX submetidas a lesdo medular
por compressao.

Na investigacdo da possivel modula¢do do processo inflamatério pelo E, apos a lesdo
medular espinal, foi realizada a quantificacdo da expressao génica das citocinas IL-6 € TNF-a
que sdo de perfil pro-inflamatério e da citocina 1L-10 que é de perfil anti-inflamatério no
tecido medular, que foi coletado ao 14° dia apds a lesdo. O teste t-Student ndo detectou
diferenga (P>0,05) na expressdo génica de nenhuma das citocinas entre o grupo OVX+d4leo
(n=2) e o0 grupo OVX+E; (n=3). Sendo t=1.568 e df=8 (TNF- a), t=1.150 e df=8 (IL-6) e
t=0.2244 e df=8 (IL-10) (Figura 26).
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Figura 26: Efeito de uma Unica dose de E, na modulacdo da inflamacdo na lesdo medular espinal
compressiva. As medulas dos animais do grupo OVX+6leo (n=2) e do grupo OVX+E, (n=3) foram coletadas 14
dias apds a lesdo medular através da eutanasia por decapitacdo e aproximadamente 1 cm da medula contendo o
epicentro da lesdo foi processado através da técnica do qRT-PCR que quantificou a expressao génica de TNF-o,
IL-6 e IL-10. O teste t-Student ndo detectou diferenca entre os grupos na expressdo de nenhuma das citocinas
analisadas (P>0,05).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo investigamos o efeito de uma tUnica dose de 100 pg/Kg de E;
administrada por via subcutanea 15 minutos apés a lesdo medular por compressdo moderada
em ratas OV X. Os resultados evidenciaram que o E; promoveu uma melhora significativa da
capacidade locomotora dos membros posteriores dos animais, e essa melhora motora se deve
a reducdo do tamanho da lesdo no tecido medular induzida pelo E,. Além disso, nossos
resultados preliminares mostram que o0 E; ndo alterou a expressdo génica das citocinas TNFa,
IL-6 e IL-10 ao 14° dia apds a lesdo. Nds postulamos que sua acdo moduladora sobre as
citocinas deve ocorrer na fase aguda da inflamacdo, visto que os demais resultados da
literatura evidenciaram um efeito neuroprotetor anti-inflamatério do E, na lesdo medular.

6.1 Modelos experimentais: lesdo medular espinal e capacidade locomotora

A lesdo medular espinal ainda € um problema frequente e devastador na sociedade atual.
Promover o reparo de lesdes cronicas na medula espinal e recuperacéo da funcdo neuroldgica
é o principal objetivo, mas isso é amplamente dependente do quéo cedo e eficaz os primeiros
cuidados e intervencdes terapéuticas sdo prestados. Portanto, agentes neuroprotetores sdo uma
grande promessa no tratamento da lesdo medular espinal (SAMANTARAY et al., 2010a).

Apesar dos grandes avancos na pesquisa experimental, que tém gerado um enorme
progresso em desvendar a natureza da lesdo medular espinal nas Gltimas décadas, ainda nao
ha um tratamento eficaz que reestabeleca a funcdo medular. Varias terapias celulares,
moleculares e de reabilitacdo tém sido desenvolvidas através de técnicas experimentais e
algumas testadas na fase de triagem clinica. Entretanto, até agora nenhum tratamento provou
ser eficiente em pacientes com essa patologia (SILVA et al., 2014). Nesse sentido, o uso de
modelos experimentais para inducdo de uma lesdo traumatica na medula é critico para
propiciar avangos nas pesquisas de novas terapias nessa area.

Diversos modelos animais tém sido utilizados com esse proposito tais como gatos, cées,
suinos, ratos, camundongos e primatas ndo humanos (BLIGHT, 1983; BLIGHT et al., 1991;
CROWE et al., 1997; MODI et al., 2011; WELLS et al., 2003). No entanto, os modelos
animais mais utilizados sdo os roedores (ratos e camundongos), pois além do baixo custo,
melhor acessibilidade e manutencéo, a resposta fisioldgica e morfoldgica a lesdo medular em
humanos €é qualitativamente muito similar ao observado em redores. Contudo, existem
diferengas que devem ser analisadas com cautela (Tabela 6). Devido a essas diferencas é
importante que o tratamento testado seja eficaz em diferentes modelos em ratos e
camundongos. Embora os roedores continuem a ser as espécies mais usadas e adequadas para
os estudos preliminares, é aconselhavel testar em uma espécie intermedidria como o0 primata
ndo humano, pois nesses a lesdo medular espinal se aproxima melhor da que ocorre em
humanos, antes de realizar a triagem em humanos que so é garantida quando é esperado que a
terapia ofereca 0 minimo risco. Sendo assim, é necessario que os tratamentos sejam testados
em uma grande variedade de modelos, e se for efetivo em todos pode-se prever que também
sera em humanos (HAGG & OUDEGA, 2006; SILVA et al., 2014).
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Tabela 6: Similaridades e diferencas na resposta da medula espinal a lesdo entre humanos e roedores.
Modificado de HAGG & OUDEGA, 2006.

Roedores Humanos
Processos degenerativos
Respostas vasculares Hemorragia Hemorragia
3 Menos pronunciada, apesar da similar
Inflamag&o Extensa 3 o
expressdo de citocinas
Desmielinizagdo Sim Sim, mas talvez menos pronunciada
3 B . Degeneragédo Walleriana muito mais
Degeneragéo axonal Degeneragdo Walleriana
prolongada
) Extensa, com CSPG Menor, CSPG principalmente nos vasos
Escara glial . i
astroglial sanguineos
. Ratos: sim; .
Formagao cistica . Sim
Camundongos: néo
Resposta da célula de Schwann Alguma invaso Extensa invas&o
Processos regenerativos
Brotamento axonal Sim Sim
Remielinizacdo Sim Sim
Plasticidade de circuitos ndo ) .

Sim Sim

danificados

CSPG, proteoglicanos de sulfato de condroitina

Os modelos desenvolvidos para inducdo de uma lesdo traumatica na medula sdo
classificados com base no mecanismo de lesdo em: contusdo, compressdo, deslocamento,
transeccdo ou modelos quimicos. Na contusdo (uma lesdo aguda e transitdria) sdo utilizados
dispositivos para provocar a lesdo. Uma das técnicas € a de soltar um determinado peso na
superficie dorsal da medula a uma determinada distancia (do inglés, weight-drop) onde o
impulso, energia, velocidade e forga sdo controlados e monitorados por computador
(GRUNER,1992) e também héa a técnica do péndulo eletromagnético (BEHRMANN et al.,
1992), parecida com a técnica do weight-drop. No modelo de compressdo um dispositivo
comprime a medula, como no modelo de clip de aneurisma, pinca e baldo inflavel (RIVLIN &
TATOR, 1978; BORGENS & SHI, 2000; VANICKY et al., 2001), podendo criar diferentes
graus de lesdo por ajuste da forga e duragdo da compressdo. O deslocamento mecénico das
vertebras € um modelo utilizado para reproduzir os deslocamento vertebrais tipicos de uma
lesdo medular. A transeccdo cirdrgica da medula, total ou parcial, € particularmente Gtil nas
analises de regeneragdo tecidual. Por fim, a lesdo induzida quimicamente reproduz
componentes especificos da cascata de danos secundarios (SILVA et al., 2014; KWON et al,
2002b).

Em todos esses modelos procura-se reproduzir e mimetizar a lesdo medular espinal em
seres humanos, tanto quanto possivel, e cada modelo apresenta uma caracteristica
investigativa distinta. Por exemplo, os modelos de transecgéo sédo importantes para avaliar o
poder regenerativo axonal de determinado tratamento (KWON et al., 2002b; SILVA et al.,
2014). Por outro lado, os modelos mais utilizados sdo 0s de contusdo e compressdo que
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proporcionam uma evolucédo fisiopatoldgica cronologicamente muito similar (KWON et al.,
2002b; SILVA et al., 2014) e também promovem lesdes teciduais muito parecidas (BASSO et
al., 1996; NOBEL & WRATHALL, 1985) ao que ocorre em humanos (BUNGE et al., 1993;
HAYES & KAKULAS, 1997), promovendo um bom cenério para analisar de forma funcional
e histoldgica agentes neuroprotetores na fase aguda da lesdo medular (KWON et al., 2002b;
SILVA et al., 2014). Contudo, os modelos de leséo por contuséo, apesar de serem 0sS mais
utilizados, ndo reproduzem a compressdao continua gerada pelo deslocamento de vértebras
sobre a medula espinal que normalmente ocorre na lesdo em humanos, mas esse fator
adicional é reproduzido nos modelos de leséo por compressao.

No presente estudo foi adotado o modelo por compresséao, por inflagdo de um bal&do no
espaco epidural, desenvolvido por Vanicky e colaboradores (2001) para a inducdo de uma
lesdo moderada na medula espinal de ratas. Essa escolha se deu por ser uma técnica de baixo
custo, de facil execucdo, que mimetiza bem a morfologia e fisiopatologia da lesdo que ocorre
em humanos e por ser um modelo em que os animais apresentam uma recuperacdo gradual
que permite avaliar a eficacia terapéutica aguda do agente a ser investigado. Desta forma, é
um modelo adequado na avaliagcdo da acdo neuroprotetora e aguda do E; na lesdo medular
espinal do presente estudo.

A recuperagdo funcional apds a lesdo medular espinal é normalmente o resultado final
que determina a eficacia de qualquer terapia de intervencdo (GOLDBERGER et al., 1991). O
elemento chave para qualquer teste comportamental é que ele seja confiavel, que possa ser
reproduzido e que gere dados que estejam de acordo com o0 que esta sendo investigado
(BASSO, 2004). Muitos testes foram desenvolvidos para avaliar o comportamento de animais
nessa condicdo, dentre estes tem sido dada grande importancia a avaliacdo da performance
locomotora. A avaliagdo mais comumente utilizada nessa determinacdo é a escala de
avaliacdo locomotora BBB descrita por Basso, Beattie e Bresnahan em 1995 (BASSO et al.,
1995) para a mensuragdo da performance motora dos membros posteriores em ratos, ou a
escala BBB modificada para camundongos (BASSO et al., 2006). Esse teste tem demonstrado
resultados confiaveis da capacidade locomotora de ratos e reflete de forma sensivel os graus
de dano tecidual apds uma lesdo medular por compressao ou contusdo, permitindo avaliar de
forma mais acurada os tratamentos investigados. Ademais, é de facil reproducdo e
implementacdo em qualquer laboratério, o que torna possivel a comparagdo dos resultados
entre os estudos realizados. Além disso, possibilita uma correlacdo positiva entre a capacidade
locomotora e o tecido medular poupado, ou seja, 0 aspecto histolégico ap6s a lesdo (BASSO
et al., 1995). Fatores importantes para enfatizar a possivel eficiéncia de determinado
tratamento aplicado. Portanto, postula-se que um tratamento capaz de aumentar o escore BBB
pode ser considerado neuroprotetor nesse modelo animal.

A escala de 21 pontos BBB (teste BBB) avalia a sequéncia de padrdes de recuperacédo
locomotora e leva em consideragdo as fases inicial (escores BBB 0-7), intermediria (escores
BBB 8-13) e final (escores BBB 14-21) de recuperagdo. A fase inicial é caracterizada
primeiramente por paralisia flacida dos membros posteriores e conforme recuperam 0s
movimentos comegcam a apresentar movimentos discretos ou extensos de uma ou mais
articulagdes. Durante a fase intermedidria 0 comportamento observado é a posi¢do da pata
com a superficie plantar voltada para o solo na fase de postura e, ap0s recuperacdo, também
na fase de balango, além das caracteristicas da passada associada ao suporte de peso ou ndo e
a coordenacdo entre 0s membros anteriores e posteriores comega a ser evidenciada. Na fase
final de recuperacdo a coordenacdo dos membros é consistente e sdo observados a liberacdo
dos dedos durante a passada, a predominante posi¢do da pata em relacdo ao corpo durante e
ap0s o movimento de passada, que primeiro apresenta-se rodada e torna-se paralela ao corpo
conforme ha recuperacdo locomotora, e também observa-se a posicdo da cauda e a
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estabilidade ou ndo do tronco. No entanto, ratos com lesdo traumaticas moderadas e severas
na medula ndo alcangam essa fase final de recuperagdo locomotora (BASSO et al., 1995).

6.2 Eficacia do E, na recuperacao funcional da capacidade locomotora

A maior barreira no desenvolvimento de novas terapias para a melhora da funcéo
medular reside na complexidade das mdltiplas e interligadas alteracbes moleculares e
celulares envolvidas em propagar 0s processos secundarios que causam maior dano apos a
lesdo medular espinal. Nesse sentido, os pesquisadores tém enfatizado a importancia no
desenvolvimento de terapias eficazes que sejam combinacbes de multiplos agentes
neuroprotetores ou um Gnico agente multifatorial (SAMANTARAY et al., 2010a). Crescentes
evidéncias experimentais suportam a hipOtese de que o E, € um agente multifatorial
modulando vérios aspectos dos danos secundarios que ocorrem ap6s a lesdo como reducao do
processo inflamatério e do estresse oxidativo, aumento da viabilidade e funcdo de células
neuronais que refletem em melhora funcional da medula e recuperagdo locomotora
(SRIBNICK et al., 2010; CUZZOCREA, 2008; MOSQUERA et al., 2014; CHAOVIPOCH et
al., 2006).

Os estudos experimentais em roedores que investigaram o efeito do tratamento com E,
na recuperacao da funcdo locomotora apés a lesdo medular utilizaram de forma majoritéaria a
escala de avaliacdo locomotora BBB, ou a escala BBB modificada para camundongos, na
mensuragcdo do comportamento motor (YUNE et al., 2004; FAROOQUE et al., 2006;
CHAOVIPOCH et al., 2006; RITZ & HAUSMANN, 2008; HU et al., 2012; LEE et al.,
2012b; MOSQUERA et al., 2014; ). Os resultados obtidos em diferentes modelos de inducao
da lesdo sugerem que o E; melhora o déficit locomotor dos membros posteriores dos animais.
Vale ressaltar, que os modelos de lesdo, as doses utilizadas, as vias e protocolos de
administracdo do E, ainda variam de maneira substancial. A grande gama de estratégias de
tratamento podem impactar em diferentes mecanismos provocados pela lesdo e, assim, em
diferentes resultados que dificultam comparagdes (ELKABES & NICOT, 2014). Contudo, 0s
resultados obtidos por diversos estudos geram expectativas promissoras, pois a grande
maioria demonstrou uma acgdo neuroprotetora do E, em promover maior recuperacao
locomotora ap6s uma lesdo na medula espinal (Tabela 7).
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Tabela 7: Modelos utilizados e protocolos de administracdo do E, de estudos que evidenciaram uma melhora na

capacidade locomotora através da escala BBB ap6s tratamento da lesdo medular espinal com E,.

Modelo de ) Dose e via de adm. Protocolo de e
Modelo animal o Referéncia
lesdo do E, administracao
Contuséo 1-2 h antes da lesdo
Ratos machos 100 pg/Kg, i.v. ] Yune et al. (2004)
em T10 ou 1 h apds a lesdo
Compressao ) Capsulas 1 semana antes da Chaovipoch et al.
Ratas intactas e OVX 3
em T8-T9 180 ug/Kg, s.c. leséo. (2006)
Compresséo ) Imediatamente apés a | Ritz e Hausmann
Ratos machos 0,1 ou 4 mg/Kg, i.p. y
em T8-T9 leséo (2008)
) 1 h antes da leséo
Compresséo Camundongos . Cuzzocrea et al.
300 pg/Kg seguidapor3e6h
em T6-T7 machos ; y (2008)
apos a leséo
) Peletes
Compresséo Ratos intactos ou . B Kachadroka et al.
) 0,5 ou 5 mg/Kg, 30 min antes da leséo
em T8-T9 gonadectomizados (2010)
s.C.
15 min seguida por
Contuséo 4 mg/Kg, i.v. e 24h (4mg/kg) e Sribnick et al.
Ratos machos ) ) )
em T10 2 mg/Kg, i.p. durante mais 5 dias (2010)
(2mg/kg) apos a lesdo
Contuséo ) 15 min seguida por
Ratos machos 100 pg/Kg, i.v. : 3 Hu et al. (2012)
emT9 24 h apos a leséo
Contusao 5 min seguida por 6 e
Ratos machos 300 e 600 pg/Kg Lee et al. (2012b)
em T10 24 h apos a leséo
Contusao Implante 1 semana antes da Mosquera et al.
Ratas OV X
em T9-T10 3 mg, s.c. lesdo (2014)

No presente estudo demonstramos que o tratamento com uma unica dose de 100 pg/Kg
de E, administrado por via subcutanea 15 minutos apos a lesdo medular por compressdo
moderada promoveu uma melhora na recuperacdo locomotora dos membros posteriores de
ratas OVX a partir do 10° dia pos lesdo, atingindo a fase intermediaria de recuperacédo
locomotora ao 14° dia segundo a escala BBB. Nessa fase os animais eram capazes de
movimentar de forma extensa as trés articulagbes dos membros posteriores fazendo
movimento de pedalada e também conseguiam apoiar a pata com a superficie plantar voltada
para 0 solo sem, contudo, sustentar o peso do corpo sobre as patas. Enquanto os animais
tratados somente com veiculo (6leo) atingiram somente a fase inicial de recuperacdo e eram
capazes apenas de realizar movimento discreto em duas articulagbes e um movimento extenso
na terceira articulacdo dos membros posteriores.

A dose de 100 ng/Kg de E,, utilizada nesse estudo, foi adotada por ser a menor dose
utilizada em estudos prévios capaz de gerar diminuigdo dos danos secundarios e recuperacdo
funcional apds uma lesdo medular a nivel toracico. Por exemplo, promoveu uma melhor
recuperacdo locomotora em ratos machos quando administrada por via intravenosa 1-2 horas
antes ou imediatamente apds a lesdo medular provocada por contusédo leve (YUNE et al.,
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2004) ou administrada por via intraperitoneal imediatamente depois de uma lesdo induzida
por compressdo moderada (RITZ & HAUSMANN, 2008). Outro estudo também demonstrou
essa melhora funcional quando feita a administragdo por via intravenosa dessa mesma
concentracdo de E, apds 15 minutos seguido por outra dose 24 horas apOs a lesdo por
contusdo leve em ratos machos (HU et al., 2012). Em contrapartida, apenas um grupo de
pesquisadores ndo detectou melhora locomotora de ratos machos submetidos a administracéo
por via intravenosa de 100 pug/Kg de E, 5 minutos ap6s uma lesdo medular por contuséo
moderada seguida de mais duas doses 6 e 24 horas ap6s (LEE et al., 2012b). Essa diferenca
em relacdo aos outros estudos provavelmente se deve ao modelo de leséo utilizado, que no
estudo de Lee e colaboradores (2012b) foi o modelo de contusdo moderada. No entanto, esse
grupo evidenciou que, com concentracdes mais elevadas de E; (300 ¢ 600 pug/Kg), a melhora
locomotora é evidenciada a partir do 21° até o 35° dia apds a leséo, corroborando com a agédo
positiva de E, na recuperagdo funcional dos animais.

Em todos esses estudos, em que 0s animais submetidos a lesao medular obtiveram uma
melhora na capacidade locomotora apds a administragdo de 100 pg/Kg de E,, atingiram a fase
final de recuperagdo locomotora segundo a escala BBB ao 14° dia po6s lesdo. Portanto,
obtiveram escores superiores ao encontrado por nosso grupo que evidenciou uma melhora até
a fase intermedidria. Entretanto, a maioria dos estudos usou para indugdo da lesdo o modelo
de contusdo leve que parece provocar menor lesdo tecidual do que modelo por compressdo
moderada que o nosso grupo utilizou. Além disso, ao comparar 0 modelo compressivo por
clip de aneurisma utilizado por Ritz e Hausmann (2008) em que a compressao foi feita
durante apenas 15 segundos, nosso modelo parece provocar maior dano ao tecido medular ja
que a compressdo perdurou por 5 minutos. Essas diferenca nos modelos e no tempo de
compressdo podem ter influenciado as respostas locomotoras dos animais.

Ademais, existem outros fatores que dificultam a comparacdo entre os estudos como a
diferenca do género e espécie dos animais utilizados. Farooque e colaboradores (2006)
reportaram que camundongos fémeas intactas (com ciclo estral normal) obtiveram escores
BBB maiores que 0s machos durante os 14 dias avaliados, apresentando escore muito elevado
e bem superior ao dos machos desde o primeiro dia ap6s a lesdo por compressdo moderada.
Nesse estudo, as fémeas atingiram a fase final de recuperacdo enquanto os machos somente a
fase intermediaria. Em contraste, apenas um estudo ndo detectou melhora locomotora e nem
diferencas entre os géneros ao pré-tratar ratos (fémeas e machos) com doses fisioldgicas ou
maiores de E; (180 pg/mL e 1 mg/mL, gerando niveis plasmaticos constantes de 25 e 75
pg/mL, respectivamente) uma semana antes da lesdo por contusdo (SWARTZ et al., 2007),
aumentando o debate entre os estudos pré-clinicos acerca do papel neuroprotetor do E,.
Contudo, as diferentes respostas terapéuticas também sdo hipoteticamente atribuidas a dose de
E,, via de administracdo e a demora na iniciagdo da terapia (KWON et al., 2011). Além disso,
um estudo interessante analisou uma possivel modulacdo do efeito protetor do E, pela
testosterona endogena apds a lesdo medular em ratos intactos ou orquiectomizados. A
discussdo dessa hipdtese é importante, pois a enzima aromatase converte o andrdgeno
testosterona a E, em neurdnios e astrocitos (ROSELLI, 2007), podendo aumentar o efeito
neuroprotetor produzido pelo E,. No entanto, os autores ndo detectaram nenhuma
interferéncia da testosterona endogena na protecdo mediada pela administracdo do E; (0,08 ou
0,8 mg/Kg/dia) que conferiu recuperagdo locomotora muito similar entre os ratos intactos e os
orquiectomizados, ambos atingindo a fase intermediaria de recuperacdo segundo a escala
BBB (KACHADROKA et al., 2010).

Embora a maioria dos modelos utilizem machos para investigar o papel do E, na lesao
medular, devido a maior incidéncia dessa patologia em homens (LEE et al., 2013), alguns
outros trabalhos também analisaram em fémeas e enfatizaram o importante papel do E; em
promover melhora motora. Um desses estudos utilizou ratas intactas ou OV X, na pré e pés-
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menopausa, em que as ratas OVX receberam uma capsula subcutanea com 180 pg/mL de E»
uma semana antes da lesdo medular por compressdo, que liberava E, lentamente mantendo
sua concentracdo serica em niveis fisiologicos, equivalente ao observado no ciclo estral de
ratas (20 pg/mL). Foi observado uma melhor recuperacdo que se estendeu até a fase
intermediaria da escala BBB das ratas OV X na pré-menopausa e até a fase inicial das ratas
OVX na p6s-menopausa ao 21° dia p6s lesdo por compressdo (CHAOVIPOCH et al., 2006).
Interessante que nesse estudo as ratas intactas na pré e na pds-menopausa obtiveram uma
recuperacdo motora inferior as ratas OVX tratadas com E; exdgeno. Evidenciando que o E;
exogeno, mesmo em niveis fisioldgicos do ciclo estral na pré-menopausa, estimula maior
neuroprotecdo atenuando de forma mais eficiente os déficits locomotores uma vez que o E;
enddgeno secretado pelos ovarios ndo foi capaz de suficiente neuroprotecdo, provavelmente
devido as variagdes hormonais que ocorrem durante o ciclo. Mosquera e colaboradores (2014)
em um estudo mais recente também evidenciaram que essa neuroprotecdo do E, refletiu em
aumento da recuperacdo locomotora até a fase intermediaria ao 14° dia pds lesdo, por
contusdo moderada, de ratas OVX pré-tratadas com infusdo continua de concentracGes
elevadas de E, (variando de 154 pg/mL a 86,3 pg/mL), através de um implante subcutaneo,
sendo que ao 28° dia pos lesdo os animais atingiram a fase final de recuperacdo locomotora
segundo a escala BBB. Esse grupo demonstrou que essa resposta comportamental parece ser
dependente de ER-a, uma vez que a administragdo de E; em conjunto com um antagonista de
ER-a inibe essa melhora motora. Embora na fase aguda a neuroprotecdo pareca ser mediada
pela atividade antioxidantes do E, pela diminuicdo de superdxidos independente da ativacdo
de ER-a (2° dia ap0s a lesdo).

Esses estudos em fémeas, intactas ou OVX, sugerem que a exposicdo prévia e
continuada ap6s a lesdo medular espinal de niveis plasmaticos fisiologicos ou
suprafisiologicos de E;, enddgenos ou exdgenos, promovem neuroprotecdo evidenciada
comportamentalmente pela recuperacdo da funcdo locomotora. No presente estudo,
demonstramos ainda que apenas uma Unica dose de E, aplicada logo ap6s a lesdo medular
também é capaz de melhorar a locomocéo de fémeas OV X, refor¢ando o papel neuroprotetor
do E,.

6.3 E, reduz o tamanho da leséo tecidual provocada na medula espinal

O E; parece exercer um efeito neuroprotetor importante na medula espinal evidenciada
pela melhora da capacidade locomotora e os resultados obtidos na analise histologica da
medula no presente estudo corroboram com esta hipétese. Cortes histoldgicos dos animais
submetidos a lesdo medular revelaram perda neuronal e de células gliais evidentes no
epicentro da lesdo e desarranjo dos segmentos axonais da substancia branca. Entretanto, em
todos os parametros analisados as medulas dos animais tratados com E, mostraram menor
dano tecidual ao 14° dia pos leséo. Ademais, demonstramos uma correlagdo positiva entre o
resultado histolégico e a melhora da capacidade locomotora, ambos analisados na fase cronica
apos a leséo, o que indica um efeito benéfico do E, contra a degeneragdo do tecido medular
induzida pela lesé&o.

Esses resultados apresentados estdo de acordo com o reportado por Yune e
colaboradores (2004) que demonstraram que 0 pré-tratamento com uma dose Unica de
100pg/Kg de E, foi capaz de reduzir a area total de leséo, analisado por cortes longitudinais
do tecido medular coletados na fase crénica da lesdo. Apds analises moleculares, os
pesquisadores sugeriram que esse efeito neuroprotetor ocorre pela diminuicdo da morte
neuronal mediado em parte pela modulacdo do E;, na expressao de proteinas anti apoptoticas
(bcl-2 e bcl-xI) e em parte pela diminuicdo da atividade da caspase 3. O mesmo grupo em
2008 demonstrou que o mecanismo pelo qual o E; induz a expressao de bcl-2 apos a lesdo e
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por consequéncia inibe a apoptose celular, parece ocorrer através do aumento na ativacao de
CREB dependente de PI3K/Akt. A cascata de sinalizagdo PI3K/Akt/CREB/bcl-2 foi
evidenciada de forma aguda, 8 horas ap0ds a lesdo, conferindo atividade neuroprotetora por
essa acdo anti apoptética. Essa propriedade e outras acBes moleculares que parecem ser
induzidas e moduladas pelo E; e que justificam seu papel neuroprotetor culminando em
reducdo do dano no tecido medular serdo discutidas em maiores detalhes mais adiante.

Diversos outros estudos, com diferentes protocolos de tratamento e modelos de lesao
trauméatica na medula espinal em roedores de ambos os géneros, também sugerem essa
neuroprotecdo do E, no tecido medular através de analises histoldgicas. Nesse ambito, foi
demonstrado que o tratamento com E; foi capaz de atenuar a area lesionada no tecido medular
na fase aguda (CUZZOCREA et al, 2008), subaguda (RITZ & HAUSMANN, 2008) e cronica
(SRIBNICK et al., 2010). Além disso, também foi capaz de promover maior integridade da
mielina na substancia branca (CHAOVIPOCH et al., 2006; SIRIPHORN et al., 2012,
MOSQUERA et al.,, 2014; KACHADROKA et al.,, 2010; CUZZOCREA et al, 2008;
SRIBNICK et al., 2005) e menor degeneracdo axonal (LEE et al., 2012b; SRIBNICK et al.,
2010). Esses fatores parecem estar relacionados com a maior sobrevivéncia de neurdnios no
corno ventral da medula (CHAOVIPOCH et al., 2006; SIRIPHORN et al., 2012;
KACHADROKA et al., 2010) e de oligodendrécitos (LEE et al., 2012b).

6.4 Efeito anti-inflamatorio do E,

O papel neuroprotetor do E, tém sido postulado por sua acdo moduladora do processo
inflamatdério no SNC e suas acbes nesse ambito tém configurado esse horménio como um
agente anti-inflamatério (DIMAYUGA et al., 2005).

No presente estudo, tinhamos a intencdo de investigar o papel do E, na modulacdo da
inflamag&o que ocorre ap0s a lesdo medular. Para isso iriamos determinar a expressao génica
das citocinas de perfil pré-inflamatério IL-6 e TNF-a ¢ a citocina de perfil anti-inflamatério
IL-10 em diferentes tempos apos a lesdo (6 horas, 24 horas e 14 dias) e investigar se o0 E;
influencia na modulacdo desses mediadores. No entanto, até o momento so6 foi possivel gerar
dados prévios com um nimero pequeno de animais onde verificamos a expressdo génica
dessas citocinas somente no 14° dia pos lesdo, apesar de ja terem sido coletadas as medulas
dos animais em todos os tempos propostos para que em breve seja feita uma determinacao
mais concisa desses dados. Os resultados prévios indicam que o tratamento com E;, ndo gerou
alteracdo na expressao das citocinas ao 14° dia p6s lesdo. Apesar do pequeno numero de
animais analisados, esses resultados parecem estar de acordo com o reportado por outros
estudos que indicam que o aumento na expressdao das citocinas inflamatdrias ocorre
rapidamente, poucas horas apos a lesdo, e retornam a niveis basais apos 24 a 72 horas
(STREIT et al., 1998; YANG et al., 2005; NAKAMURA et al., 2003).

Nesse ambito, um estudo reportou que o E; reduziu a expressao génica de TNF-a, IL-1p
e IL-6 detectada 24 horas apos a lesdo, que foi acompanhado de reducgdo do dano tecidual, do
edema, da infiltracdo de neutrofilos, da express@o de quimiocina pro-inflamatdria, do estresse
oxidativo e da apoptose, associado a melhora da locomogéo (CUZZOCREA et al., 2008). Em
confronto com esses dados, um grupo detectou que o tratamento com E; induziu 0 aumento da
expressdo de IL-1B, IL-1o e IL-6 apenas 6 horas apos a lesdo, que foi acompanhado por
diminuicdo da infiltragio de monocitos/macrofagos, aumento da ativagdo de astrocitos,
reducdo da area da lesdo e melhora da fungdo motora (RITZ & HAUSMANN, 2008). A
complexidade tanto da cascata de danos secundarios que ocorrem ap6s a lesdo como dos
eventos imunoldgicos no SNC tornam dificil a determinacdo da exata modulacdo do E; sobre
0 sistema imune no tecido neural. A expressdo de citocinas apds uma lesdo na medula pode
depender da severidade da lesdo (YANG et al., 2005), do curso temporal da expressdo dessas
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citocinas (NAKAMURA et al., 2003; PINEAU & LACROIX, 2007), assim como a
concentracdo e o tempo de administragdo do E, também podem estar influenciando de
maneira significativa. Por exemplo, o imunossupressor classico corticosterdide suprime toda a
reacdo imune quando aplicada em altas doses, enquanto baixas doses s&o apenas
imunomoduladoras (VIDAL et al., 2013).

Dentre as citocinas pro-inflamatdrias, 0 TNF-a ¢ um mediador multifuncional implicado
como um potente mediador da morte celular (LEE et al., 2000; LAWRENCE, 2009). Nesse
sentido, a inibicdo de TNF-a através da ativacdo de IL-10 melhorou a resposta funcional apds
uma lesdo na medula espinal (BETHEA et al., 1999) e foi reportado que o E, reduziu diversos
marcadores apoptéticos induzidos por TNF-o aumentando a viabilidade de motoneurénios in
vitro (DAS et al., 2011).

IL-6 é considerada como uma citocina que promove o gatilho dos danos secundarios
(GRUOL & NELSON, 1997; BETHEA & DIETRICH, 2002). O bloqueio dos seus
receptores, impedindo a sinalizagdo do IL-6, foi capaz de reduzir diversos fatores deletérios
do processo inflamatorio como redugdo de INF-y e TNF-a, aumento da citocina anti-
inflamatorias IL-4, diminuiu a degeneracdo da mielina, aumentou o poder fagocitico dos
macrofagos, promoveu recuperacdo funcional apos a lesdo medular (GUERRERO et al.,
2012) e atenuou a expressédo de iINOS (TUNA et al., 2001).

Além disso, IL-1p estimula a proliferacdo dos astrécitos formando uma escara glial na
fase subaguda da inflamagdo (YANG et al., 2004) e tém sido documentado que o E; age nos
astrocitos aumentando a sintese e liberacdo de varios fatores de crescimento que sdo
neuroprotetores como NGF, IGF-1, bFGF, TGF-a, TGF-B, BDNF ¢ GDNF (KARKI et al.,
2014). O E, também parece induzir a expressao de transportadores para glutamato (GLAST e
GLT-1) nos astrocitos que removem o excesso de glutamato da fenda sinaptica levando a
diminuicdo da excitotoxicidade apds a lesdo (KARKI et al., 2014).

Por outro lado, as citocinas anti-inflamatérias s&o moduladoras da plasticidade neural e
regeneracdo axonal, controlando a respostas das citocinas pré-inflamatérias e limitando os
efeitos da inflamacéo excessiva e sustentada que pode ser deletéria a funcdo tecidual (VIDAL
et al., 2013). A administracdo de IL-10 ap6s a lesdo medular demonstrou ser neuroprotetora
por diminuir o volume da lesdo e melhorar a funcdo motora (BETHEA et al., 1999; BREWER
etal., 1999, PLUNKETT et al., 2001), além disso, atenuou os niveis de TNF-a entre 1 hora e
1 dia ap6s a lesdo em ratos e melhorou a capacidade locomotora até 2 meses depois
(BETHEA et al., 1999). Essas acBes neuroprotetora podem ser, também, através da atuacdo
direta da IL-10 nos neurdnios reduzindo a apoptose, por inibir a ativacdo das caspases e do
NFkB (BACHIS et al., 2001).

Em conjunto, esses estudos indicam que o balanco entre as citocinas, através da
diminuig&o das pro-inflamatdrias e aumento das anti-inflamatorias, nas primeiras horas apés a
lesdo pode reduzir o processo inflamatdrio deletério e a subsequente morte celular. Portanto, a
modulacgéo das citocinas pode ser um alvo das terapias regenerativas (VIDAL et al., 2013) e
esses estudos demonstram que o E, é capaz de modular a inflamacéo atraves do balanco
dessas citocinas.

Apesar das citocinas terem um papel fundamental no processo inflamatério no SNC,
outros mediadores também estdo envolvidos. Nesse &mbito, estudos em modelos in vivo de
lesdo medular detectaram, na fase aguda e cronica ap6s a lesdo, que o E, atenuou a atividade
de COX-2, reduziu iNOS e diminuiu a degradagao de IkB-a e a translocagdo do NFkB para o
nacleo (SRIBNICK et al., 2005; SRIBNICK et al., 2010; CUZZOCREA et al., 2008). A
reducgdo da ligacao do NFkB ao DNA possivelmente diminuiu a expressao génica de citocinas
pro-inflamatorios que também foi observada no tecido (CUZZOCREA et al., 2008), evitando
a perpetuacao da inflamacéo na medula e seus efeitos neurotdxicos (Figura 27). Além disso,
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também € possivel que tenha reduzido o estimulo a expressdo de marcadores apoptoticos por
essa via do NFkB diminuindo a morte celular.

TNF-a
[E,-ERa | [
b >
IKK-B
PI3K =
NF-

o
NF=kB » -
Genes inflamatorios

Figura 27: Esquema ilustrativo representando um dos possiveis efeitos anti-inflamatérios do E,. O E, ativa ER-
a no citoplasma induzindo a ativa¢do de PI3K que inibe o transporte intracelular do NFkB ao nucleo e diminui a
expressdo génica de mediadores inflamatorio induzidos por NFxB, sendo que este que pode ser ativado por TNF-
o. Esse mecanismos possivelmente ocorre nas micréglias. Modificado de VEGETO et al., 2008.

A resposta inflamatoria apds um trauma na medula espinal também é caracterizada pela
infiltracdo de leucdcitos circulantes e ativacdo de células do sistema imune residentes na
regido lesionada (BETHEA & DIETRICH, 2002). A persisténcia dessas células ativadas no
tecido podem causar maior dano por produzirem continuamente mediadores inflamatérios que
se tornam citotéxicos (HAUSMANN, 2003; LOANE & BYRNES, 2010). Nesse sentido, o
tratamento com E, foi capaz de reduzir a infiltracdo de neutréfilos, macréfagos e microglias
ativadas e também reduziu o edema na regido lesionada da medula de roedores (SRIBNICK et
al., 2005; CUZZOCREA et al., 2008; SRIBNICK et al., 2010; SAMANTARAY et al., 2011,
SIRIPHORN et al., 2012). O E, também demonstra papel inibitorio na ativacdo microglial em
outras patologias neurodegenerativas do SNC (VEGETO et al., 2008). Alguns estudos
identificaram uma diminuicdo da ativacdo dos astrocitos induzido por E; (SRIBNICK et al.,
2010; SIRIPHORN et al., 2012), porém outros pesquisadores detectaram que 0 E, provocou 0
aumento no ndmero de astrocitos reativos ap6s a lesdo medular (RITZ & HAUSMANN,
2008) (Figura 28). As diferentes respostas observadas podem ser, em parte, devido a duracao
do tratamento com E, (varias administracdes ou liberacdo continua de E, vs. Unica
administracdo imediatamente apds a lesdo na medula).
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Figura 28: Mecanismos neuroprotetores e neurotréficos do E, em células que estdo ativas na inflamagéo do
SNC. Esses mecanismos do E, sdo por atuagdo direta em neurdnios ou indireta através de astrdcitos, aumentando
nestes a sintese e liberacdo de fatores de crescimento, e microglias, por diminuir sua sintese e liberacdo de
citocinas inflamatérias. Modificado de BRANN et al., 2007.

A determinacdo das acdes especificas do E,, de acordo com o quadro inflamatorio, nos
diferentes tipos celulares presentes na lesdo medular e os mecanismos moleculares deletérios
e benéficos provocados pelo E, nesse processo inflamatério ainda precisam ser melhor
elucidados. Possibilitando, assim, determinar a melhor concentracéo e janela terapéutica para
sua administracdo no intuito de inibir os processos neurotoxicos sem interferir nos
mecanismos neuroprotetores da inflamagdo que influenciam positivamente na regeneracéo
apos a lesdo. Contudo, a maioria dos estudos indicam que o E, exerce um papel neuroprotetor
na modulagéo de diversos processos da inflamacéo no SNC.

6.5 E; como um agente neuroprotetor multifatorial: possiveis mecanismos de acao

Como j& foi exposto, a complexa cascata de danos secundarios amplificam e propagam
a lesdo pelo tecido medular, fatores que dificultam o desenvolvimento de um tratamento
eficaz e recuperagédo funcional da medula. Como esses danos secundérios iniciam-se segundos
a minutos apds o trauma mecanico, o tratamento deve ser aplicado o mais cedo possivel apos
a lesédo inicial no intuito de atenuar ou evitar maior dano e disfuncdo da medula espinal. Até o
momento, o Unico agente terapéutico indicado e utilizado na triagem clinica para o tratamento
de humanos acometidos por essa patologia sdo altas doses de metilpredinisolona. As funcdes
principais desse corticosteroide sdo atenuar a peroxidacéo lipidica e a inflamacdo, contudo, s
é indicado quando administrado poucas horas apds a lesdo, no maximo até 8 horas porque
apos esse periodo ndo provou ser eficaz em prover melhora dos pacientes (BRACKEN et al.,
1984, 1990, 1997). Todavia, os resultados obtidos em diversos estudos clinicos e
experimentais sdo controversos e essas crescentes evidéncias demonstram uma ineficiéncia da
metilpredinisolona em reverter os danos gerados pela lesdo medular, além de gerar
complicacdes médicas devido a intensa imunossupressdo ocasionadas pelo seu uso, embora
ainda seja o Unico tratamento medicamentoso utilizado na triagem clinica (BYDON et al.,
2013; BOTELHO et al., 2009; SAYER et al., 2006; LANKHORST et al., 2000).
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Em contrapartida, estudos em modelos animais reportam de forma majoritaria os efeitos
benéficos do E; no SNC que, em conjunto, sugerem um acdo multifatorial desse agente por
sua capacidade em modular diversos mecanismos celulares e moleculares, correspondentes
aos danos secundarios que ocorrem apoOs a lesdo medular, favorecendo o aumento da
sobrevivéncia neuronal. A modulacdo desses mecanismos parece refletir na melhora da
capacidade funcional, por conseguinte, melhora da capacidade locomotora apds uma lesdo na
medula espinal.

Os mecanismos pelos quais 0 E, confere neuroprotecdo é por reducdo da apoptose
(CHAOVIPOCH et al, 2006; SRIBNICK et al.,, 2006), reducdo da excitotoxicidade
(WEAVER et al., 1997), inducdo da ativacdo de genes associados a fatores anti apoptdticos
(bcl-2; bel-xL), neurotroficos e regenerativos (BDNF; NGF; IGF-1; TGF-B) (SCOTT et al.,
2012; POZZI et al., 2006) e estimulo a angiogénese microvascular que aumenta a circulacéo
sanguinea local (MILLER & DUCKLES, 2008). Em adicdo, possui efeito anti-inflamatério
(DIMAYUGA et al., 2005), e a estrutura fendlica desse esteroide confere propriedades
antioxidantes (BEHL et al., 1997, SUGIOKA et al., 1987; WINTERLE et al., 2001; NILSEN,
2008).

O estresse oxidativo é um fator significativo apds um dano medular que leva ao dano
mitocondrial e morte celular secundaria. E caracterizado pela acumulacio de ROS, como
anion superéxido (O), peroxido de hidrogénio (H,0.), radicais hidroxila (OH") e peroxido de
nitrito (ONOQ"), que sdo produzidos rapidamente apds a lesdo na medula espinal. Estudos in
vitro tém mostrado o efeito protetor do E, contra a morte celular induzida pelo estresse
oxidativo em diversos tipos celulares, incluindo linhagens de células neuronais (BIEWENGA
et al., 2005; WANG et al., 2006), células neuronais primarias (NUMAKAWA et al., 2007;
YU et al., 2004) e oligodendrdcitos (TAKAO et al., 2004). Outro estudo demonstrou que 0
pré-tratamento in vitro de células de Schwann com E, aumentou a viabilidade dessas células
contra o estresse oxidativo induzido por peroxido de hidrogénio (H,0,) e ap6s o transplante
dessas células na medula lesionada de animais houve aumento da sobrevivéncia celular in
vivo (SIRIPHORN et al., 2010). Em adicédo, o E, também foi capaz de reduzir a quantidade
total de superdxidos no tecido medular in vivo, e essa resposta protetora contra a oxidacdo s
foi evidenciada na fase aguda ap6s a lesdo na medula espinal sendo independente de ER-a
(MOSQUERA et al., 2014). A estrutura quimica fendlica do estradiol favorece uma acéo
independente de ativacdo de receptores e permite o sequestro e "limpeza™ dos radicais livres
(WINTERLE et al., 2001), reduzindo os niveis de ROS que sdo muito altos apds o trauma
medular. Essa atividade antioxidante do E, talvez possa explicar evidéncia de que ha menos
ROS no fluido cerebroespinal das mulheres comparado aos homens apds uma leséo
traumaética no cérebro (BAYIR et al., 2004). Vale ressaltar, que essa protecdo do E, contra o
estresse oxidativo parece ocorrer somente na fase aguda ap6s o trauma, em contrapartida,
parece haver um estimulo pr6 oxidativo quando é feita a exposi¢cdo do E, em ambiente com
niveis muito altos de ROS (NILSEN, 2008), como ocorre na fase crbnica ap6s a leséo
medular. Em geral, a reducdo do estresse oxidativo pelo E; aumenta a viabilidade celular por
melhorar a fun¢do mitocondrial e reduzir a degradacao das células induzida pela calpaina e a
neurodegeneracdo (MOSQUERA et al., 2014).

O estresse oxidativo & um evento chave na morte celular. Apés o trauma na medula e
isquemia tecidual hd formagdo de ROS que provocam danos a mitocondria levando a falha na
fosforilacdo oxidativa mitocondrial gerando mais acimulo de ROS que aumenta o estresse
oxidativo e leva a peroxidagdo lipidica, dano ao DNA e oxidacdo proteica. Em adigdo, ha
falha na producéo de ATP diminuindo seus niveis intracelulares, que impede o funcionamento
de canais i6nicos dependentes de ATP levando a necrose celular pelo colapso osmotico. Além
disso, a excitotoxicidade induzida por excesso de estimulacdo de receptores NMDA, AMPA
dentre outros ap6s a lesdo medular, provoca o0 aumento excessivo de Ca** intracelular o que
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leva a alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial e a ativacdo de proteases no
citosol como a calpaina, que degrada o citoesqueleto e outras proteinas, e também induz a
expressao de proteinas pro apoptdticas (Bax, bad e bcl-xs) que, por sua vez, induzem a
formacéo de poros na membrana mitocondrial aumentando sua permeabilidade e permitindo a
liberacdo do citocromo C que vai ativar, no citoplasma, as enzimas caspases indutoras da
apoptose celular (SIMPKINS et al., 2010; SRIBNICK et al., 2006; CHI et al., 2014). Portanto,
o correto funcionamento da mitocondria é essencial para a manutencdo da viabilidade
neuronal e o E, parece ser um agente importante na protecdo contra o dano provocado pela
falha mitocondrial. O E; estimula a fosforilagdo oxidativa mitocondrial preservando os niveis
intracelulares de ATP, possibilitando o funcionamento da bomba de Na'/K'/ATPase
mantendo a homeostase eletrolitica, e diminuindo a formacdo de ROS e 0 estresse oxidativo
por consequéncia. Além disso, o E, aumenta o sequestro de Ca®* presente no citosol pela
mitocondria promovendo sua homeostase intracelular e esse aumento de Ca** no interior da
mitocdndria estimula a expressdo da proteinas anti apoptéticas, bcl-2 e bel-xL, prevenindo a
formacéo de poros permedaveis na membrana mitocondrial e a liberag¢do do citocromo C e isso
reduz a ativacdo das caspases no citoplasma e o estimulo a apoptose celular (NILSEN &
BRINTON, 2004; SIMPKINS et al., 2010 ARNOLD & BEYER, 2009).

As proteinas apoptdticas sdo conhecidas pelo envolvimento na sinalizagdo do processo
apoptotico, por inibir (bcl-2; bcl-xL) ou estimular (Bax; bad; bcl-xs) a formacdo de poros
transitorio de permeabilidade na membrana externa mitocondrial que induz a apoptose
celular, como ocorre em lesdo no SNC e doencas neurodegenerativas (MARTIN, 2001; CHI
et al., 2014) e a maior expressdo de proteinas pro apoptoticas e menor das anti apoptéticas
induz a ativacdo e atividade das caspases ap6s lesdo na medula espinal e no SNC supraespinal
(ELDADAH & FADEN, 2000; CITRON et al., 2000; YAKOVLEV & FADEN, 2001,
KNOBLACH et al., 2005; CHI et al., 2014). As caspases sdo enzimas proteoliticas que
clivam uma variedade de substratos intracelulares de forma coordenada e desregulam a
fisiologia celular provocando a apoptose (CHI et al., 2014).

Em modelos experimentais de lesdo medular espinal in vivo ja foi demonstrado que o
tratamento com E;, diminuiu o nimero de células positivas para TUNEL que é um marcador
de morte celular apoptotica (YUNE et al, 2004; CHAOVIPOCH et al., 2006; YUNE et al.,
2008; CUZZOCREA et al., 2008; KACHADROKA et al., 2010; SAMANTARAY et al.,
2010b; SAMANTARAY et al., 2011; HU et al., 2012), reduziu a expressdo da proteina pré
apoptética Bax (CUZZOCREA et al., 2008; SRIBNICK et al., 2010; KACHADROKA et al.,
2010; SAMANTARAY et al., 2011) e aumentou a expressdo das proteinas anti apoptéticas
bcl-xL (YUNE et al., 2004; KACHADROKA et al., 2010) e bcl-2 (YUNE et al., 2004; YUNE
et al., 2008; CUZZOCREA et al., 2008; SRIBNICK et al., 2010; SAMANTARAY et al.,
2011), sendo que esse aumento da expressao de bcl-2 parece ser induzido pelo E; através da
cascata de sinalizagdo intracelular PI3K/Akt/CREB (YUNE et al., 2008). Também atenuou a
liberacdo do citocromo C pela mitocondria (SRIBNICK et al., 2006), reduziu a ativagdo e
atividade da caspase-3 (YUNE et al., 2004; SRIBNICK et al., 2010; LEE et al., 2012b),
caspase-9 (LEE et al., 2012b) e calpaina (SRIBNICK et al., 2010; SRIBNICK et al., 2006)
conferindo neuroprotecdo contra a apoptose e aumentando a sobrevivéncia neuronal na lesdo
medular espinal. Lee e colaboradores (2012b) detectaram ainda que o E, produziu efeitos
neuroprotetores através da reducdo da apoptose dos oligogendrocitos, diminuindo a
degeneracdo axonal, através da inibicdo da ativacdo da via RhoA-JNK3. Essas moléculas
também foram implicadas na apoptose celular apés a lesdo medular (DUBREUIL et al., 2003;
LI et al., 2007).

Um estudo reportou que o efeito benéfico e protetor do E, contra a apoptose pode ser
mimetizado por um agonista do receptor de estrogénio acoplado a proteina G (GPER) e
abolido quando a expressdo de GPER é bloqueada (HU et al., 2012). Em adicéo, esse grupo
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demonstrou que um antagonista de receptor nuclear para estrogénio (ER-a e ER-) ndo aboliu
o efeito protetor do E,. Assim, em relagcdo a apoptose, GPER pode ser o principal mediador
das acdes do E, apOs a lesdo medular. Os autores detectaram a expressdao de GPER em
neurénio, oligodendrdcitos e microglias, mas ndo nos astrécitos, do corno ventral da medula e
na substancia branca, ambos diretamente associados com a fun¢do motora. Essa expressao
ndo foi alterada ap6s a lesdo, porém, na presenca do E, e do agonista de GPER houve
aumento da expressdo de GPER, fator adicional que pode intensificar a resposta
neuroprotetora. Em conjunto, esses dados sugerem que a recuperacao locomotora associada a
exposicao ao E; parece ser mediada por GPER nos neurdnios motores da medula espinal.

Em contrapartida, outros estudos sugerem a participacdo da acdo neuroprotetora do E,
através da ativacdo dos receptores intracelulares, ER-a e ER-f3, na neuroprotecdo a medula
espinal. Foi demonstrada a expresséo desses receptores na medula espinal em neurénios, glias
e oligodendrdcitos (PAPKA et al., 2001). Diversas populacdes neuronais expressam niveis
baixos ou moderados de ER-a e ER-B, enquanto os astrécitos medulares expressam
principalmente ER-a (GIRAUD et al.,, 2010) e as microglias medulares expressam
principalmente ER-B (WU et al., 2013). Também s&o encontrados em cultura de células de
oligodendracitos (LEE, 2012b).

Das e colaboradores (2011) investigaram o papel do E, na morte celular de
motoneurénios induzida por TNF-a in vitro e reportaram que a exposi¢do ao E, e agonistas
especificos de ER-o e ER-B aumentou a expressdo desses receptores e provocou
neuroprotecdo pela aumento da expressdo de marcadores anti apoptéticos (Akt, CREB, bcl-2,
Src e ERK), sendo que antagonistas especificos de ER-a ¢ ER-B nucleares diminuiram de
forma significativa essa resposta protetora. Corroborando com essa hipdtese, outro grupo
reportou 0 aumento na expressédo de ER-a na medula espinal induzida pela lesdo in vivo e
ainda que o tratamento com E, aumentou ainda mais a expressdo desse receptor. Ademais,
através de um antagonista especifico de ER-a houve o bloqueio do efeito protetor observado
pela melhora da capacidade locomotora e extensdo da lesdo tecidual, sugerindo que esse
efeito € mediado por ER-a (MOSQUERA et al., 2014). Esses resultados estdo de acordo com
o0 reportado por Siriphorn e colaboradores (2012) que co-administraram E, e um antagonista
competitivo de ER-a ¢ ER-B e sugeriram que os efeitos benéficos do E, na sobrevivéncia
neuronal, diminuicdo da inflamacéo e da gliose reativa ap6s a lesdo espinal sdo mediados por
ligacdo do E, a esses receptores. Outros autores sugeriram que o efeito protetora do E, na
reducdo da apoptose de oligodendrdcitos e diminuicdo da degeneracdo axonal também
ocorreu através da ativacdo de ER-a ¢ ER-B, uma vez que o antagonista desses receptores
reverteu esse efeito benéfico (LEE et al., 2012b). Em confronto com esses dados, outros
estudos ndo detectaram diferenca na expressao desses receptores pos lesdo (KACHADROKA
et al., 2010; LEE et al., 2012b) e outro detectou uma reducéo na expressdo de ER-a ¢ ER-3
apos a lesdo medular espinal, porém observaram um aumento na expressdo de ER-B nas
medulas tratadas com E, (SRIBNICK et al., 2006).

Os dados em relacdo a expressdo de todos o0s subtipos de receptores para E; na medula
espinal e apos sua lesdo ainda Sd0 escassos e controversos, S80 necessarios avangos nas
pesquisas para melhor determinacdo. No entanto, essas diferencas podem ser atribuidas ao
tipo de modelo para inducdo da lesdo, a espécie animal utilizada, o género e o protocolo de
administracdo do E,, ou seja, se o animal foi tratado previamente ou ap6s a lesdo medular e se
de forma continua ou ndo (ELKABES & NICOT, 2014).

Apesar disso, muitos mecanismos protetores dependentes da ativacéo de receptor para
E, tém sido propostos incluindo a ativacdo do elemento responsivo ao estrogénio (ERE)
aumentando a expressao da proteina anti apoptotica bel-2 (DONG et al., 1999; DUBAL et al.,
1999) e induzindo a expressdao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)
(SOHRABJI et al., 1995; CARBONE & HANDA, 2013). O BDNF tém mostrado efeitos
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protetores in vivo apds a lesdo medular espinal (NAKAJIMA et al., 2007). Por outro lado,
muitos efeitos citoprotetores tém sido propostos por mecanismos independentes da ativacéo
de receptores para E, incluindo a inibicdo dos canais de Ca®* do tipo L (SRIBNICK et al.,
2009) ou receptores NMDA (WEAVER et al., 1997) reduzindo a excitotoxicidade, ac¢oes
antioxidantes (WINTERLE et al., 2001; PROKAI & SIMPKINS, 2007) e prote¢édo contra a
disfuncdo mitocondrial (NILSEN & BRINTON, 2003; SIMPKINS & DYKENS, 2008;
ARNOLD & BEYER, 2009). Estudos a nivel cerebral mostram que esses mecanismos de
acao dependentes ou independentes de ativagdo dos receptores intracelulares para E; podem
ser determinados pela dose do horménio administrada. Em geral, sugere-se que 0s niveis
farmacoldgicos de E, protegem através de mecanismos que ndo requerem a ativacdo de
receptores, enquanto niveis fisiologicos agem através de mecanismos dependentes da ativacéao
desses receptores (WISE, 2002).

Esses multiplos mecanismos neuroprotetores celulares e moleculares do E, geram
evidéncias promissoras que o E, possa ser um agente multifatorial para o uso no tratamento
dessa patologia em homens e mulheres. Entretanto, a dose de E,, o protocolo de administracédo
e a janela terapéutica ideal que promova efeitos neuroprotetores ainda precisa ser
determinada, embora as pesquisas enfatizem, de forma majoritaria, os efeitos neuroprotetores
do E,. Nesse sentido, um estudo avaliou o efeito do E; na lesdo medular em roedores
comparando o pos-tratamento com uma dose alta ou uma dose baixa (200 pg/Kg/dia e 10
ug/Kg/dia, respectivamente). Houve reducdo da morte neuronal em ambas as doses 48 horas
apos a lesdo (SAMANTARAY et. al., 2010). Posteriormente, testaram o efeito de trés
diferentes doses de E; (1 pg/Kg, 5 ng/Kg e 10 ng/Kg), para determinar a menor concentragéo
que produziria atenuacdo dos efeitos secundarios a lesdo medular, e utilizaram diferentes vias
(subcutanea e intravenosa) e diferentes tempos de administracdo (15 minutos, 2 horas e 24
horas). Concluiram que 48 horas pos leséo as doses de 5 e 10 ug/Kg foram capazes de atenuar
a ativacdo microglial e em todas as doses testadas houve diminuicdo da morte neuronal
apoptética evidenciada na menor expressdo de Bax e maior de bcl-2. Entretanto, a dose de
10pg/Kg mostrou uma eficacia maior em todos os parametros analisados. Ndo observaram
diferengas nas respostas quanto a via de administracdo e em todos os tempos que o E; foi
administrado houve efeito neuroprotetor, todavia, essa protecao foi significativamente maior
na administracdo feita 15 minutos apos a lesdo medular (SAMANTARAY et. al., 2011). Isso
sugere que quanto mais cedo for feita a intervencdo com E; apds a lesdo mais eficaz sera sua
acao protetora e que a via de administracdo nao parece interferir nessa resposta.

Importante salientar que a cronica administracdo de E, pode elicitar efeitos indesejaveis
aos pacientes com lesdo medular, como o aumento do risco trombose venosa, efeito
mitogénico no tecido mamario e endometrial gerando céncer, além da feminilizacdo nos
homens (SAMANTARAY et al., 2011; MOSQUERA et al., 2014). Contudo, efeitos
neuroprotetores de moduladores seletivos do receptor de estrogénio (do inglés, SERMs),
como o Tamoxifen e o Raloxifen, tém sido reportados (DONCARLOS et al., 2009) sem as
complicacbes que o E, pode gerar. Os SERMs sdo compostos que interagem com 0s
receptores de estrogénio e produzem efeitos agonistas ou antagonistas de acordo com o tecido
alvo e sdo clinicamente utilizados no tratamento do cancer mamario, devido o seu efeito anti-
estrogénico nesse tecido (BEHL, 2002a). Todavia, tém demonstrado efeito agonista
promovendo resposta estrogénica neuroprotetora no SNC, inclusive melhorando a
recuperacdo locomotora, diminuindo o estresse oxidativo e o processo inflamatorio na medula
lesionada (GUPTARAK et al., 2014; ISMAILOGLU et al., 2010, 2013; TIAN et al., 2009).
Isso sugere que esses compostos também sdo possiveis agentes terapéuticos no tratamento da
lesdo medular. No entanto, ainda é necessario maior investigacdo para determinar de forma
mais concisa o0s efeitos estrogénicos e anti-estrogénicos nos diversos tecidos para evitar acoes
deletérias.

60



A luz dos dados reportados no presente estudo e dos evidenciados em tantos outros,
varios mecanismos fisioldgicos do E, influenciam positivamente na recuperagdo funcional de
animais submetidos a lesdo medular espinal, devido ao seu efeito neuroprotetor atenuando a
gravidade de diversos danos secundarios a lesdo e diminuindo a degeneracdo tecidual.
Consequentemente, o0 E, reduz a disfuncdo neuroldgica por suas multiplas acdes na medula:
anti-inflamatoria, anti apoptdtica e antioxidante. Além de possuir uma agdo multifatorial nessa
cascata tdo complexa na lesdo medular, o0 E; € um hormdnio esteroide endégeno o que o torna
um agente em potencial para o tratamento de pacientes acometidos (Figura 29).

Contudo, a perspectiva da traslacdo do tratamento da lesdo medular com E; dos estudos
experimentais pré-clinicos para a fase de testes na triagem clinica em humanos ainda ndo
parece segura, visto que poucos estudos experimentais pré-clinicos foram conduzidos dentro
dos ultimos 10 anos, apenas 17 estudos reportados. Estes foram conduzidos em roedores, em
modelos de lesdo um tanto quanto variavel e o E, foi administrado em uma grande variedade
de doses, de 0,01 mg/Kg a 600 mg/Kg. A maioria administrou o E; antes, imediatamente ou
15 minutos apo6s a lesdo. Portanto, a sua eficacia em modelos subagudos e crénicos de leséo
ainda sdo muito escassos, porém clinicamente relevantes. Ademais, seria interessante
conduzir estudos em animais maiores, como primatas, para corroborar a neuroprotecdo
induzida pelo E; (KWON et al., 2012). Nesse sentido, embora muitos estudos sugiram que 0
E, seja um agente neuroprotetor promissor no tratamento adjuvante medicamentoso da leséo
medular (KWON et al., 2011), muitas questdes ainda precisam de maior investigacao pré-
clinica antes da considerar o E; como agente terapéutico para testes na fase de triagem clinica
que sdo caros, escassos e desafiadores.
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Figura 29: Acbes neuroprotetoras do E, na lesdo medular espinal: anti-inflamatoério, antioxidante,
angiogénico, inibidor da excitotoxicidade e da morte celular. O E; reduz o processo inflamatério diminuindo
seus efeitos neurotoxicos, reduz os radicais livres atenuando o estresse oxidativo e a peroxidacéo lipidica, reduz
a excitotoxicidade induzida por glutamato e outros aminoacidos excitatérios do SNC e diminui a isquemia
tecidual por aumentar o fluxo sanguineo local. A diminuigdo desses danos secundarios apds a lesdo induzido por
E,, por fim, diminui a morte celular necrética e apoptética, no entanto, o E, também exerce acdo direta nas
células prevenindo a apoptose celular. Modificado de KWON et al., 2004.
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7 CONCLUSAO

A partir deste estudo, concluimos que:

v" O E; (Cipionato de estradiol) administrado 15 minutos apds a lesdo medular por
compressdo moderada promoveu uma melhora significativa da performance
locomotora de ratas OV X em relacdo ao seu controle que foi a administracéo de
oleo.

v' O E; (Cipionato de estradiol) administrado 15 minutos apds a lesdo medular por
compressdo moderada reduziu a degeneracdo neural observada no tamanho da
lesdo no tecido da medula espinal que foi significativamente menor comparada
ao seu controle que foi a administracdo de 6leo.

v" Houve uma correlagcdo significativamente positiva entre a performance
locomotora dos animais e a area da lesdo no tecido medular indicando que a
melhora da capacidade locomotora dos animais tratados com E, (Cipionato de
estradiol) foi devido a menor perda de tecido na medula espinal.

Em conjunto, nossos resultados indicam que o E, (Cipionato de estradiol) é capaz de
reduzir o dano provocado no tecido da medula espinal ap6s a lesdo por proteger o tecido
integro e, consequentemente, promover maior recuperacdo da funcdo medular devido a
melhora da performance locomotora. De acordo com essas dados, o0 presente estudo sugere
que o E, € um agente neuroprotetor que tem potencial para ser uma terapia adjuvante no
tratamento da lesdo medular espinal.
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