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As lesbes traumaticas constituem a principal causa de morte nos individuos
entre 1 e 44 anos de idade, estando a lesdo cerebral envolvida em 50 % das
mortes apds o traumatismo. Os modelos experimentais de traumatismo cranio-
encefalico (TCE) desempenham um importante papel na avaliagdo e
compreensdo das complexas alteragdes fisiologicas, comportamentais e
histopatolégicas associadas a esta forma de traumatismo. O trabalho realizado
no ambito desta dissertagcdo tem por base um modelo experimental de TCE
desenvolvido por Marmarou e colaboradores. Este € um modelo de TCE
fechado, uma vez que o cranio é protegido de forma a evitar a sua fractura;
desta forma podem ser infligidos niveis elevados de impacto e aceleragéo,
resultando em leséo cerebral difusa. O termo “lesdo primaria” traduz os danos
mecanicos sofridos pelo sistema nervoso central (SNC) no momento do
impacto; estes danos ndo sao reversiveis e por isso nao sio passiveis de
tratamento. Por outro lado, a “lesdo secundaria “ ou “les&o diferida” constitui um
processo potencialmente reversivel iniciado no momento da agressao
traumatica, surgindo os sinais clinicos numa janela temporal de algumas horas
a dias apdés o TCE e progredindo durante dias ou meses. Apoés o TCE, a
perturbag¢ao do equilibrio idnico intracelular sera o principal desencadeador de
todo um conjunto de cascatas metabdlicas que levam a lesdo secundaria.
Assim, o controlo desta fase critica pelo bloqueio de canais i6nicos apés o
trauma podera de alguma forma minimizar a lesdo secundaria ao traumatismo.

E actualmente consensual a importancia que a regulacao do calcio intracelular

tem nos processos fisiopatologicos da lesdo neuronial. Apesar da lesdo celular
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poder ocorrer sem perda da homeostasia do Ca?*, muitos dos processos chave
dessa lesao, passiveis de interveng¢ao farmaco-terapéutica, envolvem este iao.
Dados recentes sugerem que a deformagcdo traumatica dos axoénios é
responsavel por um influxo anormal de sodio e calcio através de canais
mecano-sensiveis. Existindo evidéncia prévia do nosso grupo, no mesmo
modelo de TCE, sobre o papel protector dos bloqueadores dos canais idnicos
mecano-sensiveis no desenvolvimento do edema cerebral p6s-TCE, foi
decidido verificar no trabalho que levou a esta dissertagcao a eventual existéncia
de efeitos neuroprotectores do gadolinio e do amilorido apés o TCE em varios
parametros: alteragdes do metabolismo mitocondrial pela técnica de coloragéo
pelo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio; alteragdes ultra-estruturais em zonas com
predominio de feixes axonais (cingulo) no sentido de controlar perturbagbes
sobre alguns parametros da lesado axonal difusa, nomeadamente acumulagao
de organelos e edema mitocondrial, modificagbes na actividade de enzimas
antioxidantes a nivel do sistema nervoso central e a nivel sistémico associadas
ao stresse oxidativo pés-trauma; determinagéo da peroxidagéao lipidica a nivel
cerebral; desempenho em testes de défice neurolégico.

Os nossos resultados mostram que a administragdo de bloqueadores dos
canais idnicos mecanosensiveis apés o TCE evita as modificagdes axonais
responsaveis pela alteracdo da coloragao pelo TTC, preservam o didmetro
mitocondrial, reduzem a acumulagdo de peroxissomas nos axonios, podem
reduzir a hiperemia, preservam a actividade da catalase cerebral e hepatica,
preservam a actividade da dismuatase do superoxido sanguinea e hepatica

(neste uitimo caso sé com o GAD), diminuem a peroxidacao lipidica, mantém a
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tonicidade muscular e no caso do amilorido preservam a actividade motora no
teste do rotarod.

Todos estes dados sugerem que os canais idnicos mecanosensiveis tém um
papel de relevo na origem da perturbagdo i6nica que leva ao stresse oxidativo
e a outros processos de lesao secundaria apés o TCE. Se todas as alteragdes
observadas com a administragdo destes farmacos representarem de facto
efeitos benéficos no TCE, os nossos dados mostram que esta intervengao
farmacol6gica podera ser eficaz numa janela temporal de pelo menos trinta

minutos ap6s o traumatismo.
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Traumatic injuries are the leading cause of mortality in inaividuals aged 1to 44

years, and brain injury significantly contributes to the outcome in nearly one-half
of all deaths from trauma. Experimental models of traumatic brain injury (TBI)
play an important role in the evaluation and understanding of the complex
physiological, behavioural and histopathological changes associated to this
form of trauma. Our work is based in the closed head trauma model developed
by Marmarou and co-workers capable of producing diffuse brain injury without
focal lesions. Primary injury is related to the mechanical damage suffered by the
central nervous system immediately upon impact; this is an irreversible, non
treatable damage. On the other hand, secondary injury or delayed onset injury
is a potentially reversible process initiated the moment traumatic injury is
inflicted; the clinical signs of this situation emerge in a few hours or days after
TBI progressing for days or months. After TBI, intracellular ionic imbalance is
the main trigger of several metabolic cascades leading to secondary injury.
Therefore, controlling this critical phase after trauma with the use of ion channel
blockers may help minimize secondary injury. The importance of intracellular
calcium regulation in the pathophysiological processes of neuronal lesion is a
well established fact. Although cellular lesion can occur without the loss of
calcium homeostasis, many key events of that lesion, where pharmacological
intervention is feasible, involve that ion. Recent data suggests that traumatic
deformation of axons is responsible for an abnormal sodium and calcium influx
through mechanogated ion channels. Using the same trauma model, previous

data from our group showed that mechanogated ion channel blockers
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prevented the development of brain oedema after TBI. In this work we studied
the possibility of additional neuroprotective effects of gadolinium and amiloride
through the evaluation of several other parameters: staining brain tissue with
2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) to evaluate changes in mitochondrial
metabolism; ultrastructural changes in white matter linked with diffuse axonal
injury, namely organelle accumulation and mitochondrial swelling; peripheral
and central nervous system modification in antioxidant enzymes activity
associated with post-trauma oxidative stress; evaluation of lipid peroxidation in
brain tissue; evaluation of neurological deficit tests performance.

Our results show that mechanogated ion channel blockers administration thirty
minutes after TBl prevented the axonal changes linked to TTC staining,
maintained mitochondrial mean diameter, prevented peroxisome accumulation
in axons, prevented hyperaemia, maintained hepatic and brain catalase activity,
maintained blood and hepatic superoxide dismutase activity, reduced lipid
peroxidation, maintained muscle tone and motor activity loss in the rotarod test
was avoided by amiloride administration.

Our results suggest that mechanogated ion channels play an important role in
the loss of ion homeostasis leading to oxidative stress and to other processes of
secondary injury after TBI.

In the event that all the observed changes after the administration of these
drugs represent true beneficial effects in TBI treatment, our data shows that this
pharmacological intervention would be effective in a thirty minute time window

after TBI.
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Abreviaturas

AMI — amilorido.

CONT - grupo controlo sem tratamento.

CONTAMI — grupo controlo tratado com amilorido.

CONTGAD - grupo controlo tratado com gadopentetato dimeglumina.

GAD - gadopentetato dimeglumina.

Gd-DOTA -  gadolinium-tetraazacyclododecanetetraacetic  acid, acido
gadotérico.

L-DOPA — 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine; 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina.

NMDA — N-metil-D-aspartato.

SNC - sistema nervoso central.

TBARS - thiobarbituric acid reactive substances; Substancias reactivas com o
acido tiobarbiturico.

TTC - cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio.

TCE — traumatismo cranio encefalico; grupo com traumatismo crénio encefalico
nao tratado.

TCEAMI - grupo com traumatismo cranio encefalico tratado com amilorido.

TCEGAD - grupo com traumatismo cranio encefalico nao tratado.




Introdugéao

Introdugao

Dados epidemioldgicos obtidos na América do Norte mostram que as lesbes
traumaticas constituem a principal causa de morte nos individuos entre 1 e 44
anos de idade, estando a lesdo cerebral envolvida em 50 % das mortes apés o
traumatismo. Cerca de um ter¢o dos sujeitos hospitalizados por traumatismo
cranio-encefalico (TCE) ficardo com algum tipo de incapacidade e desses cerca
de 20 % terdo incapacidades graves (1, 2). Nos Estados Unidos da América,
Australia, Franca e Espanha a mortalidade por TCE varia entre 20 a 30 casos
por 100.000 habitantes. No Reino Unido esse valor é dois tercos mais baixo,
com 7 casos por 100.000 habitantes (3, 4). Em Portugal, a incidéncia geral da
mortalidade para todo o pais tera sido em 1997 de 17 casos por 100.000
habitantes. No entanto, a incidéncia por grupos etarios sera muito diversa, 20
casos por 100.000 habitantes entre os 20 e os 29 anos e muito superior, 54
casos por 100.000 habitantes, nos individuos com 80 ou mais anos. A
percentagem de mulheres & muito inferior a dos homens representando, nos
anos analisados (1994, 1996 e 1997), 36 % do total de internamentos e 22 %
dos casos de morte. Assim, em Portugal poderemos ter, anualmente, mais de
3.700 novos casos de pessoas com incapacidade resultante de TCE e, dessas,
cerca de 750 ficardo com incapacidade grave (5). Actualmente ndo existem
intervengdes farmacolégicas eficazes para este sério problema de salde
publica, estando os principais esforgos terapéuticos centrados em medidas de

suporte (6).
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Modelo de lesao cerebral difusa no Rato

Os modelos experimentais de TCE desempenham um importante papel na
avaliaggo e compreensdo das complexas alteragdes fisioldgicas,
comportamentais e histopatologicas associadas a esta forma de traumatismo.
No sentido de tornar possivel o esclarecimento deste conjunto de alteracées,
os actuais modelos experimentais de TCE foram desenvolvidos de forma a
mimetizar as manifestagdes clinicas do TCE humano. Contudo, uma vez que o
TCE, no Homem, envolve uma patologia muito heterogénea, ndo existe
nenhum modelo animal capaz de reproduzir o completo espectro de sequelas
observado nestes doentes. Nas Ultimas décadas o intenso trabalho
experimental desenvolvido, com recurso a estes modelos, contribuiu de forma
decisiva para o conhecimento das sequelas do TCE. A compreensio destes
processos permitiu o desenvolvimento de novas formas de diagnostico e
tratamento que ja fazem parte da pratica clinica diaria ou se encontram em
fases distintas de ensaio pré-clinico ou clinico.

Os modelos de TCE em roedores sdo utilizados na grande maioria dos
estudos; as vantagens mais evidentes sdo o pequeno tamanho destes animais,
custo moderado, quadro normativo definidko e a grande quantidade de
informacéao pré-existente (7-9).

O trabalho realizado no ambito desta dissertagcido tem por base um modelo
experimental de TCE desenvolvido por Marmarou e colaboradores. Este € um
modelo de TCE fechado, uma vez que o cranio é protegido de forma a evitar a
sua fractura; desta forma podem ser infligidos niveis elevados de impacto e
aceleragéo, resultando em lesdo cerebral difusa. Este tera sido o primeiro

modelo desenvolvido capaz de induzir lesédo axonal generalizada no Rato (10,
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11). A lesdo axonal difusa foi classificada no Homem, por Adams e
colaboradores, em trés graus: o grau 1 caracteriza-se pela presenca de
evidéncia histolégica de lesdo axonal na massa branca dos hemisférios
cerebrais, corpo caloso, tronco cerebral e menos frequentemente no cerebelo;
0 grau 2 associa-se a presenca de leséo focal no corpo caloso; e o grau 3
caracteriza-se pelo aparecimento de uma lesao focal adicional nos quadrantes
dorsolaterais do lado frontal do tronco cerebral (12). No modelo de Marmarou,
0s animais com lesdo grave apresentam lesdo axonal difusa de grau 3 com
alteragcbes axonais generalizadas envolvendo o cerebelo e o tronco cerebral
com hemorragias petequiais; este modelo econémico e simples produz uma

lesdo axonal difusa similar a que foi descrita no Homem (11).

Lesao primaria, lesao secundaria e lesio axonal difusa

O termo “lesdo primaria” traduz os danos mecanicos sofridos pelo sistema
nervoso central (SNC) no momento do impacto; estes danos nao séo
reversiveis e por isso nao sao passiveis de tratamento. Por outro lado, a “lesdo
secundaria “ ou “leséo diferida” constitui um processo potencialmente reversivel
iniciado no momento da agressao traumatica, surgindo os sinais clinicos numa
janela temporal de algumas horas a dias ap6és o TCE e progredindo durante
dias ou meses (13). A lesdo secundaria do SNC é uma complexa e pouco
compreendida rede de alteragdes interligadas a nivel funcional, estrutural,
celular e molecular. A lesao traumatica do sistema nervoso central € encarada
como o passo inicial de uma série de eventos bioquimicos e fisiopatolégicos
que podem ter como consequéncia danos teciduais irreversiveis. Entre os
varios factores envolvidos neste processo de “lesdo secundaria” destacam-se:

alteragcbes do equilibrio i6nico, libertagdo de aminoacidos excitatorios, edema
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cerebral, quebra da barreira hemo-encefalica, formagao de espécies reactivas
de oxigénio e perturbacao do metabolismo energético (14-16).

A designacgéao “lesdo axonal difusa” foi introduzida por Adams em 1982. Esta
lesdo resulta das deformagbes mecanicas sofridas pelo sistema nervoso
central quando do traumatismo, fundamentalmente por forgas de estiramento
produzidas por aceleragdo angular ou rotagéo (17). O grau de lesdo axonal &
directamente proporcional ao grau de deformagdo mecanica e consequente
desequilibrio ibnico intracelular, desencadeando por si s6 muitas das reacgées
acima descritas (18, 19). A lesdo axonal difusa € considerada como a
neuropatologia mais frequentemente associada ao TCE (20) e é também a
principal causa de sequelas de foro neurolégico na auséncia de lesdes

intracranianas detectaveis pelos métodos imagioldgicos habituais (21).

Coloragao do tecido cerebral pelo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC)

O composto cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) tem sido frequentemente
utilizado na investigacdo biomédica em modelos de isquemia cerebral,
miocardica, hepatica, musculo-esquelética e renal. O TTC sofre redugao por
accao de enzimas mitocondriais como a desidrogénase do succinato,
formando-se no processo um composto de cor vermelha (formazano). Os
tecidos em que ha respiracdo mitocondrial coram de vermelho, enquanto que
tecidos em que a respiragao mitocondrial cessou permanecem com cor branca
(22, 23). A coloragdo pelo TTC tem sido usada para avaliar o efeito de
intervengdes terapéuticas no tecido nervoso apés isquemia focal experimental
(24, 25); este método ja foi também usado para quantificar o volume de lesao
no modelo de percussdo com fluido no Rato (26). A maioria dos modelos

animais de TCE como o impacto cortical controlado (27), a percussdao com
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fluido (28) ou o modelo criogénico de lesdo cerebral (29), produzem uma
contusdo cerebral focal que raramente se observa nas situagbes clinicas de
lesdo cerebral difusa (30, 31). Tanto quanto é do nosso conhecimento, a
coloragao pelo TTC nunca tinha sido aplicada no modelo de trauma usado
nesta dissertagéo; esta técnica foi por nés usada com o intuito de avaliar
alteragbes da actividade metabdlica cerebral em animais com traumatismo

cerebral fechado assim como a sua eventual reverséo pelos farmacos a testar.

Canais idnicos mecano-sensiveis

A deformacdo traumatica dos axoénios é responsavel pelo desencadear de
influxos i6nicos anormais através de varios tipos de canais. O envolvimento dos
canais ionicos mecano-sensiveis neste desequilibrio iénico é sustentado pelos
dados de varios investigadores (32-35). Os canais idnicos mecano-sensiveis
sao aqueles cuja abertura pode ser alterada por forcas mecanicas; o stresse
mecanico é subsequentemente transformado numa resposta eléctrica e/ou
quimica (36). O gadolinio (Gd*), o amilorido (AMI) e a gentamicina sao
considerados como bloqueadores relativamente selectivos dos canais idnicos
mecano-sensiveis (37). A existéncia de» canais i6nicos mecano-sensiveis no
sistema nervoso central ja foi demonstrada, assim como a.sua-.inibigéo pelo ido
Gd>* e pelo diurético amilorido (38, 39). O TCE é seguido de um influxo
excessivo de célcio para o axénio e este ido desempenha um papel central
como mediador da lesdo e degeneragdo axonais (40, 41). Uma parte
importante do calcio entra apés o TCE nos axénios via canais idnicos mecano-
sensiveis (39), o que nos levou a considerar o papel que a inibicao destes
canais poderia ter em algumas manifestacdes de lesdo secundaria ao trauma.

A favor desta teoria temos a existéncia de dados prévios do nosso grupo que
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| tinham mostrado o efeito protector do gadolinio, amilorido e gentamicina na

formacgao do edema cerebral apds o TCE (42).

Estudo morfolégico

A caracterizagdo morfolégica do modelo de traumatismo usado nesta
dissertacao foi publicada pelos seus autores em simultaneo com a descricdo do
modelo de TCE propriamente dito; uma das conclusdes foi a de que se
observou edema axonal difuso 6 horas apés o TCE, atingindo a sua expressao
maxima as 24 horas (10, 11).

A realizacdo do estudo morfoldégico apresentado nesta dissertacdo foi
despoletada pelos resultados das experiéncias com o TTC. A coloragdo pelo
TTC de feixes axonais apdés o TCE (feixes esses que permaneciam incolores
nos controlos) indicava a actividade de enzimas mitocondriais apés o trauma
onde nos controlos tal ndo era observavel (43). O estudo morfolégico foi
realizado com o intuito de saber se havia acumulagdo de organelos nessas
zonas apo6s o TCE, explicando assim os resultados do TTC e as alteragdes
observadas nos animais tratados com os farmacos. Escolheu-se o tempo de 24
horas ap6s o traumatismo como ponto de analise dado o factq de se saber que
nesse ponto a lesdo axonal atingia a sua maxima expressao.

A sobrecarga intracelular de calcio estd associada a perturbagdes do

metabolismo mitocondrial, com abertura do poro de transicdo de

permeabilidade da membrana mitocondrial, este permeabiliza a membrana
mitocondrial a moléculas até 1,5 kDa o que leva a captagao de agua, edema
mitocondrial e, por ultimo, rotura da mitocéndria. A presenc¢a de mitocdndrias

anormais/patolégicas é indicadora de perturbagao subcelular e esta associada

a libertagao de citocromo ¢ na area perimitocondrial. O citocromo c leva a
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activacao de caspases (proteases de cisteina activadas pelo calcio) no axénio
(44). A activacdo das caspases leva a desorganizagdo estrutural e/ou
dissolugédo do citoesqueleto intra-axonal, resultando em alteragbes funcionais
graves que afectarao o neurdnio no seu todo (45). Um dos efeitos observaveis
€ a acumulacao de organelos nas zonas lesadas do citoesqueleto (46). O
estudo morfologico permitiu observar algumas destas situagbes, assim como a

sua reversao pelos inibidores dos canais mecano-sensiveis.

Stresse oxidativo no TCE

Todos os organismos vivos podem sofrer danos oxidati\ids; contudo, o tecido
cerebral € particularmente sensivel a este problema. Uma das razdes reside no
facto do cérebro consumir 20 % do O, gasto pelo organismo em repouso,
apesar de apenas representar aproximadamente 2 % do peso corporal total de
um homem adulto; isto &, uma grande quantidade de O, é processada numa
massa tecidular relativamente  pequena. Adicionalmente,  muitos

neurotransmissores sao moléculas autooxidaveis; a dopamina, o seu precursor

L-DOPA e a noradrenalina podem reagir com o O, formando O,, H.0, e
quinonas/semiquinonas que podem esgotar a glutationa ligando-se aos grupos
sulfidrilo desta. VAIgumas éreés do fécido cerebral tém alto teor de ferro,‘
encontrando-se este normalmente ligado a proteinas como citocromos,
ferritina, aconitases, etc. Ao contrario do plasma, o fluido cefalo-raquidiano nao
consegue fixar o ferro; quando ha lesdo do tecido cerebral, este liberta
rapidamente ides de ferro (e cobre) em formas capazes de catalizar a formacao
do radical hidroxilo a partir do peréxido de hidrogénio, a peroxidagao lipidica e

a auto oxidacao de neurotransmissores (47).
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Em modelos animais, apés o TCE sao libertados aminoacidos excitatérios que
aumentam a concentragdo intracelular de Ca®* pela activagdo de
receptores/canais iénicos do N-metil-D-aspartato (NMDA) (48-51). A
manutengdo da homeostasia do Ca®* intracelular apés o TCE é fundamental
para evitar desencadear cascatas bioquimicas e metabdlicas potencialmente
lesivas (62). O TCE activa diferentes vias celulares que resultam na producao
de espécies reactivas de oxigénio e de azoto; de entre estas vias destacam-se
a activacao pelo Ca?* de fosfolipases, da sintase do mondxido de azoto, da
oxidase da xantina e o desencadear pelas células inflamatérias das reac¢des
de Fenton e Haber-Weiss (53).

As sequelas do TCE nao se limitam ao sistema nervoso central, existindo
evidéncia em modelos animais (54), assim como em doentes com TCE (55), de
stresse oxidativo sistémico apés o traumatismo. Estes marcadores de stresse
sistémico podem ser usados na avaliacao da evolucao clinica do doente e

também na determinacao da eficacia das intervencgdes terapéuticas efectuadas.
Defesas antioxidantes no cérebro

A anormal produgao de radicais livres de oxigénio como os ides superoxido

(O2) e hidroxilo (OH), assim como do intermediario reduzido do O, que é o
peroxido de hidrogénio (H,0O,), constitui um ‘passo importante na cadeia de

eventos que leva a lesao neuronial apés o TCE (56). A principal defesa
antioxidante enzimatica contra os radicais O, é a dismUtase do superéxido

(esta converte o iao O, em H,0,) actuando de forma concertada com a
catalase e a peroxidase da glutationa que degradam o H;0; (57, 58). Todas as
areas do cérebro contém dismutases do superéxido (contendo CuZn ou Mn) e

peroxidase da glutationa. A importancia da dismutase do superdxido é revelada
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por experiéncias em que o aumento da expressdo da enzima se traduz em
aumento da longevidade de linhas celulares e atraso na apoptose neuronal
induzida pela remoc¢ao de factores de crescimento do meio de cultura; pelo
contrario, a inibicao desta enzima provoca apoptose. A inibicdo da peroxidase
da glutationa aumenta a morte neuronal (47).

As defesas antioxidantes do tecido cerebral sdo globalmente modestas. Em
particular, os niveis de catalase sado baixos na maior parte das regides
cerebrais (47). No Homem a actividade da catalase cerebral constitui cerca de
10 % da que se observa a nivel hepatico (59).

O inibidor da catalase 3-aminotriazol sé inibe esta enzima na presenca de
H,O,. A actividade da catalase cerebral de Rato e de Ratinho é rapidamente
inibida quando se administra 3-aminotriazol a estes animais, o que demonstra
que o cérebro gera H,0, in vivo e que pelo menos parte deste € metabolizado
pela catédlase (60). A actividade desta enzima € “controlada” pela difusdo do
H,O, a partir do citosol, uma vez que a localizagdo subcelular da catalase
ocorre fundamentalmente ao nivel dos peroxissomas. Esta enzima é muito
eficiente na depuracdo de grandes concentragcbes de H,O, apesar da
actividade especifica da catalase cerebral ser menor do que a detectada a nivel
hepatico e renal (61). A apoiar a importancia da catalase na degradacao do
H2O, a nivel cerebral esta o facto de a expressao desta enzima ja ter sido
demonstrada em todos os tipos de linhas celulares cerebrais in vitro (62) e in
vivo (63, 64). A catalase parece-nos ser entdo um bom marcador de stresse

oxidativo em situagbes como o TCE, em que hd aumento da produgao de H,O.
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Peroxidacao lipidica no TCE

A peroxidagcao lipidica induzida pelo TCE é um dos principais factores
responsaveis pelos danos teciduais provocados por esta forma de traumatismo.
O surgimento de fenébmenos de peroxidagao lipidica apés o TCE tem sido
amplamente descrito tanto no Homem como em modelos experimentais. Um
dos mecanismos propostos para o desencadear da peroxidacao lipidica apos o
traumatismo resulta da libertagdo de aminoacidos excitatérios, activagao de
receptores NMDA, aumento excessivo da concentracdo de Ca®" intracelular e
consequente activagcdo de fosfolipases destruindo fosfolipidos de membrana,

formando-se no processo espécies reactivas de oxigénio (65-69).

O elevado conteudo no tecido cerebral de acidos gordos com cadeias
altamente polinsaturadas como o acido eicosapentaenodico (Czo5) € docosa-
hexaendico (Cz6) nos lipidos de membrana dos neurénios, associado a
libertacdo de ides ferro (e cobre) no TCE, favorecem a peroxidacéo lipidica
(47).

A peroxidagdo lipidica no cérebro leva a producdo de substancias
biologicamente activas (por ex: isoprostanos). A extensao deste fenémeno é tal
que a capacidade de controlar a peroxidacao lipidica e minimizar os efeitos
biolégicos dos seus ’subprodutos parece ser uma importante via para o
tratamento do TCE (70). A determinagcdo das substancias reactivas com o

acido tiobarbitiurico (TBARS) tem sido usada como marcador de peroxidagao

lipidica em homogeneizados de cérebro de Rato (71).

Défices motores e cognitivos pos-TCE

A funcdo motora é mediada por um complexo sistema de redes neuroniais com

origem no cértex e término no musculo esquelético. O conjunto do cortex,
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cértex sensoriomotor, nulcleos subcorticais, cerebelo e tronco cerebral
comunicam entre si de forma a enviar sinais pela medula espinal que
coordenam o movimento (72). Pensa-se que os défices motores induzidos pela
lesédo cerebral sejam o resultado de perturbagbes em qualquer ponto destas
vias, sendo o objectivo de qualquer teste comportamental correlacionar os
défices observados com a gravidade da lesao infligida. Os défices causados
pelo TCE resultam da perturbagao de vias motoras complexas e da integragéao
sensoriomotora (73), sendo que por essa razado os testes usados nesta
dissertagao sao testes sensoriomotores por natureza. A presenca deste tipo de
défices em modelos de TCE de impacto e aceleragdo estd bem documentada

(73-76).
Objectivo do trabalho

Apo6s o TCE, a perturbagdo do equilibrio iénico intracelular sera o principal
desencadeador de todo um conjunto de cascatas metabdlicas que levam a
lesdo secundaria. Assim, o controlo desta fase critica pelo bloqueio de canais
i6nicos apbs o trauma podera de alguma forma minimizar a lesdo secundaria
ao traumatismo.
Existindo evidéncia prévia do nosso grupo, no mesmo modelo de TCE, sobre o
papel protector dos bloqueadores dos canais i6nicos mecano-sensiveis no
desenvolvimento do edema cerebral pés-TCE, foi decidido verificar no trabalho
que levou a esta dissertagdo a eventual existéncia de efeitos neuroprotectores
do gadolinio e do amilorido ap6s o TCE nos seguintes parametros:

o alteracbes do metabolismo mitocondrial pela técnica de coloracao pelo

TTC.
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alteracdes ultra estruturais em zonas com predominio de feixes axonais
(cingulo) no sentido de controlar perturbagbées sobre alguns parametros
da lesao axonal difusa, nomeadamente acumulagao de organelos e
edema mitocondrial.

modificagbes na actividade de enzimas antioxidantes a nivel do sistema
nervoso central e a nivel sistémico associadas ao stresse oxidativo pds-
trauma. Determinagao da peroxidagao lipidica a nivel cerebral.

desempenho em testes de défice neurolégico.
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Modelo experimental de lesao cerebral difusa no Rato

O trabalho foi realizado em ratos Wistar-Hannover (Harlan Ibérica, Barcelona,
Espanha), machos, com peso corporal compreendido entre 340 e 400 g. Os
animais foram mantidos em condi¢des constantes de temperatura (21 °C) e
alternancia de exposicao a luz (fotoperiodos de 12 horas dia/12 horas noite)
com acesso livre a agua e comida. Utilizou-se a ragdo Teklad Global 16%
Protein Rodent Diet (Harlan Ibérica, Barcelona, Espanha).

Os animais foram anestesiados com uma solugdo contendo diazepam (6
mg.Kg™), cetamina (60 mg.Kg™) e sulfato de atropina (0,5 mg.Kg™") por via
intraperitoneal.

O aparelho de trauma consiste numa coluna de pesos de latao (450 g) que por
acc¢ao da gravidade caem livremente de encontro a um capacete metalico, fixo
com acrilico dentario no vértice do cranio do rato. Para provocar um
traumatismo cranio encefalico grave, o peso era largado de uma altura de 2 m
através de um tubo de plexiglas transparente. O capacete consiste num disco

de ago inoxidavel com 10 mm de didmetro e 3 mm de espessura (ver Figura 1).

A Marmarou, et al
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Figura 1 — esquema da colocagdo do capacete no crédnio e do aparelho de
trauma de Marmarou et al..

Apobs a anestesia realizava-se uma incisdo na linha média da pele do cranio,
sendo de seguida desinserido o periésseo que recobre o seu vértice. A area
exposta era seca e entre as suturas coronal e lambdéide do cranio fixava-se o
disco metalico. O animal era entao colocado em pronagao sobre uma esponja
de constante elastica conhecida, estando esta colocada no interior de uma
caixa de acrilico. A extremidade inferior do tubo de Plexiglas era entio
colocada directamente sobre o capacete. A lesdo era provocada pela queda do
peso de 2 metros de altura. Apds o primeiro impacto do peso, a caixa na qual o
animal estava colocado era rapidamente removida de forma a evitar um
segundo impacto. Todos os animais estiveram em respiragdo espontanea sem
entubacao traqueal. Este foi o impacto definido pelos autores do modelo como
capaz de provocar um traumatismo cranio encefalico grave (mortalidade de 50
%), com baixa incidéncia de fracturas do cranio (10, 11). Apés o impacto, o rato
passava de novo para a mesa cirdrgica, era atentamente observado durante
alguns minutos, preparado para a administragcdo dos farmacos quando
necessario e transferido depois para nova gaiola, onde permanecia até ao fim

do periodo de sobrevivéncia predeterminado.

Estudo das ac¢oes de alguns farmacos em ratos submetidos ao modelo
de traumatismo cranio encefalico

Tratamento com gadolinio — trinta minutos ap6s o trauma administrou-se
gadopentetato dimeglumina (GAD) por via endovenosa (TCEGAD), na dose de
70 mg.kg™"; dissolvido em cloreto de sodio 0,9%. Aos grupos com trauma nao

tratados (TCE) administrou-se por via endovenosa uma solucido de cloreto de
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sodio 0,9%. Aos grupos controlo (CONT) executou-se a preparagao cirrgica
prévia ao trauma sem que este tenha sido aplicado. Aos grupos controlo
tratados com gadolinio (CONTGAD) executou-se a preparacgao cirurgica prévia
ao trauma sem que este tenha sido aplicado, no entanto administrou-se GAD
(70 mg.kg ™ i.v.).

Tratamento com amilorido - trinta minutos apés o trauma administrou-se por
via intraperitoneal amilorido (AMI) na dose de 20 mg.kg", dissolvido numa
solugao 1/1 (vol/vol) de cloreto de so6dio 0,9% e dimetilsulfoxido (DMSO). Aos
grupos com trauma nao tratados (TCE) administrou-se por via intraperitoneal
uma solugcdo 1/1 (volivol) de cloreto de sédio 0,9% e DMSO. Aos grupos
confrolo (CONT) executou-se a preparagao cirtrgica prévia ao trauma sem que
este tenha sido aplicado. Aos grupos controlo tratados com amilorido
(CONTAMI) executou-se a preparagao cirurgica prévia ao trauma sem que este

tenha sido aplicado, e administrou-se AMI (20 mg.kg™).

Coloragao do tecido cerebral pelo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazoélio (TTC)

Nos animais em que se efectuou a coloragao de tecido cerebral pelo TTC apés
a anestesia, seguida }de_ decapitagdo, o cérebro era rapidamente removido e
colocado a — 80 °C durante .1‘0 minutos. Lvogo épés, era cortada uma fatia
coronal com as coordenadas estereotaxicas 6,20 mm interaural/-2,80 mm
bregma e 3.70 mm interaural/-5,30 bregma (com 2,5 mm de espessura) com
um aparelho de corte de tecido cerebral de rato. Esta fatia era entédo
mergulhada numa solugao de TTC (2 % de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio, em
tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4, a 37°C) durante 14 minutos; a fatia era virada
aos 7 minutos de forma a permitir a completa exposicdo das duas faces a

solucdo de TTC (26). Apbés a imersdo era possivel observar a coloragao
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vermelha tipica do formazano nas duas faces das fatias, com excepgdo de
areas sub-corticais (cingulo, corpo caloso, ventriculo lateral) e da capsula
interna. Obteve-se uma fotografia digital do lado rostral da fatia (6,20 mm
interaural/-2,80 mm bregma) em condi¢bes de luminosidade padronizadas. As
imagens obtidas foram analisadas usando um programa propositadamente
desenvolvido para o efeito. Este programa permitiu determinar o nivel global de
intensidade da luz vermelha em cada regido cerebral, assim como a
percentagem de pontos de cada fatia que se apresentavam com uma coloragéo

branca acima de um valor pré-determinado.

Estudo morfolégico

Nos animais destinados ao estudo morfologico, ap6s a anestesia foi feita uma
toracotomia, inserida uma canula na artéria aorta através do ventriculo e
iniciada uma perfusdo do compartimento intravascular cerebral com 500 mL de
fixador de Karnovsky (1,25 % de glutaraldeido e 1 % de paraformaldeido em
tampéo fosfato 0,12 M, pH 7,4) (77), a uma pressdo de 110 mmHg. No fim
desta, foi removido o cérebro, cortada uma fatia coronal com as coordenadas
estereotaxicas 6,20 mm interaural/-2,80 mm bregma e 3.70 mm interaural/-5,30
bregma (com 2,5 mm de espessura) e desta foram obtidos pequenos
fragmentos do cingulo posteriormente imersos em fixador de Karnovsky. Apos
esta imersao, os fragmentos do cingulo foram lavados por 4 mudangas (a 7
minutos de intervalo) com solugdes frescas do mesmo tampéao adicionado de
sacarose (0,6 M), pos-fixados em tetréxido de 6smio a 1 % em tampéao
cacodilato 0,1 M, pH 7,3, a 4°C, durante 2 horas, desidratados por passagem
por solugbes de etanol progressivamente mais concentradas, passados por

oxido de propileno e incluidos em Epon 812 (78).
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Cortes ultrafinos (600 A a 700 A), preparados num ultramicrétomo Ultratome Il
(LKB, Suécia) e corados com acetato de uranilo (2 %) e citrato de chumbo (2,6
%), foram observados num microscopio electrénico Jeol JEM 100 cxll (a 80
kV). Todas as amostras observadas foram fotografadas a uma ampliacdo
constante (x8000) e prepararam-se provas em papel (ampliagao final x24000).
Realizaram-se quatro avaliagdes morfométricas: contagem de neurénios com e
sem mitocondrias visiveis, numero de peroxissomas por fotografia e
determinacdo do diametro médio das mitocondrias. A cada fotografia foi
atribuido um numero de cédigo sendo o significado deste desconhecido do
observador até ao final da avaliagdo. O mesmo observador efectuou todas as

avaliagdes.

Determinacao da actividade da catalase

A determinacgdo da actividade da catalase nos tecidos foi efectuada numa fase
inicial em animais sem perfusdo do compartimento intravascular, tendo
posteriormente sido implementado este procedimento. Nos grupos com
perfusdo, apds a anestesia foi feita uma toracotomia, inserida uma canula na
artéria aorta através do ventriculo, e iniciada uma perfusdo do compartimento
intravascular com 300 mL de NaCl 0,9 %, a 4 °C e a uma presséao de 110
mmHg.

Para a determinagdo da actividade no sangue, colheram-se amostras

directamente do ventriculo esquerdo com agulha 25G para tubo heparinizado.

Centrifugou-se a 1000 g durante 15 minutos. Retirou-se o plasma. Lavou-se 3

vezes com solugdo salina isotonica. Lisaram-se as células com 1/6 (vol/vol) de

agua bidestilada com 0,5 % de Triton X-100, agitando-se fortemente, colocou-
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se em gelo 10 min, centrifugou-se a 10000 g durante 5 min e aproveitou-se o
sobrenadante que foi diluido 4000 vezes.

A actividade da catalase foi determinada com um método espectrofotométrico
que monitoriza a decomposi¢ao do H,O, a 240 nm (E240 = 0,0034+ 0,0002
litros/mmol'/mm™). A diferenca na absorvancia (A240) por unidade de tempo é
uma medida da actividade da catalase. A temperatura ideal de ensaio é de 20
°C, opHideal é de 7,0 (79).

Os tecidos cerebrais e hepaticos foram homogeneizados com homogeneizador
de Potter, em tampao de fosfatos 50 mM, pH 7,0 com 0,1 % de Triton X-100 (5
mL por grama de tecido). O homogeneizado era centrifugado a 10000 g
durante 10 minutos, a 4 °C, e os sobrenadantes diluidos 10000 vezes (figado)
e 100 x (cérebro) com tampao de fosfatos 50 mM, pH 7,0 para o ensaio
enzimatico.

Em cuvettes de quartzo de 1 mL (Hellma, Alemanha) juntou-se 0,4 mL da
fraccao sobrenadante e 0,2 mL de tampao de fosfatos 50 mM, pH 7,0, para o
branco; 0,4 mL da fraccdo sobrenadante e 0,2 mL de H,O, 30 mM em tampao
de fosfatos, pH 7,0, para o ensaio. Apds rapida mistura, monitorizou-se a
diminuicdo da absorvancia a 240 nm, durante 60 s (Spectronic Genesys 5,
Reino Unido).

Determinou-se a quantidade de proteina presente nos sobrenadantes com o
método de Bradford (80), por ligagao das proteinas ao corante azul de
Coomassie, usando como padrao a albumina bovina. A leitura realizou-se a

580 nm (Spectronic Genesys 5, Reino Unido).
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Uma unidade de catalase é definida como a quantidade de enzima necessaria

para hidrolisar uma pmol de H;O; por minuto. Os dados foram calculados em

o Mt .

FECHAP T
B R B

U/mg de proteina e expressos em percentagem do controlo.

 Ghntias g,

Determinac¢ao da actividade da peroxidase da glutationa

Usou-se nesta determinagéo um kif Ransel (Randox Laboratories, Reino Unido)
adaptado a um analisador automatico de quimica clinica (Cobas Mira Plus,
Roche Diagnostics, Suiga). O método de base foi desenvolvido por Paglia e
Valentine (81). A peroxidase da glutationa cataliza a oxidagdo da glutationa
pelo hidroperéxido de cumeno. Na presenca de redutase da glutationa e de
NADPH, a glutationa oxidada é rapidamente convertida até a forma reduzida
com a concomitante oxidagao do NADPH até NADP®. Mede-se a diminuicdo da
absorvancia a 340 nm e desta forma a concentragdo da peroxidase da
glutationa. Este kit usou-se em amostras de sangue completo, assim como nos
sobrenadantes dos homogeneizados de cérebro e figado obtidos de forma
idéntica a ja descrita para a determinacao da catalase. Os resultados foram
expressos em unidades/g de proteina (homogeneizados) ou unidades/g de
hemoglobina (sangues). A quantificacdo da proteina realizou-se pelo método
de Bradford ja descrito. A quantificacdo da hemoglobina realizou-se pelo
método espectrofotométrico da ciano-hemoglobina (82); a base do método
reside na diluicho do sangue numa solugdo de cianeto de potassio e
ferricianeto de potassio, toda a hemoglobina passa entdo a cianometa-
hemoglobina. A absorvancia da solu¢do é medida espectrofotometricamente a

540 nm (Spectronic Genesys 5, Reino Unido).
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Determinagao da actividade da dismutase do superéxido

Usou-se nesta determinagdo um kit Ransod (Randox Laboratories, Reino
Unido) adaptado a um analisador automatico de quimica clinica (Cobas Mira
Plus, Roche Diagnostics, Suiga). O método usa uma reaccao entre a xantina e
a oxidase da xantina para produzir radicais superéxido (O ); estes radicais
reagem com sais de p-iodonitrotetrazélio gerando um corante vermelho

(formazano). A dismutase do superoxido presente na amostra compete com os

sais de p-iodonitrotetrazélio pelos radicais O, inibindo desta forma a formagao
do corante formazano. Uma unidade de dismutase de superéxido causa 50 %
de inibicdo na taxa de redugao dos sais de p-iodonitrotetrazélio nas condigdes
do ensaio. Este kit usou-se em amostras de sangue completo, assim como nos
sobrenadantes dos homogeneizados de cérebro e figado obtidos de forma
idéntica a ja descrita para a determinagdo da catalase. Os resultados foram
expressos em unidades/g de proteina (homogeneizados) ou unidades/ g de

hemoglobina (sangues).

Determinagao das substincias reactivas com o acido tiobarbitarico

(TBARS) no tecido cerebral.

Avaliou-se a peroxidagao lipidica em homogeneizados de cérebro pela
formagédo de compostos reactivos com o Aacido tiobarbitirico (TBARS -
thiobarbituric acid reactive substances) tal como descrito por Buege e Aust
(1978). Este método tem como principio a reacgdo de uma molécula de
malonildialdeido com duas moléculas de acido tiobarbitirico com formacgao de
um complexo de cor vermelha estavel (83). Pesou-se o cérebro inteiro (+ 1500
mg) e colocou-se num tubo de homogeneizagdo contendo 15 ml de acido

tricloroacético a 10 %. As amostras foram homogeneizadas (homogeneizador
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Ultra-Turrax, Alemanha) até se obter uma suspensdo homogénea e, em
seguida, centrifugadas a 5000 g durante 20 segundos. Retiraram-se 600 uL de
sobrenadante para um tubo de ensaio, ao qual se adicionou igual volume de
acido tiobarbitdrico a 1 % (solugdo extemporanea). A mistura foi aquecida
durante 10 minutos em banho de agua até a ebulicdo e, apoés arrefecimento,
leu-se a absorvancia a 535 nm num espectrofotébmetro (Spectronic Genesys 5,
Reino Unido). Os resultados foram expressos em nmol de malonildialdeido por

g de cérebro, usando um coeficiente de extingdo de 1,56 x 10° M'em™.

Determinagao de hidroperoxidos lipidicos

Os ensaios com este kit realizaram-se com o intuito de confirmar aqueles
obtidos quando da determinagdo dos TBARS. Usou-se neste ensaio um kit
Bioxytech LPO-560 (OxisResearch, E.U.A.). Este método baseia-se na
oxidacao pelos hidroperoxidos de ides Fe** a Fe** em meio acido. Os ides Fe*
ligam-se ao corante indicador (laranja de xilenol) formando um complexo
estavel que pode ser quantificado espectrofotometricamente a 560 nm (84).

Pesou-se o cérebro inteiro (+ 1500 mg) e colocou-se num tubo de
homogeneizagédo contendo 15 ml de uma solugédo hidroxitolueno butilado
(4mM) em tampao fosfato (10mM). As amostras foram homogeneizadas
(homogeneizador Ultra-Turrax, Alemanha) até se obter uma suspensao
homogénea e, em seguida, centrifugadas a 12000 g durante 1 minuto. Retirou-
se o sobrenadante para ensaio imediato ou conservagdo a —80 °C até

realizagdo do ensaio de acordo com as instru¢des do fabricante.

Testes de avaliagao de défice neurolégico

Teste de sensibilidade posicional — puxou-se suavemente a pata traseira do

rato abaixo do limite de uma mesa; quando solto o animal rapidamente levanta
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a pata de volta a posicao normal. Se houver défice neurolégico o animal néo
consegue corrigir rapidamente a posi¢cdo anormal em que se colocou a pata.
Os animais incapazes de rapidamente retomarem a posicao normal da pata
foram classificados como positivos.

Teste de correcgao da postura (righting test) — o rato colocado de costas
sobre uma mesa imediatamente assume a posi¢cdo corporal normal. Na
presenca de défice neurolégico, o animal ndo consegue retomar a posigao
corporal normal no tempo limite de 5 segundos; quando foi esse o caso o
animal foi classificado como positivo no teste.

Teste da tonicidade muscular — os animais normais apresentam uma certa
tonicidade muscular faciimente identificavel quando manuseados por um
observador experiente; na presenga de défice neurolégico o animal apresenta
tonicidade muscular diminuida caracterizada por hipotonia ou flacidez (85).
Testes vestibulomotores — usou-se uma versdao modificada do teste do
rotarod descrito por Hamm e colaboradores (86) de forma a avaliar alteracées
da fungdo motora apéds traumatismo cranio encefalico. O teste consistiu em
colocar os animais sobre um cilindro de neopreno recoberto com borracha com
5 cm de didmetro, cuja velocidade de rotagdo pode ser ajustada pelo operador
(accelerator Rota-Rod 7750; Ugo Basile, Italia). Inicialmente todos os animais
foram treinados de forma a conseguirem equilibrar-se sobre o cilindro
estacionario durante 20 segundos; uma vez iniciada a rotagao do cilindro, a
velocidade aumentava progressivamente de 3 rpm até 12 rpm para um tempo
maximo de teste de 180 segundos. Sé foram incluidos os animais que

conseguiram efectuar com sucesso o teste na fase de treino.
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Analise estatistica dos resultados

Os resultados de todas as experiéncias em que se mediram variaveis
continuas sao expressos pelas médias aritméticas e erros padrao da média.
Alguns destes resultados sdo expressos em percentagem do controlo.

Para inferéncia estatistica das diferencas entre dois grupos utilizou-se o teste ¢
de Student para valores emparelhados ou independentes. Para comparagdes
multiplas utilizou-se a analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de
Newman-Keuls (87).

Para inferéncia estatistica das diferengcas na frequéncia de neurdnios com
mitocondrias visiveis utilizou-se o teste Chi quadrado (com correcgéo de Yate).

Para inferéncia estatistica das diferencas nos testes de sensibilidade
posicional, correccdo de postura e tonicidade muscular utilizou-se a regressao
logistica.

As diferencgas foram consideradas como estatisticamente significativas quando

p <0,05.

Farmacos e outras substincias utilizados

Diazepam (Bialzepam, Bial, Portugal); cetamina (Ketalar, Pfizer (Parke-Davis,
Portugal); sulfato de atropina (0,5 mg.Kg™', B. Braun, Portugal); metacrilato de
metilo (Vertex, Holanda); gadopentetato dimeglumina (Magnevist, Schering
Lusitana, Portugal); cloreto de sédio (Merck, Alemanha); amilorido (Sigma-
Aldrich, E.U.A.); dimetilsulféxido (Sigma-Aldrich, E.U.A.); cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (Sigma-Aldrich, E.U.A); Bio-Rad protein assay reagent (Bio-
Rad, E.U.A); peréxido de hidrogénio (Merck, Alemanha); heparina sodica 5000

U.I (B. Braun, Alemanha), acido 2-tiobarbiturico (Sigma-Aldrich, E.U.A)).




Resultados

Resultados

Coloragao do tecido cerebral pelo cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC)

A analise das imagens digitais das fatias de cérebro obtidas 24 horas ap6s o
traumatismo (TCE, n=11) revelou uma diminuigdo significativa da area de
tecido nao corado pelo TTC (12,71 % + 1,45, area branca expressa em
percentagem, p <0,05 Newman-Keuls) em comparagdo com as imagens
obtidas dos controlos (CONT, 23,94 % + 2,26, n=9). A adm‘inistragéo de GAD
(TCEGAD, 21,47 % + 1,02, n=6) ou AMI (TCEAMI, 21,92 % + 2,51, n=6) 30
minutos apds o trauma reverteu este efeito. A administracdo dos farmacos a
animais controlo nao traumatizados (CONTGAD, 24,1 % + 1,98, n=3;
CONTAMI, 22,95 % + 2,02, n=3) nao influenciou a coloracdo pelo TTC (ver

Figura 2 e 3).

Coloracao pelo TTC

w
o
1

n
T

% de area branca
>
1

Controlo CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 2 — Coloragéo pelo TTC. A % de area branca representa a superficie do
tecido que né&o corou pelo TTC. * p < 0,05 em relagdo a todos os grupos

(Newman-Keuls).
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Figura 3 — Exemplo de fatia de cérebro corada pelo TTC.

Estudo morfolégico

Resultados das avaliagdées morfométricas

A analise do estudo morfolégico revelou que a percentagem de axdnios com
pelo menos uma mitocondria foi significativamente superior no grupo TCE 24
horas apés o traumatismo (62 %, n=4, 75 fotografias, 2443 axonios)
relativamente ao grupo controlo (36,8 %, n=3, 30 fotografias, 6220 axoénios, p
<0,001, Chi quadrado com correc¢gdo de Yafe). A administracdo de GAD
(TCEGAD, 51 %, n=4, 45 fotografias, 1890 axénios) ou AMI (TCEAMI, 56 %,

n=4, 45 fotografias, 1978 ax6nios) ndo reverteu este parametro. Ver figura 4.
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Axonios com mitocondrias

754

50

%

254

Controlo TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 4 — Percentagem de axonios em que se observou pelo menos uma
mitocbndria. * significativamente diferente do controlo (p<0,001, Chi quadrado
com correcgéo de Yate).

Observou-se ainda que o didmetro médio das mitocéndrias nos axdénios dos
animais com TCE (0,520+0,003 ym) era significativamente maior do que nos
controlos (0,368+0,006 um; p <0,001, teste f de Student). Ver figura 5 e 6A

(cabecgas de seta).

Diametro Mitocondrial

0.754

0.50+

(um)

0.25+

0.00-

Controlo TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 5 — Didmetro mitocondrial médio medido em fotografias de tecido

cerebral. * significativamente diferente do controlo (p<0,001).
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Figura 6 - Imagens de microscopia electrénica do cingulo de cérebros de rato.
Nos animais submetidos a TCE os neurdnios apresentam o citoplasma mais
claro e com mitocondrias de maior didmetro (cabegas de flecha). Observa-se
ainda grande quantidade de peroxissomas (flechas) (A) por comparagdo com o
animal controlo (B). Barras: 1um.

Verificou-se que o niumero de peroxissomas por fotografia foi significativamente
maior nos animais com TCE (10,58t1,18, n=75) do que nos controlos

(0,19+0,08, n=30; p <0,001, teste t de Studenf). Este aumento nao se
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manifestou nos animais traumatizados tratados com GAD (TCEGAD, 0,26+0,1,

n=19) ou AMI (TCEAMI, 0,73+0,15, n=26). Ver figuras 6 e 7.

Peroxissomas por fotografia

157

10+

Controlo TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 7 — Namero de peroxissomas por fotografia. * p<0,001

Actividade da catalase cerebral
Animais nao perfundidos com soro fisiolégico

Os valores de actividade da catalase berebral estdo expressos como
percentagem do controlo na figura 8. O TCE (328 % #* 58, n=11; p <0,05,
Newman-Keuls) aumentou a actividade da catalase em comparagcdo com os
controlos (100 % + 7, n=6), sendo o efeito revertido pela administracao de GAD
(161 % = 14, n=6) ou AMI (183 % + 11, n=6) administrados trinta minutos apods
o traumatismo. Nenhum dos farmacos alterou significativamente a actividade
da catalase em ratos controlo (CONTGAD, 154 % + 18; CONTAMI, 140 % + 30,

n=3 para os dois grupos).
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Actividade da catalase cerebral 24 horas po6s-TCE

*

400+

3004

200+

% do controlo

100

Controlo  CONTAMI CONTGAD  TCE TCEAMI TCEGAD
(animais nao perfundidos)

Figura 8 - Actividade da catélase cerebral em animais sem perfusdo salina

preévia a recolha do tecido cerebral. * p < 0,05, Newman-Keuls.

Animais perfundidos com soro fisiolégico

Os valores de actividade da catalase dos ratos sujeitos a perfuséo salina prévia
a recolha do tecido cerebral sdo apresentados em percentagem do controlo na
figura 9. O traumatismo aumentou significativamente a actividade da catalase
até 6 horas apés o TCE (140 % * 9, p <0,05 Newman-Keuls); a administracao
de GAD (139 % % 7) ou AMI (141 % + 8) trinta minutos ap6s o TCE n&o
reverteu este efeito. Doze horas apds o traumatismo a actividade da catalase
(TCE 12 h, 114 % % 7) diminuiu até valores nao diferentes dos controlos
(Controlo, 100 % + 4) e as 24 horas a actividade (70 % * 8, p <0,05 Newman-
Keuls) era significativamente menor do que nos controlos. A actividade da
catalase cerebral 24 horas apés o TCE nos animais que receberam GAD
(TCEGAD 24 h, 90 % + 7) ou AMI (TCEAMI 24 h, 88 % + 5) trinta minutos ap6s
o traumatismo n&o foi diferente da observada nos controlos (n=6 para todos os

grupos).
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Actividade da catalase cerebral

*
* * *

150+

100+

504

% do controlo

Controlo TCE1h TCE6h TCEGAD6h TCEAMI6h TCE12h TCE24h TCEGAD 24 hTCEAMI 24 h
(animais com perfusao salina)
Figura 9 - Actividade da catalase cerebral em animais com perfusdo salina
prévia a recolha do tecido cerebral. Neste grafico é possivel observar o
comportamento da actividade da enzima 1, 6, 12 e 24 horas apés o TCE. * e **

p < 0,05 em relagéo ao controlo, Newman-Keuls.

Actividade da catalase hepatica

Os valores da actividade da catalase hepatica, 24 horas apés o TCE, com
perfus&o salina prévia a recolha dos tecidos, manifestaram um comportamento
similar ao observado para a catalase cerebral (ver figura 10). O traumatismo
levou & diminuicdo significativa da actividade da enzima (TCE, 85 % % 5;
p < 0,05, Newman-Keuls) por comparagédo com os controlos (100 % + 3,46). O

tratamento com GAD (TCEGAD, 103 % + 7,84) ou AMI (TCEAMI, 104.1 % +

7,96) reverteu este efeito.
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Catalase hepatica

(% of control)
(4, ~l 8
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Controlo CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 10 — Actividade da catalase hepatica 24 horas apds o traumatismo em

animais com perfuséo salina prévia a recolha do tecido. * p <0,05, Newman-

Keuls.
Actividade da catalase eritrocitaria

A actividade da catalase eritrocitaria, 24 horas apos o traumatismo (TCE, 78 %
t 3; p <0,05 Newman-Keuls), revelou-se significativamente menor do que nos
controlos sem TCE (Controlo, 100 % + 8). A administracdo de GAD reduziu
significativamente a actividade da enzima nos controlos sem trauma
(CONTGAD, 80 % £ 5; p <0,05 Newman-Keuls) e nao reverteu a quebra
observada nos TCE (TCEGAD, 83 % % 5; p <0,05 Newman-Keuls) sem contudo

a agravar (n=6 para todos os grupos; ver figura 11).

Catalase eritrocitaria
150-

100+ * * *

% of control

50

0_
Controlo CONTGAD TCE TCEGAD

Figura 11 — Actividade da catalase eritrocitaria. * p < 0.05, Newman-Keuls.
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Actividade da peroxidase da glutationa cerebral

Os resultados do kit Ransel aplicados aos homogeneizados de cérebro podem

ser observados na figura 12 (n = 6 para todos os grupos). De todos os grupos
analisados, s6 o grupo CONTAMI (108 % * 4; p <0,05, Newman-Keuls)
evidenciou um aumento significativo da actividade da enzima em comparagao

com os grupos controlo (100 + 3), TCE (95 % + 3) e TCEGAD (93 % = 2).

Peroxidase da glutationa cerebral
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Controlos CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 12 - Actividade da peroxidase da glutationa cerebral. * p <0.05,

Newman-Keuls.

Actividade da peroxidase da glutationa hepatica

Os resultados obtidos nos homogeneizados de figado com o kif Ransel podem
ser observados na figura 13 (n=6 para todos os grupos). Nao se observaram

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados.
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Peroxidase da glutationa hepatica

140+
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% do controlo

40-
201

Controlos CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 13 — Actividade da peroxidase da glutationa em homogeneizados de

figado.

Actividade da peroxidase da glutationa no sangue

Os resultados obtidos nas amostras de sangue com o kit Ransel podem ser
observados na figura 14 (n=6 para todos os grupos). Nao se observaram

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados.

Actividade da peroxidase da glutationa no sangue

150+

100+

% do controlo

50+

Controlos CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 14 — Actividade da peroxidase da glutationa no sangue.

Actividade da dismutase do superoxido cerebral

Os resultados obtidos nos homogeneizados de cérebro com o kit Ransod
podem ser observados na figura 15 (n=6 para todos os grupos). O grupo

CONTAMI (108 % + 4; p <0.05, Newman-Keuls) foi o unico a evidenciar um
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aumento significativo da actividade da enzima em comparagao com todos os
grupos analisados (CONT, 100 % £ 3; CONTGAD, 90 % = 5; TCE, 95 % + 3;

TCEGAD, 93 % + 2; TCEAMI, 95% % 4; p <0.05).

Dismutase do superoéxido cerebral

150
|

100+

% do controlo

50

Controlos CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 15 — Actividade da dismutase do superdxido cerebral. * p <0,05 em

relagéo a todos os grupos.

Actividade da dismutase do superéxido hepatica

Os resultados obtidos nos homogeneizados de figado com o kit Ransod podem
ser observados na figura 16 (n=6 para todos os grupos). Numa andlise
conjunta de todos os grupos, o grupo CONTAMI (109 % + 2; p <0,05, Newman-
Keuls) evidenciou um aumento significativo da actividade da enzima em
comparacéo com todos os grupos analisados (CONT, 100 % £ 2; CONTGAD,
96 % + 4; TCE, 89 % * 2; TCEGAD, 96 % + 2; TCEAMI, 81% + 6). No grupo
TCEAMI a actividade da enzima foi significativamente menor em relagao a
todos os grupos excepto o TCE.

Contudo, se excluirmos os grupos tratados com amilorido da analise estatistica,

o TCE diminuiu significativamente a actividade da enzima em comparagio com
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o grupo controlo (p <0,05, Newman-Keuls), o tratamento com GAD reverteu

este efeito.

Dismutase do superoxido hepatica
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*% k%
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50+

% do controlo

Controlos CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 16 — Actividade da dismutase do superoxido hepatica. * p <0.05 em
relagéo a fodos os grupos. ** p <0.05 em relagdo ao grupo controlo quando da
analise estatistica se retiram os grupos ftratados com amilorido. *** p <0.05 em

relagéo a todos os grupos excepto o grupo TCE.

Actividade da dismutase do superoxido no sangue

Os resultados obtidos nas amostras de sangue com o kit Ransod podem ser
observados na figura 17. A actividade da enzima diminuiu significativamente 24
horas apdés o traumatismo (TCE, 70 % £ 10, p <0.05, Newman-Keuls) em
comparagido com os grupos controlo (100 % % 7), CONTGAD (101 % = 6) e
CONTAMI (110 % % 11); o tratamento com GAD ou AMI reverteu de forma
significativa este efeito (TCEGAD, 96 % = 5; TCEAMI, 114 % % 8); n=6 para

todos os grupos.
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Actividade da dismtutase do superéxido no sangue

150+

100+

% do controlo

50+

Controlos CONTGAD CONTAMI TCE TCEGAD TCEAMI

Figura 17 — Actividade da dismutase do superoxido no sangue. * p <0.05 em

relagdo a todos os grupos, Newman-Keuls.

Avaliacao da peroxidacao lipidica

Determinagao das substincias reactivas com o acido tiobarbitarico

(TBARS) no tecido cerebral.

Vinte e quatro horas ap6s o traumatismo, a produgéo de substancias reactivas
com o acido tiobarbiturico (TBARS) no tecido cerebral aumentou
significativamente (TCE, 26,81 nmol/g cérebro * 2,19; p <0,05, Newman-Keuls)
em comparagao com os controlos (18,25 nmol/g cérebro £ 1,25). O tratamento
com GAD (TCEGAD, 13,41 nmol/g cérebro + 1,80) ou AMI (17,48 nmol/g
cérebro £ 1,77) reverteu este efeito. A administracdo de GAD a animais
controlo reduziu significativamente a producdo de TBARS (CONTGAD, 9,26
nmol/g cérebro * 0,66; p <0,05, Newman-Keuls), efeito nao observado nos
controlos aos quais se administrou amilorido (CONTAMI, 17,54 nmol/g cérebro

*1,39); n = 8 para todos os grupos. Ver figura 18.
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Figura 18 — Determinag&o das substéncias reactivas com o &cido tiobarbittirico
(TBARS) no tecido cerebral. * e ** p<0,05 em relagdo a todos os grupos,

Newman-Keuls.

Determinagao de hidroperéxidos lipidicos

Os resultados obtidos confirmaram a peroxidagédo lipidica observada pelo
metodo TBARS. Desta forma, 24 horas ap6s o traumatismo, a producédo de
hidroperéxidos lipidicos aumentou significativamente (TCE, 38,5 uM + 3,59) em
comparagdo com os controlos (21,80 uM + 2,9). O tratamento com GAD
(TCEGAD, 19,1 pM * 0,39) ou AMI (23,1 uM % 0,51) reverteu este efeito; n = 4

para todos os grupos. Ver figura 19.

Determinag¢ao de hidroperoxidos lipidicos
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Figura 19 - Determinagdo de hidroperédxidos lipidicos no tecido cerebral.

*p < 0,05 em relagéo a todos os grupos, Newman-Keuls.

Testes de avaliagao de défice neurologico

Nao se observaram diferengas entre os varios grupos para os testes de
sensibilidade posicional e de correcgado da postura (righting test).

No teste da tonicidade muscular, o grupo TCE apresentou uma diminuigao
significativa da tonicidade muscular em comparagdo com o controlo (p <0,05).
O tratamento com GAD ou amilorido reverteu este efeito em animais com
traumatismo (Ver tabela 1). A administragdo dos farmacos a animais controlo
nao alterou a tonicidade muscular.

Tabela 1 — Efeito do TCE e do tratamento com amilorido ou GAD apés o

traumatismo na tonicidade muscular.

Tonicidade muscular

Tratamento

TCE TCEGAD | TCEAMI Total
Tonicidade  normal n 2 6 4 12
muscular % 20.0% 54.5% 66,7% 44 4%
reduzida n 8 5 2 15
% 80,0% 45,5% 33,3% 55,6%
Total n 10 11 6 27
100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Testes vestibulomotores — no teste do rotarod observou-se uma diminuigéo
significativa do tempo de desempenho apds o traumatismo (TCE, 127,41 s +
18,65, n = 12; controlo, 178,13 s + 1,89, n = 8, p <0,05). Nao se observaram
diferengas significativas em relagdo aos grupos CONTAMI (165,5s + 8,62, n =
6) e TCEAMI (149,8 s + 19,27, n = 6), ver figura 20. Nao se consideraram para

este teste animais tratados com GAD; a forma de administracéo (i.v., na veia
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jugular) condiciona alguma limitagdo de movimento da pata dianteira do lado da
injeccao e esta situagcao impede o normal desempenho dos animais no teste.

Figura 20 — Teste vestibulomotor do rotarod. * p < 0,06 em comparagdo com o

controlo.

Rotarod
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Calcio intracelular e lesao neuronial

Sao ja conhecidos multiplos mecanismos responsaveis por danos no sistema
nervoso central desencadeados pela isquemia efou pelo traumatismo. E
actualmente consensual a importancia que a regulacdo do calcio intracelular
tem nos processos fisiopatolégicos da lesao neuronial. Apesar da lesao celular
poder ocorrer sem perda da homeostasia do Ca®*, muitos dos processos chave
dessa lesao, passiveis de intervencao farmaco-terapéutica, envolvem este ido
(88). A compreensao do papel do calcio nos mecanismos que desencadeiam a
leséo celular teve como contributo inicial a observagédo no tecido hepatico da
formagéo de depositos de calcio em areas com necrose tecidular (89). Outros
autores mostraram que hepat6écitos em cultura morriam quando expostos a
varias toxinas, na presenga, mas ndo na auséncia de calcio no meio
extracelular. Estes autores concluiram que a entrada de Ca* nas células seria
um requisito essencial para a expressado da toxicidade, designando este
processo como via comum final da morte celular (90). Estudos efectuados em
culturas de tecidos mostraram que a amputacdo de axénios levava a
degeneragdo dos mesmos s6 quando o Ca®* estava presente no meio de
cultura (91). Trabalhos mais recentes demonstraram que a neurodegeneragio
induzida por neurotoxinas como a capsaicina € o aminoacido excitatorio
glutamato estava associada a aumentos da concentracdo de calcio nos
tecidos (92). Muitiplos trabalhos realizados em culturas de neurdnios assim
como em fatias de cérebro tém confirmado a relacdo entre a toxicidade
observada e a concentragdo de Ca?* no meio extracelular (40, 93-96). Estudos

efectuados in vitro e in vivo ttm demonstrado a associacdo entre o influxo de
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calcio e os danos observados nos tecidos neuroniais. A titulo de exemplo,
temos modelos experimentais de lesdo da espinal-medula que produzem
acumulacédo de Ca®" nos axonios da substancia branca, activando vias
enzimaticas responsaveis pela lesdo observada (97, 98). Modelos de epilepsia,
isquemia e trauma cerebral parecem também precipitar a acumulacdo de Ca**
intracelular  (99-102). As lesées desencadeadas pelo Ca** parecem
desempenhar um papel central no sistema nervoso dos mamiferos (88).

Todas as células dos mamiferos usam o Ca** como sinalizador em inimeros
processos vitais, tais como o controlo do crescimento e diferenciagéo
celular (103-105), a manutencao da integridade do citoesqueleto (106, 107), a
excitabilidade de membrana (108, 109), a exocitose e a actividade
sinaptica (110, 111). Devido ao papel central do Ca** como regulador da normal
fungdo neuronial, os neurbnios desenvolveram mecanismos homeostaticos de
forma a controlar rigidamente tanto a localizagdo intracelular como a
concentragéo citoplasmatica de Ca* livre. Estes mecanismos consistem numa
complexa interacgdo entre varias classes de eventos: influxo de Ca®,
tamponamento de Ca®*, armazenamento interno de Ca®* e efluxo de Ca*". Um
quinto processo, a difusao intracelular de Ca?*, permite a ligagao entre todos os
outros sendo por isso também crucial na homeostasia deste ido. A actuagao
conjunta destes mecanismos mantém a concentragao intracelular de Ca®* a um
nivel 10° vezes inferior ao da concentracdo extracelular, de tal forma que
aumentos da concentragdo de Ca?* relativamente pequenos ou localizados
podem ser usados pela célula para activar um efeito fisiolégico, tal como a
activagao de uma enzima ou de um canal i6nico. Do ponto de vista fisiologico,

o delicado equilibrio entre estes cinco processos permite a regulagao
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intracelular independente de mdltiplas vias dependentes do Ca®. A
manutengao deste equilibrio € o objectivo de todas as estratégias farmaco-
terapéuticas destinadas a diminuir a neurotoxicidade do Ca**. Os mecanismos
que conduzem a neurotoxicidade podem ser divididos em duas etapas. A
primeira etapa consiste nos mecanismos patolégicos que desencadeiam e
sustentam o excesso intracelular de Ca?*, enquanto que a segunda consiste
nos fendmenos secundarios que se pensa resultarem do excesso intracelular
de Ca*. Esta classificagdo tem relevancia terapéutica, pois a maioria das
estratégias farmaco-terapéuticas para o TCE podem ser classificadas sob uma
destas categorias. Deste modo, alguns farmacos sao dirigidos ao bloqueio da
entrada de Ca?* nas células (ex.: bloqueadores dos canais de calcio), enquanto
que outros sdo dirigidos as consequéncias deste excesso de Ca®** (ex.:

antioxidantes) (88).

Canais idonicos mecano-sensiveis no TCE

Dados recentes sugerem que a deformacdo traumatica dos axoénios ¢é
responsavel por um influxo anormal de sédio através de canais de Na*
mecano-sensiveis. Esta situacido desencadeia um aumento do Ca®" intracelular
através da abertura de canais de Ca®* dependentes da voltagem e da reversao
do trocador Na*-Ca?* (112). Ja se demonstrou que a sobrecarga neuronial de
Ca®* dependia da gravidade do traumatismo (113). Outros autores, usando
neuronios sensitivos de Rato, concluiram que a estimulagdo mecanica
provocava um influxo de Ca?* através de canais idnicos mecano-sensiveis.

Este aumento foi evitado quando se usou Gd** (93).
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Bloqueadores dos canais ionicos mecano-sensiveis no TCE

No caso particular do trabalho desta dissertagéo, a estratégia centrou-se numa
intervencao farmaco-terapéutica de primeira etapa, isto €, tentando atenuar a
perturbacao i6nica pos-TCE pelo bloqueio de canais idnicos mecano-sensiveis.
Este bloqueio poderia evitar, pelo menos parcialmente, a cascata de eventos
metabdlicos que resultam em danos oxidativos. Em principio, quanto mais
precoce a intervencdo, menor sera a perturbacdo da homeostasia idnica
intracelular, o que justifica a administragdo o mais precoce possivel dos
farmacos usados.

Nao existem inibidores ou activadores especificos dos canais iénicos mecano-
sensiveis. Contudo, bloqueadores ndo especificos como o gadolinio € o
amilorido tém sido usados com eficacia na inibicao da permeabilidade a catides
em canais i6nicos mecano-sensiveis de muiltiplos tecidos (114-123). O Gd**
bloqueia os canais idnicos mecano-sensiveis ao ligar-se ao local na via de
passagem para o Na* e Ca?. O catiao Gd** é considerado como o mais
potente bloqueador de canais idbnicos mecano-sensiveis, € um bloqueador nao
selectivo e a sua toxicidade limita o seu uso a preparagdes in vitro (124).
Alguns autores defendem que o Gd** pode inibir canais de Ca?* dependentes
da voltagem (125); este facto pode contribuir para os efeitos observados no
nosso trabalho, uma vez que se sabe que estes canais estdo envolvidos no
desequilibrio i6nico axonal pds-estiramento (112). Muitos investigadores usam
o cloreto de gadolinio (GdCl;) como bloqueador dos canais ibnicos mecano-
sensiveis porque uma vez no organismo, este se dissocia rapidamente em
Gd* e 3CI". A razdo pela qual nao utilizdmos o GdCl; nos nossos trabalhos

reside no facto de este composto ser extremamente toéxico, o que limita o seu
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uso como eventual agente terapéutico. As principais lesbes associadas a
administracdo do GdClz sdo a deposicdo mineral no leito capilar
(particularmente nos pulmdes e rins), a fagocitose de minerais pelo sistema
fagocitico mononuclear, a necrose esplénica e hepatocelular seguida de
mineralizagdo distrofica, a mineralizagdo da mucosa glandular fundica sem
necrose seguida de hiperplasia das células mucosas, a diminuigdo da
contagem de plaquetas e aumento do tempo de protrombina e do tempo de
activacao parcial de tromboplastina. A analise ultraestrutural e radiolégica do
bago e figado revelou depositos electrdo-densos, constituidos por gadolinio,
calcio e fosfatos, nos macréfagos esplénicos, células de Kupffer e hepatocitos
(126).

A escolha do gadopentetato dimeglumina (GAD, Magnevist) como agente
bloqueador dos canais ibnicos mecano-sensiveis nos nossos trabalhos baseou-
se na seguinte informacao: o sal de dimeglumina do complexo GAD é um
composto com muito baixa toxicidade, tanto no Homem como noutros animais
(127); também ja se demonstrou a abertura temporaria da barreira hemo-
encefalica no modelo de trauma usado nesta dissertacdo; para o efeito
recorreu-se a imagiologia por ressonancia magnética nuclear apés a
administracdo de GAD. Este trabalho mostrou que o GAD pode atravessar a
barreira hemo-encefalica apés o TCE (128); varios autores demonstraram que
pequenas quantidades de Gd** podem ser libertadas in vivo a partir do
complexo GAD e esta libertagdo parece ser consequéncia de reacgdes de
transmetalagdo com o Zn%, Cu?* e Ca®* (129, 130). Os dados da literatura
sugerem que o GAD tem baixa toxicidade, que pode atravessar a barreira

hemo-encefalica apés o TCE e que ainda pode libertar o Gd** in vivo; parecem
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ainda apoiar a ideia de que no modelo de TCE usado nesta dissertagédo, os
canais ibnicos mecano-sensiveis podem ser bloqueados apés a administragao
de GAD. Os nossos resultados parecem suportar este conceito.

O raciocinio que levou a escolha do amilorido foi similar ao da escolha do GAD:
o amilorido € um conhecido blogueador dos canais idbnicos mecano-sensiveis
sendo frequentemente usado como ferramenta farmacolégica no seu estudo
(37, 115); como ja foi mencionado, sabemos que ocorre a abertura temporaria
da barreira hemo-encefélica neste modelo de TCE (128). Com base nestes
dados consideramos como possivel que o amilorido, tal como o GAD, possa
atingir o cérebro blogueando estes canais. Mais uma vez, os nossos resultados
parecem apoiar este conceito.

A questao de qual dos processos associados com a lesdo axonal constitui o
melhor alvo de intervengéo terapéutica permanece em aberto. A interligacao de
multiplos factores como a capacidade de tamponamento do calcio, o facto da
lesdo ser generalizada ou focalizada, o equilibrio entre producido e
necessidades de energia, a duragdo da lesdo axonal e a magnitude da
sobrecarga de Ca?* influenciam o resultado final (131). A terapéutica com maior
potencial de beneficio devera actuar em alvos que serdo activados antes da
ocorréncia de danos estruturais irreversiveis no axénio, como é o caso do
bloqueio de canais de sodio e de calcio (41, 132). Este dado ajuda a sustentar

a escolha dos farmacos usados no nosso trabalho.

Coloragéao do tecido cerebral pelo TTC

A coloragao do tecido cerebral com sais de tetrazolio tem sido frequentemente

utilizada como forma simplificada de avaliagdo de danos isquémicos em




Discussao

modelos experimentais. O uso desta técnica tem por objectivo ser uma
alternativa as morosas técnicas histoldégicas convencionais de avaliacdo do
volume de leséo. A facilidade de execugao levou ao seu uso por varios grupos
na delimitacdo da area com enfarte cerebral (22, 24, 133). Também suscitou
interesse como ferramenta de teste rapido para compostos potencialmente
neuroprotectores (24, 134). A eficacia farmacolégica dos compostos
neuroprotectores € nestes casos demonstrada pela diminuicdo do volume da
lesao. Este método ja foi também utilizado na quantificagdo do volume de lesdo
num modelo experimental de TCE no Rato (26). Contudo, este modelo de
traumatismo produzia lesao focal, um tipo de lesédo diferente da lesdo axonal
difusa obtida com o modelo de TCE usado nesta dissertagdo. Como a
coloracdo do tecido pelo TTC depende da reducdo deste composto pela
desidrogénase do succinato mitocondrial, formando o composto vermelho
formazano (135), pareceu-nos interessante avaliar se esta técnica permitiria
medir alteragées metabdlicas num modelo de lesdo axonal difusa. Observamos
um aumento da actividade da desidrogénase do succinato em regides
cerebrais que nao apresentavam actividade quantificavel nos animais controlo.
Este aumento de actividade ocorreu fundamentalmente em &areas com
predominio de feixes axonais e foi revertido nos animais que receberam o GAD
ou o amilorido apdés o TCE. A analise destes resultados assim como dos
resultados do estudo ultraestrutural, que sera discutido adiante, permitem-nos
concluir que ocorreu acumulagao de mitocondrias nesses feixes axonais, que a
desidrogénase do succinato mitocondrial se encontrava activa 24 horas apés o
TCE e que a administragdo de GAD ou amilorido apés o TCE revertia o

aumento da actividade da desidrogénase do succinato nos feixes axonais. A
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acumulacdo de organelos nos axénios por alteragcdes do citoesqueleto é
caracteristica da lesdo axonal difusa (46). Nos nossos resultados, o aumento
de coloracdo pelo TTC pode ser explicado pela acumulagdo de mitocondrias
nos feixes axonais, uma vez que o TCE aumentou significativamente o nimero
de axoénios com pelo menos uma mitocondria. Desta forma, pensamos que a
coloragéo pelo TTC pode ser utilizada como marcador deste tipo de lesdo. A
clara reversdo, nos animais tratados, da coloragdo pelo TTC dos feixes
axonais, ndo foi acompanhada de uma diminuigdo equivalente no parametro
‘numero de axoénios com pelo menos uma mitocondria”. Este paradmetro
morfométrico s6é permite medir grandes variagbes da presenca destes
organelos nos feixes axonais, ndo permitindo avaliar alteragées do nimero total
de mitocdndrias por fotografia. No entanto, sabemos que nos animais tratados
apdés o TCE o numero de peroxissomas por fotografia ndo era diferente dos

controlos, o que, pensamos, traduz uma redugdo na acumulagdo destes

organelos nos feixes axonais. E necessario ainda considerar que outros
factores podem afectar a coloragdo e consequentemente a interpretagao dos
resultados; a activagdo da microglia, assim como a infiltracao de leucécitos e
macrofagos como resposta a agressao inicial, foi descrita em varios modelos
de isquemia cerebral e de TCE, incluindo o usado nesta dissertacdo (11, 136).
A actividade mitocondrial destas células pode aumentar significativamente a
coloragdo pelo TTC (23). Deste modo, uma eventual redugado da infiltragédo de
macréfagos na area lesada poderia ajudar a explicar a redugédo na coloragéo
observada nos animais tratados apé6s o TCE.

A reversdo pelos farmacos do edema mitocondrial observado ap6és o TCE

sugere o papel protector destes compostos e ndo uma interferéncia na normal
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actividade metabdlica da mitocdndria. A eventual utilizagdo da coloragao pelo
TTC na avaliagao de farmacos neuroprotectores podera ser ponderada como
ferramenta de rastreio inicial, ndo dispensando o uso de técnicas mais

complexas que confirmem ou infirmem os resultados observados.

A mitocondria no TCE

As mitocdndrias s&o simultaneamente fontes e alvos do stresse oxidativo. Em
condi¢gdes normais até 2% do oxigénio consumido pela cadeia respiratoria
mitocondrial pode ser reduzido, normalmente por ac¢do da coenzima Q na
forma de semiquinona, formando o radical superoxido e subsequentemente
outras espécies reactivas de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio e o
radical hidroxilo (137). Quando ocorre lesdo do sistema nervoso central, a
mitocdndria ocupa uma posigao fulcral na sobrevivéncia ou morte neuronial,
uma vez que este organelo é simultaneamente regulador do metabolismo
energético e dos mecanismos apoptéticos (138, 139). Uma fracgao significativa
da glicose libertada pela vasculatura cerebral é transportada para os astréocitos
e convertida a lactato pela glicdlise. Muito deste lactato € depois exportado
para os neurdnios vizinhos onde é convertido até piruvato. O piruvato sofre
entdo descarboxilagdo oxidativa até acetil-CoA pela accdo do complexo da
desidrogenase do piruvato localizado na matriz mitocondrial. Este complexo é
particularmente sensivel a inactivagcdo oxidativa;, esta reaccdo ¢é
particularmente importante no sistema nervoso central, uma vez que este
depende fortemente do metabolismo glicidico e a actividade catalizada por este
complexo representa a Unica ponte entre o metabolismo aerdbico e anaerobico.

O acetil-CoA actua como o principal combustivel para oxidagdo no ciclo dos
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acidos tricarboxilicos, que é a principal fonte dos electrées para a cadeia
respiratoria mitocondrial, servindo desta forma como o mais importante
combustivel para a fosforilagcdo oxidativa. A direccionalidade astrocitica-
neuronial deste processo parece ser promovida por isoenzimas selectivas de
cada tipo celular (138, 140-142). Esta via é também sustentada pelas elevadas
necessidades energéticas dos neurdnios e pela capacidade dos astrocitos para
sustentar essas necessidades, fundamentalmente pela glicolise anaerobica.
Para além de trocas de lactato e de outros intermediarios do metabolismo
energético, existe um ciclo de trocas de neurotransmissores excitatérios e dos
seus metabolitos entre os astrécitos e os neurénios. Em particular, muito do
glutamato libertado pelos neurdnios glutamatérgicos é activamente importado
pelo co-transportador Na*-glutamato para os astrécitos préoximos das fendas
sinapticas. A captacado de glutamato pelos astrécitos é entdo dependente do
gradiente de Na* transmembranar sustentado pela bomba de Na* dependente
do ATP do plasmalema (143). O glutamato astrocitario € convertido em
glutamina pela sintétase da glutamina (144). A glutamina é entdo exportada
dos astrocitos para os neurbnios onde entra na mitocéndria, sendo convertida a
glutamato por acg¢ao da glutaminase. O glutamato mitocondrial pode entéao ser
convertido até o-cetoglutarato e metabolizado pelo ciclo dos acidos
tricarboxilicos ou pode ser transportado até ao citosol, onde fica disponivel para
incorporagao nas vesiculas sinapticas. A perturbacdo das fungdes da
mitocdndria pelo traumatismo afecta as relagées metabdlicas entre astrocitos e
neurdnios de varias formas. Assim, o fornecimento aos neurénios do lactato
produzido nos astrécitos depende da forma como as mitocdndrias dos

astrocitos lidam com o piruvato. O desacoplamento entre a cadeia
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transportadora de electrées e a sintese de ATP nas mitocéndrias dos astrécitos
aumentaria o fluxo do piruvato com origem glicolitica para o metabolismo
aerébico. Esta alteracdo na utilizagdo do piruvato pode diminuir o nivel de
lactato disponivel para exportagdo aos neurénios vizinhos. Numa fase precoce
ap6s o traumatismo cerebral, a reducdo do metabolismo neuronial do lactato
pode ser particularmente importante, uma vez que ja se demonstrou que o
lactato formado nos astrocitos € um substrato metabdlico critico para os
neuronios em situagcdes de isquemia e hipoxia (145, 146). Por outro lado, uma
vez que os astrécitos obtém uma fraccdo muito significativa das suas
necessidades energéticas a partir da fosforilagdo oxidativa (147), o
desacoplamento das mitocdndrias astrocitarias aumenta a sintese de ATP por
via glicolitica, com o consequente aumento da producédo de lactato. Apesar
deste aumento da sintese de lactato contribuir para a satisfacao das
necessidades metabdlicas neuroniais, a produgdo excessiva pode provocar
acidose tecidular e lesdao celular apds prolongada exposicdo a um meio
acido (148). O ciclo metabdlico dos neurotransmissores como o glutamato pode
também ser perturbado por alteragées mitocondriais. Quebras no metabolismo
energético mitocondrial nos astrécitos podem perturbar a remog¢ao do
glutamato da fenda sinaptica promovendo assim a neurotoxicidade deste
neurotransmissor. Perturba¢des do metabolismo mitocondrial neuronial podem
ter impacto nos niveis de varios neurotransmissqres como o glutamato,
aspartato e acetilcolina, uma vez que estes sao sintetizados ou metabolizados
até intermediarios metabdlicos no ciclo dos acidos tricarboxilicos (149).

Varios estudos ja demonstraram que no compartimento entre a membrana

interna e a membrana externa da mitocdndria existem varias proteinas
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potencialmente pré-apoptoticas. Estas proteinas incluem o citocromo c, varias
proteases como a caspase 9 e o factor indutor da apoptose. A libertagao destas
proteinas para o citosol pode resultar na activagdo da cascata das proteases
de morte celular (caspases), produzindo os sinais moleculares e morfolégicos
tipicos da apoptose (150). A libertagdo e redistribuicao do citocromo ¢ apés o
TCE parecem desempenhar um papel importante no traumatismo axonal e
neuronial (44, 151).

Nos neurénios, a manutengdo da homeostasia mitocondrial assume um
caracter critico dada a quase total dependéncia destas células do ATP
originado naqueles organelos (152-154). A disfuncdo mitocondrial tem sido
descrita por varios autores em multiplos modelos de lesao cerebral traumatica
(68, 155, 156). O TCE é a causa de multiplas patologias axonais que, no
extremo, podem resultar na axotomia dos axénios lesados. No TCE grave, o
axolema sofre perturbagao focal, o que possibilita a entrada de Ca®* e o inicio
de processos pré-axotomia. As mitocéndrias podem actuar como sumidouros
de Ca** nos locais em que o axolema esta danificado, de forma a preservar as
baixas concentragbes citoplasmaticas deste ido. Contudo, esta sobrecarga de
Ca®" intramitocondrial aumenta a producgéo de espécies reactivas de oxigénio,
inibe a sintese de ATP, liberta o citocromo ¢ e pode causar edema osmoético
coloidal pela abertura de um poro de transi¢cao de permeabilidade (102, 154). A
teoria quimiosmética baseia-se no facto da membrana interna da mitocondria
ser impermeavel a solutos que nao disponham de transportadores especificos.
A abertura do poro de transicdo de permeabilidade provoca o colapso do
potencial de membrana, desacoplando a cadeia transportadora de electrées da

sintese de ATP. Recorrendo ao modelo de traumatismo usado nesta
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dissertagdo, outros autores observaram que a deplecdo de ATP e de N-
acetilaspartato aumentava a gravidade do TCE, o que sugeria que a actividade
mitocondrial era afectada negativamente apés o traumatismo (157). O edema
mitocondrial resultante da abertura do poro de transicdo de permeabilidade
pode também libertar proteinas pré-apoptéticas (158). Como ja atras se
descreveu, o edema mitocondrial € um marcador de alteragbes da actividade
destes organelos. No nosso trabalho pudemos verificar que o TCE aumentava
o tamanho meédio das mitocondrias 24 horas apés o traumatismo e que o
tratamento com GAD e amilorido evitava esta manifestacao. Com base nos
dados acima expostos, acreditamos que tal ocorreu pela redugcdo no

desequilibrio idnico intracelular pés-TCE.

Perturbag¢des do transporte axonal e acumulagao de organelos no TCE

O transporte selectivo e espacialmente controlado dos organelos no axénio
desempenha um importante papel no estabelecimento e manutencao da
estrutura, fungao e actividade bioquimica axonal. Pensa-se que a maior parte
do transporte de longa distancia de organelos ocorre com recurso ao
movimento de proteinas motoras ligadas aos microtibulos, como as cinesinas
e as dineinas citoplasmaticas (159). A lesdo traumatica cerebral provoca
alteracbes no citoesqueleto dos axdnios. De facto, existem dados que apoiam a
hip6tese de que a lesdo axonal traumatica envolve danos iniciais no axolema,
perda do equilibrio iénico e activagdo de proteases de cisteina, directamente
pela entrada de Ca?' e indirectamente, ap6s a faléncia mitocondrial, pela
libertagao de citocromo c. Estes processos proteoliticos levam a degradagao de

componentes necessarios ao transporte axonal (por ex.: por ac¢ao da calpaina)
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o que leva a acumulacdo de organelos, edema axonal e finalmente axotomia
(160, 161). Dados obtidos com culturas de neurénios do hipocampo mostram
que as mitocondrias nos axonios e dendrites apresentam grande mobilidade e
que estes movimentos sao baseados na estrutura microtubular (159, 162, 163),
no entanto algum movimento pode ocorrer ao longo de filamentos de actina
(162). Nestas culturas de neurénios de hipocampo, também se demonstrou que
em qualquer momento, um ter¢o de todas as mitocdndrias esta em movimento;
destas cerca de 70 % tinham movimento anterdégrado, enquanto que as
restantes apresentavam movimento retrégrado. As mitocéndrias nos axoénios
tém maior probabilidade de se deslocarem a maior velocidade e a distancias
mais longas do que nas dendrites (163).

Ponderando sobre todos estes dados parece plausivel que a maior
concentracao e tamanho das mitocondrias observadas apés o TCE nas nossas
experiéncias podem resultar, pelo menos parcialmente, da perturbagao da
homeostasia i6nica intracelular, assim como das alteragdes que ocorrem no
citoesqueleto apo6s o trauma. O maior niumero de peroxissomas por fotografia
observado ap6s o TCE podera ser explicado pelo colapso do citoesqueleto que
impede o normal transporte axonal, levando ao acumular destes organelos nas
zonas danificadas. A auséncia de edema mitocondrial, assim como a clara
diminui¢do do numero de peroxissomas por fotografia apés o TCE nos animais
tratados com GAD e amilorido, parece sugerir que estes farmacos evitaram
estas manifestagées de lesdo secundaria ao traumatismo, provavelmente por
minorarem o desequilibrio iénico intracelular. Como ja aqui se referiu, ndo
houve diminuigdo no nimero de axénios com pelo menos uma mitocondria nos

animais tratados ap6s o TCE e nao é possivel concluir deste resultado se
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ocorreu, ou nao, diminuicdo do numero total de mitocondrias. Contudo, a
menor coloracao dos feixes axonais pelo TTC e o menor numero de
peroxissomas por fotografia parecem apoiar a hipétese da diminuicdo do
numero total de organelos nos axénios.

Nos axoénios e dendrites o transporte e distribuicao de organelos parecem ser
influenciados pelas diferentes necessidades metabdlicas locais dentro da célula
neuronial. E sabido que ha deslocacdo e acumulacio de mitocdndrias nos
cones de crescimento axonal activos, uma vez que essas zonas provavelmente
consomem muito ATP e que, nos cones de crescimento inactivos, ocorre o
processo inverso (164). Podemos entdo especular que a manutencdo do
nimero de mitocéndrias com pelo menos um axénio nos animais tratados apos
o TCE resulta de maiores necessidades energéticas nesses locais; a auséncia
de edema mitocondrial sugere que estas mitocondrias estariam funcionais e

portanto aparentemente capazes de produzir ATP.

Stresse oxidativo no TCE

O stresse oxidativo consiste num desequilibrio entre a formagdo e a
degradagéao de espécies reactivas de oxigénio. Este desequilibrio resulta no
aumento da concentracao intracelular destes compostos, tendo como
consequéncia danos oxidativos. O stresse oxidativo esta envolvido em
inimeras situagdes patolégicas no Homem e tem sido associado a lesio
secundaria ao traumatismo e/ou isquemia cerebrais (165, 166).

Nas células dos mamiferos formam-se continuamente peréxidos. Sendo o 5o
superoxido formado como “subproduto” da cadeia respiratéria mitocondrial.
Este ido € rapidamente convertido em peréxido de hidrogénio e oxigénio pela

dismutase do superodxido (167). O peréxido de hidrogénio é também sintetizado
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por muitas outras enzimas como a oxidase da glicose e a oxidase de
monoaminas e deve ser rapidamente degradado de forma a evitar danos
oxidativos (168). Quando presente em concentragdes fisioldgicas, da ordem

dos micromolar, o H,O; nao é particularmente lesivo dos tecidos biolégicos.

Pensa-se que o efeito citotéxico do H,O, passa pela formagao de radicais OH’
via reacgdes de Fenton catalizadas pelo ferro ou cobre, causando danos no
ADN, proteinas e lipidos de membrana (169). De forma a evitar a reac¢éo de
Fenton, o nivel das concentragdes intracelulares de H,0, e Fe?" deve ser
mantido baixo e tal s6 é possivel através de uma eficiente e continua remocao
do perdxido e do armazenamento do ferro na ferritina (57). O cérebro é mais
susceptivel aos danos oxidativos do que outros 6rgaos. As razdes dessa maior
susceptibilidade resultam do seu conteudo em acidos gordos facilmente
peroxidaveis, do elevado consumo de oxigénio e da relativa escassez de
protecc¢ao antioxidante enzimatica (57, 170). A cadeia respiratéria mitocondrial
€ a principal fonte intracelular do ido superéxido. Varias enzimas constituem a
primeira linha de defesa contra as espécies reactivas de oxigénio formadas a

nivel intracelular. A dismutase do superéxido catalisa a dismutag¢ao dos radicais
O,, formando H,0,. A actividade desta enzima é uma das mais importantes

defesas contra os radicais O, (167). A actividade da dismttase do superoxido
requer a acgado concertada com duas outras enzimas: a peroxidase da
glutationa e a catalase, uma vez que estas sao as Unicas enzimas que
degradam hidroperoxidos (58). Ja se demonstrou em modelos animais que a
importdncia dos danos provocados pelos radicais de oxigénio € maior
imediatamente apés o trauma. O tratamento com dismutase do superéxido e

catalase evitou a perda de reactividade arteriolar que ocorre imediatamente
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ap6s o TCE num modelo de lesdo cerebral por percussido com fluido no Gato
(171). Adicionalmente, a administragdo de dismutase do superéxido melhorou a
perfusdo cerebral em ratos sujeitos a lesdo cerebral por percussdo com fluido
(172).

A catalase é uma enzima peroxissomal cuja actividade é controlada pela
difusdo dos seus substratos a partir do citosol, sendo particularmente eficaz na
remocao de altas concentracdes de H.O,. A expressdo da catalase ja foi
demonstrada em todos os tipos de células cerebrais tanto in vitro (62) como in
vivo (63, 64). Este facto sugere que a catalase tem uma importante funcéo
neste 6rgdo, apesar da sua actividade ser duas ordens de grandeza menor do
que no rim ou figado (61). Num conjunto inicial de experiéncias avaliamos a
actividade da catalase 24 horas apés o traumatismo. O TCE provocou um
marcado aumento de actividade da enzima no cérebro, aumento este que foi
evitado pela administracdo de GAD ou amilorido. A administracdo destes
farmacos a animais controlo ndo teve efeito significativo na actividade da
enzima. Posteriormente verificAmos que estes valores nao reflectiam a
actividade da enzima no tecido cerebral. A variacao da actividade da catalase
observada nestes animais estava provavelmente relacionada com a hiperemia
cerebral produzida pelo TCE. Como estes animais nao tinham sido perfundidos
com soro fisioldégico, & provavel que uma grande quantidade de catalase
eritrocitaria estivesse presente nos vasos cerebrais. Como a actividade da
catalase no sangue é varias ordens de grandeza superior a do tecido cerebral,
a hiperemia pode ter um efeito marcado na actividade total no cérebro nao
perfundido. O aumento do fluxo sanguineo cerebral apés o TCE ja foi descrito

em modelos experimentais e em quadros clinicos (173, 174). Foi interessante
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verificar que quando nao se efectuava a perfusdo dos tecidos, a administracao
de GAD ou de amilorido evitava o aumento da actividade da catalase apés o
TCE. Posteriormente, para avaliar a actividade da catalase, todas as
experiéncias realizadas incluiram a perfusdo com soro fisiolégico previamente
a colheita de tecido cerebral. O tecido cerebral foi colhido 1, 6, 12 e 24 horas
apds o traumatismo. Os resultados mostraram um aumento significativo da
actividade da catalase até 6 horas ap6s o TCE, uma redugédo até valores
similares aos controlos pelas 12 horas, sendo as 24 horas significativamente
menor que nos controlos. O tratamento com GAD ou amilorido nao interferiu
com o aumento da actividade da catalase as 6 horas pdés-TCE. Contudo,
ambos os farmacos foram capazes de evitar a perda de actividade observada
24 horas apds o TCE. Uma possivel explicacdo para esta perda de actividade
reside no facto de niveis moderadamente elevados de perdxidos poderem levar
a autoinactivacao reversivel da catalase; tal ocorre pela conversao do centro
activo do complexo | da enzima nos complexos inactivos Il ou Ill como ja foi
descrito em astrocitos em cultura (175). Em altas concentragdes o H,O; parece

actuar como um “substrato suicida” inibindo irreversivelmente a catalase (176).

O ido O, pode inibir a catalase e esta inibicdo pode ser evitada e mesmo
revertida pela dismutase do superéxido (177). Como nas nossas experiéncias o
TCE nao afectou a actividade da dismutase do superéxido, parece provavel
que a inibicao da catalase tenha sido provocada essencialmente pelo H,O,. O
que nos parece claro € que sem realizar a perfusado salina prévia a colheita do
tecido nao nos seria possivel distinguir entre a actividade da catalase cerebral
e sanguinea. Uma vez que nenhum dos farmacos alterou a actividade da

enzima nos animais controlo, parece possivel concluir que a administragao de
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GAD ou de amilorido evitou a hiperemia observada apés o TCE. Ap6s o TCE, o
stresse oxidativo nao se limita ao sistema nervoso central. Num modelo de
TCE fechado ja se demonstrou em extractos aquosos e lipidicos de cérebro,
coracgao, pulmao, rim e figado a redugao dos niveis de antioxidantes de baixo
peso molecular, como o acido ascérbico, acido urico, a-tocoferol e -caroteno.
Apesar da lesao inicial se localizar no cérebro, todo o organismo evidenciou
sinais de stresse oxidativo nas 24 horas seguintes ao traumatismo (54). O
aumento da catalase 24 horas ap6és o TCE observado no nosso trabalho néao
se limitou ao tecido cerebral, uma vez que esta enzima exibiu aumentos
significativos de actividade no figado e nos eritrocitos. O comportamento da
catalase hepatica 24 horas ap6s o TCE foi similar ao da catalase cerebral, uma
vez que o tratamento com GAD ou amilorido evitavam a diminuicao da
actividade da enzima. No caso da catalase eritrocitaria, a administragéo de
GAD aos animais controlo sem TCE provocou uma significativa diminuigéo da
actividade da enzima em comparagdo com os controlos nao tratados. A
administragdo de GAD ap6s o TCE nao agravou a diminuigdo na actividade da
catalase observada nos TCE néo tratados e, se a comparacao for feita com os
controlos tratados com GAD, nado ha diferengas entre os grupos. Sabemos que
o gadolineo pode alterar a permeabilidade da membrana do eritrécito (178).
Outros autores defendem que um meio de contraste contendo gadolineo, o Gd-
DOTA, altera a viscosidade sanguinea, diminui o volume eritrocitario médio e
diminui a agregacao plaquetaria (179). Podemos apenas especular que os
efeitos acima citados tém algum papel no comportamento da catalase

eritrocitaria apds a administragao de GAD.
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Além da catalase, outra enzima, a peroxidase da glutationa, esta envolvida na
degradagédo do H;O, e de hidroperéxidos organicos. Esta enzima usa a
glutationa como dadora de equivalentes redutores (180). A actividade da
peroxidase da glutationa ja foi verificada no tecido cerebral (181). Enquanto
que a catalase se encontra nos peroxissomas, a peroxidase da glutationa
encontra-se fundamentalmente no citosol e sé6 10 % na matriz
mitocdndrial (168). A cooperagdo entre estas duas enzimas parece ser
essencial para evitar a toxicidade do H,O,. A maior afinidade da peroxidase da
glutationa pelo H,O, permite operar melhor quando ha baixas concentragdes do
substrato e a menor afinidade da catalase, assim como a sua localizacao nos
peroxissomas, permite lidar melhor com altas concentracées do substrato
(168). Em oligodendrécitos ja se observou que a actividade da catalase é
afectada pela pré-exposigcdo ao H,O, o que nao se verificou com a peroxidase
da glutationa. A peroxidase da glutationa parece ter menor sensibilidade a
inactivacao pelo H,O, do que a catalase. A cooperacdo entre estas duas
enzimas é revelada pelo facto da actividade da peroxidase da glutationa ser
essencial na manutengéo de concentragées de H,0O, abaixo do nivel em que
ocorre a inactivagao da catalase; por outro lado, a participacao da catalase na
degradagéao do H,0; limita a deplegdo da glutationa intracelular, o que por si s6
comprometeria a acgao da peroxidase da glutationa (182). Nos neurdnios, a
peroxidase da glutationa € menos eficiente na degradagao do H,O, do que a
catalase, o que torna estas células mais vulneraveis ao stresse oxidativo do
que os astrocitos (180). Em modelos de traumatismo de percussdo com fluido
ou de percussdo pneumdtica, varios autores verificaram aumentos de

actividade da peroxidase da glutationa cerebral 24 horas apés o traumatismo
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(183, 184). Um desses trabalhos refere inclusive um aumento da actividade da
catalase 24 horas apés o TCE (183). Como na metodologia destes trabalhos
nao estda mencionada a realizagdo de uma perfusao salina antes da remogéao
do tecido cerebral, pensamos, com base nos nossos resultados da catalase,
gue os aumentos de actividade descritos podem ser atribuidos, pelo menos em
parte, a hiperemia pés-TCE. Nas nossas experiéncias a actividade da
peroxidase da glutationa nao foi afectada pelo TCE no tecido cerebral, hepatico
e no sangue. A administracdo de amilorido a animais controlo aumentou
significativamente a actividade da peroxidase da glutationa cerebral e da
dismutase do superdxido cerebral e hepatica por razdes que desconhecemos.
Contudo podemos especular que os efeitos inibitérios do amilorido sobre o
trocador Na*/H* e as provaveis alteragdes do pH intracelular dai decorrentes

(185-187) podem ser, pelo menos em parte, responsaveis por estes efeitos.
A dismutase do superoxido catalisa a conversao do O, ou do ONOO

(peroxinitrito), formando H,0; ou NO," Nos mamiferos existem trés isoformas
da enzima: a forma citosélica Cu-Zn-dismutase do superéxido, a forma |
mitocondrial Mn-dismitase do superdéxido e a forma extracelular (188). A
supressao do gene que codifica a dismutase do superdxido citosélica em
ratinhos nao provocou aumento na morte de neurénios motores em condi¢des
normais de laboratério. No entanto estes animais exibiam lesao neuronial grave
e formacao de edema apéds isquemia cerebral focal (189), assim como aumento
da morte celular apés lesao axonal (190). Estes dados mostram a importancia
desta enzima no controlo do stresse oxidativo em situagdes de agressao
traumatica e/ou isquémica ao sistema nervoso central. Os nossos resultados

mostram que o TCE nao alterou significativamente a actividade desta enzima
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no tecido cerebral. No entanto, a nivel hepatico e nos eritrocitos o TCE
provocou uma descida significativa da actividade da dismuatase do superéxido.
O tratamento com GAD evitou a perda de actividade da enzima ap6s o TCE
tanto a nivel hepatico como nos eritrécitos. O tratamento com amilorido
aumentou significativamente a actividade da dismutase do superdxido no
figado dos animais controlo mas, no entanto, nao evitou a perda de actividade
da enzima observada ap6s o TCE neste 6rgao. Nos eritrécitos o tratamento
com amilorido apés o TCE preservou a actividade da dismutase do superéxido.
Paradoxalmente, no que toca a actividade da dismutase do superéxido, sé a
nivel periférico & que observamos alteragbes e quase todas essas alteragoes
foram evitadas pelos farmacos administrados. Aparentemente, o controlo
precoce dos mecanismos de lesdo secundaria ao TCE tem influéncia no

stresse oxidativo no organismo a nivel periférico.

Peroxidagao lipidica no TCE

Como ja foi referido neste texto, de entre as razdes que tornam o tecido
cerebral mais susceptivel a reacgdes de peroxidagao lipidica apés o TCE
destacam-se: o elevado contedo no tecido cerebral de acidos gordos com
cadeias altamente polinsaturadas, a libertagdo de ides ferro (e cobre) e o
elevado consumo cerebral de O, (47). Varios autores ja demonstraram, tanto
em modelos experimentais como na pratica clinica, a ocorréncia de
peroxidagéo lipidica apos o TCE (565, 67, 191-193). Em doentes com TCE ja se
descreveu que os niveis de peroxidacao lipidica secundaria ao traumatismo
estao directamente relacionados com a severidade do mesmo. Pensa-se até

que a determinagcdo nas 24 horas apés o TCE dos niveis de malonildialdeido
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no fluido cefaloraquidiano podera ter valor prognostico (55). No modelo usado
nesta dissertagédo ja se demonstrou aumento da peroxidacgao lipidica devido a
maior producdo de espécies reactivas de oxigénio; este aumento foi
inicialmente observado uma hora apés o TCE, sendo ainda observavel 24
horas ap6s o traumatismo (194). Outros autores, utilizando a variante de
traumatismo moderado do método de Marmarou (peso de 450 g solto a 1 m de
altura), também observaram alteragbes bioquimicas compativeis com o
aumento da peroxidagao lipidica (68). Os resultados obtidos no nosso trabalho
demonstram que o TCE aumenta a peroxidagdo lipidica no tecido cerebral.
Também observamos que a administracdo de GAD ou amilorido 30 minutos
apo6s o TCE reduzia significativamente a peroxidacao lipidica em comparacgéao
com os animais traumatizados nao tratados. Estes resultados foram verificados
com recurso a dois métodos, a determinagao do malonildialdeido pelo método
das substancias reactivas com o acido tiobarbiturico e pelo kit de determinagao
da presenca de hidroperéxidos lipidicos. A determinacdo do malonildialdeido
pelo método das substancias reactivas com o acido tiobarbiturico (TBARS) é
um indicador indirecto de peroxidacgao lipidica. A razao pela qual se utilizou um
segundo método de avaliagdo da peroxidagao lipidica resulta do facto do
método das TBARS ser frequentemente criticado pelo facto do acido
tiobarbitiurico também reagir com outros compostos celulares nao lipidicos
(195). Os resultados obtidos com os dois métodos foram sobreponiveis. A
peroxidagao lipidica nos astrécitos apdés TCE ou stresse oxidativo resuita na
producdo de isoprostanos; estes compostos tém actividade biolégica (por

exemplo, sdo potentes vasoconstritores), pelo que a reducdo da peroxidacao
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lipidica pode ser uma importante via de controlo dos mecanismos de lesao
secundaria (70).

Nos animais controlo sem traumatismo, a administragdao de amilorido nao
alterou a produgdo de TBARS em comparagdo com os controlos nao
traumatizados sem tratamento. No entanto, a administragao de GAD diminuiu
significativamente a produ¢do de TBARS nos animais controlo sem
traumatismo. Uma possivel explicacdo para esta observagdo pode ser obtida
em trabalhos que demonstram que a administragdo de cloreto de gadolineo
diminui significativamente a produ¢do de malonildialdeido a nivel hepatico. Este
efeito foi atribuido ao facto do GdCl; ser um inibidor das células de Kupffer
(196-198). Quando activadas, estas células produzem mediadores téxicos
causadores de peroxidagdo lipidica (198). No sistema nervoso central, a
microglia € considerada como o conjunto dos macréfagos residentes que em
condigdes de normalidade revelam uma actividade fagocitética ou endocitética
limitada (199). No entanto, é para nds plausivel que a inibicdo dessa actividade
basal justifique a menor produgédo de TBARS nos controlos tratados com GAD.
O TCE desencadeia respostas imunes e inflamatérias que incluem a activagéo
da microglia e o recrutamento de fagécitos da circulagdo. Pensa-se que esta
resposta imune/inflamatéria seja um mecanismo de reparagao do tecido
lesado. Contudo, uma resposta excessiva pode resultar em danos adicionais,
como a producao de espécies reactivas de oxigénio e de azoto pelos fagécitos
(200). Sabendo que o Gd** inibe os macréfagos hepaticos, reduzindo a
peroxidacao lipidica e outros marcadores de stresse oxidativo, podemos
especular que ocorra um fenémeno similar com os macrofagos cerebrais. Isto

explicaria a razdo dos valores de TBARS e de hidroperoxidos lipidicos
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observados nos animais traumatizados tratados com GAD se apresentarem
tendencialmente mais baixos do que aqueles tratados com amilorido (a
diferenga entre estes dois grupos ndc &, no entanto, estatisticamente

significativa).

Testes de avaliagao de défice neurolégico

A lesao axonal difusa esta relacionada com défices sensoriomotores. No
modelo de TCE usado neste trabalho ja foi descrita a presenca generalizada de
axénios em degeneracdo no corpo caloso, corpo estriado e talamo, assim
como na matéria branca do cértex sensoriomotor e cerebelo; todas estas areas
estdo envolvidas na aprendizagem e controlo motor (201).

A tonicidade muscular é o estado de contracgdo parcial caracteristico do
musculo esquelético normal. Esta contracgdo é sustentada pela continua
estimulacdo de impulsos motores com origem reflexa, contribuindo para a
manutengéo da postura corporal. A redugdo da tonicidade muscular apds o
TCE ja foi descrita em varios modelos de traumatismo, incluindo o utilizado
neste trabalho (10, 202, 203). No caso particular do modelo usado nest.a
dissertagdo, imediatamente apéé o TCE ocorrem convulsGes generalizadas
durante aproximadamente 15 a 30 segundos (10), seguindo-se uma situacgéo
de perda da tonicidade muscular que, como os nossos resultados comprovam,
ainda se verifica 24 horas ap6s o TCE. De todos os testes de avaliagdo do
défice neuroldgico realizados neste estudo, s6 o teste de tonicidade muscular e
o rotarod mostraram diferengas significativas entre os grupos controlo e TCE. O
tratamento com GAD ou amilorido evitou a perda de tonicidade muscular, o que

nos permite pensar que esta terapéutica preservou a actividade reflexa que
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sustenta esta contracgdo muscular. No caso do rotarod, o tratamento com
amilorido mostra que a perda de desempenho dos animais tratados nao é
estatisticamente diferente dos controlos tratados e nao tratados, o que mostra
que este tratamento protegeu a fungédo motora. A impossibilidade de executar
este teste nos animais tratados com GAD, uma vez que a forma de
administragao deste farmaco limita o normal desempenho dos animais no teste,
condicionou a possibilidade de observar alteragbes do controlo motor com este
protocolo terapéutico. A escolha deste teste para o nosso estudo resultou do
facto do teste do rotarod ser considerado como um dos indices mais eficientes
e sensiveis na avaliagdo de limitagbes na actividade motora produzidas pelo

TCE (86).

Os anestésicos como neuroprotectores

A cetamina é um antagonista nao competitivo dos receptores do N-metil-D-
aspartato (NMDA). Por essa razdo € considerada por varios autores como um
agente neuroprotector em situagbes de isquemia e traumatismo (204-207).
Adicionalmente, ja se demonstrou que a cetamina pode atenuar a subida dos
niveis de calcio cérebral apos o TCE (204). Como ja foi aqui referido, a subida
de calcio intracelular e a estimulagdo de receptores do glutamato,
nomeadamente dos receptores NMDA, sado elementos chave no processo de
lesdo secundaria ao TCE. Como tal, é possivel argumentar que o uso deste
anestésico neste estudo podera ter atenuado os sinais de lesdo secundaria
observados. Mais ainda, poder-se-a argumentar que o efeito neuroprotector
dos bloqueadores dos canais idnicos mecanosensiveis podera s6 ser evidente

em associagdo com a cetamina. A escolha de um anestésico que interferisse o
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menos possivel no estudo ndo ficou facilitada, pois ndo existe no nosso
laboratério equipamento de anestesia gasosa dos animais. O anestésico
tradicionalmente usado no nosso laboratério é o pentobarbital. Contudo este
farmaco causa depresséo respiratéria moderada e hipotensdo no Rato, o que
ndo acontece com a associagdo cetamina-diazepam, que por essa razao
interfere menos com a ventilagdo e perfusdo dos animais (208). No modelo de
TCE usado neste estudo imediatamente apés o trauma ocorre apneia, seguida
de uma redugéo de 20 % na taxa respiratéria nos trinta minutos seguintes (10).
O uso de um farmaco que causa depressdo respiratoria neste modelo de
trauma aumentaria a mortalidade além do que seria toleravel. A mistura
anestésica utilizada (cetamina-diazepam-atropina) manteve a mortalidade

dentro dos valores referidos pelos autores do modelo de TCE.

Conclusoes

Os nossos resultados mostram que a administragdo de bloqueadores dos
canais ionicos mecanosensiveis ap6s o TCE evitam as modificacées axonais
responsaveis pela alteragdo da coloragdo pelo TTC, preservam o didmetro
mitocondrial, reduzem a acumulacdo de peroxissomas nos axonios, parecem
evitar a hiperemia, preservam a actividade da catalase cerebral e hepatica,
preservam a actividade da dismutase do superéxido sanguinea e hepatica
(neste ultimo caso s6 com o GAD), diminuem a peroxidac&o lipidica, mantém a
tonicidade muscular e, no caso do amilorido, preservam a actividade motora no
teste do rotarod.

Todos estes dados sugerem o envolvimento dos canais i6nicos

mecanosensiveis na génese da perturbagdo idnica que leva ao stresse
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oxidativo e a outros processos de lesdo secundaria apés o TCE. Na
eventualidade de todas as alteracbes verificadas com estes farmacos
representarem de facto efeitos benéficos no TCE, os nossos resultados

mostram que esta abordagem farmacoldgica podera ser Util numa janela

temporal de pelo menos trinta minutos apés o TCE.
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