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RESUMO



Resumo 

xxx 

Lesões nervosas periféricas e centrais levam à inflamação local e retrógrada, resultando em 

alterações axonais, perdas neuronais e sinápticas significativas. Juntamente a tais 

alterações, as células gliais tornam-se reativas, influenciando na remodelação do SNC após 

lesão. Os mecanismos que desencadeiam tais mudanças não são completamente 

compreendidos, mas é evidente que as moléculas classicamente relacionadas com o sistema 

imune estão envolvidas em tais eventos diretamente ou através da modulação da reatividade 

glial. Assim, nossa hipótese é que o controle da sinalização inflamatória após a lesão 

central ou periférica possa afetar indiretamente nos mecanismos endógenos de reparação no 

SNC, resultando em maior preservação das conexões neurais e melhor recuperação 

funcional. Para isso, realizamos lesões periféricas e centrais expondo os animais a 

diferentes microambientes de lesão a fim de investigar o papel das células gliais na 

sobrevivência, capacidade regenerativa axonal e estabilidade sináptica de motoneurônios 

medulares. Os resultados mostraram que, após lesão, a modulação da sinalização 

inflamatória através da administração de citocinas ou deleção de moléculas expressas na 

superfície das células gliais podem influenciar direta ou indiretamente na estabilidade dos 

circuitos neuronais, na regeneração axonal e sobrevivência neuronal. Desse modo, conclui-

se que o controle da inflamação e da reatividade glial são, provavelmente, críticos para a 

plasticidade no Sistema Nervoso viabilizando, assim, novas estratégicas de tratamentos. 
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ABSTRACT



Abstract 

xxxii 

Central or peripheral lesions result in local and retrograde inflammation , leading to axonal 

degeneration, synaptic and/or neuronal loss. Additionally, after injury, reactive glial cells 

are recruited to the lesion site, influencing the plasticity of the nervous system. The 

mechanisms which trigger such changes are not completely understood, but evidences have 

shown that molecules classically related to the immune system are involved in such events 

directly or indirectly by glial modulation. Based on this, our hypotheses is that the control 

of inflammatory signaling after central or peripheral injury may indirectly affect the 

endogenous repair mechanisms, resulting in a greater synaptic preservation and better 

functional recovery. In this sense, animals were submitted to both central and peripheral 

lesions in order to investigate the effects of glial cells on neuron survival, axonal 

regeneration and synaptic plasticity. The results showed that, after lesion, the modulation of 

inflammatory signaling by cytokines or knocking down molecules on glial surface, directly 

or indirectly influence the stability of neural circuits, neuronal survival and axonal 

regeneration. Thus, we believe that this are important findings, that may be critical to the 

development of new therapeutic strategies following nervous system injury.  
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1.1 Motoneurônios e os modelos clássicos de lesão do SNC. 

     Lesões do sistema nervoso central (SNC) caracterizam-se pela perda de funções motoras 

ou sensoriais que muitas vezes podem ser irreversíveis. Entretanto, sabe-se que a melhora 

funcional após lesão pode ser atribuída a alterações intrínsecas nos circuitos neurais, 

estando envolvidas as células gliais, a regulação de citocinas, receptores inflamatórios e 

fatores neurotróficos (Kim et al., 2004; Zanon et al., 2010; Donnelly et al., 2011). Desse 

modo, a regeneração axonal, a sobrevivência neuronal e a estabilidade sináptica 

dependerão, muitas vezes, do tipo e da extensão da lesão.  

     Diferentes modelos experimentais de lesão no SNC têm sido estudados com a finalidade 

de induzir degeneração ou plasticidade sináptica em motoneurônios e testar o potencial de 

diferentes tratamentos. Portanto, modelos clássicos de lesão, como transecção e 

esmagamento de nervo periférico (Liebermannn,1971; Svensson & Aldskogius, 1999; 

Hammarberg et al., 1996), avulsão de raízes ventrais da medula (Koliatsos et al, 1994; Pihel 

et al., 1995; Cullheim et al., 1999; Chang e Havton, 2008) e lesão traumática da medula 

espinal (Morino et al., 2003; Huang et al., 2007;  Shibuya et al., 2009) têm sido 

amplamente empregados. No presente trabalho foram abordadas três diferentes lesões: 

avulsão de raízes ventrais da medula espinal (intumescência lombar), axotomia periférica 

do nervo isquiático e compressão da medula espinal.  

     Os motoneurônios são neurônios de grandes dimensões presentes no corno ventral da 

medula espinal, ocupando a lâmina IX de Rexed. Sua distribuição na coluna anterior 

respeita um padrão somatotópico. Desse modo, neurônios que inervam os músculos 

proximais estão localizados ventro-lateralmente na medula espinal, enquanto que os
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músculos distais são inervados pelos motoneurônios localizados dorso-lateralmente. Já os 

motoneurônios que inervam os músculos axiais constituem a lâmina IX medial, no corno 

ventral na medula espinal (Kandel, 1991).  

     O trauma ou interrupção do contato entre o motoneurônio e seu músculo alvo pode 

resultar em processos celulares que culminam com sua degeneração. Porém, a morte 

neuronal depende de diferentes fatores, tais como, o tipo de trauma e a idade do animal. As 

mudanças morfológicas que ocorrem nos neurônios após lesão incluem inchaço do corpo 

celular, aumento e deslocamento do núcleo para a periferia e desintegração da substância de 

Nissl (Lieberman 1971).  

     Sabe-se que lesões em indivíduos imaturos, principalmente no período neonatal, são 

particularmente graves e resultam em grande proporção de morte de neurônios motores. A 

proximidade da lesão em relação ao corpo celular do neurônio é outro fator crucial, que 

determina a ocorrência de apoptose/necrose desses (Lieberman 1971). Assim, acredita-se 

que os mecanismos relacionados à degeneração, nos casos acima mencionados, tenham 

relação com a interrupção do aporte de fatores tróficos derivados do músculo.  

     Um exemplo de grande relevância clínica, em relação à indução de morte neuronal, é a 

avulsão de raízes motoras na superfície da medula. Sabe-se que esta lesão induz a morte de 

motoneurônios em animais adultos, com apenas 20% de sobrevivência após a segunda e 

terceira semanas subsequentes à axotomia (Koliatsos et al., 1994). Ultraestruturalmente, 

após lesão proximal das raízes, observa-se, uma redução do número de contatos sinápticos 

no corpo neuronal e na região proximal dos dendritos (Lindå et al., 2000; Cullheim et al., 

2002). Neste sentido, as primeiras duas semanas após a lesão, caracterizam-se como um 
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período crucial para a realização de tratamentos cirúrgicos e farmacológicos. Isto pois, é 

nesse intervalo de tempo que uma proporção significativa de motoneurônios axotomizados 

pode ser resgatada. O reimplante de raízes ventrais tem um caráter neuroprotetor, 

permitindo a regeneração axonal, além de resultar em reinervação funcional dos músculos 

(Culheim et al., 1989). Entretanto, apesar da cirurgia de reimplante, ainda há a necessidade 

de outras ferramentas na busca de estratégias que diminuam a morte neuronal pós-lesão e 

que direcionem os neuritos para repovoar as raízes reimplantadas (Cullheim,et al., 1999). 

Neste sentido a utilização de fármacos antes e após o procedimento cirúrgico é de extrema 

importância. Desse modo, ao longo dos anos, diferentes substâncias como fatores 

neurotróficos (Novikov et al., 1997; Chu et al., 2009), riluzole (Nogradi et al., 2007); N-

acetyl-cysteine (Zhang et al., 2005) e  o acetato de glatiramer  (Scorisa et al., 2009) têm 

sido testadas. Recentemente, trabalhos têm demostrado efeitos neuroprotetores do fator 

estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF) no SNC, sugerindo sua eficiente aplicação 

em lesões que acometem os neurônios motores (Henriques et al., 2010). Além disso, o G-

CSF tem importante ação anti-apoptótica (Schneider et al., 2005); promove diferenciação 

de células neurais e a migração de células derivadas da medula óssea para regiões lesadas 

(Koda et al., 2007), reduz significativamente os níveis de indução de óxido nítrico sintase 

(iNOS) e diminui a ativação de microglias iNOS-positivas, (Solaroglu et al., 2006). 

     Semelhante à avulsão, na lesão nervosa periférica, o contato entre o motoneurônio e suas 

fibras musculares alvo torna-se comprometido. Neste tipo de lesão ocorrem alterações 

retrógradas no corpo celular do neurônio, denominadas cromatólise (Lidman et al., 2002). 

Além disso, observa-se aumento da reatividade da microglia e dos astrócitos circundantes 

que influenciam no destacamento sináptico dos motoneurônios (Aldskogious & Svensson, 
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1993). As células gliais são capazes de expressar, na superfície celular, receptores que 

influenciam no destacamento ou preservação dos contatos sinápticos dos motoneurônios 

medulares. Tais receptores como o MHC I e moléculas da cascata do complemento 

exercem funções essenciais na formação, maturação e eliminação das conexões sinápticas 

(Huh et al., 2000; Oliveira et al., 2006; Fourgeaud & Boulanger, 2007; Berg et al., 2012). 

Os mecanismos envolvidos na interação glia e neurônio, ainda não são bem conhecidos. 

Entretanto, sabe-se que moléculas que originalmente foram identificadas no sistema imune 

também exercem funções não imunes no sistema nervoso, durante o desenvolvimento e 

após lesão (Boulanger, 2009). Assim, através do modelo de lesão periférica é possível 

pormenorizar as interações entre as células da glia e os motoneurônios. 

     Na lesão medular traumática ocorre hemorragia local, com o rompimento da barreira 

hemato-encefálica (BHE), seguida por uma rápida necrose que induz vasta morte neuronal 

e interrupção de vias ascendentes e descendentes (Hill et al., 2001). A ruptura dos feixes 

das fibras nervosas é devastadora, resultando em disfunções sensório-motoras acentuadas e 

persistentes abaixo da lesão. Sabe-se que a melhora funcional após lesão da medula espinal 

pode ser atribuída às alterações intrínsecas nos circuitos medulares distais, tais como o 

restabelecimento das vias descendentes ou a preservação da plasticidade sináptica em 

motoneurônios no corno ventral (Kim et al., 2004; Ballermann & Fouad 2006). Entretanto, 

a recuperação funcional depende da capacidade regenerativa dos axônios, que são 

deficientes em regenerar-se a longas distâncias (Schwab & Bartholdi, 1996). Após lesão 

traumática da medula, uma cascata de alterações moleculares e celulares é disparada pela 

inflamação. Logo, o controle destes processos definirá o sucesso da regeneração axonal 

(Benowitz & Popovich, 2011).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fourgeaud%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18083091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boulanger%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18083091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schwab%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8618960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bartholdi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8618960
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1.2 O papel da inflamação no Sistema Nervoso (SN).   

     Por muitos anos o SNC foi considerado um órgão imuno privilegiado, protegido pela 

barreira hemato-encefálica. No entanto, diversas circunstâncias patológicas e fisiológicas 

revelaram que a ação do SI no SNC constitui um importante mecanismo de resposta a 

lesões (Tillex & Hermans, 2007). Entretanto, o controle e a progressão da inflamação é, 

provavelmente, crítico para a sobrevivência neuronal, a regeneração axonal e a plasticidade 

após lesão (Popovich & Longbrake, et al., 2008). Ainda, a regeneração depende de fatores 

intrínsecos do microambiente que diferem tanto no SNP quanto no SNC. As diferentes 

capacidades regenerativas têm sido atribuídas ao microambiente do sistema nervoso, que é 

permissivo no SNP, porém inibitório no SNC (Fawcett et al., 1997). Assim, o modelo de 

lesão do nervo periférico é frequentemente usado para estudos de regeneração no SNC e 

SNP. Isto pois tal procedimento acarreta alterações no nervo periférico, que sofre 

degeneração Walleriana (DW) e no microambiente medular, pois os motoneurônios 

apresentam alterações anterógradas, em resposta à lesão do axônio. 

     A DW promove um microambiente favorável, permitindo a regeneração axonal. Em 

resposta à perda axonal, células de Schwann são recrutadas no local da lesão. Tais células 

executam um papel crucial na regeneração axonal, uma vez que, favorecem a reabsorção 

dos restos celulares, promovem o crescimento guiado dos axônios advindos do coto 

proximal, por expressarem moléculas de superfície que dirigem e estimulam a regeneração 

das fibras (Gaudet et al., 2011). 

     Recentes estudos têm demonstrado que as células de Schwann podem expressar, em sua 

superfície, receptores do tipo Toll (TLRs) (Goethals et al., 2010). Estes, por sua vez, são 
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receptores transmembrana de reconhecimento de padrões moleculares (PAMPs) que 

iniciam a resposta imune inata à diversos patógenos  (Okun et al., 2008). No SNP os TLRs 

exercem papel importante na ativação de células de Schwann e no recrutamento de 

macrófagos que, por sua vez, são fundamentais na remoção dos resíduos de mielina no 

local de lesão (Lee et al., 2006; Boivin et al., 2007). Os fragmentos celulares de mielina 

atuam como inibidores da regeneração, portanto a remoção destes facilita o brotamento 

axonal (Li et al., 1996; Liu et al., 2002; Simonen et al., 2003). 

     Uma lesão no SNC induz a reatividade das células gliais, refletindo uma comunicação 

bidirecional com os neurônios (Di Filippo et al., 2008; Emirandetti et al., 2006). Sendo 

assim, as células gliais são responsáveis por intermediar a interação entre o SN e o SI 

(Farina et al., 2007). Tais interações ocorrem através de diversos receptores expressos na 

superfície de astrócitos, microglia e neurônios.  

     A co-expressão e autoregulação de G-CSF e seu receptor em neurônios após lesões no 

SNC, por exemplo, evidecia um mecanismo de proteção neuronal autócrino (Solaroglu et 

al., 2006). Ainda, a dinâmica da regulação do G-CSF, após lesão, mostrou estar relacionada 

com a expressão de TLR4 (Li et al., 2009). Estudos in vivo e in vitro mostram que TLR4 é 

expresso principalmente por microglia (Lehnardt et al., 2002; Lehnardt et al., 2003). Já o 

TLR2 pode ser expresso por microglia (Jack et al., 2005) e astrócitos (Olson et al., 2004; 

Phulwani et al., 2008). Além disso, os neurônios também expressam TLR, apresentando 

níveis elevados de TLR2 e TLR4 em resposta à lesão (Tang et al., 2007). Igualmente, 

outras moléculas envolvidas na imunidade inata, incluindo os componentes da cascata do 

complemento, são expressas por neurônios e exercem importante papel na plasticidade no 

SNC (Fourgeaud & Boulanger, 2007; Stevens et al., 2007). Sendo assim, é possível que os 
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TLRs, após lesão, estejam envolvidos na plasticidade sináptica, por intermediar a 

sinalização entre glia e neurônio.  

     Além disso, a quimiocina fractalcina CX3CL1, predominantemente expressa em 

neurônios, e o seu receptor CX3CR1, expresso por monócitos, células dendríticas e 

microglia (Nishiyori et al., 1998), são dinamicamente regulados após lesão no SNC. Isto 

sugere que a sinalização entre neurônio e glia também pode ser mediada através deste 

receptor (Harrison et al., 1998). Estudos mostram que a ativação via TLR4 regula a 

expressão dos receptores de quimiocina CX3CR1 (Boddeke et al., 1999; Pachot et al., 

2008). Assim, a deficiência de CX3CR1 reduz a trascrição de NF-kβ, diminuindo os efeitos 

inflamatórios da ativação de TLR4 (Ishida et al.,2008).  

     As proporções da inflamação no SNC dependem principalmente do tipo da lesão. 

Assim, na lesão nervosa periférica e avulsão de raízes motoras, a reatividade glial limita-se, 

principalmente, às adjacências do motoneurônio afetado (Aldskogius et al., 1999), 

podendo, porém, se propagar a segmentos medulares adjacentes, não lesados. As 

propriedades funcionais específicas das células gliais recrutadas determinam sua influência 

sobre a sobrevivência neuronal, regeneração axonal e plasticidade sináptica (Aldskogious 

& Kozlova, 1998). Em resposta à lesão, a microglia ativada produz mediadores pró-

inflamatórios citotóxicos (Chao et al., 1992), além de ser um dos elementos responsáveis 

pela retração sináptica em motoneurônios (Cullheim & Thams, 2007). Do mesmo modo, os 

astrócitos também influenciam no número de terminais sinápticos em aposição aos 

motoneurônios axotomizados (Emirandetti et al., 2006). Além disso, na avulsão das raízes 

ventrais, os astrócitos passam a ocupar os locais de lesão formando a cicatriz glial, que é 

considerada o principal impedimento para a regeneração axonal, uma vez que atua como 
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barreira física para o crescimento de axônios (Fawcett, 1997). Entretanto, os astrócitos 

também exercem papel neuroprotetor, uma vez que, após lesão, ocorre o rompimento e 

alteração da permeabilidade da BHE (Faulkner et al., 2004; Rolls et al., 2009). Assim, a 

cicatriz glial atua como uma barreira física impedindo a passagem de células e substâncias 

estranhas ao microambiente do SNC (Rolls et al., 2009). Trabalhos têm demostrado que a 

quebra da barreira na avulsão pode desempenhar um papel essencial, por aumentar o acesso 

de fatores tróficos transmitidos do sangue para a área de lesão. Além disso, proteínas da 

matriz extracelular formam um caminho permissivo à regeneração axonal (Risling et al., 

1992; Risling et al., 1993). 

     Já na lesão traumática medular, observa-se uma reatividade glial generalizada, 

estendendo-se por toda a área de lesão, diferentemente da axotomia periférica e da avulsão. 

Os astrócitos reativos secretam moléculas inibitórias que irão constituir a cicatriz glial. Os 

componentes da matriz extracelular, a cicatriz glial, e as proteínas associadas à mielina 

Nogo-A, MAG e OMgp são importantes fatores inibitórios do crescimento axonal (Yiu & 

He, 2006). Além disso, ocorre ativação da micróglia residente e o recrutamento de 

macrófagos derivados de monócitos. Evidências mostram que estes macrófagos podem 

promover tanto a regeneração dos axônios no SNC, como também podem ter caracteristicas 

citotóxicas (Gensel et al., 2009). Os mecanismos que controlam tais funções antagônicas 

dos macrofagos no SNC, não são claramente conhecidos, mas certamente dependem da 

sinalização de quimiocinas, citocinas, e outras moléculas presentes no microambiente de 

lesão (Mantovani et al., 2004; Stout et al., 2005). A expressão do receptor CX3CR1 define 

a presença de dois subconjuntos de monócitos que determinam respostas inflamatórias 

antagônicas (Geissmann et al., 2003). Assim, fica evidente que os macrófagos podem exibir 
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diferentes padrões de função sob a influência de diferentes microambientes (Stout et al., 

2005). De acordo com Donnelly et al. (2011), a ausência da sinalização de CX3CR1 

atenuou a capacidade inflamatória e oxidativa da microglia e macrófagos, contribuindo para 

a recuperação funcional. Kigerl et al. (2009) sugerem que o crescimento e o brotamento 

axonal também podem ser influenciados por fatores facilitadores de crescimento derivados 

de macrófagos anti-inflamatórios. Assim, suspeita-se que o motivo de maior capacidade 

regenerativa de axônios no SNP comparado aos axônios no SNC, também deva-se às 

distintas respostas funcionais de macrófagos. Tal hipótese foi confirmada quando os 

monócitos estimulados in vitro com nervo periférico diferenciaram em macrófagos com 

aumentada habilidade fagocítica e capacidade de secretar fatores tróficos como o BDNF 

(Zeev-Brann et al., 1998).  

     Diante deste contexto, compreende-se que as respostas gliais dependem do tipo de lesão 

e da influência de diferentes microambientes. Desse modo, melhor entender estes distintos 

comportamentos pode ser uma ferramenta crucial no tratamento de lesões, uma vez que, o 

controle das funções das células gliais definirá sua influência sobre a capacidade 

regenerativa axonal, sobrevivência neuronal e plasticidade sináptica dos neurônios. Assim, 

para o estudo destes fatores, foram analisados diferentes tipos de lesões e microambientes. 

A tese foi dividida em 4 capítulos, sendo os 3 primeiros desenvolvidos no laboratório de 

regeneração nervosa - Unicamp e o quarto capítulo realizado na Ohio State University- 

EUA. O primeiro trabalho refere-se à lesão por avulsão de raízes ventrais, o segundo e e 

terceiro, à lesão nervosa periférica e o quarto trabalho à lesão traumática medular. 
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2. Objetivo Geral do estudo 

     Analisar os mecanismos moduladores das células gliais e a influência destas na 

sobrevivência, capacidade regenerativa axonal e estabilidade sináptica de motoneurônios 

medulares após lesão central e periférica.  

2.1 Objetivo Geral - Capítulo I 

     Analisar a influência de G-CSF sobre a reatividade glial e plasticidade sináptica dos 

motoneurônios espinais em ratos submetidos à avulsão de raízes ventrais 

2.2 Objetivo Geral- Capítulo II 

     Analisar a influência dos receptores tipo Toll 2 e Toll  4 na reatividade glial e na 

dinâmica das sinapses em aposição aos motoneurônios medulares do tipo alfa, em 

camundongos submetidos à lesão nervosa periférica. 

2.3 Objetivo Geral- Capítulo III 

     Analisar o papel dos receptores TLR2 e TLR4 na regeneração e recuperação funcional 

após esmagamento do nervo periférico. 

2.4 Objetivo Geral- Capítulo IV 

     Determinar se a deficiência de CX3CR1 atenua a capacidade inflamatória e oxidativa da 

microglia e macrófagos promovendo um ambiente favorável à regeneração de vias 

descendentes após lesão. Além disso, investigar se a deficiência do receptor CX3CR1-/- 

contribui para maior preservação sináptica de motoneurônios alfa medulares. 
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3.1 Linhagens de animais e técnicas utilizadas (Capítulos I, II, III e IV) 

 

Capítulos 

 

Linhagens 

 

Tipos de 
lesão 

Tempo de 
sobrevida 
após lesão 

 

Técnicas 

 

Capítulo I 

Lewis adultos (6-8 semanas 
idade) 

Avulsão 2 semanas Imunoistoquímica e   
MET 

Lewis neonatos (1-3 dias)  Sem lesão  Cultura celular 

 

 

 

Capítulo 
II 

C57BL/6J adultos  (6-8 
semanas) 

 

 

Transecção 
do nervo 
periférico 

 

 

 

1 semana 

 

Imunoistoquímica 

MET 

Western blotting 

RT-PCR 

TLR2-/- adultos (6-8 
semanas) 

C3H/HePas adultos  (6-8 
semanas) 

C3H/HeJ adultos (6-8 
semanas) 

C57BL/6J, TLR2-/-, 
C3H/HePas, C3H/HeJ 
(neonatos – 1-3 dias) 

 

Sem lesão 

  

Cultura celular 
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C57BL/6J adultos 

 

 

 

Esmagamento 
do nervo 
periférico 

2 semanas Imunoistoquímica e MET 

3 e 7 dias  Imunoistoquímica 

 

TLR2-/- adultos 

2 semanas Imunoistoquímica e MET 

3 e 7 dias Imunoistoquímica 

 

C3H/HePas adultos 

2 semanas Imunoistoquímica e MET 

5 semanas  Imunoistoquímica 

 

C3H/HeJ adultos 

2 semanas Imunoistoquímica e MET 

5 semanas  Imunoistoquímica 
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IV 

CX3CR1-/- adultos (7-10 
semanas) 

 

Contusão 
Medular focal 

 

56 dias 

Imunoistoquímica 

Hibridação in situ 

MET 
CX3CR1+/- adultos  (7-10 

semanas) 

Tabela 1:  Diferentes linhagens de animais, tipos de lesão e técnicas aplicadas para cada capítulo. 
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3.2 Processamento dos espécimes para Imunoistoquímica (Capítulos I, II e III). 

     Após os períodos de sobrevida pré-determinados, os animais foram anestesiados com a 

combinação de Kensol (xilazina, Köning, 10 mg/kg) e Vetaset (cetamina, Fort Dodge, 50 

mg/kg) e em seguida submetidos à toracotomia e sacrificados via perfusão transcardíaca. 

Visando a lavagem total dos vasos e órgãos os animais foram submetidos primeiramente à 

perfusão de solução de salina (NaCl 0,9% em tampão fosfato de sódio, pH 7,4). 

Posteriormente, foi realizada a fixação utilizando solução de formaldeído 4% em tampão 

fosfato de sódio, pH 7,4. Após fixação, os espécimes foram dissecados e mantidos em 

fixador por 12 horas a 4ºC. Passado este período, os espécimes foram incluídos em Tissue-

Tek (Miles Inc., USA) e congelados em n-Hexano à -35 a -40°C, em recipiente contendo 

nitrogênio líquido. Cortes histológicos com 12µm de espessura foram obtidos em criostato. 

As secções foram então transferidas para lâminas gelatinizadas e estocadas a -20ºC até a 

realização das imunomarcações. 

3.2.1 Imunoistoquímica (Capítulos I, II, III). 

     Para a realização da imunoistoquímica, as lâminas climatizadas foram lavadas 3 vezes 

por 5 minutos em TBS 5% Tween, sendo posteriormente bloqueadas com TBS 5% Tween a 

3% BSA por 60 minutos. Após este período as lâminas foram incubadas em câmara úmida 

com 70µl de solução contendo anticorpo primário em TBS 5%, Tween a 1% e BSA por 3 

horas. Após 3 séries de lavagens de 5minutos em TBS 5% contendo Tween, as lâminas 

foram incubadas com os anticorpos secundários (1:250) conjugados com cianina 2 (CY-2) 

ou 3(CY-3; Jackson Lab., USA) por 60 minutos. Os espécimes foram lavados em TBS 5% 

contendo Tween, montados em glicerol/PBS 0,1M (3:1) e observados em microscópio de 

fluorescência, utilizando-se os filtros para fluoresceína (CY-2) e rodamina (CY-3). 
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3.2.2 Análise quantitativa da imunoistoquímica da glia reativa e de marcadores  

sinápticos adjacentes á membrana dos motoneurônios medulares (Capítulos I, II, IV). 

     As imunomarcações foram observadas e digitalizadas em microscópio de fluorescência 

invertido (Eclipse TS100, Nikon, Tokyo, Japan) conectado a um sistema de aquisição de 

imagens (DXM1200F, Nikon, Tokyo, Japan). Todas as imagens foram adquiridas com 

ampliação final de x200 usando sempre configurações idênticas no software Metamorph. 

Para a quantificação, foram selecionadas três secções alternadas a partir do mesmo nível da 

medula espinal dos lados ipsilateral e contralateral de cada animal (n = 5 para cada grupo). 

A quantificação foi realizada com mudança de contraste através do software ImageJ (versão 

1.33, National Institutes of Health, EUA). A densidade integrada de pixels foi medida em 

seis áreas representativas de todo o motoneurônio identificado no núcleo motor lateral de 

cada um dos lados (lados lesionado e não lesionado) (Figura 1). A razão ipsilateral / 

contralateral da densidade integrada de pixels foi calculada e então estabelecida a média 

para cada grupo ± erro padrão (Oliveira et al., 2004). 

 

Figura1: Esquema de quantificação da densidade integrada de pixels nas adjacências dos motoneurônios medulares 

lâmina IX (região dorso-lateral do corno ventral). 
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3.3 Processamento dos espécimes para Microscopia eletrônica de transmissão (Capítulos 

I, II, III, IV). 

     Após os períodos de sobrevida pré-determinados, os animais foram anestesiados com a 

combinação de Kensol (xilazina, Köning, 10 mg/kg) e Vetaset (cetamina, Fort Dodge, 50 

mg/kg), submetidos à toracotomia e sacrificados via perfusão transcardíaca. Visando a 

lavagem dos vasos e órgãos os animais foram submetidos à perfusão de solução de salina 

(NaCl 0,9% em tampão fosfato de sódio, pH 7,4) e, posteriormente, fixados com solução 

contendo glutaraldeído (2%) e paraformaldeído (1%) em tampão fosfato de sódio, pH 7,4. 

Após fixação, os espécimes foram mantidos na mesma solução fixadora por 12 horas a 4ºC. 

Passado esse período, as intumescências foram reduzidas em fragmentos ipsilateral e 

contra-lateral e lavadas em tampão fosfato 0,1M. Os fragmentos foram, então, pós-fixados 

por um período de 3 horas em solução de tetróxido de ósmio a 1%, diluído em tampão 

fosfato de sódio 0,2M pH 7,4. Seguindo-se à pós-fixação, os fragmentos foram 

desidratados em série crescente de álcool e acetona e incluídos em resina (Durcupan, 

Sigma). Os blocos foram desbastados, realizadas secções semi-finas (0,5µm) e 

posteriormente cortes ultra-finos (500Å; ultramicrótomo LKB, Bromma 8800) coletados 

em telas de cobre com película de formvar. O espécimes foram então contrastados em 

acetato de uranila 2% em solução aquosa por 40 minutos e citrato de chumbo, por mais 5 

minutos. Após contraste, os espécimes foram observados em microscópio eletrônico de 

transmissão Tecnai G² Spirit BioTwin (FEI Company, Holanda) operando a 120KV. 
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3.3.1 Análise das secções ultra-finas (Capítulos I,II,IV). 

     Neurônios com grandes corpos celulares (>35 μm em diâmetro), encontrados no grupo 

dorso-lateral da coluna anterior da medula e seccionados ao nível do plano nuclear foram 

identificados como α-motoneurônios pela presença de terminais sinápticos colinérgicos ou 

do tipo C. A superfície das células foi então sequencialmente digitalizada com uma câmara 

digital e uma ampliação de x11.000.As imagens foram montadas sequencialmente, 

utilizando-se um software vetorial (Figura 2). Os terminais sinápticos foram classificadas 

em três diferentes tipos (F, S e C), de acordo com a nomenclatura de Conradi (1969). 

Terminais tipo S, com vesículas esféricas, contêm principalmente o neurotransmissor 

excitatório glutamato, Terminais do tipo C apresentam vesículas esféricas contendo 

neurotransmissor acetil colina e possuem cisterna subsináptica. Terminais F contêm 

vesículas achatadas ou pleomórficas, preenchidas com glicina e/ou GABA, apresentado 

função inibitória (Figura 3). Para cada neurônio, foi calculado o número de terminais 

sinápticos por 100 m de membrana celular e o percentual de comprimento de membrana, 

usando a ferramenta de medição do software ImageTool (versão 3.0, The University of 

Texas Health Center, TX). Um total de 2 motoneurônios foram analisados para cada 

animal, totalizando 10 neurônios por grupo experimental (Oliveira et al., 2004). 

 

Figura 2: Esquema representando motoneurônios localizados no corno ventral, grupo dorso-lateral da medula espinal. 

Seqüência de fotomicrografias eletrônicas de transmissão utilizada para reconstrução de um motoneurônio alfa. 
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Figura 3: Fotomicrografia mostrando os três tipos de terminais pré-sinápticos (S, C e F) em aposição à membrana de um 

motoneurônio alfa medular. Escala = 2µm. 

 

3.4  Cultura celular primária de astrócitos (Capítulos I,II). 

     As culturas primárias de astrócitos foram preparadas a partir córtices cerebrais de 

camundongos ou ratos de 1 a 2 dias de idade.  De acordo com o método usado por 

McCarthy & Vellis (1980), os córtices cerebrais de camundongos ou ratos neonatais foram 

extraídos e, após a remoção das meninges e vasos sanguíneos, foram triturados e incubados 

em 0,05% de tripsina (em solução salina tamponada livre de cálcio e magnésio) durante 10 

min. Em seguida, foi adicionada DNase no tecido pré-digerido e a suspensão de células 

resultante foi centrifugada por 10 minutos em gradiente contendo 4% de albumina sérica 

bovina (BSA) e meio de Eagle modificado pela Dulbecco (DMEM). O precipitado celular 

foi ressuspenso em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, 

Nutricell), penicilina e estreptomicina (1 UI/ml, Nutricell), fator de crescimento do nervo 

(NGF, 0,25ul/ml, Sigma), glicose (16 ul/ml, Nutricell) e insulina (1 ul/ml, Sigma) e 

semeadas em frascos de cultura de células 25 cm2 (T25). As culturas de astrócitos primários 
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resultantes foram mantidas em incubadora a 37°C sob atmosfera de CO2 a 5% durante 2 

semanas. Após confluência, as culturas foram tripsinizadas e novamente submetidas a 

centrifugação de 10 min. O precipitado foi ressuspenso em meio glial e semeado em placas 

de cultura de 24 poços na densidade de 2,5 x 104células/poço.  Estas placas foram 

colocadas em incubadora sob as mesmas condições (37C, 5% de CO2). O meio glial foi 

renovado a cada dois dias, e todos os experimentos foram realizados em triplicata.  
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Efeito neuroprotetor do G-CSF sobre motoneurônios espinais após avulsão de raízes 

ventrais 

1.Resumo 

     O fator de estimulação de colônias de granulócitos (G-CSF) é uma glicoproteína 

comumente utilizada no tratamento da neutropenia. Recentes estudos têm monstrado que o 

receptor de G-CSF (G-CSF-R) é expresso por neurônios no sistema nervoso central (CNS), 

sendo observados efeitos neuroprotetores do G-CSF após lesão. Desse modo, o presente 

trabalho teve o objetivo de analisar a influência do G-CSF sobre a reatividade glial e 

plasticidade sináptica de motoneurônios espinais em ratos submetidos à avulsão de raízes 

ventrais (ARV). Para isso, ratos Lewis machos (7 semanas de idade) foram submetidos a 

ARV unilateral de L4, L5 e L6 e divididos em dois grupos: tratado com G-CSF e placebo. 

O tratamento foi realizado via subcutânea na dose de 200 µg/kg/dia de G-CSF durante 5 

dias após a lesão. Já, o grupo placebo recebeu solução salina tamponada. Após duas 

semanas, ambos os grupos foram sacrificados e as intumescências lombares processadas 

para microscopia eletrônica de transmissão (MET), avaliação da sobrevivência neuronal e 

imunoistoquímica com os anticorpos GFAP, Iba-1 e sinaptofisina. Além disso, foi realizada 

análise in vitro da reatividade glial e proliferação celular de astrócitos derivados de 

encéfalos extraídos de animais neonatos. Os resultados indicam um aumento de 

sobrevivência neuronal e preservação sináptica no grupo tratado com G-CSF. As análises 

em MET sustentam os resultados obtidos em imunoistoquímica, revelando maior 

preservação da cobertura sináptica em animais tratados. Esta melhora da sobrevivência 

neuronal e preservação sináptica estão relacionadas com aumento na reatividade astroglial 
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tanto in vivo quanto in vitro. Os resultados in vitro mostraram aumentada taxa de 

proliferação celular em astrócitos tratados com G-CSF. Dessa forma, os resultados do 

presente trabalho sugerem que o G-CSF exerce importante influência na sobrevivência 

neuronal, reatividade astroglial e estabilidade sináptica de terminais pré-sinápticos na 

medula espinal, indicando um possível efeito neuroprotector após lesões no SNC.  

 

2. Introdução 

    Avulsão de raízes ventrais é uma lesão debilitante que normalmente está associada com 

trauma de alta energia, como ocorre em acidentes de moto, no qual o pescoço é 

violentamente afastado do ombro. Modelos de animais para o estudo dos efeitos da 

axotomia proximal foram desenvolvidos a fim de viabilizar o desenvolvimento de novas 

estratégias de reparo (Carlstedt, 2009). Desse modo, foi estabelecido um período crítico 

para intervenções cirúrgicas ou farmacológicas, o qual compreende as duas primeiras 

semanas após a lesão. Durante este período, uma proporção variável de motoneurônios 

axotomizados podem ser resgatados do processo de degeneração.  

    Um modelo experimental utilizado para investigar a degeneração neuronal adulta é 

avulsão das raizes ventrais (ARV) na superfície da medula espinal. A proximidade da lesão 

em relação ao corpo celular do motoneurônio induz perda neuronal de cerca de 80% 

durante as duas primeiras semanas pós-lesão (Koliatsos et al., 1994). Após ARV, ocorre 

reação inflamatória local e vigorosa ativação da glia residente, contribuindo para a 
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ocorrência de alterações nos circuitos espinais e perda aguda dos contatos sinápticos 

(Aldskogius & Kozlova, 1998; Aldskogius et al., 1999).  

    Ao longo dos anos, diferentes substâncias como fatores neurotróficos, riluzol, 

nimodipina, n-acetil-cisteína e miociclina (Tao et al, 1998;. Zhang et al, 2005;. Nogradi et 

al, 2007,.. Hoang et al, 2008; Sándor et al, 2010) têm sido utilizadas no reparo de lesões ou 

doenças que acometem o neurônio motor. Além disso, a terapia celular apresenta resultados 

bastante promissores (Rodrigues Hell et al., 2008; Su et al., 2009). Entretanto, atualmente, 

abordagens terapêuticas para evitar a perda neuronal após lesões proximais não são 

suficientemente eficazes, tornando necessária a investigação de novas abordagens 

farmacológicas. Desse modo, o potencial neuroprotetor do fator estimulador de colônias de 

granulócitos (G-CSF) até o momento não foi testado no modelo de AVR. 

     O G-CSF é um fator de crescimento hematopoiético importante na proliferação e 

diferenciação de células de linhagem mielóide (Schneider et al., 2005). Estruturalmente, G-

CSF é uma glicoproteína que consiste de 4 hélices, com massa molecular de 19 KDa 

(Demetri et al., 1991). Os receptores de G-CSF estão presentes em diferentes células, tais 

como na medula óssea, fibroblastos, macrófagos, células endoteliais, bem como em 

diferentes regiões do sistema nervoso, tanto em células gliais quanto em neurônios 

(Demetri & Griffin et al, 1991;  Schneider et al, 2005b ; Solaroglu et al, 2006). Vários 

estudos têm demonstrado que o G-CSF desempenha um papel neuroprotetor importante em 

lesões do SNC. Assim, foram observados efeitos benéficos como ação anti-apoptótica em 

neurônios (Schneider et al, 2005b; Solaroglu et al, 2006), além de  melhora dos sinais 

clínicos em animais com esclerose lateral amiotrófica (ALS) tratados com G-CSF (Pitzer et 
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al., 2008).  Além disso, observou-se em modelos de lesão medular, mobilização de células 

da medula óssea para o local da lesão, contribuindo para a recuperação funcional (Koda et 

ai., 2007). Tal fato é de grande interesse, uma vez que a utilização de células-tronco tem 

provado ser eficaz na recuperação de neurônios lesionados após o trauma (Rodrigues Hell 

et al., 2008). Assim, a possibilidade de obter, os benefícios da terapia de células-tronco, 

sem a necessidade de extração da medula óssea é uma vantagem bastante significativa no 

tratamento de GCSF. Outro grande benefício do tratamento com G-CSF é o seu efeito anti-

inflamatório. Estudos experimentais em esclerose múltipla demonstraram que o tratamento 

com G-CSF diminuiu os efeitos inflamatórios da doença, reduzindo consequentemente a 

gravidade da mesma (Zavala et al, 2002; Lee et al, 2005). Desse modo, a ação do G-CSF no 

processo inflamatório, possivelmente interfere na reatividade glial, minimizando os efeitos 

destas células nos processos de retração sináptica. Neste contexto, novas perspectivas são 

estabelecidas quanto ao uso desta molécula como ferramenta moduladora da reatividade 

glial e de lesões que acomentam o neurônios motores.  

 

3. Objetivos específicos 

3.1 Objetivos Específicos 

 Analisar a influência do G-CSF na preservação sináptica através da análise de 

imunoistoquímica da proteína sinaptofisina e a sobrevivência de motoneurônios 

medulares em animais submetidos a avulsão das raízes motoras L4, L5 e L6. 
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 Analisar a influência do G-CSF na reatividade astroglial através da imunomarcação 

de GFAP in vitro e in vivo. 

 Analisar o efeito do G-CSF na reatividade da microglia através da imunomarcação 

de Iba-1 

 

4. Materiais e Métodos 

4.1 Grupos de animais 

     Foram utilizados ratos machos adultos (6 a 8 semanas) pertencentes à linhagem Lewis, 

obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade 

Estadual de Campinas. Os animais foram agrupados em mini-isoladores, com livre acesso à 

ração e água, com controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e temperatura 

(21ºC). 

     Para a análise in vivo, foram utilizados 10 animais divididos em 2 grupos: placebo e 

tratado com G-CSF. Ambos os grupos foram submetidos à axotomia das raízes ventrais. 

Para a análise in vitro, foram utilizados 5 animais neonatos  Lewis  de 1 a 2 dias de idade. 

 

4.2 Avulsão das raízes ventrais 

     Os animais foram submetidos à laminectomia unilateral ao nível da intumescência 

lombar. A dura-máter foi aberta através de uma incisão e, após dissecção do ligamento 

denticulado, a medula espinal foi exposta. As raízes ventrais associadas à intumescência 
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4.4 Imunoistoquímica 

     Foram realizados os protocolos mencionados anteriormente para o processamento das 

intumescências lombares, preparação das lâminas, imunoistoquímica, e análise quantitativa. 

Para a realização da imunoistoquímica, as lâminas climatizadas foram incubadas com os 

anticorpo primários anti-sinaptofisina (DAKO 1:100), anti-GFAP (Glial Fibrillary Acidic 

Protein) (Santa Cruz 1:100) e anti IBA-1(Wako 1:500).  

 

4.5 Contagem da sobrevivência dos motoneurônios 2 semanas após a avulsão das raízes 

ventrais. 

     A contagem das células foi realizada através das secções histológicas dos segmentos 

lombares L4 a L6, 2 semanas após lesão e tratamento farmacológico ou placebo. As 

lâminas utilizadas na análise de sobrevivência neuronal foram as mesmas utilizadas nas 

análises de imunoistoquímicas. Desse modo, as lâminas foram coradas com corante de 

Nissl por 3 minutos e, em seguida, montadas com bálsamo e lamínula. Os motoneurônios 

foram identificados baseando-se na sua morfologia e localização no corno ventral da 

medula. Somente as células com o núcleo e nucléolo visíveis foram contadas. A contagem 

neuronal foi realizada em 20 secções alternadas, tanto ipsilateral quanto contralateral à 

lesão, para cada animal experimental, de forma a permitir a amostragem dos 3 segmentos 

medulares lesados. O número absoluto de motoneurônios do lado lesado e do contralateral, 

por secção, foram usados para calcular a porcentagem de células sobreviventes em cada 
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espécime. Para evitar-se contagem duplicada de  neurônios sobreviventes, foi utilizada a 

fórmula Abercrombie & Johnson (1946):  

N=nt/(t+d) 

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

espessura das secções (12µm) e d é o diâmetro das células. Como a diferença no tamanho 

significativamente afeta o número de células, o valor de d foi calculado especificamente 

para cada grupo experimental (ipsilateral e contralateral). Neste sentido, o diâmetro de 15 

motoneurônios para cada grupo foi mensurado (Image Tool software, versão 3.00). 

 

4.6 Análise de cultura celular primária de astrócitos. 

     Culturas primárias de atrócitos foram estabelecidas conforme protocolo já mencionado.  

Assim, o ensaio de proliferação celular foi realizado após serem lançadas as células em 

placas de 24 poços (2x104 células/poços). A análise de proliferação celular foi realizada 

através da contagem dos núcleos corados com DAPI (4'6'-diamidino-2-fenilindol) e assim 

foram estabelecidas as curvas de crescimento de astrócitos até três dias de tratamento para 

os grupos experimentais (controle- não tratado; 25ng/ml G-CSF; 100 ng/ml G-CSF e 500 

ng/ml G-CSF). A reactividade dos astrócitos foi mensurada através da imunoreatividade 

anti-GFAP para os diferentes grupos experimentais após 3 dias de tratamento. Quatro 

imagens representativas de cada triplicata ou poço foram analisadas e a medida da 

densidade integrada de pixels foi obtida utilizando o software ImageJ (versão 1.33, 

National Institutes of Health, EUA). 
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4.7 Análise ultraestrutural 

    O processamento das intumescências lombares e a análise das secções ultra-finas por 

microscopia eletrônica de transmissão foram realizadas conforme protocolos mencionados 

anteriormente. Dez motoneurônios foram analisados (dois neurônios por animal, n=5, 

grupos placebo e tratado com G-CSF). A superfície dos motoneurônios foi digitalizada 

utilizando-se uma câmara digital com ampliação de x11.000, e as imagens foram montadas 

sequencialmente, com auxílio de um software vetorial. Os números de terminais em 

aposição aos motoneurônios por 100 m de comprimento da membrana celular foi 

quantificado através do software ImageTool (versão 3.0, The University of Texas Health 

Center). Além disso, foi calculada a porcentagem de contato sináptico dos terminais em 

relação ao comprimento da membrana e a distância entre os terminais sinápticos em 

aposição aos motoneurônios analisados (distribuição de frequências dos GAPS). 

 

4.8 Análise estatística 

    Os dados foram apresentados como média ± erro padrão e as diferenças entre os grupos 

foram consideradas significativas quando p <0,05 (*). Os dados foram submetidos a análise 

de variância seguida do teste post hoc de Bonferroni para os dados paramétricos ou Mann-

Whitney U para dados não-paramétricos, utilizando-se o software Prisma 4.0. 
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5. Resultados 

5.1 O tratamento com G-CSF foi neuroprotetor após ARV. 

     A sobrevivência neuronal foi obtida através da análise dos lados ipsi/ contralateral de 

motoneurônios presentes nas lâminas IX no corno ventral. Desse modo, os animais tratados 

com G-CSF, em relação ao grupo placebo, apresentaram menor perda neuronal após lesão 

das raízes (Figura 5C-5F). Tal resultado sugere que o tratamento de 5 dias após ARV 

garante um efeito neuroprotetor eficiente nos motorneurônios que persiste, pelo menos, por  

2 semanas. O gráfico F representa os dados quantitativos entre os grupos placebo e tratados 

(placebo 23,53% ±2,99; tratado com G-CSF 39,55%±2,69%, porcentagem de sobrevivência 

lados ipsi/ contralateral ± erro padrão; p < 0,01). A tabela 1, representa o número médio 

absoluto de neurônios amostrados por secções lombares da medula espinal lados ipsi/ 

contralaterais nos diferentes grupos experimentais. 
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Figura 5: Avulsão das raízes ventrais. Identificação do isolamento (A) e desconexão (B) das raízes L4-L5. (C - E) 

Secções transversais da medula espinal, coradas com Cresil Violeta,  ilustrando a sobrevivência de motoneurônios 

axotomizados. Lado Contralateral (C), Tratado com G-CSF (D) e Placebo (E). (F) Gráfico de sobrevivência neuronal, 

representado em porcentagem (ipsi/contralateral). P≤0,01. Barra de escala = 50µm.  
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   Grupos Experimentais 

 Avulsão Tratado G-CSF (n=5)    Avulsão Placebo (n=5)  

 Ipsilateral Contralateral    Ipsilateral Contralateral  

Número de 
neurônios por 
secção 

1.98± 0.28 

 

5.03± 0.90 

 

  

 

1.03± 0.51 

 

4.80 ± 1.05 

 

 

Fórmula de 
Abercrombie  

diâmetro “d” 

49.95± 3.66 

 

55.00± 4.60 

 

  

 

41.74± 4.29 

 

54.96± 9.56 

  

 

Tabela 2: Média absoluta do número de neurônios por secção nos lados ipsilateral e contralateral da medula dos grupos 

placebo e tratado com G-CSF. Na linha abaixo está representada a média dos diâmetros dos neurônios nos diferentes 

grupos. Note que os motoneurônios nos animais tratados com G-CSF (lado ipsilateral- lesão) apresenta maior diâmetro 

comparado ao grupo placebo. Dados apresentados em média±desvio padrão. 

 

5.2 O tratamento com G-CSF reduz a retração sináptica após ARV. 

     A análise quantitativa da proteína sináptica sinaptofisina foi realizada no núcleo motor 

da medula espinal nos grupos placebo e tratado com G-CSF após ARV. A Figura 6 (A-D) 

mostra exemplos representativos de expressão de sinaptofisina em diferentes grupos. A 

análise quantitativa revelou que o tratamento de G-CSF preservou a expressão de 

sinaptofisina nas adjacências dos motoneurônios lesionados. Tais resultados indicam que o 

G-CSF tem um efeito importante na manutenção da estabilidade sináptica após ARV 

(placebo 0,54 ± 0,04; tratado com G-CSF 0,77 ± 0,02; razão média dos lados 

ipsi/contralateral da medula espinal ±erro padrão; p < 0,01; Figura 6-E). 
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Figura 6: Imunomarcação anti- sinaptofisina no corno ventral da medula espinal. (A) Placebo contralateral (B) Placebo 

ipsilateral, (C) Tratado G-CSF contralateral e (D) Tratado G-CSF ipsilateral.   (E) Gráfico representando a quantificação 

das imunomarcações para a razão dos lados ipsi/contralateral. Note-se a reduzida expressão de sinaptofisina no grupo 

Placebo. p< 0,01. Barra de escala 20µm.  
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5.3 O tratamento com G-CSF após ARV aumenta a reatividade astroglial in vivo e in 

vitro. 

     A análise quantitativa mostrou um aumento da reatividade astroglial em animais tratados 

com G-CSF após avulsão (placebo 1,55 ± 0,05; tratado com G-CSF de 2,03 ± 0,09; razão 

da média lado ipsi / contralateral ±erro padrão, p <0,01, Figura 7).  

     No que diz respeito ao estudo in vitro (Figura 8 - A), houve aumento da proliferação de 

astrócitos durante os 3 dias de tratamento com G-CSF para as diferentes concentrações. A 

concentração de 100 ng/ml apresentou maior proliferação celular comparada às demais 

(placebo 1,24 x105 ± 4,01x104; tratado com G-CSF 25ng/ml 2,09x105 ± 3,52 x104; tratado 

com G-CSF 100ng/ml 2,82 x105 ± 3,82 x104; tratado com G-CSF 500ng/ml 2,24 x105 ± 

9,86 x104, média ±erro padrão; p < 0,05; Figura 8-E).  No gráfico F observa-se a 

reatividade astroglial para as diferentes concentrações analisadas (placebo: 4,77 x105 ± 5,66 

x104; G-CSF 25ng/ml: 5,17x105 ± 2,70 x104; G-CSF 100 ng / ml: 5,38x105 ± 1,05 x104; G-

CSF 500ng/ml: 7,67 ± 9,32 x105 x104 média da densidade integrada de pixels ± erro padrão 

; p <0,05).  



Capítulo I 

68 

 

 

Figura 7: Imunomarcação para GFAP no corno ventral da medula espinal. (A) Placebo contralateral (B) Placebo 

ipsilateral, (C) Tratado G-CSF contralateral e (D) Tratado G-CSF ipsilateral.   (E) Gráfico representando a quantificação 

das imunomarcações para razão dos lados ipsi/contralateral. Note aumentada reatividade astroglial após tratamento. p< 

0,01. Barra de escala = 20µm.  
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Figura 8: Cultura primária de astócitos tratados com diferentes concentrações de G-CSF, durante 3 dias. (A-D) 

Imunocitoquímica de astrócitos primários marcados com DAPI e anti- GFAP. (A) Grupo Controle, (B) 25 ng/mL, (C) 100 

ng/mL e (D) 500 ng/mL. Os resultados mostraram aumento na taxa mitótica em astrócitos na presença de G-CSF. (E) 

Gráfico representando o crescimento celular. Note que a concentração de 100 ng/mL induziu maior proliferação celular. 

(F) Gráfico representando a densidade integrada de pixels da imunoreatividade anti- GFAP.  
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5.4 A reatividade da microglia não é afetada após tratamento com G-CSF. 

    A imunomarcação anti- Iba1 foi usada para avaliar o grau de reatividade da microglia 

nos grupos tratado e placebo. A Figura 9 mostra que a reatividade da microglia não foi 

alterada após o tratamento com G-CSF (Placebo 5,15 ± 0,37, Tratado com G-CSF 

5,69±0,57; razão ipsi/contralateral ± erro padrão). 
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Figura 9: Imunomarcação anti- Iba-1 no corno ventral da medula espinal. (A) Placebo contralateral (B) Placebo 

ipsilateral, (C) Tratado G-CSF contralateral e (D) Tratado G-CSF ipsilateral.   (E) Gráfico representando a quantificação 

das imunomarcações calculado através da razão dos lados ipsi/contralateral. Note que o tratamento não influenciou 

significativamente na reatividade microglial. Barra de escala = 20µm. 
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5.5 O tratamento com G-CSF reduz a perda sináptica após ARV. 

     A cobertura sináptica dos motoneurônios foi analisada através de microscopia eletrônica 

de transmissão. Algumas das alterações sinápticas observadas após a avulsão foram 

minimizadas após tratamento com G-CSF. A Figura 10 mostra que o grau de retração 

sináptica no grupo placebo foi maior comparado ao grupo tratado. A cobertura sináptica 

total dos neurônios ipsilaterais, no grupo placebo, diminuiu 48,72%, ao passo que a perda 

no grupo tratado foi de apenas 11,69% em relação aos seus correspondentes lados 

contralaterais (neurônios contralaterais grupo placebo: 45,78% ± 4,71%; neurônios 

ipsilaterais grupo placebo: 23,48% ± 0,94%, e neurônios contralaterais grupo tratado com 

G-CSF: 49,31% ± 4,20%, e neurônios ipsilaterais tratado com G-CSF: 41,24% ± 3,29%, 

porcentagem média de cobertura sináptica ± erro padrão, Figura 11). No lado lesado, o 

contato sináptico dos terminais / 100 µm de membrana do motoneurônio, no grupo placebo, 

foi menor quando comparado com o grupo tratado. Entretanto, não houve diferença 

estatística entre os grupos para os lados contralaterais (Placebo - lado contralateral: 42,68 ± 

2,19; Placebo - lado ipsilateral: 19,25 ± 1,20; Tratado com G-CSF- lado contralateral: 39,50 

± 9,41; Tratado com G-CSF - lado ipsilateral: 36,00 ± 1,80; média ± erro padrão, Figura 

11). 
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Figura 10: Fotomicrografias de transmissão do microambiente sináptico na superfície de motoneurônios presentes na 

coluna ventral da medula espinal. (A e B) Cobertura sináptica normal de um motoneurônio-alfa contralateral ao lado da 

lesão. (C e D) Exemplo representativo da superfície de motoneurônio em animal placebo, lado ipsilateral, mostrando 

destacados terminais sinápticos. (E e F) Exemplo representativo da superfície de animais tratados com G-CSF, lado 

ipsilateral. Barra de escala = 500nm. 
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Figura 11: Análise ultraestrutural da cobertura sináptica de motoneurônios alfa medulares nos diferentes grupos 

analisados. (A) Análise quantitativa da cobertura sináptica total de motoneurônios. (B) Número de terminais/ 100 µm de 

membrana. Note, no grupo placebo, grande redução de terminais sinápticos em comparação ao grupo tratado com G-CSF. 

p<0,05. 

 

      Adicionalmente às análises acima descritas, foi realizado um estudo dos diferentes tipos 

de terminais em aposição com a membrana dos motoneurônios amostrados, a fim de 

compreender melhor os efeitos positivos do G-CSF sobre os terminais inibitórios (F), 

excitatórios (S) e colinérgicos (C) (Figura 12). Assim, foi observado que o tratamento com 

o G-CSF preservou tanto os inputs excitatórios quanto os inputs inibitórios, 

comparativamente ao grupo placebo. Entretanto, esta preservação foi mais evidente para os 

terminais inibitórios (Figura 12 D e 12E).  
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Figura 12: Análise dos terminais sinápticos baseada na morfologia das vesículas sinápticas. Análise quantitativa 

detalhada dos terminais F, S, C. (A-C) Cobertura sináptica. (D-F) Número de terminais/ 100µm de membrana dos 

motoneurônios. *=p<0,05.  

 

5.6 Padrões de distribuição dos terminais sinápticos após ARV.  

     A Figura 13 representa o padrão de distribuição dos terminais sinápticos ao longo da 

superfície da membrana dos motoneurônios nos grupos experimentais Placebo e Tratado. 

Em neurônios normais (lado contralateral placebo e tratado), o intervalo entre os terminais 

foi geralmente curto, até 8 µm. Entretanto após ARV, o tamanho de tais intervalos no grupo 

placebo, lado ipsilateral aumentou para até 20 µm, resultando em uma diminuição da 

quantidade de espaços entre terminais. Já o lado ipsilateral do grupo tratado com G-CSF 

mostrou um padrão intermediário, evidenciando preservação parcial dos contatos sinápticos 

(Figura 13). 
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Figura 13: Distribuição de frequência dos terminais na superfície dos motoneurônios após ARV seguida de tratamento 

com placebo ou G-CSF. (A e C) Lados contralaterais mostram normal distribuição de intervalos entre os terminais pré-

sinápticos. (B) O grupo placebo mostrou alta retração de terminais, resultando em diminuição da frequência de espaços 

entre inputs. (D) Note que o tratamento com G-CSF diminui a presença de grandes espaços entre os terminais, no lado 

ipsilateral.  
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6. Discussão 

     A avulsão de raízes ventrais é uma lesão proximal aos motoneurônios, na qual estas são 

desconectadas da superfície da medula espinal. Este tipo de lesão provoca graves processos 

degenerativos no corpo celular dos neurônios lesionados, de modo que cerca de 80% dessas 

células morrem dentro de duas semanas após a lesão (Koliatsos et al., 1994). Além destas 

alterações, os motoneurônios exibem alto grau de perda sináptica, principalmente dos 

contatos sinápticos excitatórios (Linda et al, 2000). Tal resposta trata-se de um mecanismo 

de sobrevivênvia do motoneurônio, em resposta à axotomia proximal, uma vez que tais 

estímulos podem ser excitotóxicos. Por outro lado, a perda sináptica extrema, após lesões 

dessa natureza, leva a maior impedimento da recuperação funcional (Kuno & Linas. 1970), 

de modo que há grande interesse clínico em minimizar ou reverter tal processo.  

     A avulsão do plexo braquial ou lombo-sacral em humanos está associada com acidentes 

de alta energia e com pacientes poli-traumatizados.  Assim, o poli-traumatismo restringe os 

primeiros procedimentos de reparação, e a janela de duas semanas de sobrevivência dos 

motoneurônios geralmente termina antes que uma cirurgia de reimplante radicular possa ser 

realizada. Deste modo, o desenvolvimento de estratégias neuroprotetoras para resgatar 

temporariamente tais motoneurônios é de grande importância e pode contribuir para um 

melhor resultado em termos de recuperação após a cirurgia reparadora tardia. 

     Trabalhos recentes trazem diferentes abordagens a fim de minimizar ou retardar a perda 

neuronal após lesões proximais de raízes nervosas. A utilização de fatores neurotróficos, 

tem provado ser positiva em vários casos (Li et al, 1995;. Oppenheim et al, 1995;. Zhou e 

Wu, 2006;. Eggers et al, 2010), porém poucos estudos têm abordado os mecanismos de 
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reestruturação dos circuitos medulares. Além disso, a administração de acetato de 

glatiramer, uma droga atualmente usada para tratar a forma remitente / recorrente da 

esclerose múltipla, resultou em neuroprotecção, possivelmente devido ao aumento da 

expressão de BDNF, TGFP, IL-4 e IL-10 (Aharoni et al., 2003; Barbizan e Oliveira, 2010; 

Hammarberg et al, 2000;. Ziemssen et al, 2002). O uso de riluzole, um inibidor da 

libertação pré-sináptica do glutamato, é um outro exemplo de uma abordagem bem 

sucedida de fármaco neuroprotetor. 

     Diante desse cenário, o presente trabalho mostrou que o tratamento com G-CSF por 5 

dias  reduz cerca de 50 por cento da morte neuronal após ARV. Estes resultados indicam 

que os efeitos neuroprotetores da droga duram vários dias após o final da administração, o 

que é um diferencial em relação a outras substâncias, tais como o acetato de glatiramer, 

neurotrofina 3, que devem ser administrados diariamente (Nogradi et al, 2007;. Pintér et al, 

2010). Além disso, a melhora da sobrevivência neuronal foi acompanhada por significativa 

preservação sináptica refletindo, portanto, uma melhor manutenção dos circuitos sinápticos 

medulares após lesão. Desse modo, tal medicamento poderia também ser aplicado em 

reimplantes de raízes posteriores, a fim de promover melhor recuperação funcional. 

     Juntamente com a preservação sináptica, o tratamento com G-CSF acarretou aumento da 

reatividade astroglial, tanto in vivo como in vitro.  Estes resultados estão de acordo com 

uma possível ambígua função dos astrócitos após lesões no SNC. Assim, de um lado 

trabalhos mostram que os astrócitos reativos reduzem o número de sinápses (Emirandetti et 

al, 2006). No entanto, os astrócitos mais reativos podem também ser capazes de captar mais 

glutamato a partir do microambiente extracelular de motoneurônios lesados, reduzindo os 

possíveis efeitos excitotóxicos. De acordo com tal idéia, é possível que a ausência de 
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GFAP, em camundongos GFAP-/-, esteja associada a uma diminuição da regulação dos 

transportadores de glutamato, tais como EAAT1/GLAST (glutamato / aspartato de 

transportador). Outros exemplos de diminuição da sobrevivência neuronal e aumento da 

sensibilidade à lesão cerebral podem ser encontrados em estudos com camundongos GFAP-

/- (Nawashiro et al, 1998 e 2000; Tanaka et al, 2002; Otani et al, 2006). Diante de tal fato, 

sugere-se que o G-CSF seja capaz de estimular a reação astroglial de um modo 

neuroprotetor, contribuindo para a sobrevivência neuronal e estabilidade sináptica. 

     A microglia é outro tipo de célula glial que está intimamente relacionada com a 

plasticidade sináptica após lesão. O aumento da reatividade da microglia ocorre logo após a 

lesão no SNC e pode ser mantida por longos períodos. No entanto, no presente estudo, o 

tratamento com G-CSF não modificou a resposta da microglia após avulsão, que por sua 

vez aumentou igualmente para o grupo tratado e placebo. Esta observação, portanto, reforça 

o papel preponderante dos astrócitos durante a fase aguda pós-avulsão e o fato da 

preservação sináptica aqui descrita poder estar relacionada com a estabilização do 

microambiente circundante aos neurônios lesionados. 

    A preservação sináptica observada na análise ultraestrutural confirmou a análise de 

expressão de sinaptofisina, indicando conservação da cobertura sináptica de cerca de 80% 

em motoneurônios avulsionados. No que diz respeito ao número de terminais por 100 µm 

membrana de superfície dos motoneurônios, os resultados não mostraram diferenças 

significativas entre os lados ipsi e contralateral dos animais tratados com G-CSF. Tendo em 

conta que o tratamento foi realizado apenas durante os 5 primeiros dias após a lesão, 

considera-se que o G-CSF desempenhou um papel neuroprotetor bastante eficiente, 
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comparável ou superior à de outras substâncias, tais como o acetato de glatiramer e o 

gangliosídeo GM-1. 

     Em relação à análise dos terminais sinápticos F-, S- e C-, o G-CSF foi mais eficaz na 

preservação de sinápses inibitórias. Isto é particularmente importante, uma vez que se evita 

a excitotoxicidade do glutamato, e está de acordo com os dados discutidos anteriormente 

em relação à astrogliose, tanto in vivo como in vitro. Além disso, outro efeito positivo do 

tratamento com G-CSF foi observado na distribuição de frequência dos terminais ao longo 

da membrana dos motoneurônios. Nos animais tratados, pode-se observar distribuição de 

frequência semelhante ao padrão normal, ou seja, semelhante aos lados contralaterais dos 

neurônios. Tal fato indica que a preservação dos terminais após o tratamento visa a 

manutenção das sinapses em grupos, o que parece ser uma organização mais eficiente dos 

inputs. 

    Em resumo, os dados aqui apresentados demonstram que a administração de G-CSF por 

cinco dias, logo após a lesão, reduz a degeneração dos motoneurônios após avulsão. Tal 

efeito deve-se ao aumento da estabilidade dos circuitos sinápticos e à maior sobrevivência 

neuronal. 

7. Conclusões 

 O tratamento com G-CSF promove preservação dos contatos sinápticos e 

sobrevivência dos motoneurônios medulares após avulsão. 

 O tratamento com G-CSF aumenta a reatividade astroglial tanto in vitro quanto in 

vivo. 

 O tratamento com G-CSF não interfere na reatividade da micróglia.
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Efeitos opostos do receptor Toll like 2 e 4 na estabilidade sináptica e reatividade glial 

após axotomia periférica. 

1.Resumo 

     As células da glia são responsáveis por intermediar a interação entre o Sistema Nervoso 

(SN) e o Sistema Imune (SI). Recentes estudos têm demonstrado que estas células 

expressam receptores do tipo Toll (TLRs) e podem interferir no processo de plasticidade no 

SNC. Assim, o presente estudo teve o objetivo de analisar a influência do receptor Toll like 

2 e Toll  like 4 na reatividade glial e na dinâmica das sinapses em aposição aos 

motoneurônios medulares de camundongos após lesão nervosa periférica. Para tal objetivo 

foram utilizados camundongos selvagens C3H/HePas, camudongos mutantes C3H/HeJ, 

camundongos C57BL/6J selvagens para TLR2 e camundongos knockout para TLR2. Todos 

os animais foram submetidos à transecção unilateral do nervo isquiático e sacrificados por 

meio de perfusão transcardíaca. As medulas espinais foram processadas para 

imunoistoquímica, microscopia electrônica de transmissão (MET), cultura celular, Western 

blotting e RT-PCR. As culturas primárias de astrócitos foram derivadas de encéfalos 

extraídos de animais neonatos TLR2 normais e knock out e TLR4 normais e mutantes com 

2 dias de nascimento. Os resultados mostraram que a expressão de TLR2 e TLR4 no SNC 

pode ter efeitos opostos sobre a estabilidade dos terminais pré-sinápticos na medula espinal. 

Desse modo, a presença do receptor TLR4 contribuiu para a preservação sináptica dos 

terminais em justaposição com os motoneurónios lesionados após lesão periférica, 

independentemente da expressão do complexo principal de histocompatibilidade de classe I 

(MHC I). Além disso, apesar de não haver diferenças morfológicas significativas na 
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reatividade glial, foi possível observar aumento nos níveis de RNAm para GDNF e 

diminuição de IL6. Já o receptor TLR2 induziu maior perda sináptica, correlacionando-se 

com aumento da astrogliose e da expressão de interleucinas pró-inflamatórias. Além disso, 

a ausência do receptor Toll Like 2 resultou no aumento da expressão de fatores 

neurotróficos e de MHC I. Desse modo, concluí-se que o TLR4 e TLR2 no SNC podem ter 

efeitos opostos sobre a estabilidade dos terminais pré-sinápticos na medula espinal, assim 

como na reação astroglial, indicando possíveis funções destas proteínas nas respostas 

neuronais e gliais após lesão. 

 

2. Introdução 

     As lesões de nervos periféricos levam à inflamação local e retrógrada, resultando em 

alterações sinápticas no SNC. Os mecanismos que desencadeiam tais mudanças não são 

completamente compreendidos, mas é evidente que as moléculas classicamente 

relacionadas com o sistema imune são fundamentais para tais eventos. Neste sentido, a 

expressão do complexo de histocompatibilidade principal de classe I (MHC I) por 

neurônios e células gliais tem sido implicado no processo de eliminação sináptica durante o 

desenvolvimento e após lesão em adulto (Huh et al., 2000; Oliveira et al., 2004). Mais 

recentemente, as moléculas da via clássica do complemento também mostraram importante 

papel no processo de refinamento dos circuitos neuronais e na resposta à lesão de nervo 

periférico (Fourgeaud et al., 2007). O modelo clássico de lesão periférica tem sido 

amplamente utilizado com a finalidade de aprofundar a compreensão dos mecanismos 
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subjacentes à eliminação de sinapses e das interações entre neurônios e células gliais após 

lesão (Aldskogius  et al., 1999; Oliveira et al., 2004; Emirandette et al., 2006). Outra classe 

de moléculas do sistema imune inato que podem desempenhar papel importante na 

plasticidade sináptica são os receptores de tipo Toll (TLR). TLRs são proteínas 

transmembrana que desempenham papéis críticos como receptores de reconhecimento de 

padrões, sendo expressos por macrófagos, microglia (Lehnardt et al., 2002; Lehnardt et al., 

2003; Lehnardt et al., 2010) , astrócitos (Jack et al., 2005; Henn et al., 2011), células de 

Schwann (Goethals et al., 2010), e neurônios (Tang et al., 2007). Os TLRs contribuem para 

a indução inicial de neuroinflamação no SNC, que é predominantemente modulada pela 

microglia e astrócitos (Lehnardt et al., 2010; Tang et al., 2007; Bowman et al., 2003; Olson 

et al., 2004). Estudos in vivo e in vitro demonstram que TLR4 é principalmente expresso 

por microglia (Lehnardt et al., 2002; Lehnardt et al., 2003). Já os TLR2 podem ser 

expressos tanto por microglia (Henn  et al., 2010) quanto por astrócitos (Bowman  et al., 

2003; Phulwani et al., 2008). Assim, as células gliais têm tido importante papel na 

remodelação do SNC após lesão. Neste sentido, a transecção do nervo periférico em adultos 

resulta em astrogliose e reação microglial (Aldskogius et al., 1999) e consequentemente 

eliminação sináptica nas adjacências dos motoneurônios alfa. Com base em observações 

ultraestruturais, parte das sinapses inibitórias contendo glicina e GABA são seletivamente 

mantidas em justaposição com os motoneurônios lesionados. Por outro lado, a maioria dos 

terminais pré-sinápticos excitatórios sofre retração pela interposição de processos gliais 

entre os terminais e a membrana pós-sináptica. (Lindå et al., 2000). Há evidências que o grau 

de reação glial, bem como as moléculas de superfície que são expressas pelas células da 

glia possam influenciar na estabilidade dos circuitos neuronais e no resultado do processo 
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regenerativo (Oliveira et al., 2004; Aldskogius et al., 1999; Cullheim & Thams, 2007; 

Schiefer et al., 1999). Tendo em conta as alterações profundas nos circuitos da medula 

espinal após uma lesão periférica, é possível que os TLRs estejam envolvidos através da 

sinalização por glia e/ou neurônios. Logo, como consequência, os TLRs podem estar 

envolvidos na estabilidade sináptica diretamente ou através da modulação da reatividade 

glial. Com base em tais possibilidades, o presente estudo investigou o processo de 

plasticidade sináptica na medula espinal de camundongos mutantes para TLR4 e knockout 

para TLR2 após axotomia periférica.  

 

3. Objetivos Específicos  

 Avaliar a imunoreatividade anti-sinaptofisina em camundongos C3H/HePas, 

C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-;  

 Analisar, por microscopia eletrônica transmissão, às alterações sinápticas induzidas 

pela axotomia na ausência de TLR2 e deficiência de TLR4; 

 Avaliar os níveis de expressão de MHC classe I em camundongos C3H/HePas;  

C3H/HeJ; C57BL/6J e TLR2-/-; 

 Avaliar a reatividade astroglial através da imunomarcação de GFAP em 

camundongos C3H/HePas,  C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-; 

 Avaliar a proliferação celular astroglial em animais TLR4 e TLR2 por meio da 

técnica de incorporação de BrdU in situ. 

 Avaliar a reatividade microglial através da imunomarcação de Iba-1 em 

camundongos C3H/HePas, C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-; 
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 Avaliar quantidade de mRNA transcripto para os genes GDNF e BDNF para os 

animais C3H/HePas, C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-;  

 Avaliar a quantidade de mRNA transcripto para as interleucinas pró-inflamatórias 

IL1β e IL6 em animais C3H/HePas, C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-. 

 

4. Materiais e Metodos 

4.1 Grupos de animais 

      Para a análise in vivo foram utilizados camundongos adultos machos (6-8 semanas de 

idade) obtidos a partir do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB / 

Unicamp): C3H/HePas (selvagem, n = 20), C3H/HeJ (TLR 4 mutante, n = 20), C57BL/6J 

(selvagem, n = 20) e C57BL/6J TLR2-/- (knockout n = 20). Os camundongos mutantes 

C3H/HeJ apresentam mutação no domínio citosólico do receptor TLR-4, expressando, 

portanto, um receptor não-funcional (Poltorak et al., 1998). O estudo foi aprovado pelo 

Comitê Institucional de Ética em Experimentação Animal aprovou (CEUA / IB / Unicamp, 

proc. 1656-1) e toda a habitação, cuidados cirúrgicos e pós-operatórios foram realizados de 

acordo com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. 

     Para a análise da imunoreatividade anti-sinaptofisina em neonatos foram utilizados 12 

camundongos: C3H/HePas (selvagem, n =  3), C3H/HeJ (mutante, n = 3), C57BL/6J 

(selvagem, n = 3) e C57BL/6J TLR2-/- (knockout n = 3), todos com 7 dias de vida. 

     Para a análise in vitro foram utilizados 20 animais neonatos com 2 dias de nascimento 

(C3H/HePas n=5, C3H/HeJ n=5, TLR2-/- =5 e C57BL/6J n=5). As culturas primárias de 
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astrócitos foram preparadas a partir dos córtices cerebrais, segundo metodologia de 

McCarthy & Vellis (1980). 

 

4.2 Procedimentos cirúrgicos 

     Todos os camundongos adultos foram submetidos à transecção do nervo isquiático 

esquerdo sob anestesia com Kensol (xilazina, Koning, 10 mg / kg) e Vetaset (cetamina, 

Fort Dodge, 50 mg / kg). Após a tricotomia da face posterior da coxa esquerda, foi 

realizada uma incisão da pele (aproximadamente 1,5 cm de comprimento) na região média 

da coxa, utilizando-se um bisturi. A pele e a musculatura da coxa foram cuidadosamente 

afastadas, expondo-se o nervo isquiático. Para a realização da transecção do nervo foi 

utilizada uma microtesoura, sendo removido um segmento de 2mm do coto distal do nervo, 

no intuito de evitar o contato entre os cotos proximal e distal. Após procedimento cirúrgico 

os animais foram mantidos no Biotério do Laboratório de Regeneração Nervosa/ Unicamp 

até a realização dos experimentos. 

 

4.3 Processamento dos tecidos  

     Uma semana após lesão, todos os animais foram sacrificados com super dose de 

anestésico e, em seguida, submetidos à perfusão transcardíaca. As intumescências lombares 

processadas para imunoistoquímica e microscopia eletrônica de transmissão obedeceram o 

protocolo anteriomente citado para tais técnicas.  Para as técnicas de Western blotting e 

RT-PCR, os animais foram perfundidos com solução salina (NaCl 0,9% em tampão fosfato 
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de sódio, pH 7,4). Posteriormente, 3 mm da intumescência lombar foram dissecados, 

separados os lado ipsi e contralateral e congelados em nitrogênio líquido. 

 

4.4 Imunistoquímica  

     Os anticorpos utilizados em imunoistoquímica foram rato anti-MHC classe I (1:100, 

MHC-I 2105, Peninsula, CA, USA), coelho anti-sinaptofisina (1:100, Dako, CA, USA), 

cabra anti-GFAP (1:200, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) e coelho anti-Iba1 (1:700, 

Wako Chemicals USA, Richmond, VA, USA). As imunomarcações para sinaptofisina, 

GFAP e Iba-1 seguiram o protocolo anteriormente citado. 

     Para a imunomarcação de MHC I, as lâminas climatizadas foram lavadas 3 vezes por 5 

minutos em TBS 5% Tween e, em seguida, foi realizada uma pós fixação, por 30 segundos,  

com acetona a -20°C para melhor exposição dos epítopos (de acordo com a bula do 

fabricante). Posteriormente, foram realizadas 3 lavagens de 5 minutos em TBS 5% Tween e 

bloqueio com TBS-T a 3% BSA por 60 minutos. Após este período as lâminas foram 

incubadas em câmara úmida com 70µl de solução contendo anticorpo primário anti-MHC 

classe I 1:100 em TBS 5% Tween a 1% BSA por 3 horas. Após 3 séries de lavagens de 

5minutos em TBS 5% Tween, as lâminas foram incubadas com o anticorpo secundário 

(1:250) conjugado com cianina 3 (CY-3) (Jackson Lab., USA) por 60 minutos. Os 

espécimes foram lavados em TBS 5% Tween, montados em glicerol/PBS 0,1M (3:1) e 

observados em microscópio de fluorescência, utilizando-se os filtros para rodamina (CY-3). 
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4.5 Microscopia eletrônica de transmissão 

     Um total de 80 motoneurônios foram estudados (quatro neurônios por animal, n = 5 por 

grupo) para os quatro genótipos de camundongos. Para cada neurônio, foi calculado o 

número de terminais sinápticos por 100 µm de membrana celular e o percentual de 

cobertura sináptica por comprimento de membrana, usando a ferramenta de medição do 

software ImageTool (versão 3.0, The University of Texas Health Center, em Santo 

Antonio, TX).  

 

4.6 Western Blotting 

     Para quantificar a proteína sinaptofisina e MHC I, 3mm das intumescências lombares 

(lados ipsi e contralateral) foram utilizados. As amostras foram então sonicadas durante 1 

min em tampão de extração de proteína RIPA (NaCl 150 mM, Tris 50 mM pH 8,0, PMSF 1 

mM, EDTA 1 mM, 0,5% de ácido Na-desoxicolato, 0,1% de SDS e 1% de Triton X-100). 

A concentração total de proteína foi determinada utilizando o ensaio Bio-Rad de proteínas 

de Bradford. O Western blotting foi realizado após a eletroforese de 40-60 g de proteína 

em cada amostra de tecido em um gel de poliacrilamida a 10% sob condições redutoras. 

Após a eletroforese, o material foi transferido eletricamente (Sistema Höefer) para 

membranas de nitrocelulose (Hybond-ECL; Amersham Biosciences, Chalfont St. Giles, 

Reino Unido) sob corrente constante de 400mA em cuba refrigerada. As membranas foram 

bloqueadas com leite desnatado a 5% em TBS-T por uma hora sob agitação à temperatura 

ambiente. Em seguida foram incubadas com leite desnatado a 1% em TBS-T contendo o 

anticorpo anti-MHC I na diluição de 1:1000 e anti-sinaptofisina na diluição de 1:1000. A 
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seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com os anticorpos 

secundários conjugados com peroxidase na diluição de 1:2500 por 45 minutos. Após nova 

série de lavagens, a atividade peroxidásica foi revelada através do emprego de luminol (sc-

2048, Santa Cruz Biotechnology). Para a exposição e digitalização das bandas foi utilizado 

o sistema de captura Syngene G-Box. A intensidade de marcação obtida foi determinada 

por densidade integrada de pixels das bandas, utilizando o programa Image J (NIH, EUA). 

O controle de pipetagem das proteínas foi realizado com o anti-corpo beta-actina 

(policlonal, 1:1000, Abcam, EUA). 

 

4.7 Detecção de diferentes citocinas inflamatórias por Elisa-Array 

     Após a perfusão com solução salina tamponada, as intumescências lombares dos 

camundongos axotomizados C3H/HePas e C3H/HeJ (n=4/grupo) foram retiradas e 

dissecadas, sendo os lados ipsi e contralateral da medula separados e congelados em 

nitrogênio líquido e armazenados em ultra-freezer (-800C) até a utilização. 

Aproximadamente 3mm da intumescência foram utilizados para fazer o extrato protéico. 

Estas amostras foram pesadas e homogeneizadas em solução (RPMI+10% soro fetal 

bovino) 9ml/g de tecido, usando um ultrassom de ponta. O homogenato foi centrifugado 

por 15 minutos a 40C. O sobrenadante foi aplicado imediatamente na placa Elisa-Assay.  

    A metodologia aplicada seguiu as orientações segundo o fabricante do Kit- Mouse 

Inflammatory Cytokines Multi-Analyte ELISArray (SABioscience). A leitura da placa foi 

realizada em um leitor de Elisa com absorbância de 450 nm dentro de 30 minutos. As 
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citocinas analisadas foram: IL1A; IL1B; IL2; IL4; IL6; IL10; IL12; IL17A; INF alfa; 

TNFα; G-CSF; GM-CSF. A leitura forneceu valores em absorbância, sugerindo quais 

citocinas foram alteradas nos grupos analisados. A partir desta análise foi realizada a 

técnica de RT-PCR para a quantificação de mRNA dos genes inflamatórios expressos na 

medula espinal após axotomia periférica do nervo isquiático.   

 

4.8 RT-PCR 

   A quantificação dos genes de interesse β2-microglobulina (cadeia pesada que compõe a 

molécula MHC I) , IL-6, IL-1β, BDNF e GDNF foi determinada de forma relativa, sendo 

normalizada com relação a genes cuja expressão é dita constitutiva, ou seja, apresentam 

pouca variação entre diversas condições. Assim, os níveis de expressão relativa do RNAm 

alvo foram normalizados de acordo com o controle endógeno GAPDH. A expressão foi 

avaliada com base no gene constitutivo (GAPDH) e no calibrador, constituído pelo lado 

contralateral da intumescência lombar de camundongos C57BL/6J (selvagem) e TLR2-/- 

(knockout), C3H/HePas (selvagem), C3H/HeJ (mutante), submetidos à axotomia nervo 

isquiático esquerdo, a partir do Ct destes grupos para cada gene testado.  As amostras foram 

sonicadas durante 30 segundos e, em seguida, o RNA total foi extraído usando o reagente 

Ribozol, de acordo com as instruções do fabricante (Amresco, EUA). 

    O RNA obtido foi purificado utilizando um kit comercial (RNeasy Mini Kit-Qiagen). 

Cada uma das amostras (1 g) de RNA foi reversamente transcrito usando um kit comercial 

(AffinityScripts QPCR Kit de Síntese de ADNc, Agilent Technologies, La Jolla, CA, EUA) 
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num volume de reação final de 20 L. O RT- PCR foi realizado utilizando o sistema SYBR 

Green Mx3005P QPCR System (Agilent Technologies), após uma desnaturação inicial de  

10 min a 95 ° C, seguida de 45 ciclos de amplificação (95 ° C durante 30 s, seguidos de 72 

° C durante 1 min). As reações foram realizadas com 12,5 L de 2 × SYBR Green PCR 

mix mestre (Agilent Technologies), 0,2 M de cada primers forward e reverse e 50 ng de 

de cDNA num volume de reacção final de 20 L. As análises de curva de fusão foram 

realizadas no final da PCR, para verificar a identidade dos produtos. Curvas de fusão foram 

obtidas a 95 ° C durante 60s e 55 ° C durante 30 s. Todas as quantificações foram 

normalizados para o gene GAPDH. Um controle sem material genético foi incluído para 

identificar eventual contaminação e reacções inespecíficas. Cada uma das amostras (n = 4) 

foi testada em triplicata e em seguida utilizada para a análise dos dados relativos de 

transcrição, 2-ΔΔCT (Livak e Schmittgen, 2001). Os dados estão expressos como a razão 

ipsilateral/contralateral, adotando o lado não lesionado de cada genótipo como 100%. 

Abaixo encontram-se listados os primers forward (F) e reverse (R) utilizados neste trabalho 

(Tabela 2):  
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β2-microglobulin (F):5′ATGGCTCGCTCGGTGACCCTG 3′ 

(R):5′ CCGGTGGGTGGCGTGAGTATACTT 3′ 

GAPDH (F): 5′ TGCACCACCAACTGCTTA 3′ 

(R): 5′ GGATGCAGGGATGATGTTC 3′ 

IL6 (F): 5′AGTGGCTAAGGACCAAGACCATCCA 3′ 

(R): 5′GGCATAACGCACTAGGTTTGCCGA 3′ 

IL1-β (F): 5′GAGCTTGACGGCACCCTCGC 3′ 

(R): 5′ AGCTTCGTGGCTGTGGAAAAAGTGT 3′ 

BDNF (F): 5′ CACTCCGACCCTGCCCGC 3′ 

(R): 5′ CCCGCCAGACATGTCCAC 3′ 

GDNF (F): 5′ TGCCCGCCGGTAAGAGGCTT 3′ 

(R): 5′ TGGAGTCACTGGTCAGCGCGAA 3′ 

 

Tabela 3: Primes utilizados na técnica RT-PCR. 

 

4.9 Cultura Celular 

     Culturas primárias de astrócitos foram preparadas a partir de células extraídas do córtex 

cerebral de camundongos C3H/HePas, C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/- de acordo com o 

método utilizado por McCarthy & Vellis (1980) e protocolo descrito anteriormente. 
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4.10 Ensaio de proliferação celular e imunocitoquímica  

     Para o ensaio de proliferação, as células foram expostas a 50µM  BrdU por 24h, 48h e 

72h e em seguida fixadas nos respectivos períodos em 4% de paraformaldeido em PBS por 

10minutos. Após 3 lavagens em PBS, foram incubadas 10 minutos em PBS 0,2% de Triton 

X em temperatura ambiente. A seguir foram feitas 3 lavagens em PBS 0,1%Triton e a placa 

foi exposta  a 1 hora de  bloqueio em PBS 0,1%Tween 5% BSA a 40C. Retirado o bloqueio, 

as células foram incubadas por 1 hora e 20 minutos a 370C em anticorpo primário (anti-

BrdU 1:100 abcam 6326-250) diluído em tampão bloqueio com 50U/ml de DNase. Após 3 

lavagens de PBS 0,1%Tween, as células foram incubados por 45 minutos a 370C em 

anticorpo secundário conjugados com cianina 3(CY-3) (Jackson Lab., USA). Coloração 

com DAPI foi realizada em seguida, para se evidenciar os núcleos das células. 

Para a realização da imunocitoquímica, as células, pós-fixadas em paraformaldeído 4% 

(em PBS 0,1M), foram lavadas 3 vezes por 5 minutos em TBS 5% Tween, sendo 

posteriormente incubadas com TBS 5% Tween a 3% BSA por 60 minutos. Após este 

período a placa foi incubada com 100µl de anticorpo primário anti-GFAP (Glial Fibrillary 

Acidic Protein) em TBS 5%, Tween 1% e BSA, por 2 horas. A seguir a placa foi lavada 3 

vezes por 5 minutos em TBS 5% Tween. Em seqüência à primeira incubação, as placas 

foram incubadas com anticorpo secundário conjugado com cianina 3(CY-3) (Jackson Lab., 

USA) por 45 minutos. Para quantificação foi utilizado o software IMAGE J (versão 1.33U, 

National Institute of Health, USA). Para as marcações anti-GFAP, 4 regiões representativas 

de cada poço foram documentadas para a quantificação por densidade integrada de pixels. 
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A média aritmética foi calculada para cada cultura, sendofeita uma razão em relação aos 

núcleos marcados com DAPI. 

 

4.11 Análise estatística 

    Os dados estão apresentados como média ± erro padrão e as diferenças entre os grupos 

foram consideradas significativas quando o valor p<0,05 (*). Os dados foram submetidos a 

análise de variância de uma via, seguida do teste post hoc de Bonferroni para os dados 

paramétricos ou teste U de Mann-Whitney para dados não-paramétricos, utilizando-se do 

software Prisma 4.0. 

 

5. Resultados 

5.1 TLR2 e TLR4 apresentam efeitos opostos sobre a plasticidade sináptica após lesão 

nervosa periférica 

      Após lesão do nervo periférico, os receptores Toll like-2 e Toll like-4 apresentam 

efeitos opostos sobre a plasticidade sináptica. Para avaliar as mudanças na cobertura 

sináptica após lesão periférica, as secções da medula espinal foram imunomarcadas com 

anticorpo anti-sinaptofisina. A imunomarcação da proteína sinaptofisina revelou 

significativa redução da cobertura sináptica em camundongos C57BL/6J comparado aos 

animais knockout (C57BL/6J, 0,30 ± 0,02; TLR2-/-, 0,46 ± 0,01; ipsilateral / contralateral 

relação de lados, p <0,001, Figura 14-E). Por outro lado, a presença do receptor Toll like 4 
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preservou a cobertura sináptica após lesão. Na Figura 15 B e D, observa-se maior 

preservação sináptica no lado lesionado de animais selvagens comparado aos mutantes 

(C3H/HePas, 0,56 ± 0,03; C3H/HeJ, 0,26 ± 0,04; razão ipsilateral / contralateral; p <0,001, 

Figura 15-E). Semelhante aos resultados de imunomarcação in situ, a análise de Western 

blotting monstrou maior preservação de cobertura sináptica no lado lesado de animais 

knockout para TLR2 (contralateral: C57BL/6J, 2,54 ± 0,73, TLR2-/-, 3,40 ± 0,13, p> 0,05; 

ipsilateral: C57BL/6J , 1,75 ± 0,3; TLR2-/-, 2,62 ± 0,20, p <0,05, Figura 14 F). Porém, em 

animais TLR4 o WB não mostrou diferenças significativas (contralateral: C3H/HePas 1,18 

± 0,18; C3H/HeJ 1,10 ± 0,32, p> 0,05; ipsilateral: C3H/HePas 0,92 ± 0,22; C3H/HeJ 0,80 ± 

0,20 , p> 0,05; Figura 15 F). 
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Figura 14: Imagens representativas da imunomarcação anti-sinaptofisina em C57BL/6J e TLR2-/-, 1 semana após 

axotomia unilateral. Após lesão, observa-se uma forte perda da marcação, especialmente nas áreas em torno dos neurônios 

motores. Esta redução foi mais intensa nos camundongos C57BL/6J (B) comparado aos TLR2-/- (D). O círculo pontilhado 

indica o núcleo motor contendo os neurônios motores alfa. (E) Gráfico representando a razão da densidade integrada de 

pixels ipsilateral/contralateral ** P <0,01. (F) A análise de Western blot da expressão de sinaptofisina em camundongos 

C57BL/6J e TLR2-/-. Note maior preservação sináptica em TLR2-/- após axotomia periférica. β-actina foi utilizada como 

controle de pipetagem. * P <0,05. Barra de escala: 50 µm. 



Capítulo II 

98 

 

 

Figura 15: Imagens representativas da imunomarcação anti-sinaptofisina em C3H/HePas e C3H/HeJ, 1 semana após 

axotomia unilateral. Após lesão, observa-se forte perda da marcação, especialmente nas áreas em torno dos neurônios 

motores. (B) Camundongos C3H/HePas apresentam maior preservação sináptica comparado aos camundongos C3H/HeJ 

(D). O círculo pontilhado indica o núcleo motor contendo os neurônios motores alfa. (E) Gráfico representando a razão da 

densidade integrada de pixels ipsilateral/contralateral *** P <0,001. (F) Análise de Western blot da expressão de 

sinaptofisina em camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ. Note que não houve diferença sináptica significativa entre os 

grupos. β-actina foi utilizada como controle de pipetagem. * P <0,05. Barra de escala: 50 µm. 
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       Alterações sutis que ocorrem no microambeinte sináptico foram observadas na análise 

ultra-estrutural dos terminais em aposição com os motoneurônios alfa medulares. Assim, a 

ausência de TLR2 preservou os contatos sinápticos após axotomia periférica, sendo 

revelada maior cobertura sináptica em ambos os lados em camundongos knockout 

(contralateral: C57BL/6J, 46,24% ± 2,06%, TLR2-/ -, 58,00% ± 2,81%, p <0,05; ipsilateral: 

C57BL / 6J, 30,15% ± 1,73%; TLR2-/ -, 41,12% ± 2,43%, p <0,05, Figura 17 E). Este 

maior contato sináptico verificado em ambos os lados está relacionado com o comprimento 

dos terminais (superfície de aposição) e não ao aumento do número de sinápses (C57BL/6J, 

2,22 ± 0,18; TLR2-/ -, 3,49 ± 0,18, p <0,001; ipsilateral: C57BL/6J, 2,13 ± 0,13; TLR2-/ -, 

3,10 ± 0,36, p <0,05, Figura 17 G). Já a ausência de TLR4 promoveu maior eliminação 

sináptica (C3H/HePas, 45,43% ± 1,15%, C3H/HeJ, 31,19% ± 2,42%, p <0,01). Além disso, 

o lado contralateral, em animais selvagens para TLR4, apresentou maior comprimento dos 

terminais, resultando em aumento da cobertura sináptica total em comparação ao mutante 

(C3H/HePas, 3,01 ± 0,16; C3H/HeJ, 2,56% ± 0,10, p <0,05, Figura 18-G). Tais resultados 

sugerem que a deficiência do TLR4 promove alterações sinápticas independentes da lesão. 

No entanto, estas alterações não foram relacionadas com o número de terminais, tal como 

observado nos lados ipsilaterais (C3H/HePas, 48,53 ± 3,56; C3H/HeJ, 37,99% ± 1,61, p 

<0,05, Figura 18F). Porém, uma vez observadas tais alterações no lado contralateral à 

lesão, sugerimos que estas decorreram durante o período de maturação sináptica. Desse 

modo, a expressão da proteína sinaptofisina em animais neonatos foram analisadas. 

Contudo, os resultados mostraram que ambos os receptores Toll like 2 e Toll like 4 não 

interferem na densidade sináptica em neonatos (C57BL//6J, 4,57x104±2,3x103; TLR2-/-, 
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4,46x104±0,075x103; C3H/HePas, 4,35 x104 ±0,91 x103 C3H/HeJ 3,98 x104±1,6x103, 

Figura 16) 

      A análise quantitativa dos terminais F, S e C, foi investigada em MET. De acordo com 

Conradi (1969), os terminais pré-sinápticos nos neurônios motores foram tipados de acordo 

com a forma das suas vesículas sinápticas. No lado lesado, maior número de terminais tipo 

F foram preservados em animais knockout (C57BL/6J, 21,18% ± 1,41%, TLR2-/-, 30,62 ± 

2,40, p <0,05, Figura 17-H). Da mesma forma, um maior número de terminais de F foram 

preservados em camundongos C3H/HePas comparativamente aos mutantes (C3H/HePas, 

35,99% ± 1,99%, C3H/HeJ, 22,36% ± 2,28%, p <0,01 , Figura 18-H). Além disso, em 

camundongos selvagens observou-se maior número de terminais F no lado não lesionado, 

quando comparado aos mutantes para TLR4 (C3H/HePas, 43,60% ± 2,94%, C3H/HeJ, 

32,38% ± 2,83%, p <0,01, Figura 18 H) . Consequentemente, o número de terminais do 

tipo S também foi aumentado em camundos selvagens, possivelmente tratando-se de um 

mecanismo de compensação, com a finalidade de equilibrar o número de terminais 

excitatórios e inibitórios (C3H/HePas, 11,58 ± 0,95; C3H/HeJ, 6,94 ± 0,62, p <0,05, Figura 

18-I). No entanto, não houve diferenças para os terminais S no lado lesado de camundongos 

TLR2 ou TLR4. 
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Figura 16: Imagens representativas da imunomarcação anti- sinaptofisina em camundongos (A) C57BL/6J; (B) TLR2-/-; 

(D) C3H/HePas e  (E) C3H/HeJ com 7 dias de vida. (C e F) Gráficos representando a densidade integrada de pixels para a 

immunomarcação de sinaptofisina.Observe que não houve diferença estatística entre os animais, demonstrando que os 

receptores TLR2 e TLR4 não interferem na eliminação sináptica no período neonatal. O círculo pontilhado indica o 

núcleo motor contendo os neurônios motores alfa. Barra de escala = 50µm. 
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Figura 17: Análise quantitativa em ultraestrutura dos terminais sinápticos em contato com a superfície de motoneurônios 

após axotomia. Micrografias representativas da superfície de motoneurônios C57BL/6J (A, C) e TLR2-/-(B, D). Uma 

semana após lesão periférica, (C) camundongos C57BL/6J apresentaram maior destacamento sinápticos comparado com 

camundongos TLR2-/- (D). As setas pretas indicam terminais sinápticos (C) separados ou (D), em contato com membrana 

dos motoneurônios. Asterisco branco indica um astrócito próximo ao terminal sináptico. (E) Gráfico da cobertura total 

sináptica em neurônios colaterais e ipsilateral; houve maior cobertura sináptica em camundongos TLR2-/- comparados 

com C57BL/6J em ambos os lados. (F) Gráfico do número total de terminais sinápticos por 100 µm de membrana do 

neurônio motor; note ausência de diferença entre os grupos. (G) Gráfico do comprimento dos terminais em relação à 

membrana de motoneurônios contralaterais e ipsilaterais à lesão, mostrando diferenças antes e depois da axotomia. (H-J) 

Gráficos número de terminais F-, S-e C- por 100 µm de membrana no meurônio motor. Foi observada maior perda de 

terminais tipo F em animais C57BL/6J. * p <0,05, ** p <0,01. Barra de escala: 0,5 µm. 
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Figura 18: Análise quantitativa em ultraestrutura dos terminais sinápticos em contato com a superfície de motoneurônios 

após axotomia. Micrografias representativas da superfície de motoneurônios contralaterais e ipsilaterais (A, C) 

C3H/HePas, (B, D) C3H/HeJ. Uma semana pós lesão periférica, observa-se maior preservação dos terminais sinápticos 

em animais C3H/HePas (B) comparados aos mutantes TLR4 (D). (E) Gráfico da cobertura sináptica total nos 

motoneurônios, tanto lados contralateral quanto ipsilateral. As setas pretas indicam os terminais sinápticos (C) em contato, 

ou (D) retraídos da membrana do neurônio. O asterisco em branco indica uma célula microglial próxima ao terminal 

sináptico. (E) Gráfico da cobertura total sináptica em neurônios lesados e não lesados. Observa-se maior cobertura 

sináptica em camundongos selvagens em comparação aos mutantes em ambos os lados. (F) Gráfico do número total de 

terminais sinápticos por 100 µm de membrana do motoneurônio. (G) Gráfico do comprimento de terminais em contato 

com a membrana do motoneurônio lesionado e não lesionado. (H-J) Gráficos representando o número de terminais F-, S-e 

C  por 100 µm de membrana dos neurônios motores amostrados. Maior preservação de terminais do tipo F foi observada 

em animais C3H/HePas antes e após axotomia. * P <0,05 e ** P <0,01. Barra de escala: 0,5 µm. 
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5.2 A ausência do receptor Toll like 2 diminui a reatividade astroglial in vivo e in vitro e 

a expressão de interleucinas pró-inflamatórias. 

     Análise quantitativa da imunorreactividade para GFAP foi executada em torno dos 

motoneurônios medulares. Assim, foi observada diferente expressão basal nos lados 

contralaterais nos animais selvagens e knockout (C57BL/6J, 4,27x103 ± 0,20x103; TLR2-/-, 

1,61x103 ± 0,08x103, p <0,01, Figura 19 A e C). No entanto, in vitro, culturas de astrócitos, 

mostraram semelhante imunoreatividade para GFAP (Figura 19 G e H). Após lesão, tal 

diferença entre os grupos para a reactividade astroglial conservou-se (C57BL/6J, 7,02x103 

± 0,08; TLR2-/ -, 3,33x103 ± 0,10, p <0,001, Figura 19 B e D). Estes achados sugerem que 

a sinalização do TLR2 interfere na reatividade astroglial mesmo antes da lesão.  

     Para investigar a possibilidade de interferência da astroglia na presença dos mRNAs 

para  IL6 e IL1β, foi realizado RT-PCR em tempo real. Os resultados mostram que na 

ausência de TLR2 diminuiu a expressão de interleucinas pró-inflamatórias após axotomia 

periférica (IL6: C57BL/6J, 4,19 ± 0,40; TLR2-/ - 1,86 ± 0,17, p <0,05; IL1β: C57BL/6J, 

4,34 ± 0,79; TLR2-/ - 1,85 ± 0,09, p <0,05, Figura 20 A e B). 
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Figura 19: Imagens representativas de imunomarcação anti  proteína GFAP para os animais C57BL/6J e TLR2-/-, 1 

semana após axotomia unilateral. (A, C) lado contralateral da medula espinal lombar; observa-se aumento basal da 

reactividade glial em animais C57BL/6J comparados aos TLR2-/-. (B, D) Imunomarcação anti GFAP, aonde observa-se 

aumento da reatividade em ambos os grupos após lesão, porém houve maior incremento nos animais selvagens. (E) 

Gráfico representando a razão da densidade integrada de pixels para os lados ipsi e contralateral. (F) Gráfico da densidade 

integrada de pixels para os lados lesionado e não lesionado ** P <0,01 e *** P <0,001. (G, H) Culturas purificadas de 

astrócitos de animais C57BL/6J e TLR2-/-. (I) Gráfico mostrando nenhuma diferença significativa para a imunomarcação 

anti- GFAP entre os grupos experimentais. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 20: Níveis de mRNA de interleucina e de neurotrofinas após axotomia. (A, B) Gráficos mostrando os níveis de 

mRNA das interleucinas IL-6 e IL-1β na medula espinal de C57BL/6J e TLR2-/-. (C, D) Gráficos mostram a quantidade 

relativa de transcritos gênicos para IL-6 e IL-1β na medula espinal de C3H/HePas C3H/HeJ. (E, F) Gráficos mostrando os 

níveis de mRNA para BDNF e GDNF, na medula lombar de C57BL/6J e TLR2-/-. (G, H) Gráficos mostrando níveis de 

mRNA de BDNF e  GDNF na medula lombar de C3H/HePas e C3H/HeJ. Note que a ausência de TLR2 aumentou a 

expressão de GDNF e diminuiu a expressão de IL-6 e IL-1β. Já a mutação de TLR4 resultou em menores quantidades de 

transcritos gênicos para BDNF após axotomia unilateral do nervo isquiático, enquanto que resultou na regulação positiva 

de IL-6 e negativa de RNAm para GDNF. * P <0,05. Barra de escala: 50 m. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo II 

110 

 

     Adicionalmente, culturas primárias de astrócitos foram realizadas para investigar in vitro 

a hiperplasia e hipertrofia astroglial. Uma pergunta importante foi se além da hipertrofia 

glial, a ausência de TLR2 também teve algum efeito na proliferação de astrócitos 

(hiperplasia). Para este efeito, citoquímica com DAPI foi empregada para analisar o número 

de astrócitos em culturas de camundongos do tipo selvagem e knockout. Os resultados 

indicam maior número de células positivas para BrdU em culturas de animais selvagens 

comparativamente com as culturas derivadas de knockouts (Figura 21 G-L). A taxa 

mitótica foi calculada a partir da razão de BrdU / DAPI. Após 24 ou 48 horas de cultura, 

não foram observadas diferenças significativas entre os genótipos, mas a taxa mitótica de 

72 horas foi estatisticamente maior nas culturas de animais selvagens (72 horas: C57BL/6J, 

0,86 ± 0,27; TLR2 - / -, 0,63 ± 0,02, p <0,001, Figura 21 S). Como pode ser observado na 

Figura 21-T, a ausência de TLR2 teve um efeito significativo sobre a taxa de proliferação 

de astrócitos. Após 24 horas de cultura, o número de astrócitos em culturas derivadas de 

animais selvagens foi significativamente maior do que em culturas derivadas de knockouts. 

As diferenças entre as culturas selvagens e knockout foram significativas em 48 e 72 horas 

(número de células marcadas com DAPI: 48 horas: C57BL/6J, 6,62x104 ± 0,38x104;  

TLR2-/-, 3,84x104 ± 0,17x104, p <0,001 ; 72 horas: C57BL/6J, 8,5x104 ± 0,61x104; TLR2-/-, 

5,9 x104 ± 0,55x104, p <0,01). 
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Figura 21: Ensaio de proliferação celular em cultura de astrócitos purificados a partir de C57BL/6J e TLR2-/-. (A-R) 

Citoquímica com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e imunoistoquímica com 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) em 

cultura celular cultivada por 3 dias. (A-F) marcação simples DAPI (AF) e (G-L) BrdU. (M-R) dupla marcação com BrdU 

e DAPI.  Note maior número de células em cultura de células de C57BL/6J (S). Gráfico mostrando a razão de BrdU e 

DAPI; note que as culturas de células C57BL/6J apresentam maior taxa de proliferação, especialmente 72 horas de 

cultivo. Gráfico (T) mostrando o número de astrócitos para cada dia, evidenciando que a ausência de TLR2 afetou o 

crescimento de células após 48 horas ** P <0,01;. *** P <0,001 
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5.3 Na ausência de TLR4, a expressão de interleucina pró-inflamatória independe da 

reatividade glial.      

     A reatividade microglial foi mínima no lado não lesionado para todos os quatro grupos 

(Figuras 22 e 23). Entretanto, embora a axotomia tenha estimulado um aumento da 

reatividade da microglia, nenhuma diferença significativa entre os grupos pôde ser 

observada (relação lado ipsilateral/contralateral : C57BL/6J, 9,41 ± 1,09; TLR2-/ -, 10,12 ± 

0,59, Figura 8; relação lado ipsilateral/contralateral: C3H/HePas, 9,20 ± 1,57; C3H/HeJ, 

8,57 ± 1,97, Figura 22). Já a reatividade astroglial, apesar de ser mais intensa no lado 

ipsilateral, também não apresentou diferenças significativas entre os grupos (relação lado 

ipsilateral / contralateral: C3H/HePas, 2,12 ± 0,43; C3H/HeJ, 1,96 ± 0,08, Figura 24 E). 
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Figura 22: Imagens representativas da imunomarcação microglial (anti-Iba-1) em camundongos C57BL/6J e TLR2-/-, 

uma semana após a axotomia unilateral do nervo isquiático. (A, C) lado contralateral e (B, D) lado ipsilateral. Note 

aumentada expressão de Iba-1, especialmente nas adjacências de motneurônios sujeitos à axotomia. Ambos grupos 

apresentam semelhante reatividade microglial. O círculo pontilhado indica o núcleo motor contendo os motoneurônios 

alfa. (E) Gráfico representa a razão da densidade integrada de pixels dos lados ipsi e contralateral (P> 0,05). Barra de 

escala: 50 µm. 
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Figura 23: Imagens representantivas da imunomarcação microglial (anti-Iba-1) em C3H/HePas e C3H/HeJ, uma semana 

após axotomia unilateral do nervo isquiático. (A, C) lado não lesionado e (B, D) lado lesionado em camundongos 

C3H/HePas e C3H/HeJ. Note elevada e equivalente expressão de Iba1 na superfície dos neurônios, em ambos os grupos 

experimentais. O círculo pontilhado indica o núcleo motor contendo os neurônios motores alfa. (E) Gráfico da razão da 

densidade integrada de pixels dos lados ipsi e contralateral (P> 0,05). Barra de escala: 50 µm. 
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     A ausência de alterações na reatividade glial entre os animais selvagens e mutantes para 

TLR4 nos levou a analisar, por RT-PCR, a expressão de genes de interleucinas pró-

inflamatórias como IL1β e IL6. Os resultados demonstram que a ausência do receptor Toll 

Like 4 alterou a expressão dos genes para IL6. No entanto, não houve alterações na 

expressão de IL1β após axotomia (IL6: C3H/HePas, 1,03 ± 0,064; C3H/HeJ, 1,74 ± 0,10, p 

<0,05; IL1β: C3H/HePas, 1,03 ± 0,11; 1,33 ± C3H/HeJ 0,23; p> 0,05 Figura 20 C e D). 

     A reatividade astroglial também foi investigada em culturas primárias de astrócitos de 

animais mutantes e selvagens para TLR4. Análise in vitro confirmou os resultados in vivo, 

sem diferença na reatividade astrocitária (C3H/HePas, 2,14 x105 ± 0,38 x105; C3H/HeJ, 

1.50x105 ± 0,14 x105, Figura 24 H). Em seguida, um ensaio de proliferação celular foi 

realizado utilizando a técnica de incorporação de BrdU. A taxa mitótica foi analisada e 

calculada pela proporção de DAPI e a marcação com BrdU. Não houve diferenças 

significativas entre as taxas de mitose entre selvagens e mutantes (Figura 25). Estes 

resultados indicam que a deficiência de TLR4 não interfere na reatividade e proliferação 

astroglial in vivo ou in vitro. 
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Figura 24: Imagens representativas da imunomarcação anti proteína glial fibrilar ácida (GFAP) em camundongos 

C3H/HePas e C3H/HeJ, uma semana após axotomia unilateral do nervo isquiático. (A, C) lado contralateral (B, D) lado 

ipsilateral da medula lombar. Após lesão, a expressão de GFAP aumentou em ambos os grupos, sem diferenças entre os 

grupos. (E) Gráfico representa a razão da densidade integrada de pixels do lado ipsi e contralateral. (F, G) Culturas 

purificadas de astrócitos mostram a reactividade em astrócitos de animais C3H/HePas e C3H/HeJ. (H) Gráfico não mostra 

nenhuma diferença significativa entre os grupos. Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 25: Ensaio de proliferação celular em cultura de astrócitos purificados a partir de córtices de C3H/HePas e 

C3H/HeJ. (A-R) Imunomarcação de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e 5-bromo-2'-desoxiuridina (BrdU) em cultura 

celular cultivada por 3 dias). (A-F) marcação simples DAPI (AF) e (G-L) BrdU. (M-R) dupla marcação com BrdU e 

DAPI.  (S) Gráfico mostrando a razão de BrdU e DAPI; não havendo diferença na taxa de proliferação celular entre 

C3H/HePas e C3H/HeJ durante os 3 dias de cultura. (T) Gráfico mostrando o número de astrócitos para cada dia; 

Observa-se que a ausência da sinalização pelo TLR4 não afeta a proliferação dos astrócitos. Barra de escala: 50 µm. 
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5.4 A expressão de MHC I e de neurotrofinas na ausência de TLR2 e TLR4.  

     Uma semana após axotomia, uma clara mudança no nível de MHC classe I foi detectada 

nos motoneurônios lesados de camundongos C57BL/6J e knockout. A expressão da 

proteína foi claramente superior no lado lesionado nos 2 grupos (Figura 26 G, J comparada 

com A, D). No entanto, os camundongos knockout apresentaram uma maior expressão de 

MHC de classe I em torno dos neurônios motores comparada ao selvagem (C57BL/6J, 

2.47x103 ± 0.38x103; TLR2-/- 4.03x103 ± 0.85x103, p <0,05, Figura 26 M). Para determinar 

se a microglia expressa MHC I, duplas marcações foram realizadas utilizando os anticorpos 

anti-Iba-1 e MHC I (Figura 12). Como mostrado na Figura 26 - I e L, houve colocalização 

entre o marcador microglial e  MHC I, o que indica que a microglia foi responsável pela 

expressão de MHC I elevada em camundongos knockout. Além disso, RT-PCR foi 

realizada para examinar os níveis de transcrição de β2-microglobulina na ausência de 

TLR2. A transcrição de β2-microglobulina foi significativamente maior em camundongos 

knockout (C57BL/6J 1,04 ± 0,21; TLR2-/ - 1,43 ± 0,11; p <0,05, Figura 26). Estes 

resultados mostram que a presença do receptor Toll like 2 interfere na expressão de MHC I. 

Além disso, a ausência da expressão de TLR2 aumenta a expressão de neurotrofinas no 

SNC, como aferido pelos níveis de  mRNAs de BDNF e GDNF, os quaisforam mais 

altamente expressos em camundongos knockout (BDNF: C57BL/6J, 1,09 ± 0,18; TLR2-/ - 

1,76 ± 0,13, p <0,05, Figura 20 E ; GDNF: C57BL/6J, 1,88 ± 0,29; TLR2-/ - 3,08 ± 0,23, p 

<0,05, Figura 20 F).  

     Para avaliar se a sinalização de TLR4 é capaz de modular a expressão das neurotrofinas, 

justificando o aumento na plasticidade sináptica, RT-PCR foi realizado para examinar os 

níveis de transcrição do GDNF e BDNF. Os resultados revelaram que a preservação da 
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cobertura sináptica após lesão foi correlacionada com a regulação positiva da expressão de 

neurotrofinas (BDNF: C3H/HePas, 1,50 ± 0,27; C3H/HeJ 1,05 ± 0,02, p> 0,05, Figura 7 G; 

GDNF: C3H/HePas, 1,55 ± 0,10; C3H/HeJ 0,98 ± 0,04, p <0,05, Figura 20 H). Já a 

expressão de MHC I não pôde ser detectada em torno dos motoneurônios por 

imunomarcação. Desse modo, realizamos a técnica de WB porém, nenhuma diferença 

significativa foi observada entre os grupos (contralateral: C3H/HePas, 3.46x103 ± 0.37x103; 

C3H/HeJ, 3.18x103 ± 0.15x103; ipsilateral: C3H/HePas, 3,99 x103 ± 0,45 x103; C3H/Hej, 

3,75 x103 ± 0,26 x103; Figura 27-A). Da mesma forma, os resultados de RT-PCR não 

apresentaram diferenças significativas na expressão mRNA para β2-microglobulina 

(C3H/HePas, 2,99 ± 0,79; C3H/HeJ, 1,80 ± 0,39; Figura 27-B). 
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Figura 26: Dupla marcação com anticorpos anti complexo principal de histocompatibilidade classe I (MHC I) e Iba1 em 

camundongos  C57BL/6J e TLR2-/-, uma semana após a axotomia. (B, E) O lado contralateral mostrou marcação com Iba-

1. (A, D) Marcação MHC I lado contralateral em ambos os grupos. Após a lesão, observa-se aumento da expressão de 

MHC I em TLR2-/- (J) comparado com C57BL/6J (G). (I, L) Dupla marcação anti- Iba1 e MHC I. Note a colocalização 

(L) indicando que a microglia expressa MHC I. (M) Gráfico representa a quantificação da densidade integrada de pixels 

para MHC I adjacente aos motoneurônios. (N) Expressão de mRNA para β2-microglobulina determinada por PCR. (M e 

N) Gráficos mostram maior expressão de MHC I em TLR2-/- comparativamente a camundongos C57BL/6J. *p <0,05. 

Barra de escala: 50 µm. 
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Figura 27: Complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC I) e β2-microglobulinaníveis na medula espinal 

de animais C3H/HePas e C3H/HeJ após axotomia. (A) Análise por Western blotting da expressão de MHC I na medula 

lombar dos lados contralateral e ipsilateral. Observa-se aumento da expressão de MHC I após lesão, porém não houve 

diferença entre os grupos. β-actina foi utilizada como controlo de amostra. CL = contralateral; IL = ipsilateral. (B) 

Expressão de mRNA de β2 microglobulina determinado por PCR na medula lombar de C3H/HePas e C3H/HeJ. (B) O 

gráfico mostra aumento da expressão do gene β2-microglobulina após lesão, porém não houve  diferença entre os grupos. 
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6. Discussão 

     A resposta retrógrada para axotomia é um fenômeno bem conhecido que ocorre nas 

adjacências dos motoneurônios lesionados na medula espinal. Esta reação à lesão tem sido 

amplamente investigada, e há evidências de que tais alterações no microambiente da 

medula espinal possam determinar um melhor ou pior resultado regenerativo. Diversas 

moléculas têm sido implicadas neste processo, incluindo algumas caracteristicamente 

relacionadas com a resposta imune clássica e não clássica, incluindo MHC I, TCR e 

moléculas do sistema complemento. Desta forma, muitas moléculas exclusivamente ligadas 

a processos imunes também podem ser expressas na superfície de neurônios e células da 

glia, desempenhando função importante na plasticidade do SNC (Boulanger et al., 2003). 

Da mesma forma, os TLRs, são receptores de padrões de reconhecimento do sistema imune 

inato, e também podem interferir na plasticidade do SNC (Ma et al., 2006; Boivin et al., 

2007). Torna-se importante, portanto, estudar a influencia destes receptores na plasticidade 

sináptica após lesão nervosa periférica. Nossos resultados indicam efeitos opostos dos 

receptores TLR2 e TLR4. Nós demonstramos que a ausência de TLR4 acarreta maior perda 

de contatos sinápticos após lesão, sugerindo um papel protetor do TLR4 nos circuitos 

medulares. 

     Uma hipótese para explicar este resultado é que os receptores de TLR4 presentes no 

sistema nervoso central podem regular a activação da microglia no local de lesão (Lehnardt 

et al., 2010; Jack et al., 2005; Olson et al., 2004). Células gliais reativas estão envolvidas na 

modulação dos processos sinápticos, induzindo o deslocamento dos terminais pré-

sinápticos de motoneurónios axotomizados (Aldskogius et al., 1999; Cullheim & Thams, 
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2007; Schiefer et al., 1999). Além disso, as células gliais reativas liberam interleucinas no 

local da lesão (Benveniste et al., 1990; Lee et al., 1993), podendo ser neuroprotetoras e 

influenciar na regulação positiva de neurotrofinas e outros factores de crescimento (John  et 

al., 2005; Pinteaux et al., 2006). No entanto, a superexpressão de interleucinas pode ativar 

respostas inflamatórias, conduzindo à degeneração e perda neuronal (Hailer et al., 2005). 

Os resultados do presente estudo mostram que a sinalização de TLR4 não interferiu na 

reatividade glial. No entanto, a presença do receptor Toll like 4  aumentou a expressão do 

gene GDNF e diminuiu a expressão de IL6. Tais fatos, sugerem que a sinalização de TLR4 

contribui para a preservação dos contatos sinápticos independentemente da expressão de 

MHC I. 

    Com relação aos efeitos opostos dos receptores Toll like 2 e Toll like 4 na preservação 

dos contatos sinápticos após axotomia periférica, acreditamos que isso deva-se a diferentes 

razões. Assim, como observado nos experimentos in vitro e in vivo, a expressão do receptor 

Toll like 2 correlaciona-se com aumento da reatividade e proliferação astroglial. Esta 

descoberta é particularmente interessante, uma vez que o aumento da reatividade astroglial 

está relacionado com maior retração sináptica de terminais (Emirandetti et al., 2006). 

Portanto, é possível que a expressão TLR2 supera a importância da astrogliose no processo 

de destacamento sináptico. Tal resultado está de acordo com trabalhos que mostram a 

participação das células gliais no processo de eliminação sináptica após dano neuronal 

(Aldskogius et al.,1999; Emirandetti et al., 2006; Cullheim & Thams, 2007). Embora a 

reação microglial em nosso estudo não foi significativamente diferente entre as duas 

linhagens, a proteína MHC I foi co-localizada com o Iba-1, indicando que a microglia 

expressa MHC I após a axotomia. Além disso, nossos dados mostram aumento na 
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expressão da proteína e do gene MHC classe I em camundongos knockout. Como 

mencionado anteriormente, o MHC I desempenha um papel importante na manutenção dos 

terminais sinápticos (Oliveira et al., 2004). Portanto, camundongos transgênicos com maior 

expressão neuronal de MHC I apresentam melhor resultado regenerativo (Kim et al., 2007). 

Os resultados indicam que a expressão TLR2 supera MHC I em importância no que diz 

respeito à estabilidade sináptica, uma vez que camundongos TLR2-/- exibiram altos níveis 

de MHC I,  e consequentemente maior preservação dos contatos sinápticos. Este achado é 

importante, pois indica que o envolvimento de moléculas relacionadas ao sistema 

imunológico é ainda mais complexo e abrangente do que o anteriormente previsto.  

     Além disso, o TLR2 pode também influenciar na secreção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como IL-1β, TNFa, IL-6 e quimiocinas, incluindo interferon gama, 

liberadas pela microglia e por astrócitos ativados (Kim et al., 2007). Os astrócitos são a 

principal fonte de IL-6 no SNC após lesão (Lee  et al., 1993); em contrapartida, TNF-α e 

IL-1β podem regular positivamente a produção de IL-6 por astrócitos (John et al., 2004). A 

ausência de TLR2 reduz a expressão de  interleucinas pró-inflamatórias e, por sua vez, a 

ativação de microglia e astrócitos (Kim et al., 2007). Os resultados obtidos neste trabalho 

estão de acordo com este paradigma; pois camundongos knockout com reduzida 

reactividade astroglial também apresentaram reduzidos níveis de mRNA para IL1β e IL6.  

     Fatores neurotróficos como BDNF, que promove a regeneração axonal e sobrevivência 

em neurónios motores espinais após lesão (Boyd et al., 2003) também são capazes de 

modular a transmissão sináptica e regular os contatos sinápticos entre neurônios (Black et 

al., 1999; Novikov et al., 2000). Além disso, GDNF possui importante papel na 

regeneração axonal e de motoneurônios (Naveilhan et al., 1997; Boyd  et al., 2003). No 



Capítulo II 

128 

 

presente estudo, os mRNAs de BDNF e GDNF foram regulados positivamente em 

camundongos knockout para TLR2, 1 semana após a lesão. Este fato sugere que a ausência 

de TLR2 consistentemente contribuiu para a preservação dos contactos sinápticos,  apesar 

da expressão aumentada de MHC I. 

       Além da preservação dos contatos sinápticos, o equilíbrio entre os inputs excitatórios e 

inibitórios é crucial. Este conceito foi investigado no presente estudo por meio de 

microscopia eletrônica de transmissão. Segundo Lindå  et al., 2000 existe uma eliminação 

preferencial de terminais glutamatérgicos sobre terminais contendo glicina e GABA, após 

axotomia. Tal fato reflete a existência de uma resposta neuroprotectora frente à lesão, 

evitando os efeitos excitotóxicos. Embora nenhuma diferença tenha sido detetada em 

terminais glutamatérgicos, foi possível observar maior preservação de terminais inibitórios, 

do tipo F, em camundongos knockout. Além disso, camundonsgos TLR2-/- apresentaram 

maior superfície de aposição dos terminais em contato com os motoneurônios, tanto em 

neurônios não lesados (contralaterais) quanto do lado lesado (ipsilaterais). 

   As alterações contralaterais à lesão constituem-se um achado ainda não totalmente 

compreendido. No sentido de melhor entender esse fato, realizamos uma avaliação da 

cobertura sináptica de animais mutantes e knockouts durante a primeira semana pós-natal, 

período onde ocorre grande eliminação sináptica na medula espinal. Contudo, alterações na 

sinalização de TLR4 e TLR2 não influenciaram na imunoreatividade para sinaptofisina, 

indicando que os animais transgênicos não apresentaram alterações significativas na 

densidade sináptica no período por nós estudado. Assim, é possível que tais alterações 

sinápticas no lado contralateral sejam uma resposta secundária à lesão, talvez envolvendo 
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brotamento de colaterais de neurônios internunciais de circuitos intramedulares. Assim, 

novos estudos serão necessários para compreender tal fenômeno. 

 

7. Conclusões 

 A presença do receptor TLR4 preserva os terminais sinápticos, independentemente 

da expressão de MHC-I e da reatividade glial; 

 A presença de TLR4 aumenta a expressão do fator neurotrófico GDNF e diminui a 

expressão de genes pró-inflamatórios como IL6; 

 Os receptores Toll Like 2 e Toll Like 4 têm pouca influência sobre a reatividade 

microglial após lesão periférica. 

 A ausência do receptor Toll like 2 preserva contatos sinápticos, correlacionado-se 

com aumento da expressão de MHC I no lado ipsilateral à lesão.  

 Camundongos com ausência do receptor TLR2 apresentam menor reatividade 

astroglial e, consequentemente, menor expressão de genes pró-inflamatórios;  

 A ausência de TLR2 aumenta a expressão de genes para fatores neurotróficos como 

BDNF e GDNF. 
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Efeitos antagônicos dos receptores Toll like 2 e 4 na lesão nervosa periférica e na 

recuperação funcional após lesão do nervo isquiático 

1.Resumo 

Lesão de nervos periféricos desencadeia uma série de processos que resultam na perda de 

variadas funções motoras e sensoriais. A recuperação de tais funções depende dos eventos 

celulares e moleculares inicialmente ligados à degeneração Walleriana, um processo 

inflamatório que tem a função de preparar o ambiente do nervo distal à lesão para receber 

os brotamentos axonais em regeneração. Evidências mostram que os receptores Toll-like 

são expressos na superfície de células de Schwann, ativando a resposta inata e, 

consequentemente, atuando no curso da regeneração periférica (Boivin et al., 2007; 

Goethals et al., 2010). Desse modo, o presente estudo teve por objetivo analisar o papel dos 

receptores TLR2 e TLR4 na regeneração e recuperação funcional após lesão de nervo 

periférico. Dessa forma, 58 animais (13 C3H/HeJ, 13 C3H/HePas; 16 C57Bl/6J e 16 TLR2-

/-) foram submetidos ao esmagamento unilateral do nervo isquiático. Após 3, 7 e 14 dias e 5 

semanas de cirurgia, parte dos animais foram anestesiados e sacrificados por perfusão 

transcardíaca. Os nervos isquiáticos foram processados para imunoistoquímica e 

microscopia eletrônica de transmissão (MET). Para análise funcional, 20 animais (5 

C3H/HeJ, 5 C3H/HePas, 5 C57Bl6/J e 5 TLR2-/-) foram acompanhados no treino de marcha 

até 8 semanas após lesão. Os resultados mostraram que os animais C3H/HeJ apresentam 

rápida recuperação funcional acompanhada por maior expressão de p75NTR e 

neurofilamentos comparativamente ao grupo C3H/HePas. Entretanto, tal recuperação 

funcional não foi, provavelmente, consequência de aumento no número de fibras mielínicas 
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ou aumento na espessura das fibras mielinizadas. Interessantemente, a melhor recuperação 

motora nos animais mutantes pode estar relacionada a um aumento no número de junções 

neuromusculares. . Já os resultados em animais TLR2 knockout mostraram que a ausência 

de Toll like 2 teve influência negativa na reorganização do microambiente do nervo. Assim, 

o grupo controle apresentou superior expressão de p75NGFR e neurofilamentos no 

segmento distal do nervo isquiático.Por outro lado, foi observado, na análise ultraestrutural, 

um aumento da espessura da bainha em axônios regenerados de animais knockout, apesar 

de uma igual recuperação funcional em ambos os grupos, após 8 semanas da lesão. Assim, 

nossos resultados mostram efeitos opostos dos receptores TLR4 e TLR2 na reorganização e 

velocidade de recuperação após lesão periférica. Por um lado, a ausência de TLR4 

funcional leva a um aumento transitório do sucesso regenerativo. Por outro lado, a falta de 

TLR2, de maneira geral, parece ser compensada por outros mecanismos, não 

comprometendo o resultado final da recuperação funcional. 

 

2. Introdução 

     Nervos periféricos são frequentemente lesados em acidentes automobilísticos, quedas, 

fraturas, acidentes de trabalho ou em esportes de alto impacto. Assim, quando o axônio é 

desconectado do corpo celular seu segmento distal gradualmente se degenera e, 

eventualmente, é reabsorvido, evento denominado degeneração Walleriana (Ide, 1996). 

Concomitantemente com a fragmentação da bainha de mielina e dos axônios lesados 

presentes no segmento distal ocorrem o recrutamento de macrófagos e a proliferação das 

células de Schwann (Hörste et al., 2007). 
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A regeneração axonal ocorre a partir dos nódos de Ranvier próximos ao sítio da lesão, 

emergindo da porção proximal à injúria, com crescimento em direção ao segmento distal do 

nervo. As bandas de Büngner são formadas após as bainhas de mielina e axônios em 

degeneração serem removidos pelos macrófagos e pelas próprias células de Schwann. As 

bandas de Büngner promovem um ambiente favorável ao crescimento axonal sendo 

fundamentais para a regeneração axonal (Ide, 1996). Da mesma forma, as células de 

Schwann são elementos não neurais importantes para o reparo do SNP. Influenciam o 

processo regenerativo provendo fatores de crescimento como o NGF, BDNF, CNTF e 

GDNF, dando suporte e orientação ao crescimento axonal e, ainda, servem como interface 

entre axônios e o microambiente endoneural (Ide, 1996; Chen et al., 2007). 

     O Sistema Nervoso Periférico (SNP) apresenta uma maior capacidade regenerativa 

quando comparado ao Sistema Nervoso Central (SNC). Entretanto, em lesões graves, o 

reparo completo é raro e a recuperação funcional é precária (Ide, 1996; Pereira Lopes et al., 

2006). Assim, o sucesso da regeneração nervosa periférica depende muito dos eventos 

celulares e moleculares da degeneração Walleriana. Ainda, a imunidade inata é crucial para 

o curso da degeneração Walleriana, uma vez que as células do sistema imune ajudam a 

transformar o tecido nervoso periférico em um ambiente favorável à regeneração (Gaudet et 

al., 2012). Evidências sugerem que receptores toll-like são fatores determinantes na 

ativação de respostas neuroinflamatórias no sistema nervoso após lesão. De acordo com 

Goethals et al. (2010), as células de Schwann expressam níveis relativamente elevados de 

TLRs, que podem reconhecer peptídeos endógenos resultantes da degeneração nervosa, 

sendo assim capazes de recrutar macrófagos que farão a fagocitose dos restos celulares. Os 
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macrófagos são responsáveis por fagocitar, processar e apresentar antígenos para as células 

T. São fundamentais para a remoção dos axônios em degeneração, contribuindo para a 

formação das bandas de Büngner, que promovem o crescimento axonal e a reconexão dos 

cotos proximal e distal (Sanders & Jones, 2006). A remoção da mielina degenerada é crítica 

para a reparação no SNP, uma vez que esta contém moléculas que inibem a regeneração 

dos axônios em crescimento (Fawcet et al., 1997). Descobertas recentes demonstraram que 

a deficiência na sinalização de TLR gera um atraso no recrutamento de macrófagos e, 

portanto, uma falha nos processos regenerativos do nervo e na função motora (Boivin et al., 

2007). Por outro lado, a ativação de TLR2 ou TLR4, no SNC, acelera a fagocitose de 

fragmentos de mielina, promovendo melhor recuperação das funções nervosas periféricas 

(Kigerl et al., 2007). Tal evento, no SNC, é bastante relevante, uma vez que as lesões 

periféricas desencadeiam respostas retrógradas como a reatividade glial, que pode 

influenciar na amenização ou amplificação do processo cromatolítico que ocorre nos corpos 

dos neurônios medulares axotomizados. Dessa forma, tais ocorrências no SNC, 

indiretamente, influenciam na capacidade regenerativa dos neurônios após lesão periférica 

(Aldskogius & Kozlova, 1998). 

     Diante deste contexto, os receptores Toll Like, que tradicionalmente estão associados 

com mecanismos imunológicos, também podem desempenhar importante papel na 

plasticidade do SN. Logo, é de grande importância a compreensão destes processos, a fim 

de viabilizar novas terapias e estratégias capazes de otimizar a regeneração nervosa 

periférica. 
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3. Objetivos Específicos 

 Avaliar o potencial regenerativo axonal em camundongos C3H/HePas, C3H/HeJ, 

C57BL/6J e TLR2-/-; por meio de imunoistoquímica após 2 semanas de 

esmagamento do nervo isquiático.  

 Avaliar o potencial regenerativo axonal em camundongos C3H/HePas, C3H/HeJ, 

C57BL/6J e TLR2-/-, por meio de contagem de fibras regeneradas, em degeneração 

e regeneração, 2 semanas após o esmagamento do nervo isquiático. 

 Análise morfométricamente as fibras mielínicas em camundongos C3H/HePas, 

C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-, por meio de microscopia eletrônica de transmissão, 

2 semanas após o esmagamento do nervo isquiático. 

 Análisar a recuperação funcional do nervo isquiático em animais TLR4 e TLR2, 

através do sistema Cat Walk, até 8 semanas após esmagamento do nervo. 

 

4. Materiais e Métodos 

4.1 Grupos de animais 

      Foram utilizados camundongos adultos machos (6-8 semanas de idade) obtidos a partir 

do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB / Unicamp): C3H/HePas 

(selvagem, n = 18), C3H/HeJ (mutante, n = 18), C57BL/6J (selvagem, n = 21) e TLR2-/- 

(knockout n = 21).  
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4.2 Procedimento cirúrgico 

     Para o esmagamento do nervo, foi utilizada uma pinça n° 4, empregando-se uma pressão 

constante durante 10 segundos de forma padronizada para todos os animais (Xin et al., 

1990). Um ponto cirúrgico no tecido muscular adjacente ao local do esmagamento foi 

realizado para marcação do local a ser removido para análise. Por fim, após procedimento 

cirúrgico de esmagamento, a musculatura foi reposicionada e a pele suturada. Os 

camundongos foram mantidos em biotério até o término do experimento. 

 

4.3 Processamento dos tecidos  

     Após período determinado conforme a tabela 3, todos os animais foram sacrificados 

com dose letal de anestésico e, em seguida, submetidos à perfusão transcardíaca. 

     Os animais C57BL/6J (n=15); TLR2-/- (n=15); C3H/HePas (n=15) e C3H/HeJ (n=15) 

foram sacrificados 2 semanas após a lesão. Os nervos ipsi e contralaterais foram 

processados para imunoistoquímica e microscopia eletrônica de transmissão conforme 

protocolo anteriomente citado.  

     Parte dos animais C57BL/6J (n=3) e TLR2 -/- (n=3) foram sacrificados 3 dias e 7 dias 

após a lesão de esmagamento. Os nervos dissecados foram processados para 

imunoistoquímica segundo protocolo já mencionado. 

     Outro grupo de animais C3H/HePas (n=3) e C3H/HeJ (n=3) foi sacrificado 5 semanas 

após lesão periférica e os músculos tibiais anteriores foram processados para análise de 

imunoistoquímica. Para isso, os animais foram perfundidos primeiramente com salina e em 
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seguida com fixador formalina 4%. Após perfusão os músculos tibial anterior ipsi e 

contralaterais foram dissecados e colocados em tampão fixador por 12 horas. Após 3 

lavagens de 5 minutos em tampão fosfato pH 7,40, os espécimes foram imersos em tampão 

contendo sacarose 30% por 1 dia. Em seguida, os músculos foram congelados a - 40ºC em 

meio de congelamento (TissueTek). Secções de 18µm do músculo tibial anterior foram 

obtidas em criostato e as lâminas foram estocadas em freezer à -20ºC até sua utilização. 

Grupo de animais Período Sacrifício 
após lesão 

Tecido processado e técnica 
realizada 

 
C3H/HePas 

2 semanas (Nervo) MET e Imunoistoquímica  
5 semanas (Músculo) Imunoistoquímica 

 
C3H/HeJ 

2 semanas  (Nervo) MET e Imunoistoquímica 
5 semanas (Músculo) Imunoistoquímica 

 
C57BL/6J 

3 dias (Nervo) Imunoistoquímica 
7 dias (Nervo) Imunoistoquímica 

14 dias (Nervo) MET e Imunoistoquímica 
 

TLR2-/- 
3 dias (Nervo) Imunoistoquímica 
7 dias (Nervo) Imunoistoquímica 

14 dias (Nervo) MET e Imunoistoquímica 

Tabela 4: Grupos experimentais utilizados nos diferentes experimentos,  indicando o período do sacrifício, tecidos 

processados e as  técnicas utilizadas para cada análise.  

 

4.4 Imunoistoquímica 

    Para as imunomarcações foram utilizados os anticorpos anti- p75NTR, neurofilamentos, 

Iba-1 e alfa-bungarotoxina. As imunomarcações foram observadas e documentadas 

utilizando o microscópio de fluorescência invertido (Nikon-Eclipse TS100) conectado a um 

sistema de aquisição de imagens (câmera Nikon DXM1200F e programa de captura de 

imagens Metamorph). Para a análise qualitativa, foram selecionadas imagens 
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representativas de cada espécime para os grupos C3H/HePas; C3H/HeJ, C57BL/6J  e 

TLR2-/- . 

     Para análise quantitativa de macrófagos reativos foi calculada a densidade integrada de 

pixels de 3 imagens representativas do segmento proximal e distal do nervo nos grupos 

C57BL/6J e TLR2-/-. A densidade integrada de pixels foi obtida numa mesma área de 0,025 

mm2,  padronizada para todas a figuras analisadas.  

 

4.5 Quantificação das junções neuromusculares após regeneração do nervo isquiático. 

     Cortes congelados longitudinais com 18 µm de espessura do músculo tibial anterior ipsi 

e contralateral à lesão foram imunomarcados com anticorpo anti- α- bungarotoxina 

conjugado com CY3 coelho. Já a marcação de miosina foi observada através da técnica de 

segunda harmônica (second harmonic generation - SHG), usando microscopia confocal a 

laser. Toda a extensão do músculo foi obtida em microscópio de fluorescência invertido 

conectado a um sistema de aquisição de imagens. As imagens foram montadas e um 

programa vetorial, completando toda a extensão do músculo. As junções neuromusculares, 

imunorreativas aos receptores de acetilcolina, foram quantificados nos lados ipsi e 

contralateral dos grupos C3H/HePas e C3H/HeJ. 
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4.6 Análise das secções ultra-finas do nervo por microscopia eletrônica de transmissão.   

     Cortes ultra-finos das porções distais dos nervos isquiático dos lados ipsi e contralaterais 

foram digitalizados em um microscópio eletrônico de transmissão Spirit BioTwin G2 (FEI 

Company, Holanda) em um aumento de 1700X, com uma câmera de alta resolução (Eagle 

2K, FEI Company, Holanda). Vinte e cinco imagens, equivalendo  aproximadamente 50% 

da área total do nervo, foram capturas e montadas sequencialmente por meio do software 

photomontage (FEI Company, Holanda). Nos lados ipsilaterais do nervo isquiático foram 

quantificados o número de fibras degeneradas, mielínicas e amielíncas.  

     As imagens, correspondendo 50% da área do nervo, foram utilizadas para a análise 

morfométrica dos axônios nos lados ipsi e contralateral. Assim, as medidas do diâmetro das 

fibras e dos axônios mielínicos foram obtidas a partir dos valores dos respectivos 

perímetros (P), aplicando-se a fórmula D=P/. A diferença entre o diâmetro das fibras 

mielínicas [DFM] e o diâmetro dos axônios mielínicos [DAM] dividido por 2, forneceu a 

espessura da bainha de mielina [EBM] (Mayhew & Sharma, 1984). A Razão “g” (RZG), 

correspondente ao quociente entre DAM e DFM (RZG = DAM/DFM), é um parâmetro 

morfométrico que expressa a regeneração funcional do nervo (Smith & Koles, 1970) e 

também foi calculado. 

 

4.7 Análise funcional do nervo isquiático. 

     Foram realizadas avaliações motoras semanais em todos os animais dos grupos 

experimentais (C3H/HePas, C3H/HeJ, C57BL/6J e TLR2-/-) antes do esmagamento e até a 



Capítulo III 

140 

 

8ª semana pós-lesão. Após o esmagamento do nervo isquiático, os animais foram avaliados 

duas vezes por semana através do “walking track test” (CatWalk, Noldus Inc., Holanda).  

     Para a avaliação da marcha, os animais foram colocados para andar ao longo de uma 

passarela com um assoalho de vidro (100 cm comprimento x 15 cm largura x 0.6 cm 

espessura) localizado em uma sala escura (Figura 28A). Uma lâmpada fluorescente 

destacou somente a pressão das patas dos animais em contato com o assoalho de vidro 

(Figura 28-B). O assoalho desse corredor é monitorado por uma câmera equipada com uma 

objetiva grande angular capaz de  detectar a média de intensidade em pixels. A intensidade 

do sinal variou de acordo com a pressão aplicada pela pata do animal. Quanto maior a 

pressão exercida pela pata do animal, maior o contato e intensidade em pixels. Esses sinas 

foram digitalizados pelo programa CatWalk (Noldus Inc., Holanda). As medições foram 

feitas de acordo com os seguintes parâmetros:  

1- intensidade da pressão exercida pela pegada  

           2- índice de recuperação motora do nervo isquiático.  

As medições foram feitas de acordo com dois parâmetros: a distância entre o primeiro e o 

quinto dedo (toe spread, TS) e a distância entre o terceiro dedo e o calcanhar (print length, 

PL). Estes parâmetros foram utilizados para a medição das pegadas das patas posterior 

direita (lesada) e posterior direita (normal) e os valores foram utilizados na seguinte 

fórmula, descrita por DeMedinaceli et al (1982): SFI=118.9 (ETS NTS/NTS)-51.2(ELP-

NLP/NLP)-7.5 (E= lado lesionado, N=lado normal).   
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Figura 28: A- Imagem do equipamento CatWalk, B- Imagem ilustrando as pegadas capturadas pelo equipamento. 

 

4.8 Análise Estatística 

      A análise estatística foi realizada através dos testes U de Mann Whitney e t de Student 

para dados não paramétricos e paramétricos respectivamente, assumindo-se p<0,05 (*), 

p<0,01 (**), p<0,001 (***). 
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5. Resultados 

5.1 A ausência do receptor TLR4 aumentou a expressão do receptor de baixa afinidade 

para neurotrofinas no microambiente do segmento distal à lesão 

     Os resultados qualitativos das imunomarcações dos nervos submetidos ao esmagamento 

estão representados na Figura 29.  Observa-se que os camundongos com ausência do 

receptor TLR4 possuem maior expressão de p75NTR e neurofilamentos no segmento distal 

do nervo lesionado. O aumento da expressão destes fatores sugere maior capacidade 

regenerativa axonal (Figura 29-J; K; L).  
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Figura 29: Imunomarcação das secções longitudinais nos segmentos proximal e distal dos nervos isquiáticos após 2 

semanas de esmagamento. (A-C) Segmento proximal C3H/HePas, (D-F) segmento distal C3H/HePas, (G-I) segmento 

proximal C3H/HeJ, (J-L) segmento distal C3H/HeJ. (A,D,G,H) anti-neurofilamento, (B,E,H,K) anti-p75NTR; (C,F,I,L) 

neurofilamento/p75NTR. Note maior expressão de neurofilamento e NGF-R no segmento distal do grupo C3H/HeJ. Barra 

de escala= 50µm. 
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5.2 A ausência do receptor Toll like 4 não interfere no número e nos diferentes tipos de 

fibras nervosas após axotomia. 

     Imagens de ultraestrutura do nervo estão representadas na Figura 30 (A-D). A contagem 

de axônios degenerados, mielínicos e amielínicos está representada pelo gráfico Figura 

30E. As quantificações mostraram que não houve diferenças significativas nos números de 

axônios mielínicos, amielínicos e degenerados (C3H/HePas 765±88,73; 215,8±6,81; 

70±7,23 ,C3H/HeJ 660±73,94; 233±16,26; 63,6±5,24 número de fibras amielínica, 

mielínicas e degeneradas respectivamente ± erro padrão). A aparente diferença dos 

diâmetros das fibras observadas entre os grupos, Figura 30 C-D, foi analisada pela 

morfometria axonal.  
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Figura 30: Imagens de ultraestrutura do nervo isquiático dos grupos C3H/HePas e C3H/HeJ (A-D). (A,B) Lados 

contralaterais 2 semanas após lesão de esmagamento. (C-D) Lados ipsilaterais após 2 semanas de lesão. (E) Gráfico da 

quantificação do número de fibras mielínicas, amielínicas e degeneradas. Asteriscos indicam fibras mielínicas.  Barra de 

escala= 5µm. 
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5.3 A ausência do receptor Toll like 4 não interfere no diâmetro das fibras mielínicas 

antes e após lesão.  

     A análise morfométrica das fibras mielínicas (DFM), axônios (DAM) e espessura da 

bainha de mielina (EBM) foi realizada nos lados ipsi e contralaterais à lesão nos grupos 

C3H/HePas e C3H/HeJ (Figuras. 31, 32 e 33). Os animais C3H/HePas e C3H/HeJ 

apresentaram fibras mielínicas com diâmetro variando de 3,25 a 8,75 µm e médias 

7,55±0,39 e 6,67±0,46 respectivamente. Para o diâmetro dos axônios mielínicos foi 

observado, nos grupos C3H/HePas e C3H/HeJ, diâmetro variando de 1,75 a 6,25 µm e 

médias 9,45±1,38 e 8,78±0,90 respectivamente. Já a EBM variou de 0,35 a 1,35 µm e 

médias de 6,73±0,57 e 7,90±0,54 respectivamente. Desse modo, observa-se que a presença 

do receptor TLR4 não influenciou nos parâmetros morfométricos de DFM, DAM e EBM 

nos nervos contralaterais à lesão nos grupos C3H/HePas e C3H/HeJ. 

     Após lesão, os animais C3H/HePas e C3H/HeJ apresentaram fibras mielínicas com 

diâmetro variando de 1 a 6 µm e médias 2,85±0,107 e 3,02±0,097, respectivamente. As 

maiores porcentagens de fibras foram observadas nos intervalos de 2,25 a 3,75 µm, 

correspondendo a 34,47% e 30,94% do total de fibras respectivamente. Neste, não foi 

observada nenhuma diferença estatística entre os grupos. Do mesmo modo, não foi 

observada diferença estatística para o DAM. Assim, o DAM em animais C3H/HePas e 

C3H/HeJ variou de 1,75 a 3,25 µm e médias 2,26±0,078 e 2,38±0,092, respectivamente. A 

EBM variou de 0,05 a 1µm e média 0,292±0,014 e 0,316±0,008, respectivamente nos 

animais C3H/HePas e C3H/HeJ. As maiores percentagens de fibras foram observadas no 
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intervalo de 0,175 a 0,375, correspondendo a 38,09% e 33,23% do total de fibras, não 

sendo observado, portanto, diferença significativa entre os grupos (Figura 31). 

 

 

 

Figura 31: Gráficos correspondentes à análise morfométria dos axônios mielínicos lesados para os grupos C3H/HePas e 

C3H/HeJ (A) Gráfico da média do diâmetro das fibras mielínicas. (B) Gráfico da média do diâmetro dos axônios 

mielínicos. (C) Gráfico da média da espessura da bainha mielínica (EBM). Note que não houve diferença significativa 

entre os grupos. 
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Figura 32: Gráficos de distribuição de frequência para as fibras mielínicas dos grupos C3H/HePas (A,B,C)  e C3H/HeJ 

(D,E,F) contralateral à lesão. (A e D) Gráfico de distribuição de frequência do diâmetro das fibras mielínicas. (B e E) 

Gráfico de distribuição de frequência do diâmetro dos axônios mielínicos. (C e F) Gráfico de distribuição de frequência 

da espessura da bainha de mielina (EBM). 
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Figura 33: Gráficos de distribuição de frequência para as fibras mielínicas dos grupos C3H/HePas (A,B,C)  e C3H/HeJ 

(D,E,F) após lesão. (A e D). Gráfico de distribuição de frequência do diâmetro das fibras mielínicas. (B e E). Gráfico de 

distribuição de frequência do diâmetro dos axônios mielínicos. (C e F). Gráfico de distribuição de frequência da espessura 

da bainha mielíca (EBM). 
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5.4 Camundongos com deficiência no receptor Toll like 4 apresentam recuperação 

funcional mais precoce. 

     Os resultados quantitativos das avaliações motoras realizadas semanalmente nos grupos 

experimentais (C3H/HePas e C3H/HeJ) antes do esmagamento e até a 8ª semana pós-lesão 

estão representados na Figura 34 (A-B). Na Figura 34-A, o gráfico representa o índice 

funcional do nervo isquiático. Apesar de não haver diferença significativa entre os grupos 

no final do processo regenerativo, observa-se que o grupo C3H/HeJ apresentou melhor 

desempenho motor a partir da 5a semana e recuperação motora total na 6a semana.  Por 

outro lado, o grupo C3H/HePas obteve recuperação funcional tardia comparado ao mutante.  

     Os resultados da razão do máximo contato das patas traseiras, em relação às patas ipsi e 

contralaterais à lesão, estão representados na Figura 34-B. Nota-se que o grupo C3H/HeJ  

apresentou, a partir da 4ª semana, maior contato das patas e, significativa diferença 

comparada ao grupo controle na 5a e 6a semana (C3/HePas 1asemana  27,44%±5,49%; 2ª 

semana 75,29%±5,3%; 3ª semana 73,24%±4,41%; 4ª semana 77,31%±3,81%; 5ª semana 

80,86%±4,01%; 6ª semana 82,06%±2,43%; 7ª semana 88,71%±10,19%; 8ª semana 

87,29%±3,03%, C3H/HeJ 1ª semana 21,72%±6,16%; 2ª semana 58,36%±12,92%; 3ª 

semana 73,42%±5,77%; 4ª semana 88,42%±8,19%; 5ª semana 114,24%±6,65%; 6ª semana 

112,85%±4,45%; 7ª semana 113,49%±2,68%; 8ª semana 107,04%±5,52%; razão máximo 

contato das patas traseiras ipisi/contralateral ± erro padrão). Desse modo, sugere-se que os 

animais C3H/HeJ apresentam recuperação funcional mais rápida, comparativamente ao 

C3H/HePas. Logo, a ausência do receptor Toll like 4 tem um efeito positivo no SNP, 

favorecendo o restabelecimento da inervação após axotomia periférica. 
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Figura 34: Gráfico da avaliação motora, em porcentagem, dos grupos C3H/HePas e C3H/HeJ. (A) Gráfico de 

recuperação motora do nervo isquiático, em porcentagem. (B) Gráfico da razão de máximo contato das patas traseiras 

direita/esquerda. 
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5.5 Camundongos com deficiência no receptor Toll like 4 apresentam maior número de 

junções neuromusculares no músculo tibial anterior, após lesão periférica. 

     Os terminais nervosos do músculo tibial anterior contra e ipsilateral à lesão foram 

imunomarcados em camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ empregando-se um anticorpo 

anti- α- bungarotoxina (Figura 35 A,B,D,F). Os resultados quantitativos mostraram 

aumento do número de junções neuromusculares em animais C3H/HeJ após lesão (Músculo 

tibial anterior esquerdo C3H/HePas 59,03±6,30; C3H/HeJ 60,83±7,31 Figura 35-H). Estes 

resultados sugerem que ausência do receptor Toll like 4 promove maior  brotamento de 

terminais axonais motores, resultando em um aumento no tamanho das unidades motoras. 

Porém, nenhuma diferença foi observada no músculo tibial anterior contralateral à lesão 

(músculo tibial anterior direito C3H/HePas 38,17±1,42; C3H/HeJ 45,67±1,96). 
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Figura 35: Imunomarcação de junções neuromusculares, imunoreativas a anti- alfa bungarotoxina, no músculo tibial 

anterior de camundongos C3H/HePas e C3H/HeJ. (A e B) músculos tibiais anteriores contralaterais à lesão. (D e F) 

músculos tibiais anteriores ipsilaterais à lesão. Caixas brancas em (D e F) representam as imagens ampliadas em (E) e (G). 

(C) Gráfico do número de receptores por músculo contralateral à lesão. (H) Gráfico quantificativo do número de 

receptores por músculo ipsilateral à lesão. Miosina marcada em azul através da técnica de segundo harmônico laser 

confocal. Setas brancas indicam conjuntos de receptores de acetilcolina na junção neuromuscular. Barra de escala= 100 

µm. 
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5.6 A ausência do receptor TLR2 diminui a expressão do receptor de baixa afinidade 

para neurotrofinas no microambiente do segmento distal à lesão. 

 Os resultados qualitativos das imunomarcações dos nervos submetidos ao esmagamento 

estão representados na Figura 36.  Observa-se que os camundongos com ausência do 

receptor TLR2 possuem menor expressão de p75NTR e neurofilamentos no segmento distal 

do nervo lesionado. Tal fato pode ser relacionado com menor capacidade regenerativa 

axonal (Figura 36-D; E; F). 
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Figura 36: Imunomarcação de secções longitudinais nos segmentos proximal e distal dos nervos isquiáticos após 2 

semanas de esmagamento. (A-C) Segmento proximal, na região da lesão, grupo C57BL/6J, (D-F) segmento distal grupo 

C57BL/6J, (G-I) segmento proximal grupo TLR2-/-, (J-L) segmento distal grupo TLR2-/-. (A,D,G,J) anti-neurofilamentos, 

(B,E,H,K) anti- p75NTR, (C,F,I,L) dupla marcação anti-neurofilamento + p75NTR. Note maior imunorreatividade anti- 

neurofilamentos e p75NTR  no segmento distal do nervo no grupo controle (C57BL/6J). Barra de escala 50µm. 
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5.7 Animais com ausência do receptor TLR2 não apresentam atraso no recrutamento de 

macrófagos no segmento proximal ou distal à lesão. 

     Os resultados qualitativos das imunomarcações anti- macrófagos no nervo após 3, 7 e 14 

dias do esmagamento do nervo isquiático em animais C57BL/6J e TLR2-/- estão 

representados na Figura 37. Observa-se que os camundongos com ausência do receptor Toll 

like 2 não apresentaram atraso no recrutamento de macrófagos comparativamente ao grupo 

controle (3 dias proximal: C57BL/6J 33,01±7,44; TLR2-/- 30,46±4,43; 3 dias distal: 

C57BL/6J 20,49±1,08; TLR2-/- 31,16±1,64; 7 dias proximal: C57BL/6J 47,47±4,52; TLR2-

/- 43,78±7,81; 7 dias distal: C57BL/6J 43,96±6,56; TLR2-/- 45,51±3,67;  14 dias proximal: 

C57BL/6J 28,16±5,94; TLR2-/- 15,76±1,69; 14 dias distal:C57BL/6J 29,22±3,89; TLR2-/- 

31,16±1,69 Figura 37 M, N, O).  
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Figura 37: Imunomarcação de macrófagos anti- Iba1 nos segmentos proximais e distais dos nervos lesados após 3, 7 e 14 

dias em animais C57BL/6J e TLR2-/-. (A-C-E-G-I-K) segmento proximal do nervo isquiático após lesão. (B-D-F-H-J-L) 

segmento distal do nervo isquiático após lesão. (M, N, O) Gráficos representando a densidade integrada de pixels 

referente à imunomarcação para macrófagos reativos. Barra de escala= 50 µm. 
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5.8 Animais com ausência do recepetor TLR2 apresentam quantidade significativamente 

superior de fibras degeneradas.  

     Imagens de ultraestrutura do nervo, nos diferentes grupos experimentais estão 

representadas na Figura 38 (A-D). A contagem do número de axônios degenerados, 

mielínicos e amielínicos está representada pelo gráfico Figura 38E. As quantificações 

mostraram que não houve diferenças significativas dos números de axônios amielínicos e 

mielínicos entre os grupos (C57BL/6J 198,86±88,93; 177,8±5,84; TLR2-/- 207,73±92,89; 

193,2±7,97; número de fibras amielínicas e mielínicas, respectivamente±erro padrão). 

Entretanto, foi observado número significativamente superior de fibras degeneradas em 

animais com ausência do receptor TLR2.  Figura 38E (C57BL/6J 39,4±3,28; TLR2-/- 

52±3,38; número de fibras degeneradas±erro padrão). Note que este número aumentado de 

fibras degeneradas nos animais TLR2-/- não influenciou negativamente na recuperação 

funcional.  
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Figura 38: Imagens de ultraestrutura (microscopia eletrônica de transmissão) do nervo isquiático nos grupos C57Bl/6J e 

TLR2-/- (A-D). (A, B) Lados contralaterais, 2 semanas após esmagamento do nervo isquiático. (C, D) Lados ipsilaterais, 

após 2 semanas de lesão. (E) Gráficos da quantificação do número de fibras mielínicas, amielínicas e degeneradas. 

Asteríscos indicam fibras regeneradas após lesão. Note aumento de fibras degeneradas nos animais com ausência do 

receptor TLR2-/-. Barra de escala= 5µm. 
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5.9 Ausência do receptor TLR2 resulta em aumento do diâmetro de axônios mielínicos 

após lesão periférica. 

       A morfometria das fibras mielínicas (DFM), axônios (DAM) e espessura da bainha 

mielínica (EBM) foi analisada nos grupos C57BL/6J e TLR2-/- (Figura 39 e 40).  Os 

animais C57BL/6J e TLR2-/- apresentaram fibras mielínicas com diâmetro variando de 1 a 6 

µm e médias 2,86±0,08 e 3,18±0,11 respectivamente. As maiores percentagens de fibras 

foram observadas nos intervalos de 2,25 a 3,25 µm, correspondendo a 67,5% e 64,0% do 

total de fibras respectivamente. Nesta comparação, não foi observada nenhuma diferença 

estatística entre os grupos. Já o diâmetro dos axônios mielínicos dos animais C57BL/6J e 

TLR2-/- variou de 0,5 a 5,25 µm e médias 2,17±0,06 e 2,44±0,08 respectivamente. As 

maiores percentagens de fibras para o grupo C57BL/6J foram observadas nos intervalos de 

1,75 a 2,75 µm, 71,5% do total de fibras e no intervalo de 3,25 a 4,25 µm, 12,9%.  Já o 

grupo TLR2-/-, no intervalo de 1,75 a 2,75 µm, corresponde a 62% do total de fibras e no 

intervalo de 3,25 a 4,25 µm corresponde 31% do total de fibras. Desse modo, comparado ao 

grupo controle, os animais TLR2-/- apresentaram significativo aumento no diâmetro dos 

axônios mielínicos após lesão. A EBM variou de 0,05 a 1 µm e média 0,34±0,01 e 

0,36±0,02 respectivamente nos animais C57BL/6J e TLR2-/-. As maiores percentagens de 

fibras foram observadas no intervalo de 0,25 a 0,45, correspondendo a 85,5% e 87,7% do 

total de fibras, não sendo observada, portanto, diferença significativa entre os grupos. 
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Figura 39: Análise morfométria dos axônios mielínicos regenerados nos grupos C57BL/6J e TLR2-/-. (A) Gráfico da 

média do diâmetro das fibras mielínicas. (B) Gráfico da média do diâmetro dos axônios mielínicos. (C) Gráfico da média 

da espessura da bainha de mielina (EBM). Note diferença significativa entre os grupos para a média do diâmetro dos 

axônios mielínicos após lesão. 
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Figura 40: Distribuição de frequência para as fibras nervosas dos grupos C57BL/6J (A,B,C)  e TLR2-/- (D,E,F), após 

esmagamento do nervo isquiático e sobrevida de 2 semanas. (A e D) Gráfico de distribuição de frequência do diâmetro 

das fibras mielínicas. (B e E) Gráfico de distribuição de frequência do diâmetro dos axônios mielínicos. (C e F) Gráfico 

de distribuição de frequência da espessura da bainha de mielina (EBM).  
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5.10 A ausência do receptor TLR2 não influencia nos valores morfométricos médios do 

nervo não lesado. 

      A análise morfométrica das fibras mielínicas (DFM), axônios (DAM) e espessura da 

bainha de mielina (EBM) nos lados contralaterais à lesão nos grupos C57BL/6J e TLR2-/- 

estão representados na Figura 41. Os animais C57BL/6J e TLR2-/- apresentaram fibras 

mielínicas com diâmetro variando de 2,75 a 9,75 µm e médias 6,52±1,04 e 6,25±0,51 

respectivamente. Para o diâmetro dos axônios mielínicos foi observado, nos grupos 

C57BL/6J e TLR2-/-, diâmetro variando de 2,25 a 6,75 µm e médias 9,64±1,61 e 9,08±1,13, 

respectivamente. Já a análise da EBM variou de 0,45 a 1,65 µm e médias de 7,44±1,18 e 

7,16±0,53, respectivamente. Diante destes resultados, observa-se que a presença do 

receptor TLR2 não influenciou, em termos médios, nas análises morfométricas de DFM, 

DAM e EBM, visto que não foram observadas diferenças significativas entre os grupos, nos 

nervos contralaterais á lesão. 
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Figura 41: Distribuição de frequência das fibras nervosas dos grupos C57BL/6J (A,B,C)  e TLR2-/- (D,E,F) contralateral 

à lesão. (A e D) Gráfico de distribuição de frequência do diâmetro das fibras mielínicas. (B e E) Gráfico de distribuição de 

frequência do diâmetro dos axônios mielínicos. (C e F) Gráfico de distribuição de frequência da espessura da bainha de 

mielina (EBM).  
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5.11 A ausência do receptor TLR2 não influenciou na recuperação funcional após o 

esmagamento do nervo isquiático. 

     Os resultados quantitativos das avaliações motoras realizadas semanalmente nos grupos 

experimentais (C57BL/6J e TLR2-/-) pré e pós-lesão estão representados nos gráficos A e 

B, Figura 42. Aplicada a fórmula proposta por DeMedinaceli et al., (1982), foram obtidos 

os índices de recuperação motora do nervo isquiático e a porcentagem de recuperação entre 

os grupos até a 8ª semana pós lesão. Observa-se que não houve diferença significativa entre 

os grupos (Gráficos A e B- Figura 42) (pré-operatório - Controle 94%±0,27%; TLR2-/- 

100%±0,43%; 1ªsemana pós-operatória - Controle – 0%±1,14%; TLR2-/- 0%±1,29%; 

2ªsemana pós-operatória - Controle 12%±0,48%; TLR2-/- 28%±0,82%; 3ªsemana pós-

operatória - Controle 70%±0,44%; TLR2-/- 66%±1,07%; 4ªsemana pós-operatória - 

Controle 93%±0,14%; TLR2-/- 73%±1,43%; 5ªsemana pós-operatória - Controle 

100%±0,37%; TLR2-/- 94%±0,55%; 6ªsemana pós-operatória - Controle -71%±0,74%; 

TLR2-/- 93%±0,87%; 7ªsemana pós-operatória – Controle 84%±0,86%;  TLR2-/- 

93%±0,82%; 8ªsemana pós-operatória - Controle 96%±0,55%; TLR2-/- 94%±0,71%; média 

dos índices de recuperação motora em porcentagem - 5 animais por grupo/ média±erro 

padrão, Figura 42). Para a razão de contato máximo das patas traseiras direita/ esquerda 

também não foi verificada diferença significativa. 
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Figura 42: O gráfico (A) mostra os índices de recuperação funcional do nervo isquiático, realizada semanalmente nos 

grupos experimentais (C57Bl/6J e TLR2-/-), pré-lesão e até a 8ª semana pós-esmagamento do nervo isquiático. O gráfico 

(B) mostra a razão do contato máximo das patas traseiras direita/esquerda, calculada semanalmente nos grupos 

experimentais (C57BL/6J e TLR2-/-) pré-lesão até a 8ª semana pós-esmagamento do nervo isquiático. Note que não houve 

diferença significativa entre os grupos.  
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6. Discussão 

     É bem conhecido, que diferentemente dos neurônios do SNC, os neurônios do SNP 

apresentam um potencial intrínseco para regeneração após axotomia. Assim sendo, após a 

lesão periférica, uma específica e orquestrada sequência de eventos histopatológicos 

acontecem, os quais eventualmente resultam em total ou parcial regeneração do nervo 

lesado (Lee et al., 2006). 

     Um evento importante que ocorre após a lesão periférica, é a degeneração Walleriana, a 

qual propicia a remoção dos resíduos mielínicos e celulares do tecido afetado, visando 

alcançar o sucesso na reparação periférica. Este evento é mediado pelas células de Schwann 

e células do sistema imune que, após serem ativadas, apresentam capacidade fagocítica 

(Lee et al., 2006). Trabalhos mostram que as células de Schwann também podem adotar 

papel semelhante aos macrófagos, com capacidade de se desdiferenciar, proliferar e ainda 

de secretar citocinas e fatores neurotróficos de crescimento (Martini et al., 2008). Ainda 

não está claro, mas acredita-se que as células de Schwann se tornam ativadas via 

sinalização dos TLRs (Bovin et al., 2007; Karanth et al., 2006; Lee et al., 2006). Além 

disso, estudos recentes mostraram que a ativação dos receptores Toll like (TLRs) após lesão 

periférica aumenta o recrutamento de macrófagos para a região de lesão, favorecendo a 

regeneração nervosa e a recuperação motora (Boivin et al., 2007).   

     No presente trabalho, foi possível verificar que a presença dos receptores TLR2 e TLR4 

têm efeitos opostos no SNP. Assim, a presença do receptor Toll like 2  e a ausência do 

receptor Toll like 4 resultam em uma maior expressão de p75NTR e neurofilamentos no 

segmento distal do nervo lesionado. Assim, acreditamos que a elevação da quantidade de 
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p75NTR, expresso por células de Schawnn ativadas contribua para um crescimento axonal 

dirigido, bem como remielinização mais eficiente. Tais resultados estão de acordo com o 

estudo de Song et al., (2006), que demonstraram que o número de axônios mielinizados, 

bem como a espessura da bainha de mielina em nervos lesados, foram reduzidos em 

camundongos transgênicos deficientes para p75NTR.  

     Em relação aos neurofilamentos, estes são proteínas do citoesqueleto do axônio, 

essenciais para o elongamento das fibras, o que possibilita o prolongamento dos brotos 

axonais em direção ao órgão alvo (Tetzlaff et al., 1988). Desse modo, a menor 

imunoreatividade anti- neurofilamentos pode corresponder a uma menor capacidade de 

crescimento axonal. Porém, tal hipótese não foi confirmada nos grupos TLR2-/- e selvagens 

para TLR4, uma vez que não houve diferença estatística no número de fibras mielínicas. 

Tal fato indica que outras moléculas e mecanismos envolvidos no processo regenerativo 

apresentam efeito compensatório em tais situações experimentais. 

     Dos parâmetros morfológicos , a EBM ilustra mais diretamente o nível de atividade das 

células de Schwann durante a regeneração, estando também relacionada à recuperação 

funcional do nervo. Adicionalmente, a DMF e a DAM são elementos que contribuem para a 

compreensão do processo regenerativo no SNP. Tais parâmetros já foram anteriormente 

utilizados na avaliação da evolução do processo regenerativo axonal por diversos autores 

(Arbuthnott et al., 1980; Rushton, 1951). Neste trabalho, curiosamente, foi observado 

aumento significativo no diâmetro de axônios mielínicos em regeneração, na 2ª semana 

após lesão periférica em animais com ausência do receptor TLR2-/-. Paradoxalmente, nestes 

mesmos animais, observou-se aumento significativo do número de fibras em processo 
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degenerativo, sugerindo uma evolução mais lenta da degeneração Walleriana. É possível, 

portanto, que efeitos compensatórios, como a maior preservação sináptica em animais 

knockout observados no capítulo II desta tese, promovam a igualdade da recuperação 

funcional entre os grupos. Apoiando estes dados, diferentes estudos mostraram que as 

relações entre diâmetro da fibra e do axônio podem interferir na velocidade de condução do 

impulso nervoso ao músculo alvo (Arbuthnott et al., 1980; Smith & Koles, 1970). Sendo 

assim, Kanaya et al. (1996) mostrarm que a velocidade de condução (DFM/DAM) é um 

parâmetro que melhor corresponde os resultados de recuperação funcional.  

     Ao contrário do observado em animais TLR2-/-, a análise ultraestrutural do nervo 

periférico em TLR4 mutantes não mostrou diferencia significativa no número de fibras em 

degeneração, mielínicas e amielínicas. Do mesmo modo, não houve diferença no diâmetro 

das fibras e nos axônios mielínicos entre os grupos. Por outro lado, os animais com 

deficiência para TLR4 apresentaram melhor desempenho motor comparado ao grupo 

controle. Neste contexto, os resultados de imunoistoquímica corroboram com a hipótese de 

que a ausência do receptor Toll like 4 possa atuar positivamente na regeneração axonal, 

uma vez que observou-se maior expressão de neurofilamentos e p75NTR, revelando maior 

capacidade regenerativa no nervo de  animais C3H/HeJ.  

     Curiosamente, pôde-se observar que, até a 2ª semana pós-lesão, os animais com a 

presença de TLR4 apresentaram um melhor desempenho motor. Este fato coincide com o 

pico de infiltração de macrófagos que ocorre 14 dias após a lesão (Martini et al., 2008). 

Boivin et al. (2007) mostraram que a presença de TLR2 e TLR4 facilita, através da citocina 

pró-inflamatória IL- 1β, o recrutamento de macrófagos. Assim, recentes estudos mostram 
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que a expressão dos Toll like acelera a degeneração Walleriana, promovendo a regeneração 

nervosa (Boivin et al., 2007). Em acordo, os resultados obtidos no presente trabalho 

sugerem que a presença do TLR4 é fundamental nos primeiros estágios da lesão a fim de 

eliminar os restos celulares durante a degeneração Walleriana. Porém, após a 5 semana, os 

animais com ausência de TLR4 superaram os animais controle adquirindo melhor 

desempenho funcional. Este melhor desempenho funcional, provavelmente está relacionado 

com o achado do presente estudo, que demonstra a presença de um maior número de 

junções neuromusculares nos animais mutantes para TLR4, indicando aumento da unidade 

motora. Assim, é possível que, nos animais deficientes para TLR4 uma menor quantidade 

de axônios motores que atinjam o músculo alvo já sejam suficientes para recuperar a 

funcionalidade do mesmo.. Tal capacidade de brotamento de axônios terminais  neste grupo 

é apoiada pela maior expressão de neurofilamentos e de p75NTR observadas no segmento 

distal do nervo. 

     Tendo-se em vista o acima discutido, os dados obtidos neste estudo mostram que os 

receptores do tipo toll apresentam grande relevância no processo regenerativo do SNP. Tal 

importância supera, portanto, a função clássica na resposta imune inata de tais moléculas. 

Podemos afirmar,  desta forma, que existe uma função particularmente importante dos 

receptores do tipo toll na biologia do processo regenerativo tanto no SNC quanto no SNP. 

Portanto, a compreensão do papel destes receptores pode contribuir para o surgimento de 

novas  estratégicas no tratamento de lesões nervosas otimizando a recuperação funcional 

sensorial e motora.   
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7.Conclusões 

 A presença do receptor Toll like 2  e a ausência do receptor Toll like 4 aumentam a 

expressão de p75NTR e neurofilamentos no segmento distal do nervo lesado. 

 A ausência do receptor Toll like 4 não influencia nos parâmetros morfológicos 

DMF, DAM e EBM no nervo ipsi e contralateral à lesão. 

 A ausência do receptor Toll like 2 resulta em axônios regenerados com  diâmetro 

médio significativamente superior, em relação à linhagem selvagem.  

 A ausência do receptor Toll like 2 influencia no número de fibras degeneradas, 2 

semanas após lesão. 

 A ausência do receptor Toll like 2 não interfere no recrutamento de macrófagos no 

segmento proximal e distal do nervo.  

 A ausência de TLR4 promove melhor desempenho funcional e maior formação de 

junções neuromusculares após 5 semanas do esmagamento do nervo isquiático. 
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Deleção de CX3CR1 diminui o potencial pró-inflamatório de macrófagos, 

promovendo brotamento de fibras serotoninérgicas e preservando contatos sinápticos 

em motoneurônios distais à lesão após contusão medular focal. 

1.Resumo 

A regeneração axonal no SNC adulto é na maior parte mal sucedida devido à formação de 

cicatriz glial. Numerosas moléculas inibidoras de crescimento axonal produzidas por 

astrócitos reativos estão presentes no SNC após lesão, impedindo assim o restabelecimento 

das conexões. Recentes estudos mostraram que camundongos deficientes em CX3CR1 

tiveram maior preservação axonal e recuperação da função após a lesão medular. Ainda,  

observou-se que a deficiência da sinalização de CX3CR1 diminui o efeito prejudicial da 

inflamação causada por macrófagos. Com base nesses dados, previmos que o ambiente de 

lesão pode tornar-se mais permissivo ao crescimento e ao brotamento de axônios supra-

espinais e ou proprioceptivos. Desse modo, o principal objetivo do presente estudo foi 

determinar se a deficiência de CX3CR1 aumenta a regeneração ou o surgimento de vias 

serotoninérgicas descendentes (5-HT +) após lesão medular. Para este propósito, 13 

camundongos machos e fêmeas CX3CR1+/- (n = 6) ou CX3CR1-/- (n = 7) foram 

anestesiados e em seguida submetidos à lesão medular por contusão (75kdyn). Cinqüenta e 

seis dias após a lesão, a medula espinal foi processada para imunoistoquímica, hibridação 

in situ (HIS) e microscopia eletrônica de transmissão (MET). Usando HIS, confirmou-se 

que a deficiência do CX3CR1 reduz severamente a sinalização inflamatória da microglia e 

ou de macrófagos por meio da diminuição da expressão de fator regulador de interferon -5 

(interferon-regulator-factor -IRF -5), um fator de transcrição que regula os genes 
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envolvidos na diferenciação de macrófagos inflamatórios. Ainda, a deficiência de CX3CR1 

aumentou ~40% da densidade de 5-HT caudais ao epicentro da lesão e foi associada com 

significativa preservação de terminais pré-sinápticos em motoneurônios (MNs) medulares. 

Desse modo, camundongos CX3CR1+/- apresentaram ~41%  da cobertura sináptica, 

comparado á ~ 53% em CX3CR1-/-. Estes dados indicam que a redução da inflamação no 

local e abaixo da lesão confere neuroproteção, permitindo que axônios supraespinhais (5-

HT+), poupados ou regenerados após lesão, sejam capazes de atravessar o local lesado. 

Tais dados sugerem que a manipulação genética ou farmacológica de macrófagos pode ser 

útil para promover a plasticidade após a lesão traumática medular.  

 

2. Introdução  

     Lesões da medula espinal são caracterizadas por perda de funções motoras e sensoriais 

em áreas abaixo do nível da lesão. Lesões medulares afetam cerca de 250.000 pessoas nos 

Estados Unidos, com cerca de 11.000 novas lesões a cada ano. A maioria das pessoas 

acometidas são do sexo masculino, com idade média de 37 anos.  A causa mais comum de 

lesões dessa natureza são acidentes automobilísticos, violência, incluindo-se armas de fogo, 

acidentes de trabalho, quedas e acidentes em esportes. (Christopher Reeve Paralysis 

Foundation, 2012).  

     A lesão primária na medula espinal caracteriza-se por trauma que inicialmente induz 

morte neuronal e ruptura de feixes axonais ascendentes e descendentes. Já a inflamação 

caracteriza-se por ser um processo secundário após o trauma mecânico (Liu et al., 1997; 

Hill et al., 2001; Zang et al., 2011). Por muitos anos o SNC foi considerado um órgão 
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imuno privilegiado, protegido pela barreira hemato-encefálica. Entretanto, a medula espinal 

é susceptível à robusta resposta inflamatória após lesão. Estudo comparando a habilidade 

relativa do cérebro e da medula espinal em responder a inflamação, mostrou que a resposta 

inflamatória medular é três vezes maior que no cérebro (Schnell et al., 1999). Acredita-se 

que a inflamação seja essencial para que ocorra uma eficaz reparação e recuperação do 

tecido lesado (Benowitz & Popovich, 2011). Entretanto, esta relação é ambígua no sistema 

nervoso central (SNC), visto que mesmo iniciada a resposta inflamatória, a reparação do 

tecido é ineficiente e a incapacidade funcional é permanente. Isso levou ao questionamento 

do significado funcional da neuroinflamação pós-trauma e controvérsias sobre este assunto 

ainda persistem (Popovich & Longbrake, 2008).  

     Desse modo, apesar de contraditório o papel da inflamação no SNC, sabe-se que a 

resposta inflamatória é necessária para que ocorra a remoção de células mortas e de tecidos 

necrosados presentes no local da lesão (Benowitz & Popovich, 2011). A remoção de 

resíduos de mielina é uma função importante da inflamação pós-lesão, uma vez que estes 

fragmentos celulares atuam como inibidores da regeneração (Li et al., 1996; Liu et al., 

2002; Simonen et al., 2003). Por outro lado, após lesão traumática da medula é disparada 

uma cascata de alterações moleculares e celulares, que atuam como barreiras à regeneração 

axonal. As células gliais no SNC medeiam um desfavorável microambiente, sintetizando 

moléculas neurotóxicas e tecido cicatricial. Desse modo, a acumulação da cicatriz glial 

dentro e em torno dos locais de lesão atua como uma barreira física e molecular para a 

regeneração axonal e recuperação da função motora pós-lesão (Rolls et al., 2009). Uma 

classe de moléculas inibidoras associadas com a cicatriz glial e constituinte da matriz 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benowitz%20LI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21968547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Popovich%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21968547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benowitz%20LI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21968547
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Popovich%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21968547
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extracelular são os proteoglicanos de condroitim sulfato (CSPGs). CSPGs consistem de um 

cerne protéico, decorado com cadeias laterais de condroitim sulfato, que são inibidores 

potentes de neuritos e podem desempenhar um papel prejudicial na regeneração pós-lesão 

(Rolls et al., 2009). Por isso, alguns enfoques terapêuticos têm usado ChABC 

(condroitinase ABC), a fim de diminuir a sinalização inibitória via receptores de CSPG e 

assim, promover o crescimento, neuroproteção e brotamento axonal no local da lesão 

(Barritt et al, 2006;. Bradbury & Carter, 2011; Cafferty et al. 2007; Crespo et al, 2007). 

Além disso, outras ferramentas terapêuticas também têm sido aplicadas a fim de viabilizar a 

regeneração axonal pós-lesão. Kigerl et al. (2009) mostraram que o meio condicionado de 

macrófagos anti-inflamatórios (M2) promove o crescimento axonal de neurônios sobre 

substratos de CSPG. Desse modo, tal estudo sugere que o crescimento e o brotamento 

axonal também podem ser influenciados por fatores facilitadores de crescimento derivados 

de macrófagos anti-inflamatórios. Por outro lado, os macrófagos (M1) ativados podem 

aumentar a neurotoxicidade e induzir a retração dos axônios, colaborando para a deficiência 

na regeneração. Estes efeitos contrastantes são resultado da migração de macrófagos com 

propriedades opostas, ou seja, pró-inflamatória (M1) ou anti-inflamatórias (M2). Os 

mecanismos que controlam tais funções de macrófagos no SNC, não são claramente 

conhecidos mas, certamente, dependem da sinalização de quimiocinas, citocinas, e outras 

moléculas presentes no microambiente da lesão (Mantovani et al., 2004; Stout et al., 2005). 

Desse modo, descobrir uma possível ferramenta capaz de controlar tais mudanças de 

fenótipos em macrófagos, é um suposto alvo terapêutico, visto que os macrófagos (M2) 

podem regular a resposta glial pós-lesão, reduzir a secreção de matriz extracelular e 

aumentar a produção de substâncias neuroprotetoras (Kigerl et al., 2009).  
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     Sendo assim, CX3CR1 é importante para a manutenção da função de macrófagos e 

microglia, tanto em tecidos sadios quanto em tecidos lesionados (Zujovic et al, 2000;. 

Mizuno et al, 2003.). Tal receptor é principalmente detectável em microglia, mas não em 

neurônios, enquanto que a expressão de CX3CL1 tem sido observada predominantemente 

em neurônios (Nishiyori et al., 1998). Além disso, CX3CL1 e CX3CR1 são dinamicamente 

regulados, após SCI, sugerindo que tais quimiocinas podem influenciar no microambiente 

durante lesão (Boddeke et al., 1999; Hughes et al., 2002). De acordo com estudo realizado 

pelo grupo do professor Popovich, a perda da sinalização de CX3CR1 atenua a capacidade 

inflamatória e oxidativa da microglia e de macrófagos, contribuindo para a recuperação 

funcional (Donnelly et al., 2011).  

     Sabe-se que a melhora funcional, após lesão da medula espinal, também pode ser 

atribuída à alterações e/ou ajustes nos circuitos medulares intrínsecos, proximais e caudais 

ao epicentro da injúria, resultando no restabelecimento parcial de vias descendentes ou na 

preservação de inputs aos motoneurônios (Kim et al., 2004). Desse modo, a extensão de 

axônios regenerados ou preservados após lesão pode fazer contatos sinápticos com novos 

alvos, promovendo alguma recuperação funcional. Na literatura, as vias rafespinais são 

amplamente investigadas após lesão medular, visto a habilidade primária deste tracto em 

regenerar-se após lesão (Saruhashi et al., 1996). Experiências anatômicas e fisiológicas 

sustentam a hipótese de que as vias serotoninérgicas descendentes estão envolvidas no 

controle da locomoção por modular a atividade dos motoneurônios no corno ventral (Jacobs 

& Fornal, 1997; Schmidt e Jordan, 2000; Ballermann & Fouad, 2006). Assim, axônios 

serotoninégicos mantém a excitabilidade dos motoneurônios por meio da regulação das 
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correntes de cálcio (Hounsgaard & Kiehn, 1985;. Murray et al, 2010). Além disso, em 

animais adultos e em desenvolvimento, um número considerável de sinapses são 

eliminadas, na medula espinal, após inibição de serotonina (5HT), sugerindo que 5HT pode 

ser necessária para a formação e manutenção de redes sinápticas (Okado et al., 1993). 

     Neste estudo mostramos que a sinalização CX3CR1 pode reduzir a intensidade de 

inflamação no local da lesão, diminuindo a migração de macrófagos pró-inflamatórios. 

Portanto, o controle da sinalização inflamatória após SCI contribui para o brotamento de 

fibras serotoninérgicas , assim como a manutenção de contatos sinápticos nos 

motoneurônios  caudais à lesão . 

 

3. Objetivos Específicos 

 Avaliar o efeito da ausência do receptor CX3CR1 na regeneração ou preservação 

das vias serotoninérgicas após lesão medular;  

 Avaliar o efeito da ausência do receptor CX3CR1 na reatividade glial e na cicatriz 

glial;  

 Identificar os diferentes tipos de macrófagos presentes no epicentro da lesão em 

camundongos CX3CR1-/- e CX3CR1+/-;  

 Avaliar a preservação da densidade sináptica de motoneurônios alfa medulares 

localizados caudalmente à lesão através de imunoistoquímica e microscopia 

eletrônica de transmissão;  
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 Análise da proliferação de macrófagos, micróglia e astrócitos no epicentro da lesão, 

através da incorporaçãode BrdU 

 

4. Materiais e Métodos 

4.1 Grupos experimentais e procedimento cirúrgico 

     Foram utilizados camundongos adultos machos e fêmeas CX3CR1-/- (Knockout) e 

CX3CR1+/- (Heterozigoto). Os camundongos Knockout foram gerados mediante a inserção 

dos genes para proteína verde fluorescente (GFP) nos alelos do gene CX3CR1 (Jung et al., 

2000). Os animais foram acomodados em caixas plásticas padrão, sob condições ambientais 

controladas e de livre acesso a ração e água. Todos os procedimentos experimentais, 

cirúrgicos e pós-operatórios foram realizados de acordo com o Comitê de Ética de cuidado 

com animais da Ohio State University. Após 10 semanas de vida, camundongos machos e 

fêmeas foram submetidos à laminectomia em T9 -10 e contusão da medula espinal 

(75kdyn), sob anestesia (Figura 43). Após lesão, os camundongos receberam injeções de 

BrdU (50mg/kg de peso corporal, intraperitoneal) durante 7 dias.  

 

Figura 43: Esquema de lesão traumática medular (T9-T11). Seta indicando local da contusão e força aplicada (75 Kdyn).  
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4.2 Sacrifício dos animais  

Após o período de sobrevida pré-determinado (56 dias após lesão), os animais foram 

anestesiados através da administração intraperitonial de cetamina (80 mg / kg) e xilazina 

(40 mg / kg). Após perfusão com salina tamponada, os animais (n=5/grupo) foram 

perfundidos com 50 mL de fixador paraformaldeído (4%) em PBS (0,1 M; pH 7,4), através 

do ventrículo esquerdo. A medula espinal foi dissecada e pós-fixada por 2 horas e então 

lavada em tampão Fosfato 0,1M, pH 7,4. As amostras foram crioprotegidas em sacarose 

30% por 4 dias. Os espécimes foram reduzidos em porções de 1cm caudal, cervical e 

epicentro e, em seguida, congeladas em gelo seco. Secções seriais transversas (10µm de 

espessura) foram obtidas em criostato, montadas em lâminas e estocadas a -20°C até 

utilização. 

     A imunohistoquímica foi realizada após delimitarmos a região de lesão. Para isto, as 

lâminas foram marcadas com erichrome cyanine (EC) a fim de distinguir a mielina intacta e 

a massa cinzenta do tecido lesionado. Foram delimitados o epicentro da lesão e os 

intervalos de 0,4mm e 0,8mm caudal e rostral ao epicentro.  

 

4.3 Imunohistoquímica 

     Para a realização da imunohistoquímica, as lâminas foram inicialmente climatizadas, 

lavadas com PBS 0,1M e bloqueadas com 4% BSA (albumina de soro bovino) e 0,2% 

Tween em PBS 0,1M por 1 hora. Após bloqueio, foram utilizados os anticorpos primários 

(GFAP 1:1000 anti-coelho; IBA-1 anti-coelho 1:1000; neurofilamento anti-galinha 1:500; 
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5-HT anti-coelho 1:2500;  CSPGS anti-camundongo 1:800; sinapsina anti-cabra 1:200; CD 

16/32 anti-rato 1:800) e incubados overnight á 4°C em câmara úmida. No dia seguinte as 

lâminas foram lavadas em PBS 0,1M, sendo aplicado anticorpo secundário Cy2 e Cy3 

1:500 diluído em PBS 0,1M e BSA 1% por uma hora, em câmara úmida, à temperatura 

ambiente. As lâminas foram novamente lavadas em PBS 0,1M, montadas em Immuno-

Mount (Thermo Scientific) sendo posteriormente analisadas em microscópio confocal a 

laser Olympus FluoView FV1000 (Olympus).  

     Para imunomarcação anti- BrdU, as lâminas foram  pré tratadas em H2O2/metanol 6% 

durante 15 min para extinguir as peroxidases endógenas. Após lavagem foi aplicado 0,2 M 

de HCL à 37 ° C por 20 minutos. Após lavagem em PBS 0,1 M, as lâminas foram 

bloqueadas por 1 hora em temperatura ambiente. Após bloqueio foi aplicado anticorpo 

primário (BrdU anti-rato, 1:100) e incubados overnight a 4 ° C em câmara úmida. No dia 

seguinte, as lâminas foram lavadas em PBS 0,1 M (pH 7,4) e anticorpo secundário 

biotinylated foi incubado por 1 hora. Após lavagens foi utilizando o reagente Elite ABC 

(Vector Laboratories, Burlingame CA) e DAB como um substrato (Vector Laboratories, 

Burlingame CA). As lâminas foram desidratadas em concentrações crescentes de álcool, 

diafanizadas em xilol e montadas com lamínulas em Permount (Fisher Scientific, Fair 

Lawn, NJ). As imagens foram  obtidas em câmara digital de Zeiss AxioCam adaptada a um 

microscópio Zeiss Axioplan. 
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4.4 Hibridação in situ 

     As lâminas foram inicialmente megulhadas em solução de HCL 0,2N e, em seguida, 

lavadas duas vezes em PBS 0,1M. As secções foram tratadas com proteinase K durante 10 

minutos em temperatura ambiente. Na sequência, colocadas em paraformaldeído a 4% 

durante 5 min e lavadas em PBS. Após lavagens, as lâminas foram acetiladas com 

trietanolamina e anidrido acético seguido por uma lavagem de PBS. Após secas, as lâminas 

foram cobertas com uma solução de hibridação, em seguida cobertas com lamínulas e 

incubadas em câmara úmida durante a noite a 65 °C. No dia seguinte as laminas foram 

removidas e lavadas. Uma lavagem vigorosa foi realizada a 55 °C durante 20 min seguida 

de incubação em citrato de sódio saturado (SSC). Após a lavagem, foi realizado protocolo 

de immunohistoquímica específico. 

 

4.5 Microscopia eletrônica de transmissão  

     Após perfusão em salina, os camundosngos CX3CR1-/- e CX3CR1+/- receberam 100 ml 

de fixador contendo 2,5% glutaraldeído e 1,0% paraformaldeído em tampão fosfato (pH 

7,4). As medulas dissecadas foram armazenadas overnight em fixador a 4°C. Os espécimes 

foram reduzidos, osmicados, desidratados e emblocados em resina Epon-Spurr. Secções 

ultrafinas dos segmentos L4-L6 foram colocadas em telas de cobre revestidas com formvar 

e, em seguida, foram contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo. Neurônios 

seccionados no plano nuclear e com corpo celular > 35 µm de diâmetro foram localizados 

no corno ventral e identificados como motoneurônios alfa pela presença de terminais 
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colinérgicos. A superfície das células foi digitalizada sequencialmente com uma ampliação 

de x11.000 e, em seguida, montadas utilizando-se um software vetorial. O comprimento 

dos terminais sinápticos em aposição à membrana dos motoneurônios foi calculado em 

porcentagem, usando a ferramenta de medição do software Image Tool (versão 3.0, The 

University of Texas Health Center, em Santo Antonio, TX, EUA). 

 

4.6 Análise estatística 

     Os resultados estão expressos como média ± erro padrão da média. Na comparação entre 

os 2 grupos, foi utilizado teste t de Student  para dados paramétricos e teste U de Mann-

Whitney  para dados não paramétricos. O software utilizado foi o Prisma 4.0 e adotado o 

nível de significância p<0.05. 

 

5. Resultados 

5.1 A deleção de CX3CR1 não interfere na reatividade glial e formação de cicatriz glial. 

     Estudos prévios no grupo do professor Popovich mostraram que a deleção de CX3CR1 

prejudica a sinalização pró-inflamatória, promovendo recuperação funcional após lesão 

traumática medular (Donnelly et al., 2011).  

     Para entender melhor como as alterações nos sinais inflamatórios influenciam distal ou 

localmente no ambiente de lesão, o presente estudo investigou as alterações na medula 

espinal que podem contribuir para a recuperação funcional. Assim, nosso trabalho mostrou 
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que a ausência de CX3CR1 não alterou a proliferação celular (Figura 44) ou a reatividade 

glial (Figura 45). Além disso, não foi encontrada evidência de alterações na 

imunomarcação para CSPG em até 800 µm proximal / distal ao local da lesão. 

 

Figura 44: Taxa de proliferação celular sete dias pós-lesão. Dupla marcação para BrdU e Iba-1 (A); marcação para BrdU 

(C). (B) Quantificação das células duplamente marcadas com BrdU e Iba-1. (D) Quantificação do número de células 

positivamente marcadas com BrdU. Não houve diferença significativa na taxa de proliferação celular entre CX3CR1-/ + e 

CX3CR1-/ -. 
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Figura 45: Imunomarcação para (A) GFP, (B) GFAP e (C) CSPGs. Note que não houve diferença entre os grupos.  
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 Em relação à análise quantitativa do tecido poupado e a área da lesão, também não houve 

diferenças entre os grupos (epicentro: Heterozigoto 13,7% ± 2,25%; Knockout 15,5% ± 

2,5%; rostral 400μm Heterozigoto 48,6% ± 0,82%; Knockout 51,40% ± 2,7%; rostral 

800μm Heterozigoto 52,1% ± 2,43%; Knockout 56,98% ± 0,75%; caudal 400 m 

Heterozigoto 31,3% ± 2,96%; Knockout 37,5 % ± 6,9%; caudal 800μm Heterozigoto 

55,3% ± 0,64% ; Knockout 52,9% ± 1,39%;  Figura 46). 

 

 

Figura 46: Análise da mielina preservada após lesão, determinada por Eriochrome Cianine (EC). Lado direito 

corresponde à porção caudal e esquerda rostral à medula. Nenhuma diferença entre os grupos CX3CR1+/- and CX3CR1-/- 

foi observada.   
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5.2 A deleção de CX3CR1 promove crescimento axonal após lesão medular. 

      Estudos anteriores no grupo do professor Popovich mostraram que a ausência do 

receptor  CX3CR1 promove recuperação funcional após lesão traumática (Donnelly et al., 

2011). Para entender melhor as mudanças neuroanatômicas na medula espinal que podem 

contribuir para tal recuperação funcional, os brotamentos de axônios serotoninérgicos 

foram analisados por imunoistoquímica. O sistema serotoninérgico é conhecido por ser 

responsável por modulação do ritmo locomotor na medula espinal. Para avaliar a 

reinervação axonal ou a capacidade de brotamento, rostral e caudal, a porcentagem da 

superfície ocupada pelos axônios positivos para 5HT foi quantificada no corno ventral em 

ambos os lados da medula espinal para os camundongos heterozigotos e knockout.  

     A quantificação de 5HT, rostral à lesão, não foi significativamente diferente entre os 

grupos (Heterozigoto 0,18 ± 0,02; Knockout 0,193 ± 0,041; Figura 47-C). No entanto, 

caudal à lesão, um aumento substancial de axônios positivos para 5HT, distribuídos ao 

longo do corno ventral, foi observado em camundongos knockout, ao passo que em 

camundongos heterozigotos, apenas alguns pequenos neuritos foram identificados 

(Heterozigoto 0,063 ± 0,03; Knockout 0,12 ± 0,04; Figura 48-E).  
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Figura 47: Detecção de imunofluorescência de axônios serotoninérgicos localizados na intumescência cervical (C5-T1) 

(AB). (C) Quantificação da imunomarcação de serotonina no corno ventral intumescência cervical. Observe que não 

houve diferença significativa na densidade das fibras 5HT + entre os grupos CX3CR1-/- e CX3CR1-/ +. Barra de escala 

100µm. 
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Figura 48: Ausência de CX3CR1 aumentou o brotamento de fibras serotoninérgicas após lesão traumática da medula 

espinal. (AD) Imunomarcação de fibras serotoninérgicas na intumescência lombar (L3-L5). Os retângulos brancos em (A) 

e (B) representam as imagens ampliadas em (C) e (D). Observa-se que as fibras 5HT + estão uniformemente distribuídas 

no corno ventral da medula espinal e, particularmente, próximo aos motoneurônios em camundongos deficientes em 

CX3CR1. Por outro lado, CX3CR1+/- mostra menos fibras imunomarcadas em comparação a CX3CR1-/ -. 

 

     Em acordo com os resultados da 5HT, a imunomarcação anti-neurofilamentos, 0,8 

micrômetros caudal ao local lesado, também confirmou a maior capacidade de crescimento 

axonal nos animais knockout após lesão (heterozigótica 0,09 ± 0,027; Knockout 0,15 ± 

0,026; Figura 49). Consistentemente, a avaliação ultra-estrutural revelou a presença de 
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numerosos axônios mielinizados em CX3CR1-/-. Além disso, foram observados, nos 

camundongos knockout, numerosas fibras nervosas se alongando para a região central da 

medula espinal (Figura 50). 

 

Figura 49: Imunomarcação anti- neurofilamentos. Os lados direito e esquerdo do gráfico correspondem às regiões caudal 

e rostral respectivamente. Observe aumento significativo de  crescimento de axônios 0,8 m caudal ao local lesado em 

camundongos knockout após lesão. Isto indica que os axônios são capazes de superar o ambiente não permissivo no local 

da lesão. 
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Figura 50: (AC) Imagens representativas da imunomarcação anti- neurofilamentos 0,8 m caudal ao epicentro de lesão. 

As setas indicam numerosos neuritos alongando-se em direção ao centro da medula espinal em camundongos CX3CR1-/-. 

(BD) vista ultra-estrutural das regiões apresentadas no AC revelam a presença de numerosos axônios mielinizados em 

camundongos deficientes em CX3CR1. 
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5.3 A ausência de CX3CR1 diminui a regulação da expressão de IRF5. 

     A ativação de IRF5 em animais knockout e heterozigotos após lesão medular foi 

analisada e os resultados mostraram que a deleção de CX3CR1 marcadamente diminui a 

expressão de IRF5 no epicentro da lesão (Heterozigoto 0,065 ± 0,065; 0,015 ± 0,019 

Knockout; Figura 51-F). Além disso, IRF5 foi identificado em células GFP, sugerindo que 

os macrófagos podem expressar IRF5. Assim, a quantificação de células GFP positivas que 

expressam IRF5 mostrou que CX3CR1 é capaz de modular a transcrição de IRF5 em 

macrófagos (Figura 51-G). 
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Figura 51: Expressão de IRF5 visto por hibridação in situ (AE). (C-D-E) imagens ampliadas de área destacada em (A), 

mostrando a colocalização entre IRF5 (vermelho) e GFP (verde). (F) - Quantificação da expressão de IRF5 por secção 

revela um significativo aumento da regulação da expressão IRF5 no epicentro da lesão em CX3CR1+/-  *** p <0,001. (G) 

Quantificação de células positivas IRF5 + GFP demonstrando um aumento de células GFP expressando IRF5 no epicentro  

da lesão em CX3CR1+/ -, * p <0,05. 
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5.4 Baixa expressão de IRF5 correlaciona com reduzido recrutamento de macrófagos 

M1 no local da lesão. 

     Para determinar se o crescimento axonal em camundongos deficientes foi resultado da 

diminuição do recrutamento de monócitos, foi realizada a imunomarcação de macrófagos 

com fenótipo M1 no epicentro da lesão. Elevada expressão de IRF5 coincidiu com um 

aumento do recrutamento de macrófagos M1. Os resultados quantitativos mostram um 

aumento de expressão IRF5 correlacionado com macrófagos M1 em camundongos  

heterozigotos (Heterozigoto 2,10 ± 0,41; Knockout de 1,18 ± 0,12; Figura 52).  
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Figura 52: Macrófagos com fenótipo M1 presentes no local da lesão medular 56 dias após lesão. (E) Quantificação de 

macrófagos expressando fenótipo M1 (CD16/32 marcador). Observe um maior número de macrófagos M1 em CX3CR1-/+ 

comparado com CX3CR1-/-. 
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5.5 A deleção de CX3CR1 preserva os contatos sinápticos em motoneurônios alfa após 

lesão medular. 

      A fim de avaliar a plasticidade sináptica em camundongos knockout e heterozigotos 

para CX3CR1 foi realizada imunomarcação anti- sinapsina. A immunomarcação foi 

quantificada nas adjacências de motoneurônios localizados no corno anterior da medula 

espinal em ambos os grupos. Os resultados mostraram que a deleção de CX3CR1 preservou 

a cobertura sináptica nos motoneurônios após lesão medular, assim como promoveu maior 

crescimento axonal (Heterozigoto 21,41 ± 2,54; Knockout 37,42 ± 2,50; Figura 53). 

      A análise ultraestrutural confirmou os resultados de imunomarcação obtidos para 

sinapsina, mostrando que a deleção de CX3CR1 aparentemente interfere na manutenção de 

circuitos espinais após lesão. Assim, a análise ultraestrutural mostrou maior preservação 

dos contatos sinápticos em animais knockout (CX3CR1+/- 41,60% ± 10,53; CX3CR1-/- 

52,62% ± 1,98; Figura 48-C). No entanto, a deleção de CX3CR1 não foi capaz de alterar o 

número de terminais sinápticos / 100m de membrana motoneuronal (CX3CR1+/- 39,10 ± 

5,33; CX3CR1-/- 44,88 ± 6,28; Figura 54-D).  
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Figura 53: Imagens representativas de sinapsina na intumescência lombar (L3-L5),  corno ventral em CX3CR1-/+ (A) e 

CX3CR1-/- (B). (C) Quantificação da sinapsina no corno ventral, 56 dias após lesão medular. Note que a expressão de 

sinapsina é maior em CX3CR1-/-, mostrando significativa preservação ou surgimento de tais circuitos sinápticos após 

lesão ** p <0,01. Barra de escala 20µm. 
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Figura 54: Análise ultraestrutural das sinapses em aposição aos motoneurônios alfa. Imagens representativas da 

superfície dos motoneurônios em CX3CR1+/- e CX3CR1-/- (AB). (C) Quantificação da porcentagem de cobertura 

sináptica, nota-se preservação significativa dos contatos sinápticos, * = p<0,05. (C) A quantificação do número de 

terminais por 100 mm de comprimento de membrana dos motoneurônios. Setas (A) indicam os terminais retraídos em 

relação à membrana  dos motoneurônios . Setas (B) mostram terminais sinápticos em aposição com os motoneurônios. 

Barra de escala: 0,5µm. 
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6. Discussão  

     Os macrófagos são capazes de alterar seu fenótipo funcional de pro-inflamatório (M1) 

para anti-inflamatório (M2) em resposta a citocinas e alterações no ambiente em que se 

encontram (Mantovani et al, 2004;. Stout et al, 2005). Desse modo, dependendo do seu 

fenótipo e condição de ativação, os macrófagos podem iniciar mecanismos de lesão 

secundárias que contribuem para a degeneração neural. Assim, macrófagos M1 prejudicam 

a reparação no SNC, já os macrófagos M2 são capazes de regular a resposta glial, 

reduzindo a secreção de matrix extracelular, além de aumentar a produção de substâncias 

neuroprotetoras (Gensel et al, 2009;. Nakajima et al, 2012). Portanto, a possibilidade de 

controlar tal fenótipo, torna-se uma importante ferramenta terapêutica com a finalidade de 

aumentar a capacidade regenerativa no SNC (Horn et al., 2008).  

     Evidências recentes sugerem que a modulação de quimiocinas pode interferir na 

polarização de macrófagos, promovendo a reparação e o remodelamento do tecido 

(Mantovani et ai., 2004). A expressão de CX3CL1 e CX3CR1 é dinamicamente regulada 

após lesão e está envolvida no recrutamento de macrófagos e microglia durante a 

neuroinflamação (Boddeke et al., 1999). Estudos revelam que a ausência da sinalização de 

CX3CR1 promove neuroproteção e recuperação funcional. Tais benefícios estão associados 

com a supressão da sinalização inflamatória em microglia e macrófagos derivados de 

monócitos (MDM) (Donnelly et al, 2011). Assim, a deleção de CX3CR1 é capaz de 

reverter os resultados negativos após lesão, promovendo maior regeneração axonal.  

     Diante disso, como a melhora funcional após lesão medular atribui-se ao 

restabelecimento parcial de vias descendentes e ou de contatos sinápticos, o objetivo do 

trabalho foi verificar o efeito do CX3CR1 em tais eventos. Assim, foi detectado maior 
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brotamento de fibras, possivelmente do trato rafespinal (5-HT), caudal ao local de lesão, em 

camundongos deficientes para CX3CR1. É importante notar que resultados anatômicos e 

fisiológicos apoiam a hipótese de que vias serotonérgicas descendentes estão envolvidas, 

indiretamente, no controle de locomoção por modulação da atividade dos motoneurônios no 

corno ventral (Jacobs e Fornal, 1997; Schmidt e Jordan, 2000; Ballermann & Fouad, 2006). 

A inervação de serotonina mantém a excitabilidade dos motoneurônios, regulando as 

correntes de cálcio (Hounsgaard & Kiehn, 1985;. Murray et al, 2010). Além disso, após 

redução de 5-HT, foi observada considerável perda de sinapses na medula espinal de 

animais adultos ou em desenvolvimento, sugerindo que o 5-HT tem participação importante 

na formação e manutenção de circuitos espinais (Okado et al., 1993 ). De acordo com 

nossos resultados, camundongos knockout para CX3CR1 apresentaram maior brotamento 

de axônios 5HT caudal à lesão e, consequentemente, aumento na preservação sináptica em 

neurônios motores. Com base nessas observações, nossa hipótese é que a presença de fibras 

serotoninérgicas influencia positivamente no microambiente dos motoneurônios, 

preservando os contatos sinápticos em camundongos CX3CR1-/-. 

      Os dados presentes também revelam que os axônios foram capazes de atravessar a 

cicatriz glial, que normalmente inibe o crescimento de neuritos e a regeneração após a 

lesão. Sabe-se que os astrócitos, quando reativos e hipertróficos, são os principais 

secretores de molécula inibidora como CSPGs, principal molécula componente da cicatriz 

glial. Entretanto, neste trabalho a deleção do CX3CR1 não influenciou na reatividade 

astrocitária. Além disso, não há evidência significativa de alterações anatômicas e 

diferenças na reatividade da microglia e na expressão de CSPGs entre os grupos. 

Certamente, a influência da sinalização do CX3CR1 limita-se ao microambiente de lesão, o 
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que explica a ausência de alterações globais como a reatividade glial. Logo, na tentativa de 

entendermos quais alterações endógenas ocorreram neste microambiente, análises in situ 

foram realizadas. Estes resultados mostraram que a ausência de CX3CR1 diminuiu a 

expressão do fator regulador de interferon (IRF5). Logo, os mecanismos moleculares 

responsáveis pela indução IRF5 são dependentes da sinalização de CX3CR1. Trabalhos 

recentes revelam que o IRF-5 criticamente contribui para a indução mediada por TLRs de 

uma série de citoquinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α, IL-6 e IL-12, tanto em células 

dendríticas e macrófagos (Takaoka et al., 2005). Aqui, mostramos que a expressão elevada 

de IRF5 foi associada com aumento de macrófagos M1. Tal resultado está de acordo com 

Krausgruber et al, (2010), os quais mostraram que IRF5 promove a polarização de 

macrófagos inflamatórios responsáveis pelas respostas Th1. Assim, tais evidências 

reforçam que os divergentes fenótipos de macrófagos derivam da polarização funcional do 

sistema mononuclear fagocitário. Uma das principais características da polarização de 

macrófagos M1 é a eficiente resposta Th1 gerada através do reconhecimento de antígenos. 

Curiosamente, CX3CR1 é preferencialmente expresso em células Th1 pró-inflamatórias e / 

ou células citotóxicas (Mantovani et ai., 2004). Portanto, uma vez que os macrófagos 

podem mudar o seu fenótipo funcional em resposta a alterações no ambiente, sugere-se que 

a sinalização de CX3CR1 é capaz de influenciar o destino de macrófagos M1 para o local 

da lesão (Stout et al., 2005). Segundo, Donnelly et al. (2011) a deficiência CX3CR1 pode 

atenuar o dano tecidual e melhorar a recuperação funcional, reduzindo os efeitos 

prejudiciais dos MDM. Aqui mostramos que esta melhora funcional é decorrente da 

redução da carga pró-inflamatória, resultante da redução de macrófagos M1. Assim, tais 

alterações no microambiente de lesão levaram à regeneração axonal e à preservação 
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sináptica. Tais achados são muito promissores, já que a capacidade de manipular o fenótipo 

funcional de macrófagos pode ser uma importante ferramenta terapêutica em lesões 

traumáticas medulares. 

 

7. Conclusões  

 

 A deleção de CX3CR1 não interferiu na reatividade glial e na formação da cicatriz 

glial; 

 A deleção de CX3CR1 promoveu crescimento axonal após lesão medular; 

 A ausência de CX3CR1 diminuiu a regulação da expressão de IRF5; 

 A baixa expressão de IRF5 está correlacionada com reduzido recrutamento de 

macrófagos M1 no local da lesão; 

 A deleção de CX3CR1 preservou os contatos sinápticos em motoneurônios alfa 

após lesão medular. 
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Por muitos anos o SNC foi considerado um órgão imuno privilegiado, protegido pela 

barreira hemato-encefálica. No entanto, diversas circunstâncias patológicas e fisiológicas 

revelaram que a ação do SI no SNC constitui um importante mecanismo de resposta à 

lesões (Tillex & Hermans, 2007). Assim, as células gliais são responsáveis por intermediar 

esta via bidirecional de comunicação entre SI e SN (Aldskogius & Kozlova, 1998). 

      Na superfície das células gliais são expressas moléculas que medeiam a interação entre 

SI e SN. Os receptores Toll like são expressos na superfície de macrófagos, células 

dendríticas, células T regulatórias, neurônios, astrócitos, microglia (Okun et al., 2008, Jack 

et al., 2005) e células de Schwann (Goethals et al., 2010). Outras moléculas de superfície 

como o receptor CX3CR1 são expressos por monócitos, células dendríticas e microglia 

(Nishiyori et al., 1998). Tais moléculas são dinamicamente reguladas após lesão no SNC, 

sugerindo que a sinalização entre neurônio e glia também pode ser mediada através destes 

recepores (Harrison et al., 1998). Neste trabalho mostramos que, após lesão, estas 

moléculas participam da preservação sináptica e da regeneração axonal.  

     Estudos mostram que a ativação via TLR4 regula a expressão dos receptores de 

quimiocina CX3CR1 (Boddeke et al., 1999; Pachot et al., 2008). Assim, a deficiência deste 

receptor reduz a trascrição de NF-kβ, diminuindo os efeitos inflamatórios da ativação de 

TLR4 (Ishida et al.,2008). Além disso, a dinâmica da expressão da citocina G-CSF mostrou 

estar relacionada com a expressão de TLR4 (Li et al., 2009). Tal fato deixa clara a 

correlação de tais eventos no SNC. Assim, certamente, a manipulação da expressão de tais 

moléculas torna-se excelentes ferramentas de ajuste dos processos inflamatórios, 

promovendo um microambiente favorável à regeneração e a plasticidade sináptica. 
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     Por sua vez, este ambiente favorável depende do tipo e extensão da lesão, além das 

citocinas e interleucinas liberadas localmente. Outro fator determinante é a capcidade 

regenerativa do tecido lesado. Assim, axônios no SNC têm uma capacidade regenerativa 

menor comparativamente ao SNP (Schwab & Bartholdi, 1996). Neste sentido, o presente 

estudo mostrou que as moléculas TLRs tiveram efeitos antagônicos no SNC e SNP. Assim, 

a presença do receptor Toll like 4, que no SNC foi benéfica para a preservação sináptica, no 

SNP parece não contribuir para a regeneração. Semelhantemente, a ausência do receptor 

Toll like 2 foi benéfica para a preservação sináptica, porém, não contribuiu para a 

regeneração periférica.  

    Tal fato parece bastante contraditório, uma vez que, tem-se postulado que o 

restabelecimento das propriedades dos motoneurônios é dependente da ocorrência de 

regeneração axonal. Entretanto, trabalhos mostram que, alta regeneração axonal não 

corresponde necessariamente com maior restabelecimento dos circuitos sinápticos. Sabha et 

al (2008) mostraram que camundongos A/J apresentam alta capacidade regenerativa axonal 

porém, com elevada perda de terminais sinápticos 1 semana após lesão. Isto deixa claro que 

a inflamação tem influências antagônicas no SNP e SNC, podendo interferir na regeneração 

axonal. Kigerl et al (2009) mostraram que o crescimento e o brotamento axonal é 

influenciado por fatores facilitadores de crescimento derivados de macrófagos anti-

inflamatórios. Assim, sugere-se que o motivo de maior capacidade regenerativa de axônios 

no SNP comparado aos axônios no SNC, deve-se as distintas respostas funcionais de 

macrófagos. Os mecanismos que controlam tais eventos, certamente dependem da 

sinalização de quimiocinas, citocinas, e outras moléculas presentes no microambiente de 

lesão (Mantovani et al., 2004; Stout et al., 2005). Nosso trabalho mostrou que a ausência de 
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CX3CR1 favoreceu a regeneração axonal e a preservação sináptica, por reduzir o aporte 

inflamatório após lesão traumática medular. 

      Estudos mostram que a ativação bem sucedida de microglia e macrófagos é essencial 

para a eficiente remoção fagocítica de resíduos de mielina (Rotshenker, 2003; Vallieres et 

al., 2006). Estas células também produzem citocinas e fatores de crescimento que podem 

promover a sobrevivência de neurônio, remielinização, oligodendrogêneses e angiogêneses. 

Provavelmente, estas funções corroboram com os resultados aqui obtidos, uma vez que a 

ausência de CX3CR1 diminuiu a presença de macrófagos M1 no local da lesão, 

promovendo assim o crescimento de neuritos caudal à lesão. 

     Esta relação ambígua da células gliais no SN, ora promovendo a regeneração, ora 

impedindo a plasticidade e a melhora funcional também pode ser observada em astrócitos. 

Trabalhos mostram que os atrócitos podem assumir fenótipos diferentes em função do meio 

(Garg et al., 2009). Assim, de um lado, o tratamento de G-CSF após avulsão aumentou a 

proliferação de astrócitos com funções neuroprotetoras, favorecendo a sobrevivência 

neuronal e a preservação sináptica. Por outro lado, o estudo de camundongos selvagens 

para Toll like 2 mostrou que aumentada reatividade astroglial está correlacionada com 

maior expressão de citocinas pró-inflamatórias e maior perda sináptica após lesão 

periférica. 

     Diante deste contexto, compreende-se que as respostas gliais dependem do tipo de lesão 

e da influência de diferentes microambientes. Ainda, sugere-se que a manipulação de tais  

moléculas, expressas na superfície das células gliais, possam alterar sua atividade, 

facilitando a regeração ou plasticidade no SN. Logo, a compreensão de tais eventos pode 

ser uma ferramenta crucial no tratamento de lesões periféricas e centrais. 
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   Finalmente, o controle e a progressão da inflamação e da reatividade glial são, 

provavelmente, críticos para a sobrevivência neuronal, a regeneração axonal e a 

plasticidade após lesão. 
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