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Abstract 

The peripheral nerve injury in newborn animals results in extensive neuronal death 

in the spinal cord and dorsal root ganglia. Since most neuronal loss is due to oxidative 

stress and apoptotic mechanisms, several studies have been conducted to investigate the 

effect of neuroprotective substances. Among these drugs, the antioxidant Tempol has 

shown promising results as it is capable of chelating reactive oxygen species (ROS) and to 

minimize or even prevent, tissue damage. In this sense, the present study aimed to 

evaluate the neuroprotective effects of Tempol on neuronal death induced by sciatic 

nerve section in newborn rats. For this purpose, two days old (P2) Wistar rats underwent 

left sciatic nerve section and were divided into two groups: (1) Tempol-treated group 

(24mg/kg) - 10 minutes and 6 hours, and every 24 hours after injury for up to 1 week; (2) 

Group Vehicle - Vehicle treated with the same dilution of Tempol. The animals of both 

groups were sacrificed at survival times of 8, 12, 24, 72 hours and one week after the 

lesion. The contralateral side of the spinal cord was used as internal control. After the 

respective days of survival, the animals were anesthetized and underwent thoracotomy 

for transcardial perfusion with saline and fixative. The assembly containing the lumbar 

intumescence and nerve roots were processed for subsequent preparation of histological 

sections. Cross sections of 12 m were used for evaluation of neuronal survival and TUNEL 

for the detection and quantification of apoptotic cells. The results showed that Tempol 

treatment increased the survival of motoneurons in the spinal cord 15% after 8 hours, 

19% after 12 hours, 13% after 24 hours, 15% after 72 hours and 21% after one week post-

lesion ( p <0.0001). Likewise, Tempol treated animals showed a decrease in the number of 
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TUNEL positive cells, indicating reduction in apoptotic events. To further investigate the 

apoptotic events observed herein, we have performed qRT-PCR evaluation of bax, 

caspase3 and bcl2 transcript levels, 12 and 24 after injury. The results showed an increase 

in gene expression of 13, 3 and 28 times for bax, caspase 3 and bcl2, respectively, after 12 

hours of axotomy and treatment with Tempol. After 24 hours no differences were 

observed relative to the control. As a whole, these results showed that Tempol is 

neuroprotective, leading to improved survival of motor neurons after peripheral nerve 

injury, minimizing the occurrence of apoptotic events. 

Resumo 

A lesão do nervo periférico em animais neonatos resulta em extensa morte 

neuronal na medula espinal e nos gânglios das raízes dorsais. Como a maior parte da 

perda neuronal é devido ao estresse oxidativo e mecanismos apoptóticos, vários estudos 

têm sido realizados a fim de investigar o efeito de substâncias neuroprotetoras. Dentre 

esses fármacos, o antioxidante Tempol tem mostrado resultados promissores, uma vez 

que é capaz de quelar espécies reativas de oxigênio (ROS) e minimizar, ou mesmo 

prevenir, danos teciduais. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo avaliar 

os efeitos neuroprotetores do Tempol sobre a morte neuronal induzida pela secção do 

nervo isquiático em ratos recém-nascidos. Para as análises morfológicas, ratos Wistar com 

dois dias de idade (P2), foram submetidos à secção do nervo isquiático esquerdo e foram 

divididos em dois grupos: (1) grupo tratado com Tempol (24mg/kg), 10 minutos, 6 horas e 

a cada 24 horas após a lesão por até 1 semana; (2) grupo veículo – tratado com o veículo 

de diluição do Tempol nos mesmos períodos de tratamento. Os animais de ambos os 
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grupos foram sacrificados em tempos de sobrevida de 8, 12, 24, 72 horas e uma semana 

após a lesão. O lado contralateral da medula foi utilizado como controle interno para 

análise dos resultados. Após os respectivos dias de sobrevida, os animais foram 

anestesiados e submetidos à toracotomia para perfusão com solução salina e fixadora. Em 

seguida, o conjunto contendo a intumescência lombar e as raízes nervosas foram 

processadas para posterior confecção dos cortes histológicos. Secções transversais de 12 

µm da intumescência lombar foram utilizadas nas técnicas de Microscopia de luz para 

avaliação da sobrevivência neuronal e TUNEL para detecção e quantificação de células 

apoptóticas. Os resultados demonstraram que o tratamento com Tempol aumentou a 

sobrevivência de motoneurônios da medula espinal em 15% após 8 horas; 19% após 12 

horas; 13% após 24 horas; 15% após 72 horas e 21% após uma semana pós-lesão 

(p<0,0001). Da mesma forma, os animais tratados com Tempol apresentaram uma 

diminuição do número de células TUNEL positivas, indicando uma redução dos eventos 

apoptóticos. Para a realização da qRT-PCR, a intumescência lombar foi dissecada 12 e 24 

após lesão. Os resultados mostraram um aumento na expressão gênica de 13, 3 e 28 vezes 

para bax, caspase3 e bcl2, respectivamente, após 12 horas da axotomia e tratamento com 

Tempol. Após 24 horas houve redução na expressão dos genes estudados, porém, esta 

não foi estatisticamente significativa. Como um todo, os presentes resultados mostraram 

que o tratamento com Tempol é neuroprotetor, levando à maior sobrevivência de 

motoneurônios após a lesão de nervo periférico, minimizando a ocorrência de eventos 

apoptóticos. 
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1. Introdução 

1.1: Neurônios Motores 
Os neurônios são as células especializadas na condução do impulso nervoso e 

constituem a unidade fundamental do sistema nervoso (SN). Essas células são altamente 

excitáveis, comunicam-se entre si e com outras células efetuadoras através de atividade 

elétrica que provoca modificações no seu potencial de membrana (MACHADO, 1998).  Um 

neurônio típico é constituído de um corpo (soma), dendritos e um axônio. O corpo celular 

do neurônio é considerado o centro metabólico sendo responsável pela síntese de 

praticamente todas as proteínas neuronais, bem como pela degradação e renovação dos 

constituintes celulares, incluindo os de membrana. Os dendritos, por sua vez, são 

especializados em receber e gerar estímulos, sendo geralmente curtos e ramificados 

(MACHADO, 1998). O axônio tem origem no corpo do neurônio em uma região 

denominada cone de implantação. Possui comprimento variável, podendo ter, no homem, 

de poucos milímetros a mais de um metro, como é caso dos axônios dos neurônios que 

formam o nervo isquiático. O axônio conduz o potencial de ação gerado no corpo celular, 

sendo que velocidade de condução varia de acordo com o diâmetro e o grau de 

mielinização da fibra (MACHADO, 1998; KANDEL et al., 2000). 

Os neurônios motores medulares são considerados alvos de injúria oxidativa 

devido ao seu alto metabolismo aeróbico, grandes quantidades de substratos oxidáveis, 

como ácidos graxos poliinsaturados e catecolaminas, e capacidade antioxidante 
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relativamente reduzida, como demonstrado pelas baixas concentrações de GSH 

(glutationa) e GPx (glutationa peroxidase) (SAGARA et al., 1993; DAMIER et al., 1993). 

Além disso, o tecido nervoso como um todo, quando exposto a condições de alta 

demanda energética como em caso de injúrias teciduais, pode aumentar 

consideravelmente a produção mitocondrial de superóxido e outras espécies reativas do 

oxigênio (ROS) devido à disfunção na cadeia de transporte de elétrons (CTE) (ANDERSEN, 

2004; PATENAUDE et al., 2005). 

Em animais neonatos, os neurônios motores medulares, bem como os neurônios 

sensitivos primários, presentes nos gânglios dorsais, são grandemente susceptíveis à 

degeneração após sofrerem axotomia. Em ratos, a transecção do nervo isquiático no dia 

do nascimento, leva à morte de 53% a 89% dos neurônios sensitivos axotomizados 

(SCHMALBRUCH, 1987; SCHMALBRUCH, 1988). Além disso, há fortes indícios que a perda 

dos motoneurônios e neurônios sensitivos axotomizados induz a apoptose de 

interneurônios medulares, indicando que esta lesão promove efeitos mais amplos do que 

o atualmente conhecido (OLIVEIRA et al., 1997). A morte neuronal induzida pela lesão 

axonal em ratos neonatos tem sido extensivamente investigada, e comparada à morte 

celular programada que ocorre durante o desenvolvimento (LOWRIE e VBROVÁ, 1992). 

A lesão de neurônios em animais jovens ou recém nascidos produz morte celular 

maior do que a produzida por lesão retrógrada em animais adultos (ALDSKOGIUS e 

RISLING, 1981; BREGMAN e GOLDBERGER, 1983; YIP et al., 1984; SCHMALBRUCH, 1987). 

Apesar da maior vulnerabilidade dos neurônios em indivíduos recém nascidos, a lesão do 

sistema nervoso imaturo é geralmente seguida por maior reorganização anatômica e 
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maior recuperação da função quando comparada ao adulto (KENNARD, 1942; GOLDMAN, 

1974; BREGMAN e GOLDBERGER, 1983; LEONARD e GOLDBERGER, 1987 A, B). Os gânglios 

das raízes dorsais da medula espinal fornecem um modelo acessível para estudar dois 

eventos distintos, a morte celular e a recuperação anatômica e bioquímica do sistema 

nervoso. 

Há crescentes evidências na literatura de que mecanismos apoptóticos possam 

estar relacionados à morte neuronal observada após transecção do nervo isquiático em 

ratos recém nascidos (LAWSON e LOWRIE, 1998).  

O neurônio motor caracteriza-se pela natureza colinérgica, distribuição na região 

anterior da medula espinal e sistema nervoso suprasegmentar, desempenhando papel de 

integração de impulsos de origem do sistema nervoso central e atividade muscular. Para 

realizar tal função, torna-se necessária uma estrutura metabólica aprimorada presente no 

corpo celular, cujas dimensões superam a dos demais neurônios medulares, apresentando 

axônio extenso com ramificações dendríticas proeminentes. O corpo celular dos 

motoneurônios apresenta alta atividade oxidativa mitocondrial, necessária para a 

produção de enzimas e outras proteínas responsáveis pela manutenção de sua 

integridade funcional, eliminando resíduos tóxicos da célula, estruturando o citoesqueleto 

para garantia de um transporte axonal adequado, garantindo a neuroproteção diante do 

estresse metabólico. O axônio apresenta-se mielinizado, possui grande diâmetro e 

condução rápida, transmitindo o potencial de ação originado no corpo celular até o órgão 

alvo. As doenças que afetam o neurônio motor caracterizam-se por causarem 

degeneração neuronal, isto é, dano na estrutura funcional celular, seja por alterações do 
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DNA ou por estresse funcional, ou necrose secundária à agressão direta ao neurônio. 

Além disso, nota-se que as doenças diferem no acometimento anatômico, com 

seletividade por locais e organelas especificas, reforçando as várias origens etiológicas. A 

doença do neurônio motor é um termo que se aplica a síndromes clínicas com 

características próprias como a Esclerose Lateral Amiotrófica (ELA), Atrofia Muscular 

Progressiva (AMP), Esclerose Lateral Primária (ELP) e Paralisia Bulbar Progressiva (PBP) 

(CHIEIA, 2005). 

 

1.2: Radicais livres e Estresse Oxidativo 

Os radicais livres são espécies químicas que contêm um ou mais elétrons não 

emparelhados, tornando-os altamente reativos. Aqueles derivados de moléculas de 

oxigênio são chamados espécies reativas do oxigênio (ROS), e aqueles derivados a partir 

do óxido nítrico, de espécies reativas do nitrogênio (RNS). ROS são gerados por uma série 

de reações promovidas pela xantina-oxidase, enzimas microssomais, ciclooxigenases e 

lipoxigenases (CAI e HARRISON, 2000). 

A principal fonte de ROS nas células aeróbias, no entanto, é a respiração celular e 

fosforilação oxidativa dentro da mitocôndria. Durante o processo de transferência de 

elétrons entre os complexos de proteínas que medeiam a fosforilação do ADP em ATP e a 

redução de oxigênio para a água, na CTE, há geração de radicais livres. Elétrons que 

escapam da CTE, principalmente através dos complexos mitocondriais I e III, são 

transferidos diretamente para o oxigênio para criar O2
- (TURRENS e BOVERIS, 1980; 

BOVERIS, CADENAS e SATOPPANI, 1976; CADENAS et al., 1977). Devido à alta demanda de 
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ATP e aumento da fosforilação oxidativa para atender a essa necessidade, os neurônios 

são particularmente propensos a gerar maiores concentrações de ROS. 

  Evidências sugerem que os radicais livres e o estresse oxidativo podem estar 

envolvidos na patogênese dos danos neurológicos de várias doenças neurodegenerativas, 

como a doença de Alzheimer, doença de Parkinson e Esclerose Lateral Amiotrófica. Como 

medida de parâmetros de estresse oxidativo, existe um considerável número de casos 

onde se relatou aumento nos níveis de compostos resultantes da peroxidação lipídica 

como o MDA (dialdeídomalônico) e HENE (4-hidroxi-2-trans-nonenal) no SNC de 

pacientes, além de produtos da oxidação protéica, como grupos carbonil e 3-nitrotirosina, 

e também produtos que resultam da oxidação do DNA, bem como concentrações 

reduzidas dos antioxidantes GSH e ácido ascórbico e diminuição da atividade das enzimas 

antioxidantes CAT (catalase) e GPx (JENNER e OLANOW, 1996; LIU et al., 1999; PERRY et 

al., 2003). 

 O estresse oxidativo pode promover adaptação, dano ou morte celular. Quando 

ocorre adaptação, as células podem tolerar estresse oxidativo moderado, que geralmente 

resulta na ativação da síntese de sistemas de defesa antioxidante a fim de restaurar o 

balanço oxidante/antioxidante. Apesar disso, nem sempre o estresse oxidativo precisa 

envolver defesas antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Entretanto, cabe 

ressaltar que os radicais livres são produtos do metabolismo celular normal e, quando em 

concentrações baixas ou moderadas, podem desempenhar funções benéficas como a 

defesa contra agentes infecciosos, a atuação em sistemas de sinalização celular como 

mensageiros secundários e indução de resposta mitogênica (VALKO et al., 2007).  
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No processo de transporte de elétrons (Figura 1) que ocorre na membrana 

mitocondrial interna, a oxidação e redução do oxigênio molecular (O2) à água gera 

intermediários metabólicos, como o ânion superóxido (O2
-), o radical hidroxil (OH-) e o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) que constituem as ROS responsáveis pela toxicidade 

atribuída ao O2. Uma vez que estas espécies possuem alta reatividade, podem causar 

dano aos tecidos ao reagir com biomoléculas (FRIDOVICH, 1998; GABBITA et al., 2000). 

Fisiologicamente, a concentração de espécies reativas é regulada pela atividade de 

sistemas de defesa antioxidante. Estes envolvem a ação de compostos redox, que incluem 

a glutationa (GSH), tiorredoxina (Trx), o ácido ascórbico (vitamina C), o α- tocoferol 

(vitamina E) e flavonóides, além de enzimas antioxidantes como a superóxido dismutase 

(SOD), que converte o O2
- em H2O2, a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a 

peroxirredoxina (Prx), que convertem o H2O2 em água (FINKEL e HOLBROOK, 2000; 

NORDBERG e ARNÉR, 2001). 

 

Figura 1: Cadeia transportadora de elétrons na mitocôndria ilustrando a formação de 

espécies reativas de oxigênio. Modificado de LEHNINGER, 2007. 
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1.3: Morte Celular – Apoptose 

A morte celular desempenha uma parte importante e crucial no desenvolvimento 

de vegetais e animais e, normalmente, continua na vida adulta (ALBERTS, 2008). 

 A morte celular pode ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose. Na morte 

celular por necrose, as células sofrem um insulto que resulta no aumento do volume 

celular, agregação da cromatina, desorganização do citoplasma, perda da integridade da 

membrana plasmática e consequente ruptura celular. 

Durante a necrose, o conteúdo celular é liberado, causando danos às células 

vizinhas e uma reação inflamatória no local (ZIEGLER e GROSCURTH, 2004).  

A morte celular programada em animais, em geral, mas não exclusivamente, 

ocorre por apoptose (ALBERTS, 2008). 

 A apoptose é um fenômeno complexo caracterizado por condensação cromatínica, 

fragmentação do DNA e formação dos corpos apoptóticos, sendo que a morte e 

proliferação celular estão intimamente conectadas. Dessa maneira a célula morre de 

forma silenciosa e é rapidamente eliminada, sem causar uma resposta inflamatória 

prejudicial (ALBERTS, 2008). 

No sistema nervoso de vertebrados em desenvolvimento, mais da metade de tipos 

distintos de células nervosas normalmente morrem assim que são formados. No 

desenvolvimento animal, a morte celular programada elimina células em excesso, 

geralmente por apoptose (ALBERTS, 2008). 

A apoptose pode ser acelerada em certas doenças, como as doenças 

neurodegenerativas, havendo envolvimento do estresse oxidativo (HALLIWELL e 
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GUTTERIDGE, 2007). Este processo de morte celular possui um papel essencial na 

manutenção da homeostase tecidual (WYLLIE, 1985) e participa de várias situações 

fisiológicas tais como o colapso endometrial durante a menstruação, a deleção de células 

nas criptas intestinais e na embriogênese. Assim, é um mecanismo rigidamente 

controlado por expressão gênica decorrente da interação célula e meio externo, levando à 

produção de várias moléculas com atividades específicas que resultam em alterações 

celulares funcionais expressas morfologicamente (ISRAELS e ISRAELS, 1999). Após o 

reconhecimento do processo apoptótico como um mecanismo celular fundamental, a 

biologia da apoptose continuou a ser investigada avaliando-se as alterações morfológicas 

e bioquímicas características (WYLLIE, 1985), a natureza das vias intracelulares (HALE et 

al., 1996), a complexa biologia molecular de genes e elementos efetores (BAKER e  REDDY, 

1996; FRASER e EVAN, 1996), a sua relação no desenvolvimento embrionário (BRILL et al., 

1999), o seu papel na homeostase celular e o seu envolvimento na patogênese de várias 

doenças (THOMPSON, 1995), tais como doenças auto imunes, infecções parasitárias, 

doenças neurodegenerativas, lesões isquêmicas e câncer (MARTIN e GREEN, 1995; GREEN 

e MARTIN, 1995; LEE e BERNSTEIN, 1995; RAFFRAY e COHEN, 1997; JOHNSTONE, RUEFLI e 

LOWE, 2002; MAKIN, 2002; REED, 2003).  

A maquinaria intracelular responsável pela apoptose é similar em todas as células 

animais. Ela depende de uma família de proteases que têm uma cisteína no seu sítio ativo 

e clivam suas proteínas-alvo em ácidos aspárticos específicos. Elas foram então chamadas 

de caspases. As caspases são sintetizadas na célula como precursores inativos, ou 

procaspases, os quais são tipicamente ativados por clivagem proteolítica. Uma vez 
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ativadas, as caspases clivam e então ativam outras procaspases, resultando em uma 

cascata proteolítica amplificada. Algumas das procaspases que operam na apoptose agem 

no início da cascata proteolítica e são chamadas de procaspases iniciadoras. Quando 

ativadas, elas clivam e ativam procaspases executoras, assim como proteínas alvo 

específicas na célula (ALBERTS, 2008). 

As duas vias de sinalização melhor entendidas que podem ativar a cascata da 

caspase, levando a apoptose em células animais são chamadas de via extrínseca e via 

intrínseca. Cada uma usa sua própria procaspase iniciadora e seu complexo de ativação 

(ALBERTS, 2008). 

1.3.1: Via extrínseca da apoptose 

 Proteínas de sinalização extracelular ligam-se a receptores de morte na superfície 

celular, disparando a via extrínseca da apoptose. Receptores de morte são proteínas 

transmembranas contendo um domínio extracelular de ligação, um domínio 

transmembrana único e um domínio de morte intracelular, o qual é requerido pelos 

receptores para ativar o programa apoptótico (ALBERTS, 2008).  

A via extrínseca é desencadeada por ligantes específicos de grupo de receptores de 

membrana da superfamília dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF). Esta 

ligação é capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et al.,1999). Tal fato resulta 

na trimerização e consequente ativação dos receptores de morte específicos. Quando os 

receptores de morte celular reconhecem um ligante específico, os seus domínios de 

morte interagem com moléculas conhecidas como FADD/ MORT-1. Essas moléculas têm a 
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capacidade de recrutarem a caspase 8 que irá ativar a caspase 3, executando a morte por 

apoptose (Figura 2) (DANIEL et al., 2001). 

 

Figura 2: Via extrínseca da apoptose ativada por meio de receptores de morte FAS. 

Modificado de ALBERTS, 2008. 

1.3.2: Via intrínseca da apoptose 

A via intrínseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a 

deprivação de fatores de crescimento, danos no DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes 

(HENGARTNER, 2000).  

Em células de vertebrados, a ativação intracelular do programa de morte 

apoptótico ocorre por meio da via intrínseca, que depende da liberação, no citosol, de 

proteínas mitocondriais que normalmente residem no espaço intermembranas dessas 

organelas. Algumas das proteínas liberadas ativam a cascata proteolítica da caspase no 

citoplasma levando à apoptose (ALBERTS, 2008). 

Uma proteína crucial liberada da mitocôndria na via intrínseca é o citocromo c, um 

componente da cadeia transportadora de elétrons. Quando liberado no citosol, liga-se à 
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proteína adaptadora de ativação da procaspase chamada Apaf 1 (fator 1 de ativação da 

protease apoptótica), provocando a oligomerização de Apaf 1 em um heptâmero em 

forma arredondada chamada apoptossomo. As proteínas Apaf 1 no apoptossomo 

recrutam então proteínas procaspases iniciadoras (procaspase 9), as quais são ativadas 

por proximidade ao apoptossomo. Moléculas caspases 9 ativadas ativam então 

procaspases executadoras para induzir apoptose (Figura 3) (ALBERTS, 2008). 

Quando sinais de morte alcançam a mitocôndria, levam ao colapso do potencial da 

membrana mitocondrial interna (∆ψ), bem como a uma transição da permeabilidade 

mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a água do espaço entre membranas passa para a 

matriz mitocondrial, levando à ruptura da organela e consequente liberação de proteínas 

pró-apoptóticas para o citoplasma (LOEFFLER e KREMER, 2000; GUPTA, 2003). Além da 

liberação de moléculas pela mitocôndria, a indução do ∆ψ e TPM levam à perda da 

homeostasia celular, interrompendo a síntese de ATP e aumentando a produção ROS 

(KROEMER e REED, 2000). O aumento nos níveis de ROS leva à oxidação de lipídios, 

proteínas e ácidos nucléicos, aumentando o colapso do ∆ψ (GREEN e KROEMER, 2004). A 

resposta da mitocôndria ao dano oxidativo é uma via importante no início da apoptose. 

Além disso, sabe-se que as ROS induzem a ativação das caspases 3 e 9 (GOTTLIEB et al., 

2000; GOTTLIEB, 2001).  

 Dentre os principais indutores e bloqueadores da via intrínseca da apoptose, 

destacam-se os membros da família do gene Bcl 2.  Proteínas Bcl 2 regulam a via 

intrínseca de apoptose principalmente pelo controle da liberação do citocromo c e de 

outras proteínas intermembranas mitocondriais no citosol (ALBERTS, 2008). 
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 Os membros da família Bcl-2 como Bcl-2 e Bcl-X inibem a apoptose, pois previnem 

a liberação de citocromo c e são chamados de reguladores anti-apoptóticos. Por outro 

lado, Bax, Bid e Bak são proteínas pró-apoptóticas (HENGARTNER, 2000). A expressão de 

Bcl-2 é capaz de inibir a geração de espécies reativas do oxigênio e a acidificação 

intracelular, bem como estabilizar o potencial de membrana da mitocôndria (VANDER e 

THOMPSON, 1999). A homeostasia é mantida pelo controle da quantidade de proteínas 

anti-apoptóticas e pró-apoptóticas. Após um estímulo indutor de morte celular, Bcl-2 inibe 

a permeabilização da membrana externa da mitocôndria, pelo sequestro de Bax ou por 

competir por sítios que seriam ocupados pela Bax na membrana externa mitocondrial 

(MURPHY et al., 2000). A Bax pode promover a apoptose através da interação com a 

mitocôndria, de forma independente da interação com proteínas anti-apoptóticas 

(PETROS et al., 2004). 

   Vários estudos têm sido realizados para investigar o efeito de neuroprotetores 

sobre apoptose em tecidos lesionados com o objetivo de reduzir a morte neuronal.  A 

investigação dessa nova classe de drogas iniciou-se a partir da melhor compreensão dos 

fenômenos bioquímicos envolvidos nas lesões do SNC. Observou-se que, a despeito da 

etiologia da lesão primária, dano subsequente afeta neurônios inicialmente não afetados 

pelo estímulo agressor. Qualquer que seja esse estímulo (trauma incluindo edema, 

inflamação, isquemia, etc.), alterações bioquímicas fazem sentir-se no meio ambiente 

metabólico dos neurônios vizinhos àqueles inicialmente agredidos, promovendo perda 

neuronal secundária, mesmo após a cessação da agressão primária (BOWERS et al., 1997; 

ZIY et al., 1997). 
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O emprego de drogas capazes de regularizar esse microambiente ou de 

aumentarem a resistência neuronal ao mesmo (“neuroprotetores”) vem sendo estudado 

no tratamento de moléstias que afetam o SNC, destacando-se a doença de Parkinson 

(BOWERS et al., 1997; ZIY et al., 1997), acidentes vasculares cerebrais (ONGINI et al., 

1997; TSUCHIDA et al., 1997) e doenças degenerativas (BEHL et al., 1997; HEIDRICH et al., 

1997), dentre outras. 

 

Figura 3: Via intrínseca da apoptose. Desenho esquemático de como o citocromo c 

liberado da mitocôndria ativa o Apaf 1. Modificado de ALBERTS, 2008. 

 

1.4: Tempol 

Entre as drogas neuroprotetoras estudadas, destaca-se o Tempol (4-hidroxi-

2,2,6,6-tetrametil-piperidine-1-oxil) considerado um nitróxido, ou seja, um radical livre 

que pode passar por uma ou duas reações de redução (ganho de elétrons) se 

transformando em cátions e fornecendo, portanto, ações metabólicas redox (WILCOX e 
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PEARLMAN, 2008). O Tempol é caracterizado como uma molécula de baixo peso, estável, 

metal-independente, com excelente permeabilidade celular, e ativa tanto in vivo quanto 

in vitro (SCHNACKENBERG, 2002; BELTOWSKI et al., 2005; ASABA et al., 2007). Tempol 

reage com superóxido cataliticamente, sendo considerado, portanto, um mimético da 

SOD. Outra característica do Tempol é que, in vitro, este aumenta a atividade catalase-

mimética da metamioglobina (MbFeIII), facilitando, portanto, a dismutação do peróxido 

de hidrogênio. 

 

 Dessa maneira, o Tempol é um SOD mimético que não apenas reduz os efeitos 

diretos do superóxido, mas também dirige o superóxido à reação de Fenton. O Tempol 

facilita o metabolismo de H2O2 pela atuação semelhante à da catalase, mas não é um 

mimético da catalase per se (SCHNACKENBERG, 2002; WILCOX e PEARLMAN, 2008). Além 

disso, pode-se afirmar que o Tempol limita a formação de radicais hidroxil tóxicos 

produzidos pela reação de Fenton, uma vez que atua pela oxidação de metais reduzidos 

de transição como ferro, cobre cádmio ou cromo. Portanto, diminui a viabilidade de 

espécies reduzidas da reação de Fenton (WILCOX e PEARLMAN, 2008), protegendo células 

e tecidos de danos provenientes de ROS.  

Reação de Fenton: 

Fe2+ + H2O2               Fe3+ + OH· + OH− 

Além disso, os nitróxidos são antioxidantes multifuncionais capazes de reagir com 

diversos oxidantes biológicos e redutores celulares e serem reciclados a nitróxidos através 

do cátion oxamônio (TPNO+) e derivados hidroxilamina (TPNOH) (BORISENKO et al., 2004). 



15 

 

Assim como outros antioxidantes, é um radical captador de membrana permeável e 

atravessa facilmente a barreira hematoencefálica (LIANG et al., 2005). 

 Estudos mostram que o Tempol normaliza a pressão arterial em vários modelos 

animais de hipertensão como ratos espontaneamente hipertensos (SCHNACKENBERG e 

WILCOX, 1999), ratos Dahl-sensíveis a sal (ZICHA et al., 2001), hipertensão arterial 

induzida por angiotensina II (NISHIYAMA et al., 2001), por acetato de 

deoxicorticosteronae dieta com sal (BESWICK et al., 2001), pela endotelina (SEDEEK et al., 

2003), pela dexametasona (ZHANG et al., 2004) e dieta com alta frutose (ONUMA e 

NAKANISHI, 2004).  

 Lipman et al., (2006) demonstraram a neuroproteção do Tempol no fator de 

crescimento neural em células diferenciadas PC12 contra a MPTP+ (1-methyl-4-

phenylpyridinium), uma toxina usada farmacologicamente para induzir a doença de 

Parkinson. Este achado confirma os estudos anteriormente observados in vivo sobre os 

efeitos neuroprotetores do Tempol. Entretanto, outros estudos clínicos são necessários 

para estabelecer se o Tempol e/ou seus derivados se constituem em potenciais fármacos 

anti-parkinsonianos. 

 Na década de 1990, Schnackenberg, Welch e Wilcox relataram que a administração 

de Tempol por via intravenosa, intraperitoneal ou via oral em modelos de ratos 

hipertensos levou a uma redução da pressão arterial (PA) e peroxidação lipídica 

(SCHNACKENBERG et al., 1998; SCHNACKENBERG e WILCOX, 1999).  Relataram que a 

resposta anti-hipertensiva aguda ao nitróxido foi relacionada com sua atividade de 

superóxido dismutase (SOD) mimético in vitro (PATEL et al., 2006), potencializando os 
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efeitos dependentes da óxido nítrico sintase (NOS) e na inibição do sistema nervoso 

simpático (SNS), através de ações que incluem ativação de canais de potássio 

dependentes de ATP (CHEN, 2007). Por outro lado, a resposta de longo prazo para o 

Tempol implicaria na correção da sensibilidade ao sal (WELCH et al., 2005b), hipoxia renal 

(WELCH e WILCOX, 2001; WELCH et al., 2003, 2005a), e vasoconstrição renal (KAWADA et 

al., 2002; WANG et al., 2003, 2004, 2006). Mostraram ainda que a microperfusão local de 

Tempol no interstício do rim, no modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR), 

modelo de estresse oxidativo, restaurou a sinalização de NO entre a mácula densa e a 

arteríola aferente (WELCH e WILCOX, 2001) e que a infusão sistêmica de Tempol 

melhorou a eficácia do rim em usar oxigênio para transportar sódio tubular e, 

consequentemente, aumentou a pO2 cortical renal (WELCH et al., 2005a). FINK et al., 

2004 demonstraram, pela primeira vez, os efeitos do Tempol independentes do NO para 

reduzir a atividade do SNS e associaram essa resposta anti-hipertensiva (XU et al., 2004) à 

ativação de grande condutância de Ca2+e canais de potássio (XU et al., 2005, 2006). Esses 

estudos lançaram as bases para um significativo interesse científico em nitróxidos como 

agentes capazes de reduzir ROS. 

 PEIXOTO et al., 2009 e 2012, estudaram o efeito renoprotetor do Tempol na 

nefropatia diabética experimental e observaram que o antioxidante Tempol restaurou o 

estado redox, reduziu o acúmulo de matriz extracelular, restaurou a expressão de nefrina, 

preveniu apoptose de podócitos induzida parcialmente por PARP-1 e melhorou a 

albuminúria, sem alterar a glicose sanguínea e a pressão arterial. 
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 VAZ E AUGUSTO, 2008 examinaram os efeitos do Tempol na nitração em 

ribonuclease mediada pela mieloperoxidase, uma enzima que desempenha um papel 

central em diversos processos inflamatórios. Os resultados indicaram que o Tempol inibiu 

a nitração de RNAses mediada pela peroxidase, principalmente devido à sua reação com o 

dióxido de nitrogênio para produzir o cátion oxamônio que, por sua vez, é reciclado de 

volta a Tempol reagindo com peróxido de hidrogênio e radical superóxido para produzir 

oxigênio e regenerar nitrito. 

 TISUHAKO et al., 2010 estudaram os efeitos do Tempol em modelos de ratos com 

esclerose múltipla induzida pelo vírus da hepatite (MHV-59) e os resultados indicaram que 

o antioxidante Tempol melhorou a encefalomielite viral por alterar o estado redox do 

ambiente infectado, o que contribuiu para atenuação da resposta inflamatório do SNC. 

LINARES, et al., 2013 avaliaram os efeitos do Tempol em um modelo animal de 

esclerose lateral amiotrófica em ratos hSOD1 G93A e mostraram que a administração 

intraperitoneal do nitróxido cíclico Tempol (26 mg/kg três vezes por semana) antes do 

início da doença (7 semanas) em ratas, moderadamente estendeu a sobrevivência dos 

animais por 17 dias e protegeu as estruturas celulares e moleculares contra os danos 

oxidativos, desacelerando a progressão da doença. Esse resultado foi associado com o 

efeito protetor na medula espinal evidenciado pelo número de células neuronais 

mantidos e níveis de agentes redutores. O fato do tratamento com Tempol parcialmente 

conservar tecidos medulares contra processos oxidativos é consistente com a idéia de que 

o dano oxidativo contribui para o processo neurodegenerativo na ELA. 
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Esta visão geral sobre os efeitos e mecanismos do Tempol apóia o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas para doenças neurodegenerativas com base 

em nitróxidos, como antioxidantes, para minimizar os danos teciduais causados por 

estresse oxidativo e, consequentemente, apoptose neuronal. 
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2. Justificativa 

Nos últimos anos, a morte de motoneurônios submetidos à axotomia tem sido 

associada à produção de radicais livres, como o óxido nítrico (NO) e seus derivados 

(CLOWRY, 1993; WU e LI, 1993; WU et al., 1995; NOVIKOV et al., 1995 e 1997; ROSSITER, 

1996; YU, 1997; MARIOTTI et al., 1997; ESTÉVEZ et al., 1998; YICK et al., 1998). O emprego 

de drogas capazes de manter a homeostase do microambiente neuronal ou de aumentar a 

resistência neuronal após lesão pode contribuir de forma decisiva para o sucesso 

regenerativo e recuperação de funções afetadas (BEHL et al., 1997; HEIDRICH et al., 1997). 

Entretanto, poucos fármacos utilizados têm capacidades significativamente 

neuroprotetoras e eficiência a longo prazo. Por outro lado, o Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-

tetrametil-piperidine-1-oxil) é caracterizado como uma molécula de baixo peso molecular, 

estável, com grande permeabilidade celular in vivo e in vitro (BELTOWISKI et al., 2005; 

ASABA et al., 2007; SCHNACKERNBERG, 2002). Tem sido considerado um potente 

nitróxido reciclável capaz de reagir com radicais livres (BORISENKO et al., 2004), podendo 

ser, portanto considerado um importante antioxidante. Desse modo, nosso trabalho teve 

por objetivo investigar os mecanismos envolvidos na morte de neurônios motores, 

empregando-se um modelo experimental já bastante estudado e conhecido, a axotomia 

periférica em animais neonatos. Assim, avaliamos o potencial neuroprotetor do Tempol 

utilizando-se desse modelo, que induz morte neuronal por apoptose (LOWRIE e LAWSON, 

2000; OLIVEIRA et al., 2002). Acreditamos que o presente estudo traz novos 
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conhecimentos sobre os efeitos dessa droga e seus possíveis mecanismos de ação sobre a 

morte neuronal, com vistas em futuras intervenções terapêuticas em doenças e ou lesões 

que afetem o SNC. 
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3. Objetivos 

3.1: Objetivo Geral 
Estudar os mecanismos moleculares envolvidos na morte neuronal em ratos 

neonatos após axotomia periférica e possível modulação dos mesmos pelo tratamento 

com Tempol. 

 

3.2: Objetivos Específicos: 

 Avaliar o efeito neuroprotetor do tratamento com Tempol sobre a morte de 

motoneurônios medulares em ratos neonatos (P2) submetidos à secção do nervo 

isquiático, através da avaliação da sobrevivência neuronal 8, 12, 24, 72 horas e 

uma semana após a axotomia. 

 

 Quantificar a ocorrência de fragmentação de DNA na intumescência lombar de 

ratos neonatos (P2) após axotomia do nervo isquiático e administração de Tempol, 

durante a primeira semana pós-lesão (8, 12, 24, 72 horas e 1 semana). 

 

 Avaliar a expressão de genes pró-apoptóticos bax e caspase3 e anti-apoptótico 

bcl2 na intumescência lombar de ratos neonatos após axotomia do nervo 

isquiático em P2 e administração de Tempol durante a primeira semana pós-lesão, 

em diferentes tempos de sobrevida (12, 24 horas). 
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4. Metodologia 

4.1: Animais e grupos experimentais: 
Foram utilizados 80 ratos Wistar com dois dias de vida (P2), obtidos do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) e deixados com a mãe durante todo o 

período experimental. Os experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética 

na experimentação animal (parecer comitê de ética n°2506-1). Os animais foram mantidos 

no biotério do Laboratório de Regeneração Nervosa do Departamento de Anatomia 

(Instituto de Biologia), sob condições de luz (ciclo de 12 horas de claro/escuro) e 

temperatura (23°C) controladas. Os ratos neonatos foram divididos em grupos 

considerando-se a realização da axotomia periférica do nervo isquiático, administração de 

Tempol e tempo de sobrevida após a lesão. Desta forma, foram constituídos os seguintes 

grupos experimentais: (1) animais submetidos à axotomia e tratados com Tempol; (2) 

animais submetidos à axotomia e tratados com o veículo de diluição do Tempol. O lado 

contralateral à lesão de cada animal foi utilizado como controle interno para análise dos 

resultados. O tratamento teve duração de até sete dias após a lesão. Os tempos de 

sobrevida após a transecção do nervo isquiático e o número de animais avaliados estão 

indicados nas Tabelas 1 e 2, de acordo com as técnicas realizadas. 
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Tabela 1: Divisão dos grupos experimentais para realização das técnicas de TUNEL (n=4) e 

Microscopia de Luz (n=5).  

Grupos Sobrevida Animais tratados com 

Tempol 

Animais tratados com 

veículo 

1 8 horas   5 5 

2 12 horas 5 5 

3 24 horas 5 5 

4 72 horas 5 5 

5 1 semana 5 5 

 

Tabela 2: Divisão dos grupos experimentais para realização da qRT-PCR 

Grupos Sobrevida Animais 

controle 

Animais tratados 

com Tempol 

Animais tratados 

com veículo 

1 12 horas 5 5 5 

2 24 horas 5 5 5 

 

4.2: Procedimento cirúrgico para transecção do nervo isquiático (Figura 4) 

 Os animais foram anestesiados por hipotermia profunda e colocados em decúbito 

ventral sob microscópio cirúrgico. O nervo isquiático, no nível do terço médio da coxa 

esquerda, foi exposto e seccionado ao nível do músculo piriforme. A fim de impedir o 

contato entre os cotos proximal e distal, foi removido um segmento de aproximadamente 

2 milímetros do coto distal, com o auxílio de uma microtesoura. A seguir, a musculatura 

foi reposicionada e a pele suturada com fio de nylon 8-0. Os animais foram colocados em 

local aquecido até despertarem da anestesia. Após a cirurgia, os animais foram mantidos 

com a mãe até o momento do sacrifício.  
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Figura 4: Procedimento cirúrgico para transecção do nervo isquiático. A. Incisão na pele 

da região póstero-medial da coxa esquerda, evidenciando o nervo isquiático (seta). B. 

Nervo isquiático após transecção, previamente à remoção de um segmento de 2 

milímetros do coto distal (coto proximal *). 

4.3: Preparação e inoculação do Tempol 

 O Tempol foi diluído em solução salina e, em seguida, aplicado por via 

intraperitoneal, na concentração de 24mg/kg de massa corpórea (TSUHAKO, 2009), 10 

minutos após a lesão, 6 horas após a lesão e a cada 24 horas durante o período de uma 

semana. Os animais do grupo veículo receberam o mesmo veículo de diluição do Tempol. 

A concentração do Tempol foi definida com base na literatura. Já os períodos de aplicação 

foram determinados pensando-se no tempo de sobrevida dos grupos experimentais. O 

peso dos animais foi monitorado dia a dia para o ajuste da dose. 

4.4: Sacrifício dos animais e obtenção dos espécimes 

 Os animais dos grupos 24, 72 horas e 1 semana foram sacrificados sempre no 

período inverso ao do recebimento da dose, respeitando-se o horário da cirurgia. Após os 

períodos de sobrevida de 8, 12, 24, 72 horas e 1 semana, os animais destinados a técnica 
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de TUNEL e microscopia de Luz foram sacrificados. Para tal, todos os animais foram 

anestesiados profundamente com Kensol (xilasina, 5mg/Kg) e Vetaset (cetamina, 

100mg/Kg) e submetidos à toracotomia seguida de perfusão transcardíaca. Visando a 

lavagem total dos órgãos e vasos, primeiramente os animais foram perfundidos com uma 

solução salina tamponada e heparinizada (NaCl 0,9% em tampão fosfato de sódio – PB 

0,1M; pH 7,38) e, em seguida foram perfundidos com uma solução fixadora (formaldeído 

10% em PB 0,1M; pH 7,38).  Após a fixação, o conjunto contendo a intumescência lombar 

e raízes nervosas foram dissecadas e imersas na mesma solução fixadora por 12 horas e 

mantido a uma temperatura de 4°C. Passado esse período, as medulas foram lavadas com 

PB (0,1M) por 3 vezes de 5 minutos cada. Em seguida, foram criopreservadas em solução 

de sacarose (20% em PB 0,1M) por 12 horas. Passado o período em sacarose, os 

espécimes foram congelados em gelo seco, embebidos em Tissue-Tek, e armazenados em 

ultrafreezer (-80° C) até posterior utilização. Na ocasião da confecção dos cortes 

histológicos, os espécimes foram retirados do ultrafreezer, montados em um suporte de 

metal e levados a um criostato Microm (HM525). 

Para obtenção dos espécimes para realização do qRT-PCR, os animais foram 

sacrificados nos tempos de sobrevida de 12 e 24 horas após a lesão do nervo isquiático. 

Os animais foram anestesiados da mesma forma como descrito anteriormente, porém, 

foram apenas perfundidos com a solução salina tamponada e heparinizada (NaCl 0,9% em 

tampão fosfato de sódio – PB 0,1M; pH 7,38). Em seguida o conjunto contendo 

intumescência lombar e raízes nervosas foram dissecados e congelados em gelo seco e 

armazenados em ultrafreezer (-80°C) até posterior utilização. 
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4.5: Microscopia de Luz para avaliação da sobrevivência neuronal 

 Para contagem de motoneurônios, secções transversais de 12µm de espessura da 

intumescência lombar foram coradas com corante de Nissl por 3 minutos, desidratadas, 

diafanizadas e, em seguida, montadas com bálsamo e lamínula. Assim, neurônios 

presentes no núcleo lateral do corno anterior no lado ipsilateral (lesado) e contralateral 

(não lesado) foram contados em cortes alternados de cada espécime em 

aproximadamente 20 secções, na área lesada da intumescência lombar, sendo o intervalo 

entre eles de 48μm (Figura 5), e representada pela razão percentual entre o número de 

motoneurônios do lado ipsilateral e contralateral à lesão nos diferentes tempos de 

sobrevida estudados (8, 12, 24, 72 horas e 7 dias após lesão). Apenas as células com 

núcleo e nucléolo visíveis foram contadas. Para corrigir contagens duplas de neurônios, 

devido ao fato da mesma célula poder estar presente em duas secções, foi utilizada a 

fórmula de Abercrombie (Abercrombie & Johnson, 1946): 

N=nt/(t+d) 

Onde N é o número corrigido de neurônios contados, n é o número de células contadas, t 

é a espessura das secções (48μm) e d é o diâmetro médio dos neurônios. Como a 

diferença no tamanho afeta significativamente o número de células, o valor de d foi 

calculado especificamente para cada grupo experimental (ipsilateral e contralateral). 

Neste sentido, o diâmetro dos neurônios para cada grupo foi mensurado (Image Tool 

software, versão 3.00) e a média calculada. 
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Figura 5: Representação esquemática da seleção dos cortes da intumescência lombar para 

a contagem dos motoneurônios através da coloração de Nissl. Os cortes utilizados estão 

destacados pelo círculo vermelho. 

4.6: Reação do TUNEL para detecção de células apoptóticas 

 A detecção dos neurônios apoptóticos foi realizada através da técnica de TUNEL 

(teminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP-nick-end-labeling). Para tal, foram 

obtidos cortes transversais (12µm de espessura) alternados de forma a ser avaliada uma 

secção a cada cinco obtidas. Quatro cortes foram colocados em cada lâmina de vidro, 

previamente gelatinizada, sendo estes secos ao ar por trinta minutos e, em seguida, 

acondicionados em caixas plásticas para armazenamento em freezer (-20°C). As secções 

foram retiradas do freezer aproximadamente vinte minutos previamente à utilização, para 

climatização. Em seguida, foram pós-fixadas em uma solução de etanol/ácido acético (2:1) 

por cinco minutos a -20°C e lavadas duas vezes por cinco minutos em PBS (0,01M). As 

lâminas foram então transferidas para uma câmara úmida contendo uma solução tampão 

de equilíbrio (Chemicon, s7110-1) e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. A 

solução tampão foi retirada e os cortes foram incubados em uma solução de reação 

contendo enzima TdT (Chemicon, s7110-4) por 60 minutos a 37°C. Depois foram lavados 
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em PBS por 10 minutos e incubados em solução de fluorescência (Chemicon, s7110-5 e 6) 

por 30 minutos. Depois as lâminas foram lavadas e montadas com glicerol. As imagens 

foram capturadas e digitalizadas, utilizando-se um microscópio de fluorescência (Eclipse 

TS100, Nikon, Tóquio, Japão) equipado com câmera digital (DMX 1200F, Nikon,Tóquio, 

Japão). 

4.6.1: Análise qualitativa e quantitativa das células apoptóticas evidenciadas pela reação 

de TUNEL 

Para cada animal, lâminas alternadas foram utilizadas para o mapeamento e 

contagem das células TUNEL positivas. Assim, cada corte foi analisado sob microscópio 

óptico (Leica, DM 5500), num aumento final de 400 vezes, sendo que os núcleos contendo 

fragmentação de DNA foram identificados pela emissão de fluorescência no comprimento 

de onda da fluoresceína. Só foram considerados positivos os núcleos contendo 

fluorescência intensa, sendo estes utilizados para o mapeamento e contagem. 

Com o auxílio de um esboço de uma secção transversal da medula espinal ao nível 

lombar, as células TUNEL positivas foram então registradas de acordo com sua localização 

in situ. Portanto, para cada animal, seis mapeamentos de secções representativas foram 

realizados, totalizando-se trinta cortes por grupo experimental e veículo. Esse 

procedimento foi realizado para o estudo do padrão temporal de morte neuronal por 

apoptose e para o estudo do efeito da administração de Tempol sobre a morte neuronal, 

após transecção do nervo isquiático em animais recém nascidos. 

Em seguida à obtenção da localização topográfica das células, foi obtido seu 

número total em cada secção, levando-se em conta o lado ipsilateral e contralateral à 
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lesão realizada. Os valores obtidos nos seis cortes para cada animal (esquerdo e direito) 

foram então somados e assim empregados para o cálculo das médias em cada grupo. 

 

4.7: qRT-PCR 

 Para a avaliação do efeito neuroprotetor do Tempol foi feita análise, por qRT-PCR, 

de tecido da intumescência lombar da medula espinal. As amostras foram utilizadas para 

análise dos seguintes genes pró e anti-apoptóticos: bax e caspase-3 e bcl-2 

respectivamente. (β-actina foi usada como controle endógeno da reação). Todos os 

iniciadores foram desenhados utilizando-se softwares específicos. As sequências de cada 

gene foram obtidas no banco público de dados do NCBI e estão detalhadas na Tabela 3. A 

amplificação de DNA genômico foi evitada construindo-se um dos iniciadores no limite 

exon /intron, sempre que possível. Foi feita extração de RNA para determinação da 

expressão relativa destes genes em tecidos medulares. O RNA total foi extraído usando-se 

um kit comercial para extração (RNAspin-GE), conforme instruções do fabricante. A 

transcrição reversa do cDNA foi feita a partir de 2,0µg de RNA total. Após a síntese do 

cDNA, todo o procedimento para a PCR quantitativa foi realizado na plataforma de 

instrumentação MX3005P (GE). As reações de PCR foram realizadas com kit comercial 

SYBR Green, segundo as instruções do fabricante. As reações foram realizadas utilizando-

se 45 ciclos de 15 segundos a 95°C para desnaturação, 1 minuto a 60°C para anelamento e 

1 minuto a 75°C para extensão, seguido de mais 10 minutos a 75°C para o término da 

reação.  A expressão relativa foi avaliada com base no constitutivo (β-actina) e nos 

controles, a partir do Ct destes para cada gene testado.  
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Tabela 3: Sequência dos primers utilizados para qRT-PCR  

Genes  Sequências 

Bax 
Forward primer 
Reverse primer 

GCAGAGGATGATTGCTGACGTGGAC 
GGCCCCAGTTGAAGTTGCCATCAG 

caspase 3 
Forward primer 
Reverse primer 

TGGAGGCCGACTTCCTGTATGCT 
TGGCGCAAAGTGACTGGATGAACC 

bcl-2 
Forward primer 
Reverse primer 

TGACTGAGTACCTGAACCGGCATCT 
GAGGTCGCATGCTGGGGCCATA 

 

4.8: Análises estatísticas 

 Os resultados quantitativos foram analisados empregando-se os valores das 

médias e respectivos erros-padrão submetidos à análise de variância (ANOVA). Para a 

análise post-hoc das diferenças entre as médias dos diferentes grupos, foi utilizado o teste 

de Bonferroni, assumindo-se um nível de significância igual a 0,05. 
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5. Resultados 

5.1: Efeito do tratamento com Tempol na Sobrevivência dos Motoneurônios medulares 

 

O efeito do tratamento do Tempol em ratos neonatos após a lesão unilateral do 

nervo isquiático foi analisado através da coloração de Nissl, determinando-se a 

porcentagem de sobrevivência neuronal, sendo esta, representada pela razão percentual 

entre o número de motoneurônios do lado ipsilateral e contralateral à lesão nos 

diferentes tempos de sobrevida estudados (8, 12, 24, 72 horas e 7 dias após lesão). O lado 

contralateral de ambos os grupos analisados (veículo e Tempol) não apresentou 

diferenças estatísticas do número absoluto de motoneurônios. Dessa forma, foi possível 

avaliar a porcentagem de sobrevivência neuronal, em relação ao lado contralateral de 

ambos os grupos analisados, nos diferentes tempos de sobrevida. Após 8, 12, 24, 72 horas 

e uma semana da axotomia do nervo isquiático, os animais de ambos os grupos 

experimentais mostraram uma redução significativa do número de motonêuronios 

medulares presentes no núcleo motor lateral do corno ventral da medula espinal do lado 

ipsilateral a lesão. Porém, quando comparamos os dois grupos, observa-se que o grupo 

veículo, que recebeu somente o veículo de diluição do Tempol, apresentou um número 

estatisticamente menor de motonêuronios do lado ipsilateral à lesão, quando comparado 

ao grupo tratado que recebeu a dose de 24mg/kg de Tempol (Figura 6). Os resultados 

mostraram que o tratamento com Tempol aumentou a sobrevivência dos motoneurônios 

medulares após 8 horas da lesão do nervo isquiático e que este aumento foi observado 
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em todos os tempos de sobrevida analisados até uma semana após lesão, sendo este de 

15% após 8 horas; 19% após 12 horas; 13% após 24 horas; 15% após 72 horas e 21% após 

uma semana a lesão (***p <0.001). (Figura 7). 

 

Figura 6: Cortes histológicos da região lombar da medula, ao nível do núcleo motor lateral 

do corno ventral, corados com a técnica de Nissl. A, B, C e D correspondem ao grupo 8 

horas (A e B veículo; C e D Tempol), A e C correspondem ao lado contralateral e, B e D ao 

lado ipsilateral. E, F, G e H correspondem ao grupo 12 horas (E e F veículo; G e H Tempol), 

E e G correspondem ao lado contralateral e, F e H ao lado ipsilateral. I, J, K e L 

correspondem ao grupo 24 horas (I e J veículo; K e L Tempol), I e K correspondem ao lado 

contralateral e, J e L ao lado ipsilateral. M, N, O e P correspondem ao grupo 72 horas (M e 

N veículo; O e P Tempol), M e O correspondem ao lado contralateral e, N e P ao lado 

ipsilateral.  Q, R, S e T correspondem ao grupo 7 dias (Q e R veículo e, S e T Tempol), Q e S 

correspondem ao lado contralateral e, R e T ao lado ipsilateral.  Escala 50µm. 
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Figura 7: A. Sobrevivência de motoneurônios da medula espinal de ratos neonatos após 

transecção do nervo isquiático e tratamento com Tempol 8, 12, 24, 72 horas e 7 dias após 

lesão. Os resultados demonstraram um aumento na sobrevivência neuronal de 15% após 

8 horas; 19% após 12 horas; 13% após 24 horas; 15% após 72 horas e 21% uma semana 

após a lesão (***p <0.001). B. Representação esquemática da medula espinal, indicando a 

região onde os motoneurônios foram analisados. (lâmina IX). 

Avaliação da sobrevivência neuronal entre os tempos de sobrevida estudadd 

 

Figura 8: Sobrevivência dos motoneurônios medulares após transecção do nervo 

isquiático comparando-se os tempos de sobrevida estudados: 8h, 12h, 24h, 72h e 7 dias 

após transecção do nervo isquiático. A. grupo veículo. B. grupo Tempol. ***p<0,001; 

**p<0,01. 
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5.2: Reação de TUNEL para detecção de células apoptóticas 

A fim de avaliar a ocorrência de eventos apoptóticos no período neonatal após a 

transecção do nervo isquiático, foi utilizada a técnica de TUNEL (teminal deoxynucleotidyl 

transferase (TdT) dUTP Nick end-labeling) que marca células em processo de apoptose. As 

imagens foram obtidas utilizando-se um microscópio de fluorescência (Eclipse TS100, 

Nikon, Tóquio, Japão), equipado com câmera digital (DMX 1200F, Nikon, Tóquio, Japão) e 

conectado a um sistema de aquisição de imagens (câmera Nikon e software Metamorph). 

Para análise da presença de células apoptóticas, foram capturadas seis imagens 

correspondentes, respectivamente, às regiões ventral, média e dorsal dos lados 

contralateral e ipsilateral à lesão na região lombar da medula espinal de cada um dos 

animais (n= 4/grupo). Dessa forma, foi analisada toda a substância cinzenta e não 

somente a região do grupo dos motonêuronios lesados do corno ventral, como mostrado 

na Figura 9: 8 horas; Figura 10: 12 horas; Figura 11: 24 horas; Figura 12: 72 horas e Figura 

13: 7 dias após lesão. Esta análise é de grande importância, uma vez que, a transecção 

periférica na fase neonatal, leva à morte tanto de motoneurônios axotomizados quanto 

de interneurônios medulares. Através dessas imagens foi realizada a análise quantitativa 

das células TUNEL-positivas em ambos os grupos experimentais, nos diferentes tempos 

estudados. Comparando-se os grupos experimentais, observou-se que o grupo tratado 

com Tempol apresentou um menor número de células TUNEL-positivas, indicando que o 

tratamento promoveu diminuição dos eventos apoptóticos comparativamente ao grupo 

veículo. Os resultados mostraram uma diminuição estatisticamente significativa de 

núcleos apoptóticos na região ventral da medula, 8 horas após a axotomia e tratamento 



37 

 

com Tempol (Figura 14: A). Na região média da medula espinal, (Figura 14: B), essa 

diminuição foi estatisticamente significativa 12 horas e 24 horas após a axotomia e 

tratamento com Tempol. Em relação à região dorsal (Figura 14: C), a redução de células 

apoptóticas, foi estatisticamente significativa 8 horas após axotomia do nervo isquiático. 

(*p <0.05). 

 

8 horas 

 

Figura 9: Exemplos representativos de células TUNEL positivas nas regiões ventral (A, B e 

C), média (D, E e F) e dorsal (G, H e I) da medula espinal, 8 horas após axotomia do nervo 

isquiático em ratos neonatos e tratamento com Tempol. Grupo veículo (A, D e G), Grupo 

Tempol (B, E e H) e Contralateral (C, F e I). Escala = 50 µm. 
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12 horas 

 

Figura 10: Exemplos representativos de células TUNEL positivas nas regiões ventral (A, B e 

C), média (D, E e F) e dorsal (G, H e I) da medula espinal, 12 horas após axotomia do nervo 

isquiático em ratos neonatos e tratamento com Tempol. Grupo veículo (A, D e G), Grupo 

Tempol (B, E e H) e Contralateral (C, F e I). Escala = 50 µm. 
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24 horas 

 

Figura 11: Exemplos representativos de células TUNEL positivas nas regiões ventral (A, B 

e C), média (D, E e F) e dorsal (G, H e I) da medula espinal, 24 horas após axotomia do 

nervo isquiático em ratos neonatos e tratamento com Tempol. Grupo veículo (A, D e G), 

Grupo Tempol (B, E e H) e Contralateral (C, F e I). Escala = 50 µm. 
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72 horas 

 

Figura 12: Exemplos representativos de células TUNEL positivas nas regiões ventral (A, B e 

C), média (D, E e F) e dorsal (G, H e I) da medula espinal, 72 horas após axotomia do nervo 

isquiático em ratos neonatos e tratamento com Tempol. Grupo veículo (A, D e G), Grupo 

Tempol (B, E e H) e Contralateral (C, F e I). Escala = 50 µm. 
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7 dias 

 

Figura 13: Exemplos representativos de células TUNEL positivas nas regiões ventral (A, B e 

C), média (D, E e F) e dorsal (G, H e I) da medula espinal, 7 dias após axotomia do nervo 

isquiático em ratos neonatos e tratamento com Tempol. Grupo veículo (A, D e G), Grupo 

Tempol (B, E e H) e Contralateral (C, F e I). Escala = 50 µm. 
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Figura 14: Quantificação de núcleos apoptóticos nas regiões: A. ventral, B. média e C. 

dorsal da medula espinal 8, 12, 24, 72 horas e 7 dias após axotomia e  tratamento com 

Tempol. Os resultados demonstraram uma diminuição do número de núcleos apoptóticos 

na região ventral (A) da medula espinal 8 horas após a axotomia e tratamento com 

Tempol (8 horas 5,25+2,5; 1,75+2,06; 3,0+2,1; 12 horas: 4,24+2,5; 1,75+2,36; 1,75+1,7; 24 

horas 2,25+1,89; 2,5+1,91; 1,75+0,5; 72 horas 3,5+1,91; 0,75+0,5; 1,5+0,57 e 7 dias 

1,25+0,5; 0,25+05; 1,25+0,95) grupos veículo, Tempol e contralateral respectivamente. Na 

região média (B), os resultados foram significativos 12 e 24 horas após axotomia e 

tratamento com Tempol (8 horas 5,25+1,7; 2,0+1,6; 3,5+1,2; 12 horas: 5,25+2,87; 

2,25+1,7; 1,5+1,91; 24 horas 5,5+3,1; 2,0+1.1; 3,25+2,5; 72 horas 2,75+0,5; 3,0+1,8; 

1.0+0,8; 7 dias 2,25+1,25; 1.0+1,41; 0,25+0,5), grupos veículo, Tempol e contralateral 

respectivamente. Na região dorsal (C), houve diferenças estatísticas no grupo 8 horas (8 

horas 6,0+1,8; 1,25+1,25; 2,5+1,0; 12 horas: 6+2,58; 6+1,63; 4,5+1; 24 horas 6,25+5,8; 

3,5+2,5; 2,5+2,3; 72 horas 4,5+2,75; 1,75+1,7; 3,0+2,0; 7 dias 2,75+2,5; 1,0+1,41; 4,0+2.0) 

grupos veículo, Tempol e contralateral respectivamente (*p <0.05). O grupo contralateral 

corresponde ao grupo veículo. 
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5.3: Efeito do tratamento com Tempol na expressão de transcritos gênicos pró-

apoptóticos (bax e caspase 3) e anti-apoptótico (bcl2) 

Para melhor entendermos os mecanismos moleculares envolvidos na morte 

neuronal em ratos neonatos após axotomia periférica e possível modulação dos mesmos 

pelo tratamento com Tempol, as intumescências lombares de animais neonatos foram 

utilizadas para realização da técnica qRT-PCR, mensurando-se a expressão dos genes pró-

apoptóticos bax e caspase 3 e anti-apoptótico bcl2 após 12 e 24 horas à axotomia do 

nervo isquiático. Os resultados mostraram que o tratamento com Tempol ocasionou, 12h 

após a axotomia, um aumento de aproximadamente 13, 3 e 28 vezes na expressão gênica 

de bax, caspase 3 e bcl 2, respectivamente, em relação ao controle (Figura 17: A, B e C).  
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Figura 17: Expressão relativa dos genes pró-apoptóticos bax (A) e caspase 3 (B) e anti-

apoptótico bcl2 (C), 12 horas após a axotomia periférica e tratamento com 

Tempol.***p<0,001, *p<0,05; de acordo com a ANOVA de uma via seguida do pós teste 

Bonferroni. 
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Após 24 horas a axotomia, o tratamento com Tempol reduziu a expressão relativa 

de bax, caspase3 e bcl2 quando comparado com o grupo controle. No entanto, não houve 

diferenças estatísticas entre os grupos. (Figura 18: A, B e C). 

 

Figura 18: Expressão relativa dos genes pró-apoptóticos bax (A) e caspase 3 (B) e anti-

apoptótico bcl2 (C), 24 horas após a axotomia periférica e tratamento com Tempol. 
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Comparando-se a expressão relativa de bax, caspase 3 e bcl2 entre os tempos 

analisados, nos grupos veículo ou Tempol, observou-se no grupo Tempol uma redução na 

expressão de bax (96,3%) (Figura 19: A e B), caspase 3 (98,3%) (Figura 20: A e B) e bcl2 

(98,1%) (Figura 21: A e B). 

 

Figura 19: Expressão relativa de bax nos grupos veículo e Tempol 12 e 24 horas após 

axotomia. (A): grupo veículo; (B): grupo Tempol. ***p<0,001. 

 

Figura 20 Expressão relativa de caspase 3 nos grupos veículo e Tempol 12 e 24 horas após 

axotomia. (A): grupo veículo; (B): grupo Tempol. *p<0,05. 
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Figura 21: Expressão relativa de bcl2 nos grupos veículo e Tempol 12 e 24 horas após 

axotomia. (A): grupo veículo; (B): grupo Tempol. *p<0,05. 

 

Figura 22: Relação bcl2/bax nos grupos controle, veículo e Tempol após 12 (A) e 24 horas 

(B) axotomia do nervo isquiático. 
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6. Discussão 

Para avaliar a utilidade terapêutica do Tempol, foi estudada a sua capacidade para 

prevenir a morte de neurônios motores espinais de ratos neonatos após axotomia do 

nervo isquiático. Nossos resultados indicam que o Tempol resgatou os neurônios motores 

espinais da morte após axotomia neonatal. Também mostraram que o Tempol atuou 

preponderantemente nos neurônios ipsilaterais ao lado operado, uma vez que o número 

de neurônios motores, no lado não operado, não foi alterado entre os grupos veículo e 

Tempol. 

Em nosso estudo, a sobrevivência dos motoneurônios medulares foi avaliada 

através da coloração de Nissl (cresyl violeta), na intumescência lombar de ratos neonatos 

axotomizados, seguida de contagem direta, empregando-se a técnica esteriológica de 

Abercrombie. Os resultados mostram um aumento na sobrevivência dos motoneurônios 

nos grupos tratados com Tempol em todos os tempos de sobrevida estudados, quando 

comparados aos respectivos grupos que receberam o veículo de diluição. ROGÉRIO e 

colaboradores (2002) avaliaram o efeito antioxidante da melatonina na sobrevivência 

neuronal em ratos neonatos axotomizados e relataram que 5 dias após a lesão os grupos 

tratados com 1, 5 e 10mg/kg de melatonina apresentaram maior sobrevivência neuronal 

quando comparados ao grupo veículo, sendo a sobrevivência de 74%, 65% e 66% 

respectivamente. 

A axotomia de neurônios, muitas vezes leva à apoptose dos neurônios lesionados. 

Cerca de 50% dos neurônios sensoriais morrem dentro de 2-3 semanas após a lesão do 
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nervo no recém-nascido e dentro de 2 meses após lesão no adulto (Hart et al., 2002; 

McKay Hart et al., 2002). 

Pelo fato de motoneurônios degenerarem em várias doenças humanas é 

importante compreender os mecanismos moleculares que são responsáveis pelo processo 

de morte celular e também de identificar a influência genética que confere uma proteção 

celular. O paradigma experimental da axotomia do nervo periférico oferece um modelo 

ideal para o estudo da morte celular dos motoneurônios da medula espinal.  

No caso de neurônios motores adultos, o curso de tempo é mais lento. Um estudo 

detalhado por MA et al., (2001) dirige-se tanto ao longo do tempo de morte neuronal 

motora, e às questões metodológicas que sustentam estudos conflitantes anteriores. 

Neste estudo, as contagens de neurônios motores foram obtidas com o rastreio 

retrógrado e várias técnicas quantitativas 4, 6, 8 e 16 semanas após a raiz espinal C7 ser 

dividida 10 mm em relação à DRG. A perda de neurônios não foi encontrada dentro de 6 

semanas após o trauma, mas a perda de 21% era evidente após 8 semanas e chegou a 

31% depois de 16 semanas. A morte celular após avulsão de raízes ventrais é mais rápida e 

extensa, com 53% dos neurônios motores mortos dentro de 4 semanas (ZHANG et al., 

2005). Em recém-nascidos, o tempo da morte do neurônio motor é mais rápido (atingindo 

valor platô dentro de 10 dias da divisão do tronco do plexo braquial) e mais extenso: 80% 

dos neurônios morrem (ASZMANN et al., 2004). 

YASU et al., (2002) avaliaram o efeito protetor da interleucina 3 (IL-3) e da 

eritropoetina (EPO) na morte de neurônios motores após a axotomia em ratos neonatos 

1-3 horas após o nascimento. Os animais receberam tratamento durante 4 dias após a 



51 

 

lesão. Os autores relataram que o número total de neurônios motores do lado operado foi 

reduzido para cerca da metade dos neurônios motores do grupo não operados em ratos 

do grupo controle. Os tratamentos com 1,0 e 5,0 µg/Kg de IL-3 testadas não trouxeram 

alteração significativa no número total de neurônios motores no lado operado, quando 

comparados com os animais controle. No entanto, a IL-3, na concentração de 10,0 µg/kg, 

atenuou significativamente a perda de neurônios motores no lado operado. 

Intraperitonealmente, 0,5 e 1,0 mg/kg de EPO não afetou o número total de neurônios 

motores, quando comparado com animais controle. Era evidente que 5,0 mg/kg de EPO, 

produziram uma redução significativa na perda de neurônios motores no lado operado, 

em comparação com veículo. A taxa de sobrevivência (lado operado / lado intacto x 100) 

foi utilizada como índice de sobrevivência neuronal. Um aumento significativo na taxa de 

sobrevivência foi obtida com 10,0 µ/kg de IL-3 (26%) e com 5,0 mg/kg de EPO (25%) em 

comparação com o controle. A taxa de sobrevivência aumentada foi devido a uma 

redução na perda de neurônios motores no lado da axotomia.  

Estes estudos confirmam que a morte neuronal significativa ocorre após padrões 

comuns de lesão do nervo periférico, mas que uma janela clinicamente relevante de 

oportunidade neuroprotetora existe antes de uma significativa perda celular ocorrer. 

NUMA e colaboradores (2011) estudaram os efeitos do Tempol na morte de 

células PC12 induzidas pela cocaína e os resultados mostraram que esta induziu a morte 

celular de uma forma dependente da dose e que foi significativamente reduzida pelo 

radical nitróxido estável Tempol. Além disso, o Tempol inibiu significativamente o dano 

oxidativo induzido pela cocaína. Cumulativamente, estes resultados sugerem que os 
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nitróxidos, como Tempol, podem atenuar o dano oxidativo e a morte celular e que as 

células PC12 podem ser utilizadas como um modelo in vitro para investigar o mecanismo 

molecular preciso destes compostos. 

Recentemente, LINARES et al., 2013 observaram que o tratamento com Tempol 

26mg/kg (intraperitoneal) 3 vezes por semana em um modelo de esclerose lateral 

amiotrófica (hSOD G93A) mostrou-se neuroprotetor promovendo um aumento na 

sobrevivência dos animais por 17 dias. Além disso, o tratamento com Tempol protegeu 

as estruturas celulares e moleculares contra danos oxidativos. Os dados sugerem que o 

tratamento com nitróxidos é uma boa alternativa para ser testada em modelos animais 

de ELA. 

Uma perda significativa de neurônios dos gânglios das raízes dorsais (DRG) foi 

relatada em modelos animais de lesão de nervo periférico. Neurônios sensoriais neonatais 

são mais suscetíveis a morte celular induzida pela axotomia e retirada de fator de 

crescimento do nervo (NGF) do que neurônios adultos (Chung-Ren et al., 2011). 

Do dia embrionário 13 aos 3 dias pós-natal, 65% de todos os neurônios motores 

degeneram por um mecanismo de apoptose (Oppenheim, 1991; Yamamoto e Henderson, 

1999). Acredita-se que estes neurônios morram devido à inabilidade de captar quantidade 

significativa de fatores neurotróficos produzidos, em quantidade limitada, no órgão alvo 

(Oppenheim, 1991). Esta predisposição de motoneurônios embrionários e neonatais 

morrerem durante o desenvolvimento sugere que eles têm uma maior sensibilidade para 

a morte celular, em oposição aos motoneurônios adultos, que são capazes de resistir a um 

estímulo lesivo. 
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MCKAY HART et al., (2002) avaliaram neurônios sensoriais e células satélites após a 

axotomia periférica e reparação do nervo imediatamente após a lesão ou após uma 

semana da axotomia em ratos adultos, empregando a técnica de Tunel e analises 

morfológicas em diferentes tempos de sobrevida: 1 a 14 dias, 1 a 6 meses, e relataram 

que neurônios TUNEL-positivos, exibindo uma variedade de morfologias, foram vistos em 

todos os pontos temporais com um pico no grupo de 2 semanas após axotomia, apenas 

em gânglios axotomizados. O número de células satélites TUNEL-positivas atingiu o pico 2 

meses após axotomia e eram mais numerosas nos gânglios axotomizados comparados ao 

controle. Nos animais que foram submetidos a reparação do nervo, o número de 

neurônios TUNEL positivos foi reduzido, indicando que a reparação imediata era mais 

protetora do que o reparo após uma semana a lesão.  

GROVES et al., (1997) demonstraram ocorrência de fragmentação do DNA nos 

neurônios, 7 dias após a transecção do nervo isquiático em ratos adultos e, embora a 

maioria dos autores não demonstrem qualquer perda neuronal no prazo de 7 dias de 

axotomia, VESTERGAARD et al., (1997) encontraram uma perda de 6% após 4 dias, 

aumentando para 19% após 8 dias. 

WOLF e MISSLER (1992) relataram que a transecção do nervo isquiático causa a 

morte dos motonêuronios espinais em ratos recém-nascidos, e que esse tipo de morte 

ocorre por apoptose. Esses dados corroboram com os observados em nosso trabalho, 

onde células em processo apoptótico foram evidenciadas através da técnica de TUNEL em 

cortes transversais da medula espinal. O tratamento com Tempol reduziu o número de 

células TUNEL-positivas do lado ipsilateral à lesão, quando comparado com animais que 
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receberam somente o veículo de diluição. Essa redução foi estatisticamente significativa 8 

horas após lesão nas regiões ventral e dorsal da medula espinal e 12 e 24 horas após lesão 

na região média. As células TUNEL-positivas foram mais evidenciadas na região média e 

dorsal da medula lombar, não ficando restritas somente ao grupo dos motoneurônios 

axotomizados na região ventral da medula, indicando que a axotomia do nervo periférico 

induz a apoptose de interneurônios, neurônios motores e sensitivos e células gliais. Dados 

semelhantes foram observados por ROGÉRIO e colaboradores (2006), que realizaram a 

técnica de TUNEL para detecção de células apoptóticas na medula lombar de ratos 

neonatos (P2) após axotomia do nervo periférico. Tais autores relataram que células 

TUNEL-positivas foram localizadas na substância cinzenta, principalmente no corno dorsal 

dos grupos controle e grupos lesionados. No primeiro dia após lesão, o número de células 

marcadas aumentou significativamente no grupo veículo, quando comparado com o 

grupo que recebeu tratamento com melatonina. O número de células marcadas não 

apresentou diferenças entre os grupos estudados 3 horas, 6 horas, 3 dias e 5 dias após 

axotomia. 

Em nosso estudo, células TUNEL- positivas foram dificilmente observadas no pool 

dos motoneurônios, porém, como observado pelas duplas marcações TUNEL/NeuN, 

podemos afirmar que há neurônios morrendo por apoptose, também em nosso modelo 

experimental. OLIVEIRA e colaboradores (1997 e 2002) detectaram um pequeno, mas 

significativo, aumento no número de células TUNEL-positivas no corno ventral da medula 

espinal de ratos neonatos (P2), após axotomia. A difícil identificação de motoneurônios no 
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corno ventral da medula pode ser atribuída à rapidez do processo de morte de 

motoneurônios imaturos após axotomia periférica. 

Possivelmente, esta redução de morte por apoptose promovida pelo nitróxido 

Tempol deve estar relacionada com sua propriedade antioxidante, reduzindo o estresse 

oxidativo e proporcionando um microambiente favorável para sobrevivência e 

manutenção desses neurônios, bem como de células não neuronais. 

Em animais neonatos, motoneurônios seccionados morrem por um mecanismo de 

apoptose, tal como evidenciado pela ativação da caspase-3 e fragmentação do DNA (de 

Bilbao e Dubois-Dauphin, 1996; Li et al., 1998b; de Bilbao et al., 1999;. Guarin et al., 1999; 

Vanderluit et al., 2000). A morte celular dos motoneurônios nos recém nascidos pode ser 

prevenida com a superexpressão das proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl-XL (Dubois-

Dauphin et al., 1994; Parsadanian et al., 1998), ou pela supressão da proteína pró-

apoptótica Bax (Deckwerth et al., 1996). 

Para melhor compreendermos os mecanismos pelos quais o Tempol promoveu 

proteção sobre os motoneurônios e células não neuronais, realizamos a técnica qRT-PCR 

para avaliarmos a expressão de genes pró e anti-apoptóticos bax e caspase 3 e blc2, 

respectivamente 12 e 24 horas após a axotomia do nervo isquiático. Nossos resultados 

mostraram um aumento de aproximadamente 13, 3 e 28 vezes na expressão gênica de 

bax, caspase 3 e bcl 2, respectivamente, em relação ao controle após 12 horas a lesão e 

tratamento com Tempol. Dados semelhantes foram observados por REZENDE e 

colaboradores (2008) que relataram uma diminuição de 18% nos níveis de bax e um 

aumento de 87% de blc2 após tratamento com CNTF na primeira semana pós natal em 
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ratos neonatos axotomizados. A relação bcl2 e bax também aumentou. Os mesmos 

autores relataram, pela primeira vez, que o CNTF reduz a quantidade de bax no 

citoplasma, indicando que o tratamento reduz a ação pró-apoptótica de bax, sugerindo 

que a diminuição de bax e/ou o aumento de bcl2/bax pode ser responsável pela redução 

da morte de motoneurônios. Em nosso trabalho, a relação bcl2/bax após 12 horas a lesão 

e tratamento com Tempol, não apresentou diferenças estatísticas entre os grupos. Porém, 

observa-se um aumento nessa relação no grupo tratado com Tempol 12 horas após a 

lesão, quando comparado aos grupos controle e veículo, sugerindo que o nitróxido pode 

estar modulando os mecanismos de morte através do aumento de bcl2 em relação à bax. 

Esta hipótese é sustentada pelo fato de bax ser essencial para a morte induzida por 

axotomia em roedores neonatos, como demonstrado em camundongos bax knockout. 

Com efeito, KINUGASA e colaboradores (2002) relataram que a secção do nervo isquiático 

em ratos recém-nascidos com deficiência de bax (bax-/-) produziu uma menor morte de 

motoneurônios do que a observada em animais do tipo selvagem (bax+/+). Além da 

redução dos níveis de bax, bcl2 interage com bax na membrana mitocondrial, inibindo a 

formação de poros pela oligomerização de bax (Dlugosz et al., 2006). 

A importância de bcl2 pode ser observada no estudo de DUBOIS-DAUPHIN e 

colaboradores (1994). Estes relataram que motoneurônios do nervo facial de ratos 

transgênicos que superexpressam bcl2 humana são resistentes à axotomia, realizada aos 2 

dias de idade. Estes autores mostraram que os neurônios motores sobreviventes 

apresentaram imunomarcação mais intensa para bcl2 do que os do lado contralateral, 7 

dias após a lesão. Evidência adicional do papel anti-apoptótico de bcl2 foi fornecida pela 
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ausência de células marcadas com TUNEL de 8 horas a 5 dias depois da secção do nervo 

facial (de Bilbao, F.; Dubois-Dauphin, M.; 1996). 

Após 24 horas e tratamento com Tempol, nossos resultados mostraram uma 

diminuição da expressão de bax, caspase 3 e bcl2. Quando comparamos a expressão 

desses genes entre 12 e 24 horas nos grupos veículo e Tempol, observamos um aumento 

da expressão dos genes estudados 12 horas e uma diminuição da expressão dos mesmos 

após 24 horas. 

Interessantemente, a administração de Tempol aumentou tanto expressão de 

transcritos gênicos pró e antiapoptóticos, reforçando a presença de apoptose nos tempos 

de sobrevida estudados. Porém, tendo-se em vista que o tratamento com o fármaco 

gerou aumento significativamente maior de mRNA para genes antiapoptóticos, nossos 

resultados sugerem que o Tempol atue primordialmente de forma neuroprotetora. 

 Nossos resultados contribuem com evidências que nitróxidos estáveis, como 

Tempol, minimizam a ocorrência de eventos apoptóticos no período neonatal após 

axotomia periférica e promovem aumento da sobrevivência de motoneurônios, 

possivelmente através da modulação dos mecanismos apoptóticos, relacionados 

principalmente com a expressão de bax e bcl2.  
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7. Conclusões 

 

De acordo com os resultados desse estudo, conclui-se que o tratamento com Tempol é 

neuroprotetor, levando à sobrevivência dos motoneurônios após a lesão de nervo 

periférico e diminuição dos eventos apoptóticos.  
 

Especificamente, o presente estudo permite concluir que: 
 

 O tratamento com Tempol aumenta a sobrevivência de motoneurônios da medula 

espinal em todos os tempos de sobrevida estudados 8 horas, 12 horas, 24 horas, 

72 horas e uma semana pós lesão (p<0,0001). 

 

 Os animais tratados com Tempol apresentaram uma diminuição do número de 

células TUNEL positivas, indicando uma redução dos eventos apoptóticos. 

 

 O tratamento com Tempol aumentou a expressão dos genes pró-apoptóticos (bax, 

13 vezes) e anti-apoptóticos (bcl2, 28 vezes) nas primeiras 12 horas após lesão. 
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