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Aquele que conhece os outros é sábio. 

Aquele que conhece a si mesmo é iluminado. 

Aquele que vence os outros é forte. 

Aquele que vence a si mesmo é poderoso. 

Aquele que conhece a alegria é rico. 

Aquele que conserva seu caminho tem vontade. 

Sejas humilde, e permanecerás íntegro. 

Curva-te, e permanecerás ereto. 

Esvazia-te, e permanecerás repleto. 

Gasta-te, e permanecerás novo. 

O sábio não se exibe, e por isso brilha. 

Ele não se faz notar, e por isso é notado. 

Ele não se elogia, e por isso tem mérito. 

E porque não está competindo,  

ninguém no mundo pode competir com ele.    

(Lao Tsu)
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Resumo 

 
Glutamato, o principal neurotransmissor central excitatório, induz excitotoxicidade 

neuronal pela ativação de receptores NMDA e AMPA, promovendo o influxo de 

cálcio nos neurônios. Estudos recentes do nosso grupo demonstram que as frações 

e sub-frações isoladas da Croton celtidifolius possuem propriedades anti-

inflamatórias, antioxidantes e antinociceptivas. Assim, utilizando um modelo in 

vitro de excitotoxicidade induzida por glutamato (Glu) e in vivo de neurotoxicidade 

decorrente da lesão da medula espinhal de ratos Wistar adultos, avaliou-se o 

possível efeito neuroprotetor da fração rica (FRP) em proantocianidinas isolada da 

C. celtidifolius. Glu induziu morte de células do gânglio da raiz dorsal (GRD), de 

forma dependente da concentração e do tempo de exposição. O pós-tratamento 

com a FRP (1 - 100 µg/ml) inibiu em até 37% a morte celular induzida por Glu (1 

mM). Já o co-tratamento, foi capaz de reduzir a morte celular em 27%. A 

exposição das células ao Glu (0,01, 0,1 e 1 mM) aumentou os níveis da enzima 

lactato desidrogenase de 6,5 % (células controle) para 37, 49 e 63 % 

respectivamente, indicativo de alteração na permeabilidade da membrana celular. 

Esta alteração foi atenuada pelo tratamento das células com a FRP (100 µg/mL). 

Ademais, o insulto glutamatérgico induziu a geração de espécies reativas de 

oxigênio, a qual foi inibida pelo tratamento das células do GRD com FRP (100 

µg/ml). Além disso, o efeito neuroprotetor desencadeado pela FRP parece ser 

mediado em parte pela inibição de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, mas 

não os metabotrópicos uma vez que a perda da viabilidade celular decorrentes da 

exposição das células ao agonista NMDA, mas não ao agonista metabotrópico, foi 

revertida pela FRP. Nos estudos in vivo, animais submetidos a lesão medular e 

tratados com a FRP na dose de 10 mg/kg por via intraperitoneal,durante 5 dias 

consecutivos, apresentaram um melhora significante na performance locomotora e 

na força de preensão,quando comparado aos animais lesados tratados com veículo. 

Em conjunto, estes resultados fornecem a primeira evidência de que a FRP atenua 

a morte celular por necrose e por apoptose, bem como a produção de EROs 

induzida por Glu, inibe a morte celular induzida por peróxido de hidrogênio e pelo 

agonista NMDA. A FRP também foi capaz de promover uma melhora na atividade 

locomotora e na força de preensão de animais submetidos à lesão traumática da 

medula espinhal, reforçando a hipótese de que polifenóis podem ser ferramentas 

terapêuticas promissoras como agentes neuroprotetores. 

 

Palavras-chave: Croton celtidifolius, cultura de gânglios da raiz dorsal 

(DRG), glutamato, neuroproteção, Fração Rica em Proantocianidinas, lesão 

medular. 
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Abstract 

 
Glutamate, the major central excitatory neurotransmitter, induces neuronal 

excitotoxicity by activation of NMDA and AMPA receptors and stimulating the 

influx of calcium into neurons. Recently, our group showed that fractions and 

subfractions isolated from Croton celtidifolius have antiinflammatory, antioxidant 

and antinociceptive properties. Thus, using an in vitro model of excitotoxicity 

induced by glutamate (Glu) and in vivo neurotoxicity caused by spinal cord injury 

(SCI) in adult Wistar Rats, we evaluated the possible neuroprotective effect of a 

proanthocyanidin-rich fraction (PRF) isolated from the bark of Croton celtidifolius. 

Glu induced cell death of dorsal root ganglion (DRG) in a manner concentration-

dependent and the exposure time. The post-treatment with FRP (from 1 to 100 µg / 

mL) inhibited the cell death induced by Glu (1 mM) in 37%. Since co-treatment, 

was able to reduce cell death in 27%. The exposure of cells to glu (0.001, 0.1 and 1 

mM) increased the levels of the enzyme lactate deydrogenase from 6.5% (control 

cells) to 37, 49 and 63% respectively, indicating changes in cell membrane 

permeability. This change was attenuated by treatment of cells with the PRF (100 

µg / mL). Moreover, the glutamatergic insult induced generation of reactive 

oxygen species, which was inhibited by treatment of cells with FRP (100 µg / mL). 

Moreover, the neuroprotective effect triggered by FRP seems to be mediated in 

part by inhibition of NMDA-type glutamate receptors, but not metabotropic 

receptors, since the loss of cell viability after exposure of cells to NMDA agonist, 

but not a metabotropic agonist was reversed by FRP. The in vivo studies, animals 

subjected to SCI and treated with PRF at a dose of 10 mg / kg by i.p. route for 5 

consecutive days showed a significant improvement in locomotor performance and 

grip force when compared to injured animals treated with vehicle. Taken together, 

these results provide the first evidence that PRF attenuated the cell death by 

apoptosis and the production of ROS induced by Glu, also inhibits cell death 

induced by hydrogen peroxide and the NMDA agonist receptors. The FRP was 

able to promote an improvement in locomotor activity and grip strength of animals 

subjected to traumatic spinal cord injury (SCI), reinforcing the hypothesis that 

polyphenols are promising therapeutic tools such as neuroprotective agents. 

 

Keywords: Croton celtidifolius, culture of dorsal root ganglia (DRG), glutamate 

receptors, neuroprotection, proanthocyanidin-rich fraction, spinal cord injury 
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APRESENTAÇÃO 
        

 
 

A lesão medular traumática, uma síndrome neurológica altamente 

incapacitante, sofre globalmente com a falta de atenção tanto da comunidade 

científica quanto da sociedade, principalmente devido à dificuldade em 

reproduzir de modo fidedigno à síndrome humana. A lesão medular acomete 

250.000 pacientes no Brasil as quais se somam cerca de 9.000 novos casos por 

ano (ROSSIGNOL, 2009). O tratamento é caro, contínuo e não apresenta 

resolutividade adequada. De acordo com a Secretaria Estadual de Saúde de 

Santa Catarina, devido à inexistência de centros especializados, o Estado gasta 

R$ 3 milhões por ano para enviar pacientes portadores de paralisia à centros 

especializados.  

Neste contexto, buscando identificar novas estratégias terapêuticas para 

a recuperação funcional de pacientes portadores de lesão medular traumática, 

iniciou-se em 2008 um projeto multidisciplinar coordenado pelo Prof. Dr. 

Giles Alexander Rae e pela Dra Janice Koepp, financiado pela Fundação de 

Apoio a Pesquisa Científica e Tecnológica de Santa Catarina – FAPESC 

intitulado “Desenvolvimento de novas estratégias para tratamento da lesão 

medular traumática”. O projeto tem como grandes metas (i) a avaliação das 

alterações fisiopatológicas e moleculares decorrentes da lesão medular 

traumática em roedores, (ii) a modelagem matemática da medula espinhal, (iii) 

a avaliação epidemiológica da população catarinense de portadores de lesão 

medular e (iv) a prototipagem de microchips orgânicos impressos suscetíveis 

de agir na lesão medular. No contexto fisiopatológico, os resultados do grupo 

demonstram um importante efeito de antagonistas de receptores de potencial 

transitório com domínio do tipo anquirina (TRPA1) (ANDRADE et al., 2011) 

e de antagonistas de receptores B1 e B2 para a bradicinina ( FORNER et al., 

submetido) na modulação da hiperatividade da bexiga urinária decorrente da 

lesão medular traumática.  Demonstram ainda que a administração intratecal do 

antagonista SP600125, um inibidor da ativação da proteína ativada por 

mitógeno JNK, foi capaz de promover uma melhora significativa no 

desempenho locomotor de animais submetidos a lesão medular traumática 

moderada. Esta melhora parece estar associada à capacidade deste antagonista 

em inibir a apoptose celular no sítio da lesão (MARTINI et al., em preparação).  

O presente estudo, o qual é parte integrante do projeto multidisciplinar, 

teve por meta específica investigar o possível efeito neuroprotetor de 

subfrações ricas em proantocianidinas (FRP) isolados da planta Croton 
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Celtidifolius sobre a morte neuronal induzido por trauma da medula espinhal. 

Assim, visando minimizar o número de animais utilizados no estudo, bem 

como caracterizar os mecanismos envolvidos na possível ação neuroprotetora 

da FRP primeiramente uma série de experimentos in vitro foi realizada através 

do uso de um modelo de excitotoxicidade induzida por glutamato em neurônios 

periféricos. A partir dos dados obtidos in vitro, deu-se início ao tratamento 

sistêmico de animais submetidos a lesão da medula espinhal, nos quais 

avaliou-se alterações nos parâmetros locomotores e sensoriais. Neste contexto, 

visando um melhor entendimento da temática abordada no estudo, na 

introdução será apresentada uma breve revisão bibliográfica sobre glutamato e 

excitotoxicidade. Em seguida, serão descritos dados epidemiológicos, 

fisiopatológicos e terapêuticos da lesão medular traumática, bem como sua 

correlação com a fração rica em proantocianidinas isoladas da planta Croton 

celtidifolius. Após a descrição dos objetivos geral e específicos, serão 

apresentados os resultados, seguido da discussão dos mesmos e por fim as 

conclusões e referências bibliográficas. 
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INTRODUÇÃO 
 

 

1.1 GLUTAMATO  

O glutamato, considerado o principal neurotransmissor excitatório do 

sistema nervoso central (SNC) de mamíferos, desempenha importante papel na 

manutenção de aspectos funcionais do cérebro, tais como: cognição, 

aprendizagem, memória e controle motor. Além disso, desempenha papel 

fundamental no desenvolvimento do SNC, inclusive na indução sináptica, 

migração, diferenciação e morte celular (MCDONALD e JOHNSTON, 1990). 

O metabolismo celular do glutamato envolve tanto neurônios quanto 

astrócitos. Este é transportado para o interior de vesículas sinápticas por um 

transportador de baixa afinidade, através de um mecanismo dependente de 

gradiente próton-eletroquímico promovido por uma ATPase, de onde é 

subsequentemente liberado por exocitose. Quando o glutamato é liberado das 

terminações nervosas em resposta a um estímulo de despolarização promovido 

pela entrada de íons cálcio, ele interage com seus receptores específicos 

localizados principalmente na membrana dos terminais sinápticos e de 

astrócitos (NAITO e UEDA, 1985). 

Como parece haver nenhuma enzima extracelular capaz de metabolizar 

o glutamato liberado pelos terminais pré-sinápticos, a única maneira rápida e 

eficaz de promover a sua retirada do fluido extracelular é através da captação 

feita por transportadores de alta afinidade para o glutamato. Estes carreadores 

estão localizados nos neurônios e principalmente nas células gliais e são 

dependentes de íons sódio. Nos astrócitos, o glutamato captado do fluído 

extracelular é convertido em glutamina pela ação da enzima glutamina 

sintetase e liberado por intermédio de transportadores de glutamina para o meio 

extracelular, sendo então reconvertida a glutamato quando captado pelas 

células neuronais (ROBINSON e DOWND, 1997). O tráfego de glutamato e 

glutamina entre neurônios e astrócitos parece ser a maior rota de reciclagem do 

neurotransmissor no SNC. 

O neurotransmissor glutamato interage com duas classes de receptores 

glutamatérgicos, os quais são denominados ionotrópicos e metabotrópicos. Os 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos são uma família de canais iônicos 

caracterizados de acordo com seu agonista mais seletivo: N-metil-D-aspartato 

(NMDA), alfa-amino-3-hidróximetilisoxazolepropionato (AMPA) e cainato 

(KA). Os receptores glutamatérgicos metabotrópicos acoplam-se a proteínas 

ligantes de nucleotídeos da guanina (proteínas-G), através das quais promovem 
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a modulação de efetores intracelulares e ativam e/ou inibem diversos eventos 

de transdução do sinal celular (OBRENOVITCH e URENJAK, 1997). 

Os receptores glutamatérgicos ionotrópicos estão difusamente 

localizados no SNC. O receptor do subtipo NMDA está particularmente 

concentrado no córtex cerebral, no hipocampo e nas células granulosas do 

cerebelo, além do estriado tálamo e medula espinhal. A distribuição dos 

receptores AMPA parece ser paralela à dos receptores NMDA. Os receptores 

cainato estão situados em poucas áreas cerebrais, no córtex cerebral e nas áreas 

hipocampais. De forma geral, os receptores glutamatérgicos ionotrópicos se 

localizam no nível pós-sináptico (GOODMAN e GILMAN 2010; SILVA, 

2010).   

O receptor NMDA apresenta três aspectos característicos: (i) sob 

condições de repouso permanece bloqueado por Mg
2+

, de modo que correntes 

iônicas através deste receptor ocorrem somente quando a membrana neuronal é 

despolarizada; (ii) quantidades significativas de íons Ca
2+

 entram na célula 

durante a ativação deste receptor; e (iii) a neurotransmissão mediada pelo 

receptor NMDA ocorre lentamente e continua por um período prolongado. Os 

receptores NMDA são positivamente regulados por glicina, poliaminas e por 

fosforilação. A sua atividade pode ser diminuída pela oxidação de grupos 

sulfidrilas em seu sítio redox (STONE & ADDAE, 2002).  

Os receptores metabotrópicos são receptores acoplados a proteínas G, 

ligados a sistemas de segundos mensageiros intracelulares e compreendem oito 

subtipos, distribuídos em três classes principais. Eles possuem uma cauda N-

terminal extracelular muito grande que contém o local de ligação com o 

glutamato, em contraste com a maioria das aminas, nos quais o sítio de ligação 

do agonista está mergulhado entre as hélices transmembrana (RANG et al., 

2007).  

Efeitos neurotóxicos dos agonistas dos receptores glutamatérgicos e o 

bloqueio ou prevenção da indução de toxicidade na presença de antagonistas 

específicos têm sido avaliados. Entre os compostos mais freqüentemente 

usados estão os antagonistas dos receptores NMDA, tais como: ácido [3-[(±)-

carboxipiperazina-4-il]prop-1-il]-fosfônico (CPP), ácido D-2-amino-7-

fosfonoheptanóico (AP7) e (+)-5-metil-10,11-dihidro-5H-dibenzo 

[a,d]ciclohepteno-5,10-imina (MK-801); e os antagonistas não NMDA, 6,7-

dinitroquinoxalina-2,3-diona (DNQX), g-D glutamilamino-metilsulfonato 

(GAMS), e 6-ciano-7-nitroquinoxalina-2,3-diona (CNQX), são mais efetivos 

para os receptores de KA; e 2,3-dihidróxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo-(F)-

quinoxalinal (NBQX) é o mais efetivo antagonista competitivo específico para 

os receptores AMPA (SHEARDOWN et al., 1990). 
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1.1.1 Glutamato e Excitotoxicidade 

 

A potencialidade do neurotransmissor glutamato como mediador de 

eventos patológicos foi descoberta simultaneamente à caracterização do seu 

papel como o principal agente excitatório das sinapses no SNC. Estudos 

realizados que definiram seu papel fisiológico mostraram que a aplicação 

direta de altas concentrações de glutamato a neurônios de retina (LUCAS e 

NEWHOUSE, 1957) e a injeção de glutamato monossódico em camundongos 

neonatos, produziam lesões hipotalâmicas e retinianas (OLNEY, 1969). O 

termo excitoxicidade foi criado para definir a morte neuronal causada pela 

administração de altas concentrações de glutamato exógena ou compostos com 

ação agonística nos receptores para glutamato (OLNEY, 1981). Este tipo de 

excitotoxicidade exógena tem sido amplamente demonstrado in vitro e in vivo, 

inclusive em humanos que acidentalmente consomem mexilhões contaminados 

com o análogo de KA, o ácido domóico (PENG et al., 1994).  

O excesso de glutamato, além de causar toxicidade para neurônios, 

também pode estar envolvido na morte de células gliais, como astrócitos 

neocorticais e em oligodendrócitos. A microglia parece ser o tipo celular 

menos susceptível à excitotoxicidade, uma vez que estas células só expressam 

receptores para glutamato quando estão ativas (MATUTE, 2002).  

A excitotoxicidade glutamatérgica está envolvida em alterações 

neurológicas agudas como hipóxia cerebral, traumatismo craniano, epilepsia 

(MELDRUM, 2000), doenças neurodegenerativas crônicas como as de 

Alzheimer, Parkinson, Huntington (LIPTON e ROSENBERG, 1994), e 

traumatismos da medula espinhal (HALL E BAINS, 2011). O mecanismo 

primário da morte celular induzida por glutamato envolve o desequilíbrio 

iônico promovido pela entrada excessiva de cálcio, inicialmente por atuar via 

seus receptores ionotrópicos e posteriormente atuando também via seus 

receptores metabotrópicos (MICHAELIS, 1998). O aumento de cálcio 

intracelular leva à ativação de enzimas como proteases, fosfolipases, óxido 

nítrico sintases e endonucleases que contribuem para a morte celular através de 

diversos mecanismos (MELDRUM, 2000). No contexto do presente trabalho a 

ênfase maior será dada à morte celular induzida por glutamato na lesão 

medular traumática. 

 

 

1.2. A LESÃO MEDULAR TRAUMÁTICA 
 

A lesão medular traumática ou traumatismo raquimedular - TRM (coluna 

vertebral e medula espinhal) é uma lesão frequente na vida moderna que 

acarreta uma síndrome neurológica altamente incapacitante. A taxa de 
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incidência mundial de lesões da medula espinhal é de 22 ocorrências por 

milhão de habitantes (ROSSIGNOL et al., 2007). No Brasil, há cerca de 

250.000 pacientes com esta condição, somando-se aproximadamente 9 mil 

novos casos por ano (MEYER et al., 2003). O National Spinal Cord Injury 

Statistical Center (NSCISC) dos Estados Unidos estima que a lesão medular 

ocorra em cerca de 20% das fraturas da coluna vertebral, e que 10 a 15% dos 

pacientes apresentem dano neurológico severo com grande morbidade, sendo 

de 5% a taxa de mortalidade (NSCISC, 2009).  

Devido à elevada incidência e os custos envolvidos no diagnóstico, 

tratamento, reabilitação e suporte destes pacientes, esta patologia representa 

um grande problema socioeconômico. Dados fornecidos pelo relatório anual do 

NSCISC de 2009 demonstram que a lesão é mais frequente no sexo masculino, 

representando 80% dos casos, sendo os adultos jovens, na faixa etária de 14 a 

40 anos, os mais atingidos. Os acidentes automobilísticos são a principal causa 

destas lesões, seguido por quedas de alturas, ferimentos por arma de fogo e 

traumatismos esportivos (NSCISC, 2009). 

 

1.2.1 Patofisiologia da lesão medular traumática 

 

Diversos estudos em modelos experimentais voltados ao entendimento da 

patofisiologia da lesão medular traumática sugerem que o imenso déficit 

neurológico é decorrente de dois eventos distintos: a lesão primária e a lesão 

endógena secundária subsequente à primeira. A lesão primária é produzida 

pelo trauma em si, com morte celular, liberação de eletrólitos, metabólitos e 

enzimas, sendo, portanto, um processo mecânico que independe de controle 

celular envolvendo hemorragia disseminada no sítio da lesão e necrose de 

componentes celulares do SNC.  

A lesão endógena secundária, cujo início se dá imediatamente após o 

trauma, resulta da combinação de diversos eventos destrutivos progressivos 

tais como edema, isquemia, desequilibro iônico, acúmulo de 

neurotransmissores, neurotoxicidade, peroxidação lipídica, formação de 

radicais livres, apoptose glial e neuronal, além de uma complexa resposta 

neuroinflamatória que persiste por meses ou anos após o trauma inicial 

(TATOR & FEHLINGS, 1991; YAMAURA ET AL., 2002; HULSEBOSCH, 

2002; PROFYRIS et al., 2004).  

Resumidamente, a lesão tecidual primária induz a liberação de eletrólitos, 

radicais livres, fragmentos de membrana e aminoácidos excitatórios, os quais 

aumentam a concentração de cálcio intracelular a níveis tóxicos. Na 

microcirculação observa-se hemorragia e trombose. Os sistemas eletrolíticos 

não são capazes de regular o fluxo iônico. Como conseqüência, a liberação de 

aminoácidos excitatórios ativam receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e 
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AMPA, os quais induzem aumento de cálcio intracelular e aumento no 

consumo de energia.  

Concomitantemente, ocorre um aumento do influxo intracelular de Na
+
, 

Ca
++

 e Cl
-
 e efluxo de K

+
, favorecendo a excitotoxicidade. Ademais, após a 

lesão da medula espinhal, o metabolismo de glutamato mediada pelos 

astrócitos é prejudicado e a depuração é inibida por citocinas pró-inflamatórias, 

tais como TNFα e IL-1β, (CHAO et al., 1995), espécies reativas de oxigênio 

(PIANI et al., 1993; VOLTERRA, 1994) e ácido araquidônico (ZERANGUE 

et al., 1995), aumentando ainda mais os níveis de glutamato. A microglia 

ativada e os macrófagos também induzem um aumento de glutamato na fenda 

sináptica (PIANI e FONTANA, 1994).  

Como resultado, as concentrações extracelulares de glutamato e outros 

aminoácidos excitatórios aumentam seis a oito vezes acima dos níveis normais. 

A liberação excessiva de glutamato leva ao estímulo exagerado dos receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos, contribuindo para um ciclo vicioso no qual a 

morte de células no sito da lesão favorece a morte de células neuronais e gliais 

vizinhas. Os oligodendrócitos são os mais prejudicados, uma vez que estes 

apresentam maior permeabilidade ao cálcio e sofrem sensibilização por 

ciclooxigenase-2, resultando em morte excitotóxica (PROFYRIS et al., 2004; 

CARLSON et al., 2010). Em adição, ocorre a liberação de citocinas pró-

inflamatórias, tais como o TNF o qual modula a expressão sináptica de 

receptores AMPA e GABA, tornando os neurônios ainda mais susceptíveis à 

excitotoxicidade (BEATTIE et al., 2002; STELLWAGEM et al., 2005). 

Além disso, ocorre peroxidação lipídica e produção de radicais livres, tais 

como ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e peróxinitrito, os quais 

favorecem a hipoperfusão da medula espinhal, o edema, a falha na condução 

axonal e a quebra do metabolismo energético (HULSEBOSCH, 2002).   

Em decorrência da lesão secundária, a medula espinhal apresenta ainda 

gliose reativa extensa em estágios mais avançados do processo. Durante este 

processo, as ações dos astrócitos e de outros tipos celulares, incluindo as do 

sistema imune, criam um ambiente altamente desfavorável à regeneração 

neuronal do local afetado pela lesão (PROFYRIS et al., 2004). Por sua vez, o 

recrutamento de neutrófilos em estágios iniciais, e de macrófagos em estágios 

mais tardios da lesão medular leva à exacerbação da injúria neural. Mais 

adiante, o recrutamento de linfócitos T helper pode prover algum suporte 

trófico para reparos de componentes neuronais ou não-neuronais do tecido 

lesado. No entanto, fatores inibitórios expressos no sítio da perilesão inibem o 

processo de regeneração neuronal (HULSEBOSCH, 2002). Então inicia-se a 

degeneração Walleriana com morte de oligodendrócitos, formação de cistos e 

de uma cicatriz constituída principalmente de astrócitos e fibroblastos, 

representando o estágio final da evolução histopatológica (BAUCHET et al., 
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2009; NORENBERG et al., 2004). Partes destes eventos fisiopatológicos 

encontram-se representados na figura 1 abaixo. 

 

 

 

Figura 1: Figura esquemática de um corte sagital da medula espinhal lesionada 

mostrando alguns aspectos patofisiológicos decorrentes da lesão da medula espinhal 

(Adaptado de Thuret, et al., 2006). 

 

Diante da complexa cascata de eventos patofisiológicos descrita acima, as 

pesquisas dedicadas à lesão medular traumática têm se voltado a estratégias 
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que visam à redução do edema e produção de radicais livres, o controle da 

excitotoxicidade, o controle da inflamação, a inibição de apoptose celular, o 

reparo da desmielinização, a regeneração axonal e restauração da sua 

condutibilidade e conectividade, a reposição celular, a minimização das 

disfunções autonômicas, a restauração da coordenação motora ou o alívio da 

dor neuropática crônica.  

Dentre as estratégias mencionadas acima, algumas tiverem êxito e 

encontram-se em fase clínica nos quais se estuda a eficácia do tratamento com 

metilprednisolona, aminoesteróides, gangliosídio GM1 (Sygen, um 

esfingolipídeo promotor do crescimento de neurito e da transmissão sináptica), 

hormônio liberador de tireotropina, gaciclidina (GK-11, um antagonista de 

receptores NMDA), naloxona (antagonista opióide) e nimodipina (bloqueador 

de canais de cálcio do tipo L) riluzole e minociclina, inativação de inibição de 

mielina e o transplante de vários substratos celulares na medula espinhal lesada 

(para revisão ver HAWRYLUK et al., 2008).  

No entanto, a intervenção clínica atual se restringe, essencialmente, na 

estabilização da coluna vertebral, restauração do alinhamento, descompressão 

da medula espinhal e no uso de doses elevadas de glicocorticóideis, tais como 

metilprednisolona, administrada até oito horas após o trauma (THURET et al., 

2006; ABUL-KASIM et al., 2010). A metilprednisolona tem a capacidade de 

atenuar a resposta neuroinflamatória que se instala imediatamente após a lesão, 

reduzir a peroxidação lipídica e preservar a integridade das estruturas 

neuronais. Porém, alguns estudos clínicos questionam a eficácia do tratamento 

com o corticóide. Há, ainda, abordagens que buscam restituir ou substituir 

funções perdidas por meio de transplantes celulares variados (para revisão ver 

GISZTER, 2008). 

Neste contexto, buscando identificar compostos com atividade sobre a 

excitoxicidade glutamatérgica e produção de espécies reativas de oxigênio o 

presente estudo avaliou o efeito de subfrações ricas em proantocianidinas 

isolados da planta Croton Celtidifolius sobre estes parâmetros. 

 

1.3. A planta Croton celtidifolius   
 

A Croton celtidifolius é uma árvore nativa das regiões de Mata 

Atlântica, sendo frequentemente encontrada do estado do Rio de Janeiro, São 

Paulo e região Sul do Brasil. Ela recebe diversos nomes populares, dependendo 

da região em que é encontrada, como por exemplo, Pau-Sangue, Sangue de 

Dragão, Sangue de Adáve, entre outros (SMITH et al., 1988).  

Os aspectos botânicos desta espécie foram estudados por Smith e cols 

(1988). Em resumo, é uma arvore de fácil reconhecimento no campo, 

comumente de 5 a 15 metros de altura e 10 a 25 cm de diâmetro; tronco quase 
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cilíndrico e reto, raízes subterrâneas, casca externa acinzentada; casca interna 

ocre-esveradeada, com exsudação abundante ao corte, vermelha lembrando a 

cor de sangue e copa transparente. Suas folhas têm de 10 a 18 cm de 

comprimento, palminervadas, miudamente serrilhadas, delgadas, a face 

superior verdes com pelos entrelados deprimidos mais ou menos dispersos, a 

face inferior coberta de indumento pálido (Figura 2).  
 

 

Figura 2. (A) Retirada da casca, matéria prima utilizada obtenção da FRP. (B) A 

Croton celtidifolius em seu habitat natural, visão panorâmica; (C) Folhas de 10 – 25 cm 

de comprimento.  

 

A infusão da casca dessa planta é utilizada popularmente para o 

tratamento de úlcera, diabetes, reumatismo e outras doenças inflamatórias 

(SMITH et al., 1988). Dentre os diversos estudos biológicos realizados com 

espécies do gênero Croton, pode-se destacar as atividades anti-inflamatória, 

antinociceptiva, antitumoral, antimicrobiana, anti-diarréica, hipertensiva e 

vasorrelaxante, inibidora da produção de radicais livres e da proliferação 

celular (PERDUE et al., 1979; DE ALBUQUERQUE et al., 1974; 

CARVALHO et al., 1996; GURGEL et al., 2001; GUERRERO et al., 2001). 

Estudos realizados pelo grupo demonstraram que frações e sub-frações 

isoladas da Croton celtidifolius possuem propriedades antiinflamatórias e 

antioxidantes, inibindo a peroxidação lipídica em um modelo de pleurisia 

induzido por carragenina em ratos (NARDI et al., 2003). Em outro estudo do 

grupo,  Nardi e colaboradores (2007) sugerem que a propriedade antioxidante e 

anti-inflamatória das frações de Croton celtidifolius, principalmente da fração 

acetato de etila e 63SF parece decorrer de sua capacidade de (i) modular os 

parâmetros oxidativos, através da inibição da produção de ânion superóxido e 



 22 

malondialdeído e do aumento da atividade da superóxido dismutase, (ii) inibir 

o extravasamento plasmático e migração celular, principalmente de leucócitos.   

Ademais, a fração parece apresentar uma pronunciada ação 

antinociceptiva em modelos experimentais de dor induzida por estimulação 

química (formalina) e térmica, sendo que este efeito parece envolver a ativação 

direta de receptores dopaminérgicos D2 e a participação de fibras C sensíveis a 

capsaicina (DALBÓ et al., 2005; 2006).  

Em outro estudo, também realizado pelo grupo, os resultados 

demonstram que a administração sistêmica da fração rica em proantocianidinas 

induz um amplo espectro de alterações comportamentais em ratos, consistente 

com a existência de componentes hipnosedativos, anticonvulsivantes e 

ansiolíticos (MOREIRA et al., 2010). 

Desta maneira, com base nas ações descritas acima para a fração rica em 

proantocianidinas obtida das cascas da Croton celtidifolius, o presente trabalho 

buscou avaliar, através de um estudo in vitro e in vivo, o efeito preventivo da 

fração rica em proantocianidinas isolada da Croton celtidifolius sobre a morte 

neuronal desencadeada em cultura de células do gânglio da raiz dorsal de ratos 

adultos e sobre a neurotoxicidade decorrente da lesão medular traumática, 

respectivamente. 
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 OBJETIVOS 
 

 

 

2.1. Objetivo geral 
 

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar as ações da fração 

rica em proantocianidinas (FRP), obtidas da casca da planta Croton 

celtidifolius, sobre a neurotoxicidade in vitro induzida por glutamato em 

cultura de células do gânglio da raiz dorsal e a neurotoxicidade in vivo, 

decorrente da lesão da medula espinhal de ratos.  

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

Os objetivos específicos deste estudo envolvem a: 

 Padronização da cultura primária de neurônios do gânglio da raiz 

dorsal; indução de morte celular induzida por glutamato e avaliação da 

viabilidade celular através do método de redução do MTT - 3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina; 

 Análise do efeito da fração rica em proantocianidinas - FRP sobre a 

morte celular induzida por glutamato através do método de redução do 

MTT e da dosagem da enzima lactato-desidrogenase em células do 

gânglio da raiz dorsal; 

 Avaliação do possível efeito anti-apoptótico da FRP através da técnica 

de Hoechst; 

 Avaliação do efeito da FRP sobre alterações nos níveis de espécies 

reativas de oxigênio induzido por glutamato através da dosagem de 

DCF - 2’7’- diclorodiidrofluoresceína bem como sobre a indução de 

morte celular induzido por peróxido de hidrogênio; 

 Determinação dos subtipos de receptores glutamatérgicos envolvidos 

na morte celular induzido por glutamato e a possível interação com a 

FRP; 

 Estudo do tratamento sistêmico com FRP sobre a atividade locomotora 

e neuromuscular de animais submetidos à lesão da medula espinhal 

através da escala de atividade locomotora de Basso, Beattie e 

Bresnaham (Escala BBB) e do teste da força de preensão (Grip 

Force). 

 

 



 24 

MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1. Animais 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, de aproximadamente 10 semanas 

e peso entre 270-300g, criados no Biotério Central da Universidade Federal de 

Santa Catarina – UFSC. Estes foram alojados em número de 5 por caixa (42 x 

34 x 17 cm) e mantidos em uma temperatura controlada de 22 ± 2ºC, umidade 

entre 60-80% e ciclo claro-escuro de 12 horas, alimentados com água e ração 

ad libitum . Este estudo obedeceu às recomendações do Guia do Uso e Cuidado 

com Animais Laboratoriais do National Institutes of Health (NIH) dos Estados 

Unidos da America (Publication No. 85-23, revisado em 1996), e todos os 

protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

no Uso de Animais da UFSC (CEUA, processo nº 230080.030935/2010-53).  

 

3.2. Caracterização da Fração Rica em Proantocianidinas - FRP       

 

A FRP foi extraída das cascas da Croton celtidifolius Baill pelo Prof. 

Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti no Departamento de Química da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC), utilizando a metodologia descrita abaixo. 

Para a extração da FRP, as cascas da Croton celtidifolius foram secas 

sob ventilação, cortadas em pequenos pedaços e maceradas exaustivamente em 

etanol 80% a temperatura ambiente. O extrato foi filtrado e o solvente 

evaporado sob vácuo formando um extrato bruto hidroalcoólico que foi 

solubilizado em acetona de maneira a obter uma solução saturada. Em seguida, 

foi adicionada uma grande quantidade de água que ocasionou a formação de 

um precipitado. Este precipitado foi removido por filtração e a solução 

transferida para um rota evaporador para eliminação da acetona. A solução 

aquosa resultante foi submetida a uma extração de acetato de etila e após a 

remoção do solvente orgânico, obteve-se a fração rica em proantocianidinas 

(DALBÓ et al., 2005; 2006).  

 

3.3. Cultura primária de células do gânglio da raiz dorsal  
 

Os GRDs que inervam os segmentos torácicos e lombares de medula 

espinhal foram isolados de ratos Wistar machos pesando entre 280 e 300 g. 

Para tal, após indução de eutanásia dos animais em câmara de CO2 e exposição 

da medula espinhal, 15 GRDs por animal foram removidos e submetidos à 

digestão enzimática com papaína 0,1% a 37°C por 20 minutos seguido de 

centrifugação (1 min, 200 x g). Ao precipitado foi adicionado colagenase do 



 25 

tipo 1, mantido a 37°C por 20 minutos, seguido de uma nova centrifugação (1 

min 200 x g). Após a digestão enzimática os gânglios foram lavados com 

solução rica em potássio - KRH e ressuspensos em 1,5 mL de DMEM 

(Dulbelcoo`s modified eagle medium), (Invitrogen Corporation, USA), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativo por calor e 1% de 

penicilina e estreptomicina. Após uma nova centrifugação (1 min, 200 x g), o 

precipitado resultante foi novamente ressuspendido em DMEM. A seguir os 

gânglios foram dissociados mecanicamente com o auxílio de uma pipeta de 

Pasteur. As células foram então depositadas sobre uma placa de 96 poços, 

previamente tratada com poli-lisina e laminina (Sigma, Brasil) (ambas 20 

µg/ml). Nesta etapa, as células neuronais foram incubadas na ausência ou na 

presença de NGF (10 µg/mL; Sigma, Brasil) e mantidas em cultura por um 

período de 12, 18, 24, 48 ou 96 horas, a 37°C, em atmosfera saturada de 

umidade com 5% de CO2. 

3.4. Avaliação imunocitoquímica da presença de neurônios em GRD 

 

        Para comprovar a presença de neurônios nas culturas de células do GRD 

de ratos, realizou-se uma caracterização imunocitoquímica. Para tal, as culturas 

foram fixadas com paraformaldeído a 4% durante 1 hora, seguido de lavagem 

com solução salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,6).  As células, foram 

permeabilizadas, com solução de PBS-Triton X-100 0,25% por 20 minutos a 

temperatura ambiente, para permitir a marcação de antígenos citoplasmáticos. 

Os sítios inespecíficos foram bloqueados com 10% de SFB em PBS durante 1 

hora. As células foram então lavadas com PBS e incubadas, por 1 hora a 37ºC, 

com os anticorpos primários específicos para neurônios, a anti β-tubulina III 

(1:500, Promega), o anti-neurofilamento 200 (1:150, Sigma) ou o Anti-Neu-N 

(1:50m Chemicon). As células foram então lavadas com PBS contendo 0,05% 

de Tween 20 (Sigma) e subsequentemente incubadas, por 1 hora à temperatura 

ambiente, com os anticorpos secundários, o Alexa flúor 488 (1:500, Invitrogen) 

e alexa flúor 594 (1:400, Invitrogen). As células foram novamente lavadas com 

PBS e então incubadas por 40 segundos com corante fluorescente nuclear 4,6-

diamidino-2-fenilindol dihidrocloridrato (DAPI) (1 µg.mL
-1

; Sigma) e  

observadas e fotografadas em microscópio invertido de fluorescência 

(Olympus IX71). 
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3.5. Neurotoxicidade induzida por glutamato 

 

Para avaliar a excitotoxicidade induzida por glutamato, células do GRD 

foram mantidas em cultura em meio DMEM suplementado com NGF 

(DMEM-NGF) por um período de 6, 12 ou 15 horas. Em seguida o meio de 

cultivo foi substituído por meio DMEM-NGF contendo glutamato (0,001; 

0,01; 0,1; 1 ou 10 mM) e um período adicional de 12, 6 ou 3 horas de cultivo,  

respectivamente, foi mantido, totalizando um tempo total de cultivo celular de 

18 horas. 

Em outro protocolo experimental, as células foram mantidas em meio de 

cultivo DMEM suplementado com NGF durante 6 horas, seguido da incubação 

das mesmas com MK-801 (antagonista de receptores glutamatérgicos NMDA) 

ou M-CPG (antagonista de receptores glutamatérgicos metabotrópicos não-

seletivo) durante 30 minutos. Após este período, adicionou-se glutamato ao 

meio de cultura e manutenção neste meio (antagonista + glutamato) por um 

período adicional de 12 horas, totalizando 18 horas de cultivo.   

Ademais, também avaliou-se a viabilidade das células expostas a 

agonistas de receptores glutamatérgicos. Para tal, após um período de 6 horas 

de cultivo, as células foram tratadas com o agonista seletivo de receptores 

glutamatérgicos do tipo NMDA (500 µM), o N-metil- D- aspartato (NMDA) 

ou do agonista não-seletivo de receptores glutamatérgicos metabotrópicos, o 

Trans-ACPD (500 µM) e mantidas na presença do agonista durante 12 horas. 

Finalizado o tempo de 18 horas de cultivo, as células foram submetidas ao 

método de redução do MTT. 

 

3.6. Avaliação da viabilidade celular 

 
Para avaliar a viabilidade celular, foi utilizada a técnica de redução do 

MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio) a qual 

permite quantificar a atividade mitocondrial através da formação de cristais de 

formazana, de coloração azul, produto formado pela redução dos sais tetrazólio 

MTT pela ação da enzima succinato desidrogenase (MOSMANN, 1983). Para 

tal, 10
3
 células GRDs foram semeadas sobre placas de cultura contendo 100 µl 

de meio de cultivo DMEM (Invitrogen Coporation, USA) suplementado com 

albumina bovina tipo IV (BSA) e fator de crescimento do nervo (Nerve Grow 

factor – NGF; 100 ng.mL-1) seguido de incubação em atmosfera umidificada a 

95% de O2, 5% de CO2, a 37ºC. Após o tempo de cultivo de 12, 18, 24, 48, 72 

ou 96 h, dependendo do protocolo experimental utilizado, foi avaliado a 

viabilidade celular através da remoção do meio de cultivo e adição de solução 

contendo tampão fosfato e MTT (5 mg.ml
-1

 diluído em tampão PBS) por um 

período de 2 h. Na sequência, os cristais de formazana foram solubilizados 
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com uma solução de dodecilsulfato de sódio e ácido clorídrico 10 % por 18 h 

sem agitação ou com agitação em agitador orbital a 30°C e 2,5 Hz. Após esta 

etapa, 100 µl de cada amostra foram transferidos para uma placa de 96 poços e 

foi realizada a leitura da absorbância em leitora de placas (ThermoPlate - 

Reader) com comprimento de onda de 570 nm. Juntamente com as amostras, 

foi realizado o branco que é composto de meio de cultura, MTT, SDS 10%-

HCl nas mesma proporções contidas nas amostras e incubado nas mesmas 

condições. A concentração dos cristais de formazana é diretamente 

proporcional à quantidade de células viáveis. Os testes foram realizados em 

triplicata e a avaliação da viabilidade celular foi medida e um leitor de Elisa 

(570 nm). 

 

3.7. Avaliação da liberação de LDH  

 
A atividade da enzima lactato-desidrogenase (LDH) foi medida através 

de um Kit (Análise Diagnóstica
®
). A LDH é uma enzima citosólica liberada no 

meio de cultura após a perda da integridade da membrana resultante de necrose 

ou apoptose, servindo como parâmetro para avaliar a citotoxicidade de 

compostos químicos. A LDH catalisa a oxidação do lactato, produzindo 

piruvato, NADH e H 
+
. O NADH reduz o metasulfato de fenazina, que, em 

uma reação acoplada, reduz estequiometricamente o cloreto de 

iodofenilnitrofenil tetrazólio. A absorbâcia da formazana de cor vermelha 

formado, medida em 550 nm, é diretamente proporcional à atividade da LDH. 

A LDH total foi determinada pela adição de 10% de Triton X-100 e ruptura 

mecânica das fatias. Esta atividade foi considerada como 100% (WHITAKER, 

1969).  Para a realização deste experimento, foi retirado 50 µL de meio da 

cultura de células da placa e foi colocado 200 µL do mix de reação em cada 

poço. Para o mix de reação foi utilizado um tampão com bicarbonato de sódio, 

piruvato e NADH.  

 

3.8. Avaliação do efeito anti-apoptótico da FRP 

 
  Para avaliar o efeito anti-apoptótico da FRP células do GRD, as mesmas 

foram mantidas em meio de cultura DMEM suplementado com NGF durante 

12 horas. Em seguida, as células foram expostas ao glutamato (1 mM ) ou ao 

glutamato (1mM) + FRP ( 100 µg/ml) por um período adicional de 3 horas. 

Finalizado este período, foi realizada a técnica de Hoechst (WHITESIDE et al., 

1998) onde adicionou-se 500 µL de solução Hoechst (1 µg/mL) em cada poço 

e as células foram mantidas em estufa por um período de 5 minutos. Em 

seguida, a solução Hoechst foi removida, os poços foram cuidadosamente 
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lavados com PBS seguido de avaliação microscópica em microscópio de 

fluorescência no aumento de 40 x.  

 

3.9. Dosagem intracelular de espécies reativas de oxigênio - EROs 

 

A geração intracelular de EROs foi medida utilizando o ensaio da DCF 

através da sonda 2’,7’- diclorodiidrofluoresceína acetato (DCFH-DA). Quando 

aplicada em células intactas, a DCFH-DA atravessa a membrana celular e é 

hidrolisada enzimaticamente por esterases formando um produto não 

fluorescente DCFH. Na presença de EROs, a DCFH é oxidada gerando o 

composto altamente fluorescente DCF, cuja fluorescência pode ser 

quantificada por citometria de fluxo ou fluorimetricamente (WANG, 1999). 

 Para a realização deste experimento, as células de GRD foram 

plaqueadas em placas de 96 poços, sendo induzida a morte celular com 

glutamato na concentração de 1 mM nos tempos de incubação de 1, 3 e 6 horas 

e colocado em estufa incubadora (5% CO2, 37ºC). Imediatamente foi medida a 

fluorescência em um comprimento de onda de excitação 488 nm e emissão 520 

nm.  

A concentração de DCF é calculada baseada na curva de calibração 

construída usando a DCF padrão. A formação da DCF é calculada como a 

porcentagem de formação da DCF do grupo controle (HALLIWELL e 

WHITEMAN, 2004).  

 

3.10. Neurotoxicidade induzida por peróxido de hidrogênio 

 

Para indução de morte celular com peróxido de hidrogênio, células do 

GRD cultivadas em meio DMEM-NGF foram expostas ao peróxido de 

hidrogênio (100, 200 ou 300 µM), isoladamente ou na presença simultânea de 

FRP (100 µg/ml) por 6 horas, sendo mantidas em cultivo por um período de 18 

horas. Finalizado este período foi realizada a avaliação da viabilidade celular 

através do método de redução MTT.  

 

3.11. Indução da Lesão Medular  

 

Para a indução da lesão da medula espinhal utilizou-se o modelo 

descrito por Vanický e colaboradores (2001) com algumas modificações. Para 

tal, após completa anestesia dos animais com uma mistura 1:1 de quetamina e 

xilazina (70 e 10 mg/kg), respectivamente, (Bayer, São Paulo, SP, Brasil) por 

via intra peritonal, cada animal recebeu uma administração de antibiótico de 

amplo espectro (cloridrato de oxitetraciclina, 300 mg/kg) por via intra-

muscular. Após, foi realizada a tricotomia e assepsia do dorso do animal, 
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seguido da administração subcutânea de anestésico local contendo 

vasoconstritor (cloridrato de lidocaína 2% e epinefrina 1:50000 – Xylestesin®) 

e incisão na área depilada no sentido rostro-caudal de aproximadamente 3 cm. 

Em seguida, foi removido o tecido gorduroso da região e o anestésico contendo 

vasoconstritor foi administrado novamente por via intramuscular, os músculos 

que se inserem nas vértebras torácicas 10 a 12 foram dissecados, seguido pela 

remoção dos processos espinhosos. Posteriormente, a coluna espinhal foi 

fixada através de um fórceps.  

Para acessar o canal vertebral, foi realizado um pequeno orifício (1,5 

mm de diâmetro) foi feito na vértebra torácica 11 com auxílio de microscópio e 

broca cirúrgicos. Esta abertura permitiu a inserção de um cateter de 

embolectomia Fogarty 2F (Lemaitre Catheters, Burlington, MA EUA), 

previamente calibrado e preenchido com salina, diretamente no espaço 

epidural, sem rompimento da dura mater, até a altura de T9. O cateter foi então 

inflado até atingir 3,0 mm de diâmetro, e mantido com este diâmetro por um 

período de um minuto, que é o tempo necessário para causar o 

desaparecimento dos reflexos espinhais. Finalizada esta etapa, o cateter foi 

desinflado e cuidadosamente removido e então realizada a sutura do músculo e 

da pele. Os animais falso-operados foram submetidos ao mesmo protocolo 

descrito acima, porém o cateter não foi inserido no espaço epidural. 

Finalizando o procedimento cirúrgico, os animais foram mantidos em 

ambiente aquecido.  Durante 15-20 dias após a cirurgia, as bexigas dos animais 

lesados foram esvaziadas manualmente, duas vezes ao dia, até o 

restabelecimento da micção espontânea. Este procedimento foi realizado 

aplicando-se pressão com os dedos sobre a região do abdômen acima da bexiga 

urinária do animal. Ainda como parte dos cuidados pós-operatórios, os animais 

foram mantidos em ambiente limpo e observados diariamente para evitar 

desconforto e infecção.  

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais: não 

operados (sem nenhuma intervenção cirúrgica), falso-operados (intervenção 

cirúrgica, sem inserção do cateter), lesados tratados com veículo (intervenção 

cirúrgica, com inserção do cateter e administração de salina) e lesados tratados 

com FRP (intervenção cirúrgica, com inserção do cateter e administração de 

FRP). O tratamento dos animais com a FRP (10 mg/kg) foi realizado por via 

i.p., na primeira e sexta hora após a cirurgia e a cada 24 horas subsequentes 

durante 5 dias consecutivos. O mesmo protocolo de tratamento foi adotado 

para os animais que receberam salina. 

 

 

 

 



 30 

3.12. Avaliação da atividade locomotora dos animais 

 

A atividade locomotora de cada animal foi avaliada a cada dois dias, 

durante 28 dias consecutivos, por um período de 15 minutos a cada vez, até o 

momento do sacrifício, utilizando para tal, a escala de atividade locomotora 

BBB (Basso, Beattie e Bresnaham) (BASSO et al., 1996). Esta escala varia de 

0 a 21 e os principais escores são: 0 - nenhum movimento dos membros 

traseiros; 1 - movimentos leves de uma ou duas articulações; 4 - movimentos 

leves de todas as três articulações; 7 - movimento de extensão de todas as três 

articulações; 10 - suporta ocasionalmente o peso sobre as patas traseiras; 21 - 

atividade locomotora normal. 

 

3.13. Avaliação da força de preensão – Grip Force 

 

         Para avaliação da força de preensão, os animais foram, cuidadosamente, 

acomodados sobre as redes de malhas de arame, sendo que eles seguravam 

estas redes por determinado período de tempo, nas quais continham medidores 

de preensão que convertiam a força de preensão (g) das patas dianteiras em um 

sinal digital. 

  

3.14. Análise Estatística  

  

Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da média. 

Para análise estatística de resultados paramétricos, foi utilizada análise de 

variância de uma via, seguido pelo teste de Newman-Keuls, ou Dunnet quando 

pertinente. Na comparação dos dados não paramétricos foi utilizado o teste U 

de Mann-Whitney, conforme as características de cada situação. Em todas as 

análises estatísticas utilizadas as diferenças entre grupos foram consideradas 

significativas quando p≤0,05. 

    

3.15. Drogas e reagentes 

  
As seguintes drogas foram utilizadas: Glutamato (Sigma, St. Louis, MO, 

EUA), MK- 801 (Sigma), M-CPG (Sigma), Trans-ACPD (Sigma), NMDA 

(Sigma), Cloridrato de Oxitetraciclina (Terramicina 
®
 Pfizer, São Paulo, SP, 

Brasil), Quetamina (Bayer, São Paulo, SP, Brasil), Xilazina (Bayer, São Paulo, 

SP, Brasil), Xylestesin 
®
 (Cristália, Itapira, São Paulo, SP, Brasil), Papaína 

(Sigma, Brasil), Colagenase tipo 1A (Sigma, Brasil), Fator de Crescimento do 

Nervo - NGF (Sigma, Brasil). As soluções de estoque das drogas foram 

DMEM (Invitrogen Corporation) exceto no caso da FRP que foi diluída em 

NaCl 0,9%. 
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                                                         RESULTADOS  

 

4.1. Experimentos in vitro 

 4.1.1. Padronização da cultura de neurônios do GRD de ratos adultos 

  

Primeiramente, determinou-se o número ideal de GRD de ratos 

adultos a serem removidos para fornecer uma densidade celular adequada e 

adesão consistente nas condições da cultura. Assim, a remoção, digestão e 

preparação de 14 GRDs proveniente da região toracolombar de um animal 

forneceu material suficiente para cobrir 24 poços de cultura de 6 mm (Placa de 

96 poços) contendo 10
3
 células por poço. A partir de então, avaliou-se o tempo 

de sobrevida das células do GRD de ratos adultos cultivadas em meio DMEM 

suplementado ou não com fator de crescimento do nervo (NGF 10 µg/mL).  O 

parâmetro utilizado no estudo foi a análise da viabilidade celular através da 

redução do MTT e a avaliação microscópica das células em cultura.  

Na Figura 3, a qual mostra a viabilidade celular das células mantidas em 

cultura por um período de até 96 horas na presença ou ausência de NGF, pode-

se observar adesão celular e sobrevivência máximas no tempo de 18 horas de 

cultivo. A partir deste período ocorreu uma diminuição gradativa da 

viabilidade celular, sendo que a suplementação do meio de cultivo com o NGF 

prolongou de forma significativa o tempo de sobrevida destas células e o 

número de células viáveis. Quando comparado ao meio de cultivo sem NGF, a 

suplementação do meio de cultivo com NGF foi capaz de aumentar em 11% o 

número de células viáveis ao final de 4 dias de cultivo. 

Como ilustra a Figura 4, a avaliação microscópica das culturas primárias 

de GRD apresentada na Figura 4 permitiu identificar células com formato 

arredondado e um diâmetro aproximado de 10 µm (setas vermelhas) no 

período de 24 horas (painel A), bem como a formação de prolongamentos no 

tempo de 96 horas de cultivo (painel B), sinal indicativo da presença de células 

neuronais. Ademais, como neste estudo não foi utilizado inibidores de 

crescimento de células gliais ou de células não neuronais, foi possível observar 

diversas células (setas pretas) nas adjacências desses possíveis corpos 

neuronais, indicativo de células gliais. 

A exposição destas células à reação de redução do MTT resultou na 

formação dos cristais de formazana no interior das mesmas, fornecendo uma 

coloração mais escura a célula (painéis C e D). Sendo assim, padronizou-se o 
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período de 18 horas de incubação em meio de cultivo suplementado com o 

fator de crescimento do nervo (NGF 10 µg/mL) como o que apresentou as 

melhores condições para cultivo e sem alteração na viabilidade celular das 

culturas primárias de células do GRD de ratos adultos. Este período foi 

utilizado nos protocolos experimentais subsequentes. 
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Figura 3. Avaliação da viabilidade celular de células do gânglio da raiz dorsal de ratos 

na presença (barras escuras) ou ausência (barras brancas) do fator de crescimento do 

nervo (NGF, 10µg/mL) através do método de redução do MTT. Os valores representam 

a média ± o E.P.M. de 4 experimentos, realizados em triplicata. Asteriscos denotam 

significância estatística em relação ao grupo NGF. P ≤ 0,05, ANOVA de uma via 

seguido de teste t de Student. 
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Figura 4. Fotografias de células do gânglio da raiz dorsal mantidos em cultura 

suplementado com fator de crescimento do nervo durante 24 (A) ou 96 (B) horas. As 

setas vermelhas indicam possíveis células neuronais enquanto que as setas pretas são 

indicativas de células gliais. As células em C e D foram mantidas durante 24 horas em 

cultivo e submetidas ao método de redução do MTT.  

 

Em seguida, com o intuito de confirmar a presença de neurônios nas 

culturas de  GRD, células mantidas durante 18 horas em cultura foram 

submetidas a análise imunocitoquímica através da imunomarcação com 

anticorpos específicos para neurônios adultos, o antineurofilamento N (Anti 

Neu-N); para células progenitoras neurais, a Anti -tubulina III ou para 

proteínas do citoesqueleto, o neurofilamento 150 e posterior co-localização 

através do uso do corante fluorescente nuclear 4,6-diamidino-2-fenilindol 

dihidroclorido (DAPI, 1 μg/ml). Dezoito horas após o cultivo, muitas das células 

cujos núcleos apresentaram coloração positiva para DAPI também apresentaram 

marcação positiva para -Tubulina III (Figura 5C), NEU-N (Figura 5F) e para a 

proteína NF-150 (Figura 5I) indicando a presença de células neuronais viáveis em 
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culturas primárias do GRD de ratos adultos. No entanto, estes resultados não 

permitem distinguir os tipos de neurônios presentes na cultura ou ainda à 

população de células gliais. 

 

 

 

Figura 5. Evidência imunocitoquímica da presença de células neuronais em cultura do 

gânglio da raiz dorsal de ratos adultos. Os painéis A, D e G representam micrografias 

mostrando a marcação dos núcleos celulares com o corante fluorescente nuclear 4,6-

diamidino-2-fenilindol dihidroclorido (DAPI, 1 μg.mL-1). Painéis B, E e F mostram as 

marcações fluorescentes de células positivas para B Tubulina II, NEU-N e NF -150, 

respectivamente. Já os painéis C, F e I representam a co-localização de neurônios 

marcados com ß Tubulina II, NEU-N ou NF -150, respectivamente e DAPI.   

 

4.1.2. Padronização do modelo de neurotoxicidade induzida por glutamato 

em cultura de GRD de ratos adultos 

 

Uma vez padronizada a cultura de neurônios do GRD estudou-se a 

morte celular induzida por glutamato. Para tal, após um tempo de cultivo 
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celular de 6, 12 ou 15 horas, o meio de cultura foi substituído por meio DMEM 

contendo glutamato (0,001, 0,01, 0,1, 1 ou 10 mM) seguido de um período 

adicional de cultivo de  12, 6 ou 3 horas,  respectivamente, totalizando um 

tempo de cultivo de 18 horas. Finalizado este período, avaliou-se a viabilidade 

celular através do método de redução de MTT. Na Figura 6, pode-se verificar 

que o glutamato foi capaz de reduzir significativamente a viabilidade celular de 

maneira dependente da concentração e do tempo de exposição das células ao 

agente. Células mantidas durante 12 horas de cultivo em meio contendo 1 mM 

de glutamato apresentaram 50% de redução da viabilidade celular, sendo este o 

protocolo experimental adotado nos experimentos subsequentes. 
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Figura 6. Neurotoxicidade de neurônios do GRD de ratos adultos induzido por 

incubação de diferentes concentrações de glutamato (Glu 0,001, 0,01, 0,1, 1 ou 10 mM) 

nos tempos de 3, 6 e 12 h. A incubação das células com glutamato  induziu morte 

celular dependente da concentração e do tempo. Cada barra representa a média ± E.P.M 

de 3 experimentos realizados em triplicata. Asteriscos denotam diferenças estatísticas 

em relação ao controle. P ≤ 0,05 (ANOVA de uma via seguida de teste de Dunnet).  

 

 

4.1.3. Efeito da FRP sobre a morte celular induzida por glutamato.  
 

Em seguida, avaliou-se o efeito da fração rica em Proantocianidinas - 

FRP sobre a morte de células de GRD induzida pela exposição ao glutamato 

1mM durante 12 horas. Assim, após 6 horas de cultivo as células foram co-

tratadas com glutamato (1 mM) mais FRP (1, 3, 30, 10, 30 ou 100 µg/mL) e 

mantidas em cultura até completar 18 horas. Finalizado o tempo total de 
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cultivo de 18 horas, foi avaliada a viabilidade celular através do método de 

redução do MTT. Em outro protocolo experimental, foi avaliado o efeito do 

pós-tratamento das células do GRD com a FRP. Para tal na sexta hora de 

cultivo as células foram expostas ao glutamato (1 mM) e mantidas na presença 

do mesmo por 6 horas adicionais.  Completado 12 horas de cultivo, ao meio 

contendo glutamato (1mM) foi adicionado FRP (1, 3, 30, 10, 30 ou 100 

µg/mL) e as células foram mantidas na presença combinada com glutamato e 

FRP por um período adicional de 6 horas, totalizando 18 horas de cultivo.  

A Figura 7 demonstra um importante efeito neuroprotetor da FRP sobre 

a morte celular induzida por glutamato. O pós-tratamento com a FRP nas 

concentrações de 10, 30 ou 100 µg/ml inibiu significativamente a morte celular 

induzida por glutamato (1 mM), sendo que na maior concentração utilizada 

observou-se um efeito neuroprotetor de 37% sobre a morte induzido pelo 

glutamato (Figura 7B). Já o co-tratamento (Figura 7A) foi capaz de diminuir a 

morte celular em 27%. Em adição, quando as células foram expostas somente a 

FRP na concentração de 1, 3, 30, 10, 30 ou 100 µg/ml por um período de 12 

horas não houve qualquer alteração significativa na viabilidade celular das 

mesmas (Figura 8).  
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(B) Pós-tratamento 
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Figura 7. Efeito da fração rica em proantocianidinas (FRP) sobre a morte celular 

induzida por glutamato. Após 6 horas de cultura em meio DMEM as células foram 

expostas ao Glu (1 mM) e a FRP (1, 3, 10, 30 ou 100 µg/mL) por 12 horas (co-

tratamento)  ou pós-tratadas com FRP (1, 3, 10, 30 ou 100 µg/mL) durante 6 horas (B). 

Cada barra representa a média ± E.P.M de 3 experimentos realizados em triplicata. 

Asteriscos (*) denotam diferenças estatísticas em relação ao grupo controle enquanto 

cerquilhas (#) representam diferenças estatísticas em relação ao grupo glutamato (Glu). 

P <0.05 (ANOVA de uma via seguida de teste de Newman-Keuls).  

 



 38 

0

50

100

150

C 1 103 30 100

FRP (g/mL)

Controle

FRP

V
ia

b
il

id
a

d
e

 C
e

lu
la

r 
(%

)

 

Figura 8. Efeito per se da fração rica em proantocianidinas (FRP; 1, 3, 10, 30 e 100 

µg/mL) sobre a viabilidade das células do gânglio da raiz dorsal de ratos adultos 

avaliado através do método de redução MTT. Cada barra representa a média ± E.P.M 

de 3 experimentos. Não foram encontradas diferenças estatísticas em relação ao grupo 

controle. P ≤ 0,05; ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnet).   

 

4.1.4. Avaliação do perfil de liberação da enzima LDH induzido por 

glutamato. 
 

Com objetivo de investigar o mecanismo da ação neuroprotetora da 

FRP, investigamos primeiramente o tipo de morte celular induzido pelo 

glutamato nas culturas de GRD e o efeito da fração sobre este aspecto. Para tal, 

avaliou-se a possível alteração na permeabilidade da membrana celular 

induzida por glutamato através da dosagem da enzima LDH, uma enzima 

citosólica liberada após o rompimento da membrana celular, e que é 

considerada como um marcador de morte celular por necrose (NORABERG, et 

al., 1999). A indução da liberação de LDH nas células do GRD se deu através 

do uso de concentrações crescentes de Triton X, um agente utilizado para 

romper a membrana da célula e liberar a LDH (WHITAKER, 1969). Na Figura 

9, pode-se observar um aumento na liberação de LDH dependente da 

concentração de Triton X, sendo que na concentração de 30% a liberação de 

LDH nas culturas de GRD atinge sua liberação máxima. Desta forma utilizou-

se Triton-X 10% como controle positivo. 
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Quando comparado ao controle positivo Triton X 10%, pode-se 

observar que a exposição das células ao glutamato 0,001, 0,1 e 1 mM foi capaz 

de aumentar os níveis de LDH de 6,5 % (células controle) para 37, 49 e 63 % 

respectivamente, indicando uma alteração na permeabilidade da membrana 

celular induzida por glutamato. Em contraste, o tratamento das células com 

FRP 100 µg/mL atenuou de forma significativa o aumento da liberação de 

LDH induzida por 0,1 e 1mM de glutamato. Já quando as células foram co-

tratadas com 0,001 mM de glutamato e FRP 100 µg/mL, a FRP parece ter 

favorecido o aumento da permeabilidade da membrana e consequente liberação 

de LDH (Figura 10). 
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Figura 9.  Perfil de liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH) em cultura 

primária de células do gânglio da raiz dorsal de ratos adultos induzida por triton-X.  As 

células foram incubadas por 12 horas e foi quantificada a liberação de LDH em 

diferentes concentrações de Triton-X, com objetivo de verificar a concentração ideal 

que o mesmo leva para romper a membrana e liberar a LDH. Cada barra representa a 

média ± E.P.M de 3 experimentos realizados em triplicata. Asteriscos denotam 

diferenças estatísticas em relação ao grupo controle. P≤ 0,05 (ANOVA de uma via 

seguida do teste de Newman-Keuls).  
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Figura 10.  Efeito da fração rica em proantocianidinas (FRP) sobre a liberação de LDH 

induzida por glutamato em cultura primária de células do gânglio da raiz dorsal de ratos 

adultos. As células foram pré-tratadas com FRP (100 µg/mL) e incubadas com 

glutamato por 12 h e foi quantificada a liberação da enzima Lactato Desidrogenase - 

LDH após o período de 18 horas. Cada barra representa a média ± E.P.M de 3 

experimentos realizados em triplicata. Asteriscos denotam diferenças estatísticas em 

relação ao grupo Triton X 10% enquanto cerquilhas (#) representam diferenças 

estatísticas em relação ao grupo glutamato. P≤ 0,05 (ANOVA de uma via seguida do 

teste de Newman-Keuls).  

 

Nas imagens obtidas de células do GRD mantidas em meio de cultura 

DMEM suplementado com NGF durante 12 horas e seguido de exposição ao 

glutamato (Glu 1 mM ), por um período de 3 horas, parece ocorrer 

aglomerados nucleares e formação de vesículas características de apoptose 

(Figura 11 B), enquanto que nas células controle (11 A) ou aquelas co-tratadas 

com glutamato 1 mM e FRP (100 µg/ml; 11 C) estas alterações morfológicas 

não estiveram presentes.  
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Figura 11.  Avaliação da fragmentação de material nuclear induzido pela exposição 

das células do GRD de ratos adultos ao glutamato. As células foram mantidas em 

cultura em meio DMEM durante 12 horas e em seguida tratadas com glutamato (1 mM) 

ou glutamato e FRP (100 µg/mL) durante 3 horas para posterior realização da técnica 

de coloração de Hoechst. A seta vermelha indica possível fragmentação do núcleo 

decorrente de apoptose. Aumento de 40 x. 

 

4.1.5. Quantificação da liberação de espécies reativas de oxigênio induzida 

por glutamato e o possível efeito antioxidante da FRP 

 

A injúria causada por danos excitotóxicos agudos induz uma liberação 

massiva de glutamato induzindo a ativação de seus receptores com 

conseqüente produção de radicais livres e dano oxidativo (OBRENOVITCH e 

URENJAK, 1997). Neste contexto, visando reproduzir mais efetivamente este 

fenômeno foram avaliados, através do ensaio da DCF (2,7 – 

diclorofluoresceína), os níveis de espécies reativas de oxigênio (EROS) em 

culturas de células do GRD submetidas ao insulto glutamatérgico. O ensaio da 

DCF consiste na conversão celular da DCFDA para DCF mediada por EROS e 

é utilizada como um índice geral de estresse oxidativo (HALLIWELL e 

WHITEMAN, 2004). A formação de DCF como conseqüência das EROS 

produzidas, foram monitoradas por espectrofluorímetro. Como pode ser 

observado na Figura 12, quando comparado às células controle, células 

expostas ao glutamato (1 mM)  durante 1, 3 ou 6 horas  apresentaram um 

aumento significativo nos níveis de EROS nos tempos de 1 e 3 horas. Já no 

tempo de 6 horas, não foi possível detectar diferenças significativas na 
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produção de EROS. Em adição, nas células expostas concomitantemente ao 

glutamato (1mM) e a FRP (100 µg/mL)  houve um bloqueio completo da 

formação de EROS em resposta ao glutamato no tempo de 1 hora de cultivo, 

bem como uma atenuação parcial nos tempos de 3 e 6 horas, sugerindo que o 

efeito neuroprotetor observado nas células do GRD tratadas com FRP parece 

estar relacionado a uma ação antioxidante deste composto. 
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Figura 12. Avaliação dos níveis de espécies reativas de oxigênio (EROS) em 

células do gânglio da raiz dorsal (GRD) de ratos adultos expostas ao glutamato e o 
efeito da FRP.  As células foram pré-tratadas com FRP (100 µg/mL) por 12 horas e foi 

quantificada a liberação dos níveis das espécies reativa de oxigênio. Cada barra 

representa a média ± E.P.M de 3 experimentos realizados em triplicata. Asteriscos (*) 

representam diferenças estatísticas relativas ao grupo controle e serquilhas (#) em 

relação ao glutamato (Glu). P ≤0.05 (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-

Keuls).  

 

Visando confirmar esta hipótese, foi induzida neurotoxicidade através 

da exposição das células do GRD ao peróxido de hidrogênio. O peróxido de 

hidrogênio causa uma diminuição do teor de ATP e leva à formação de radicais 

hidroxilas. Além disso, induz apoptose via estresse oxidativo (MAILLY et al., 

1999). Conforme mostra a Figura 13, pode-se observar que a morte celular 

induzida pela exposição das células ao peróxido de hidrogênio durante 6 horas 

foi dependente da concentração deste agente, sendo que na concentração de 

100, 200 ou 300 µM ocorreu uma perda de 19, 26 ou 40% na viabilidade 

celular, respectivamente. O tempo de exposição das células ao peróxido de 

hidrogênio utilizado neste estudo foi baseado na literatura (MOLZ et al., 2009) 

e em estudos prévios (resultados não demonstrados). Os resultados 
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demonstram ainda que o co-tratamento das células com peróxido de hidrogênio 

e FRP 100 µg/mL durante 6 horas foi capaz de atenuar a morte induzida por 

peróxido de hidrogênio 100, 200 ou 300 µM em 11, 12 ou 27%, 

respectivamente. 
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Figura 13. Efeito da fração FRP sobre a morte celular induzida por diferentes 

concentrações de peróxido de hidrogênio. As células foram co-tratadas com FRP (100 

µg/mL) e peróxido de hidrogênio (100, 200, ou 300 µM) durante 6 horas. Cada barra 

representa a média ± E.P.M de 3 experimentos realizados em triplicata. Asteriscos (*) 

representam diferenças estatísticas quando comparadas ao grupo controle (C) e 

cerquilhas (#) quando comparado ao grupo tratado com peróxido de hidrogênio. 

P<0.05, ANOVA de uma via seguida de teste de Newman-Keuls.  

 

4.1.6. Envolvimento de receptores glutamatérgicos no efeito neuroprotetor 

desencadeado pela FRP.   

 

Por fim, no que se refere aos experimentos realizados in vitro, verificou-

se a participação de receptores glutamatérgicos na morte celular induzida por 

glutamato em células do GRD de ratos adultos e o possível efeito da FRP sobre 

estes receptores. As células foram mantidas em meio de cultivo DMEM 

suplementado com NGF durante 6 horas seguido da pré-incubação das mesmas 

com MK-801 (antagonista de receptores NMDA) ou M-CPG (antagonista de 

receptores glutamatérgicos não-seletivo) durante 30 minutos e posterior adição 

de glutamato e manutenção neste meio (antagonista + glutamato) por um 

período adicional de 12 horas, totalizando 18 horas de cultivo.  Como pode ser 
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observado na Figura 14, a exposição das células somente aos antagonistas MK-

801 ou M-CPG não alterou a viabilidade celular quando comparado ao grupo 

controle. Contudo, a incubação das células tanto com MK-801 ou M-CPG foi 

capaz de recuperar a perda da viabilidade celular induzida pelo insulto 

glutamatérgico, sugerindo que a morte celular induzida por glutamato em 

células do GRD envolve a ativação tanto de receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos do tipo NMDA quanto receptores metabotrópicos.  
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Figura 14. Efeito de antagonistas glutamatérgicos sobre a morte celular induzida por 

glutamato em cultura do gânglio da raiz dorsal de ratos (GRD) de ratos adultos. As 

células foram mantidas durante 6 horas em cultura, em seguida incubadas por 30 

minutos com MK 801 (50 µM, painel A) ou MCPG (0,5 mM; Painel B) e 

posteriormente expostas ao glutamato por 12 horas. A avaliação da viabilidade celular 
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foi realizada pelo método de redução do MTT. Cada barra representa a média ± e o 

E.P.M de 3 experimentos realizados em triplicata. Asteriscos (*) indicam diferenças 

estatísticas em relação ao controle. Cerquilhas (#) indicam diferenças estatísticas em 

relação aos grupos tratados com antagonistas. P ≤ 0.05, ANOVA de uma via seguida de 

teste de Newman-Keuls).  

Visando investigar a relação entre a FRP e os receptores 

glutamatérgicos, utilizou-se o agonista seletivo de receptores do tipo NMDA, o 

N-metil- D- aspartato (NMDA), e o agonista não-seletivo de receptores 

metabotrópicos, o Trans-ACPD. Primeiramente, foi realizada uma curva 

concentração resposta ao agonista NMDA cuja exposição das células à 100 e 

500 µM de NMDA resultou em 10,0 e 50,0% de perda da viabilidade celular, 

respectivamente (resultados não apresentados). Utilizou-se então a 

concentração de 500 µM de NMDA nos experimentos subseqüentes. A 

concentração utilizada para o agonista Trans-ACPD foi determinada através 

dos dados da literatura (MOLZ et al., 2009). 

Células expostas ao agonista glutamatérgico NMDA (500 µM) 

apresentaram uma diminuição significativa na viabilidade celular a qual foi 

antagonizada pelo antagonista seletivo de receptores NMDA, o MK 801 e pelo 

tratamento com a FRP (co-tratamento Glutamato + Fração durante 12 horas) 

(100 µg/ml) (Figura 15A). A exposição das células do GRD ao agonista 

metabotrópico Trans-ACPD (100 µM) também induziu perda da viabilidade 

celular a qual foi recuperada pela pré-incubação das células com M-CPG (0,5 

mM, 30 minutos), um antagonista metabotrópico não-seletivo, mas não pelo 

co-tratamento das células com a FRP (100 ug/ml) (Figura 15B), sugerindo que 

o efeito neuroprotetor desencadeado pela FRP parece ser mediado em parte 

pela inibição de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA.  
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Figura 15. Avaliação da viabilidade de células do GRD de ratos tratadas com agonistas 

e antagonistas glutamatérgicos e FRP. Em A, as células foram incubadas por 30 

minutos com MK 801 e posteriormente expostas ao NMDA ou NMDA e FRP (100 

µg/mL) por 12 horas. Em B, as células foram incubadas por 30 minutos com M-CPG e 

posteriormente expostas ao Trans-ACPD ou Trans-ACPD e FRP (100 µg/mL) por 12 

horas. Cada barra representa a média ± e o E.P.M de 3 experimentos realizados em 

triplicata. Asteriscos (*) indicam diferenças estatísticas em relação ao controle, 

enquanto cerquilhas (#) em relação aos grupos NMDA ou Trans-ACPD. P ≤0.05 

(ANOVA de uma via seguida de teste de Newman-Keuls).  
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4.2. Experimentos in vivo 

 

4.2.1. Análise da atividade locomotora dos animais submetidos à lesão 

medular por compressão e o efeito do tratamento sistêmico com a FRP.  

 
 Para verificar a reprodutibilidade dos experimentos in vitro em um 

modelo experimental de dano neuronal, utilizou-se o modelo de lesão medular 

traumática por compressão da medula espinhal de ratos adultos. O modelo 

consiste na inserção de um cateter do tipo fogarty diretamente no espaço 

epidural da medula espinhal no nível da oitava vértebra torácica. Este modelo, 

padronizado pelo nosso grupo de pesquisa (MARTINI et al., 2011) induz uma 

paraplegia moderada cuja atividade locomotora dos animais avaliada através da 

escala de atividade locomotora desenvolvida por Basso e colaboradores (1995), 

denominada escala BBB, não ultrapassou 8 pontos de um escore máximo de 21 

ao final de um período de observação de 28 dias. 

Conforme mostra a Figura 16, os animais falso-operados apresentaram 

atividade locomotora normal (escore 21) durante todo o período de avaliação 

(28 dias).  Por outro lado, os animais submetidos à lesão da medula espinhal 

apresentaram déficit locomotor completo do trem posterior no segundo dia 

após o procedimento cirúrgico (escore de 0 pontos), sendo que ao longo das 

quatro semanas de avaliação, foi observada uma recuperação funcional gradual 

e parcial, atingindo escore médio de aproximadamente 8,0 ± 0,6 no 28º dia 

característico de paraplegia moderada.  

De forma interessante, o tratamento dos animais com a FRP na dose de 

10 mg/kg por via i.p., na primeira e sexta horas após a cirurgia e a cada 24 

horas subseqüentes, uma vez ao dia, durante 5 dias consecutivos aumentou 

significativamente o escore obtido a partir do sexto dia após a indução da 

paraplegia. No 28º dia, o tratamento acarretou em escore de 12,0 ± 0.5 

enquanto que os animais tratados com veículo permaneceram com um escore 

médio de 8.5 ± 0,7, atingindo uma melhora de 41,1% na performance 

locomotora (Figura 17). 
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Figura 16. Avaliação da atividade locomotora de animais submetidos à lesão da 

medula espinhal por compressão através da escala BBB. Cada grupo representa a média 

± E.P.M de 6 (seis) animais. Os asteriscos indicam o nível de significância em 

comparação aos animais falso-operados. P<0,05 (Mann-Whitney U test).   

 

 

Figura 17. Efeito da FRP sobre o déficit locomotor de ratos submetidos à lesão da 

medula espinhal. O grau de alteração locomotora foi avaliado a cada 2 dias durante 28 

dias consecutivos através da escala BBB. Cada grupo representa a média ± E.P.M de 6 

animais. Asteriscos indicam diferenças estatísticas em relação ao grupo tratado com 

veículo. P<0,05 (Mann-Whitney U test).   
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4.2.2. Análise da força de preensão dos animais submetidos ao trauma da 

medula espinhal e o efeito da FRP. 

         

          Visando investigar o desempenho neuromuscular, os mesmos grupos 

experimentais submetidos à análise da atividade locomotora (escala BBB) 

foram avaliados, ao final do vigésimo oitavo dia, no teste da força de preensão 

(Grip Force). Durante o teste, os animais foram cuidadosamente acomodados 

sobre as redes de malhas de arame as quais continham medidores de preensão 

que convertiam a força de preensão (g) das patas dianteiras em um sinal digital.  

Conforme demonstra a Figura 20, os animais falso-operados atingiram 

uma força de preensão média de 221 ± 9.7 na pata direita e na pata esquerda foi 

de 217 ± 8.0 em ambas as patas dianteiras, enquanto que os animais 

submetidos a lesão da medula espinhal e tratados com veículo obtiveram uma 

força de preensão média de 80 ± 16,3 g, ou seja, a lesão da medula espinhal 

induziu uma perda da força de preensão das patas dianteiras direita e esquerda 

de aproximadamente 63,8 %.  Em contraste, quando comparado aos animais 

falso-operados, o tratamento sistêmico dos animais lesados com a FRP induziu 

uma perda de força de preensão de somente 32,13%, ou seja, de 221 ± 9 para 

150 ± 22 g, respectivamente, sugerindo que a FRP parece auxiliar na 

recuperação do desempenho neuromuscular (Figura 18).  
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Figura 18. Avaliação da força de preensão 28 dias após a lesão da medula espinhal de 

ratos. Barras brancas representam a força de preensão da pata direita (PD) e da pata 

esquerda (PE) de animais falso-operados. Barras achuradas representam a força de 

preensão da pata direita (PD) e da pata esquerda (PE) de animais lesados tratados com 

veículo. Barras verdes representam a força de preensão da pata direita (PD) e da pata 
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esquerda (PE) de animais lesados tratados com FRP. Cada valor representa a média ± 

E.P.M de 6  animais. Asteriscos (*) indicam o nível de significância em comparação ao 

veículo, cerquilhas (#) denotam diferenças estatísticas em relação ao grupo veículo.  

P<0,05 (ANOVA de uma via seguida de teste de Newman-Keuls). 
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DISCUSSÃO 

 

O glutamato leva ao dano celular aonde é importante considerar o tempo 

de exposição ao mesmo. A ativação de receptores para glutamato tem sido 

demonstrada em inúmeros processos fisiológicos no SNC e periférico. Por 

outro lado, também foi demonstrado que glutamato pode induzir 

excitotoxicidade em células neuronais e gliais (CHEN et al., 2000; MATUTE 

et al., 2002). Dependendo do tipo de célula e da concentração de glutamato 

utilizada, foi demonstrado que este aminoácido excitatório pode induzir morte 

celular com características de necrose e/ou apoptose (CHOI, 1987; 

ANKARCRONA et al., 1998). No entanto, tão importante quanto o estudo do 

mecanismo envolvido na toxicidade glutamatérgica, é o estudo de compostos 

que possam interagir com este sistema e dessa forma prevenir ou limitar os 

efeitos tóxicos deste aminoácido excitatório. 

Neste estudo demonstrou-se que o glutamato promove morte celular em 

cultura de células de GRD com características de necrose e apoptose e de 

forma dependente da concentração e do tempo de exposição. Na concentração 

de 1 mM, o glutamato induziu a redução da viabilidade celular com presença 

de permeabilização da membrana e fragmentação de material nuclear.  

O mecanismo primário de morte celular induzida por glutamato envolve 

o desequilíbrio iônico promovido pela entrada excessiva de cálcio, inicialmente 

por ativação de seus receptores ionotrópicos e posteriormente atuando também 

via seus receptores metabotrópicos (MICHAELIS, 1998). O aumento na 

concentração de glutamato disponibiliza um maior número de moléculas para 

interagir em seus receptores. Isto poderia explicar o efeito excitotóxico do 

glutamato dependente da concentração sobre a viabilidade celular.  

Além da necrose, a morte celular induzida por glutamato pode se dar de 

forma programada, sem levar a rompimento da membrana celular, morte esta 

denominada de apoptose. A morte celular por apoptose descreve um processo 

ativo de colapso celular que difere morfologicamente da morte por necrose. O 

padrão de alterações morfológicas e bioquímicas celulares associadas com a 

programação normal de morte celular e certos processos patológicos in vivo 

inclui condensação cromatínica, fragmentação do DNA e formação de corpos 

apoptóticos (ANAZETTI e MELO, 2007). Com relação à morte por apoptose 

sugerida em nosso estudo, sabe-se que a apoptose de neurônios do GRD 

induzida por glutamato é dependente da ativação da proteína pró-apoptótica 

caspase 3 (LIU et al., 2011).  Neste contexto, estudos mais aprofundados 

envolvendo a análise dos eventos que ocorrem durante a apoptose, tais como a 

liberação de citocromo c, ativação de caspases e fragmentação de DNA 
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poderiam confirmar esta hipótese.  No entanto, estudos adicionais envolvendo 

a imunodetecção colorimétrica dos terminais UDP, através da técnica de túnel, 

são ainda necessários para confirmar esta hipótese. Em conjunto, os resultados 

obtidos até o momento permitem sugerir que a morte celular induzida por 

glutamato parece envolver tanto uma inibição do aumento da permeabilidade 

da membrana celular avaliado através da liberação de LDH quanto da 

fragmentação do material nuclear. Permitem ainda sugerir que a morte celular 

induzida por glutamato em células do gânglio da raiz dorsal de ratos adultos 

envolve tanto a morte por necrose quanto por apoptose.  

Considerando que um dos objetivos deste estudo foi estudar o possível 

papel neuroprotetor da FRP sobre a morte celular induzida por glutamato, 

verificou-se a influência da FRP na viabilidade celular, permeabilização da 

membrana e na fragmentação nuclear. A FRP reduziu de forma dependente da 

concentração a perda da viabilidade celular induzida por glutamato. Na dose de 

100 µg/mL a FRP atenuou de forma significativa o aumento da liberação de 

LDH induzida por 0,1 e 1 mM de glutamato e diminuiu a fragmentação do 

material nuclear induzido por glutamato. Em conjunto, estes resultados 

sugerem um importante efeito neuroprotetor da fração rica em 

proantocianidinas sobre a morte celular induzida por glutamato. No entanto, 

qual seria o mecanismo pelo qual a FRP promove sua ação neuroprotetora?  

Sabe-se que um dos principais processos bioquímicos que levam à 

morte celular por excitotoxicidade são as espécies reativas de oxigênio - EROs 

(como: ânion superóxido, radical hidroxila, e peróxido de hidrogênio), geradas 

em diferentes compartimentos das células por várias reações que degradam a 

membrana celular.  A geração de EROs tem sido exaustivamente implicada 

diversos transtornos neuronais e neuromusculares, incluindo a doença de 

Parkinson, Alzheimer, esclerose lateral amiotrófica familiar e traumas 

medulares (FACCHINETTI et al., 1998, BAINS e HALL, 2011). As EROs 

participam do funcionamento normal das células, bem como nos transtornos 

patológicos como a inflamação, quando estes são gerados podem causar danos 

em várias macromoléculas no sistema biológico devido a sua instabilidade e 

reatividade (ATLANTE et al., 2001). 

Conforme mencionado anteriormente, a Croton celtidifolius possui 

comprovada atividade anti-inflamatória e antioxidante (RICE-EVANS et al., 

1996). A presença dos flavonóides catequina, galocatequina de 

proantocianidinas nos extratos da Croton celtidifolius promove uma 

pronunciada atividade antioxidante in vitro, diminuindo  os níveis de ânions 

superóxido (NARDI et al., 2003). 

Em nosso estudo, a FRP foi capaz de reduzir os níveis de EROs 

produzidos pelo insulto glutamatérgico, pelo ensaio da DCF. Ademais, a FRP 

também foi capaz de atenuar de forma significativa a perda da viabilidade 
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celular das células do GRD expostas ao peróxido de hidrogênio. A utilização 

de peróxido de hidrogênio como um modelo para indução de morte celular via 

estresse oxidativo (MAILLY et al., 1999) e a observação de efeitos protetores 

da FRP sobre esta morte, indica que o mecanismo neuroprotetor observado 

neste estudo parece envolver a modulação do estresse oxidativo, corroborando 

estudos prévios do grupo.  

Nosso grupo tem demonstrado que a FRP apresenta atividade anti-

inflamatória e antioxidante (NARDI et al., 2003, 2007), bem como 

antinociceptiva com envolvimento de fibras C sensíveis à capsaicina e 

receptores D2 dopaminérgicos (DALBO et al., 2006). Além disso, a FRP induz 

um efeito vasorrelaxante dependente do endotélio através da via GMP-NO e 

hiperpolarização decorrente à ativação de canais de potássio dependentes de 

cálcio em artérias de ratos (DALBO et al., 2008). Outros estudos também 

relatam uma possível ação da FRP sobre receptores gabaérgicos (MOREIRA et 

al., 2010). No entanto, não há relatos na literatura que apontem para uma ação 

da FRP sobre receptores glutamatérgicos.  

Neste contexto, verificou-se a participação de receptores 

glutamatérgicos na morte celular induzida por glutamato em células do GRD 

de ratos adultos e o possível efeito da FRP nestes receptores.  

Primeiramente observou-se que a incubação das células do GRD tanto 

com o antagonista seletivo de receptores NMDA, MK-801, quanto com o 

antagonista metabotrópico não-seletivo M-CPG, foi capaz de recuperar a perda 

da viabilidade celular induzida pelo insulto glutamatérgico.   

A ativação de receptores NMDA em cultura de neurônios do GRD 

sensibiliza canais de cálcio do tipo L dependentes de voltagem, o qual 

contribui para elevação persistente de Ca
2+

 intracelular através de um processo 

mediado por proteína quinase C. Ademais, o glutamato pode induzir oscilações 

transitórias de cálcio através da ativação seletiva de receptores metabotrópicos 

GluR5. A exposição ao glutamato também pode ativar receptores AMPA, os 

quais conferem permeabilidade ao cálcio causando excitotoxicidade neuronal 

(SANELLI et al., 2007). No presente estudo, não avaliamos a participação de 

receptores AMPA na morte de células do GRD induzidas por glutamato, mas 

comprovamos a participação de receptores NMDA e metabotrópicos na morte 

de células do GRD de ratos adultos. Em outras palavras, o glutamato atua tanto 

nos receptores glutamatérgicos ionotrópicos como em receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos. 

No entanto, o envolvimento dos demais tipos de receptores 

glutamatérgicos ionotrópicos e metabotrópicos e seus subtipos somente 

poderão ser descartados após a utilização de antagonistas específicos destes 

receptores.  
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Em adição, quando as células foram expostas ao agonista glutamatérgico 

NMDA (500 uM) ocorreu uma diminuição significativa na viabilidade celular 

a qual foi revertida pelo antagonista seletivo de receptores NMDA, o MK-801 

e de pelo tratamento com a FRP (100 µg/ml). De forma semelhante, a 

exposição das células do GRD ao agonista metabotrópico Trans-ACPD (100 

µM) também induziu perda da viabilidade celular a qual foi recuperada pela 

pré-incubação das células com M-CPG, mas não pelo co-tratamento das células 

com a FRP (100 µg/ml), sugerindo que o efeito neuroprotetor desencadeado 

pela FRP parece resultar da inibição de receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA mas não do tipo metabotrópicos.  

Este conjunto de resultados, provenientes das análises in vitro permitem 

sugerir que o insulto glutamatérgico de células do GRD de ratos adultos 

acarreta na permeabilização da membrana celular, fragmentação do material 

nuclear e geração de espécies reativas de oxigênio, efeitos estes conseqüentes à 

ativação de receptores NMDA e metabotrópicos.  Ademais, este estudo 

demonstra de forma inédita, que esta cascata de eventos pode ser modulada 

pelo tratamento das células do GRD com a fração rica em proantocianidinas 

isoladas da casca da planta Croton celtidifolius, uma vez que a mesma, foi 

capaz de inibir a produção de LDH, a fragmentação do material nuclear, a 

produção de EROs, bem como a perda da viabilidade celular induzida pelo 

agonista de receptores NMDA e pelo peróxido de hidrogênio.  

Em seguida, utilizamos um modelo experimental de neurotoxicidade in 

vivo, isto é, de indução de lesão da medula espinhal em ratos, avaliou-se o 

efeito do tratamento sistêmico de animais submetidos ao trauma medular sobre 

a atividade locomotora e neuromuscular. Conforme mencionado anteriormente, 

o modelo de lesão medular traumática por compressão é um modelo já descrito 

na literatura (VANICKY et al., 2001) e padronizado pelo nosso grupo, o qual 

gera uma lesão medular moderada, cujo escore final avaliado pela escala de 

atividade locomotora BBB permanece em torno de 8 pontos, característico de 

paraplegia moderada (MARTINI et al., 2011). Este estudo reproduziu os 

achados mencionados acima, ao detectar uma recuperação limitada e gradual 

da função motora, que não se completou ao longo das 4 semanas de 

observação, isto é,  o escore máximo obtido foi de 8.5 ± 0,7.  O déficit 

neurológico persistente caracterizou-se por recuperação parcial dos 

movimentos de flexão e extensão, alteração no posicionamento das patas 

posteriores e na coordenação motora. 

De forma interessante, quando os animais foram tratados com a FRP na 

dose de 10 mg/kg por via i.p durante 5 dias consecutivos, obteve-se uma 

melhora na atividade locomotora que teve início a partir do décimo dia após o 

trauma, sendo que no vigésimo oitavo dia ocorreu uma melhora de 41,1% no 

desempenho  locomotor. Estes resultados foram surpreendentes e permitem 



 55 

hipotetizar uma ação da FRP sobre a cascata de eventos que precedem a lesão 

primária, em especial a excitotoxicidade, a peroxidação lipídica e a geração de 

radicais livres. Ademais, embora não avaliado neste estudo, a comprovada 

atividade antiinflamatória da FRP também pode ter contribuído para a melhora 

da atividade locomotora dos animais paraplégicos observada neste estudo.    

A prevenção da excitotoxicidade aguda que se estabelece após o trauma 

tem sido foco de diversos estudos voltados ao tratamento da lesão medular 

traumática. Em especial, estudos clínicos realizados com a Gacyclidine (GK-

11), um antagonista não competitivo de receptores glutamatérgicos NMDA,), 

administrada endovenosamente até duas horas após o trauma  demonstram uma 

recuperação funcional significativa em humanos (para revisão ver BAUCHET 

et al., 2008). No entanto, os avanços das pesquisas nesta linha são limitados 

devido aos efeitos adversos apresentados pelos agentes antiglutamatérgicos 

quando se faz uso prolongado dos mesmos, especialmente antagonistas NMDA 

não competitivos, cujos efeitos adversos incluem agitação, sedação, 

alucinações e déficits de memória (para revisão ver HAWRILUK et al., 2008). 

Os achados de MOREIRA e col (2010), os quais demonstram que a 

administração intraperitoneal de doses altas de FRP (10–30 mg/kg, i.p.) induz 

respostas comportamentais sugestivas de atividade depressora do SNC não 

somente reforçam nossa hipótese de uma ação neuroprotetora da FRP 

decorrente da inibição de receptores NMDA, mas também indicam que o 

protocolo terapêutico adotado em nosso estudo parece não desencadear efeitos 

colaterais importantes e aparentes, uma vez que quando avaliou-se a força de 

preensão de animais submetidos a lesão da medula espinhal foi observada uma 

melhora acentuada na força de preensão após o tratamento dos animais com a 

FRP.  

Em conjunto, estes resultados fornecem a primeira evidência de que a 

fração rica em proantocianidinas isoladas da planta Croton celtidifolius atenua 

a morte celular por necrose e por apoptose bem como a produção de  EROs 

induzida por glutamato, inibe a morte celular induzida por peróxido de 

hidrogênio e pelo agonista NMDA, mas não aquela induzida pelo agonista de 

receptores glutamatérgicos metabotrópicos. A FRP também foi capaz de 

promover uma melhora na atividade locomotora e na força de preensão de 

animais submetidos à lesão traumática da medula espinhal.  
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CONCLUSÕES 

 

 No presente estudo, demonstramos o efeito neuroprotetor da FRP na 

concentração de 10, 30 e 100 µg/mL, na morte celular induzida por 

glutamato 1 mM.  

 A FRP também atenuou a liberação da enzima lactato-desidrogenase 

diminuindo a permeabilização da membrana.  

 A morte por apoptose foi diminuída pela FRP, na qual não se observa o 

rompimento da membrana.  

 No ensaio da DCF, a FRP reduziu as espécies reativas de oxigênio, 

produzidos por glutamato, confirmando sua capacidade antioxidante. 

 A FRP promoveu um efeito neuroprotetor de células do GRD sobre a 

morte induzida por peróxido de hidrogênio, comprovando sua 

atividade antioxidante. 

 A FRP parece atuar como antagonista dos receptores glutamatérgicos 

ionotrópicos, protegendo a morte celular induzida por glutamato. 

 Nos estudos in vivo, os animais tratados com a FRP na dose de 10 

mg/kg, obtiveram um aumento no escore da escala BBB comparados 

com os animais veículos, mostrando melhora da atividade locomotora. 

 No teste da força de preensão, os animais tratados com a FRP tiveram 

uma melhora na força de preensão, aumentando o desempenho 

neuromuscular dos membros anteriores. 

 Desta maneira, nossos achados reforçam a hipótese de que polifenóis 

podem ser ferramentas terapêuticas úteis como agentes 

neuroprotetores na lesão medular traumática. 
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