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Resumo

A Esclerose multipla (EM) é uma doencga inflamatéria, desmielinizante do sistema
nervoso central (SNC). Sua etiologia é desconhecida, porém, sua progressao se
deve a ocorréncia de uma importante resposta auto-imune. O acetato de glatiramer
(AG) é um medicamento utilizado em pacientes com esclerose multipla e é
constituido por um copolimero de 4 peptideos homdlogos a proteina basica da
mielina (MBP), capaz de diminuir a exacerbagdo e o numero lesées da doenca.
Pouco se sabe sobre o impacto do tratamento com AG sobre o SNC,
principalmente, se este medicamento influencia na estabilidade das sinapses
medulares durante o curso da doenca. Uma molécula importante para a
manutencdo do SNC é o complexo de histocompatibilidade principal de classe |
(MHC 1), que participa na regulagcdo homeostatica e fungédo sinaptica. Para este
estudo, utiizamos o modelo animal da EM, a Encefalomielite Autoimune
Experimental (EAE) e a avulsdo de raizes motoras da medula espinhal para
investigar a plasticidade sinaptica e reatividade glial sobre o efeito do AG no SNC.
A doenga (EAE) foi induzida em camundongos C57BL/06 que foram dividivos em 4
grupos. Trinta animais foram submetidos a EAE e tratados com AG, sendo 15
tratados até o surto da doenca e 15 tratados até a fase de remissado dos sinais
clinicos. Para o grupo placebo, 30 animais foram tratados com solugéo salina e
foram divididos também em 2 sub-grupos, com 15 animais tratados até o surto e 15
tratados até a remissao. Ja a avulsdo (AV) foi realizada em 20 ratos Lewis que
foram divididos em 2 grupos com 10 animais cada, um grupo tratado com AG e um

grupo tratado com placebo (salina) por 14 dias. Os resultados dos camundongos



submetidos a EAE foram analisados por imunoistoquimica (n=5) e Western blotting
(n=5). Uma analise qualitativa dos motoneurdnios medulares e suas aferéncias
também foi realizada através de microscopia eletrénica de transmissédo (n=5). Os
ratos avulsionados (n=20) foram divididos em grupos de 10 animais para o estudo
imunoistoquimico e 10 para avaliagdo neuronal. Os resultados mostram que o AG
tem a capacidade de diminuir a expressdao de MHC classe | nos camundongos com
EAE e nos ratos submetidos AV; também influencia a manutencédo de sinapses e
regula parte do processo inflamatério desenvolvido pela doenga ou pela leséo
mecénica. Houve uma diminui¢do, em ambos os experimentos (EAE e avuls&o), da
expressao da proteina astrocitaria, GFAP- glial fibrillary acidic protein, assim como
uma diminuigdo da reatividade microglial observada por Iba-1. Através da
imunomarcacdo das sinapses na coluna anterior da medula espinhal, pode-se
observara maior preservagao desses inputs nos animais tratados. A avaliacdo da
sobrevivéncia neuronal realizada nos ratos submetidos a AV também mostrou
maior preservagao de motoneurdnios nos animais tratados. Portanto, o AG parece
exercer um papel relevante no SNC diminuindo a expressdao de MHC | e
proporcionando melhor estabilidade sinaptica e preservagao neuronal, tanto em

uma situacao de lesdo autoimmune quanto apds traumas mecanicos no SNC.
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Abstract

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease, which
etiology is unknown. Although it is the result of a major autoimmune response. The
Glatiramer acetate (GA) is a drug used to treat MS and is composed by four
peptides homologous to the myelin basic protein (MBP), that is able to reduce the
exacerbation and injuries to the CNS. Nevertheless it is possible that GA develops a
direct effect on the CNS by modulating the expression of the major
histocompatibility complex of class | (MHC 1), which has recently been involved in
the synaptic plasticity process. For this study an animal model for MS was used,
namely the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) as well as the spinal
motor root avulsion (AV) was used to investigate the synaptic plasticity and glial
react in the CNS after GA treatment. EAE was induced in C57BL/6 mice which were
divided into 4 groups. Thirty animals were induced to EAE and treated with GA, 15
animals were treated until the placebo group reached the exacerbation of the
disease and other 15 animals were treated until the remission phase. The placebo
treated group, treated up to the followed same procedures of the GA treated groups.
However the animals were given only saline solution. In this way, 15 animals were
treated up to the exacerbation phase and 15 animals were treated until the
remission phase. The AV it was performed in 20 Lewis adult rats that were divided
into 2 groups with 10 animals each. The first group was treated with GA (n=10) and
second group was treated with saline (n=10) for 14 days. The treatment was
initiated soon after the lesion. The EAE results were analyzed by
immunohistochemistry (n = 5), Western Blotting (n = 5) and a qualitative analysis of
spinal motoneurons and their afferents was also performed by transmission electron
microscopy (n = 5). Avulsed animals (n=20) were divided into groups for the
immunohistochemichal study (n=10) and for neuronal survival counting (n=10). The
results showed that GA has the ability to decrease MHC class | expression in mice
with EAE and in rats after AV. In this way, influences the synaptic plasticity and
inflammatory processes regulation during the disease and after a mechanical injury.
There was a decrease in astrocyte reactivity (GFAP-glial fibrillary acidic protein

expression) and a decrease in microglial reactivity observed by Iba-1. Expression
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analyses immunolabeling was more preserved after GA administration and the
neuronal count performed in the AV rats also showed increased motoneurons
survival. Taken together, the present results indicate that GA plays a role in the
CNS by reducing the MHC class | expression in the spinal cord and environmental.
Thus providing better synaptic stability and neuronal preservation during the course
of EAE and CNS lesion.
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1. Introducgao

1.1 Esclerose Multipla

A esclerose multipla € uma doencga inflamatéria e desmielinizante de carater
autoimune que afeta o SNC (1, 2), atingindo duas vezes mais mulheres que
homens. Prevalece em individuos caucasianos, que moram longe da linha do
equador e o pico de incidéncia € na 32 ou 42 década de vida. Os sintomas mais
comuns sdo: Sinal de Lhérmitte (parestesia na regido da coluna cervical),
parestesia de maos e pés, ataxia dos membros (quando ha lesbes cerebelares),
espasticidade, fadiga, neurite dptica com consequente diminuigdo da visdo e dor
neuropatica (3).

A EM é resultante de um ataque autoimune de linfécitos T. Patologicamente, a
doenca é caracterizada pela infiltracdo perivascular de linfocitos T do tipo CD4"
que produzem IL-2, interferon-gama (IFN-y) fator de necrose tumoral-g (TNF- B).
Estes promovem inflamacgéao, ativacdo de macréfagos e destruicdo mielinica no
encéfalo e medula espinhal (4, 5). Devido a quebra da Barreira Hemato-encefalica
(BHE), as células T auto-reativas invadem o SNC e iniciam uma resposta
inflamatdria, que resulta na proliferacdo de astrocitos reativos, perda de axdnios e
oligodendrdcitos, causando diversos disturbios neuroldgicos (4).

As lesbes da EM sado caracterizadas pelo desenvolvimento de placas
desmielinizantes, sendo que estas apresentam diferentes formacgdes, dependendo
do estagio da doenca. Placas agudas apresentam infiltrados de linfécitos T e
macrofagos acompanhados de atividade endotelial, edema, inchago da mielina e

perda de oligodendrocitos. Ja placas de atividade crbnicas e ativas apresentam
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linfécitos nas regibes perivasculares e na zona de desmielinizagdo. Placas
cronicas e inativas apresentam uma cicatriz glial, redugao do infiltrado inflamatério
com poucos macrofagos, linfécitos e persistente presenga de mondcitos, células
plasmaticas e células T. Hd uma demarcagdo na margem de lesdo com o tecido
apresentando mielinizagdo normal. Nos locais das placas ha gliose, redugao ou

auséncia de oligodendrocitos e perda axonal (1).

1.2 Encefalomielite autoimune experimental

O método de indugcédo da Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) tem
sido estudado ha muitos anos, desde as vacinas de Pasteur. As primeiras
observagodes vieram dos efeitos colaterais da pds-vacinagao para encefalomielite.
Esta reagdo provocava uma resposta contra antigenos neuronais e estudos da
época foram realizados em macacos (6). Em 1947, Olitsky e Yager (7)
descreveram a indu¢cao de EAE em ratos albinos, estabelecendo a EAE como
modelo para doengas autoimunes e inflamatoérias do SNC.

Atualmente a EAE pode ser induzida em macacos, porcos, ratos ou
camundongos. A doenga pode se apresentar monofasica, com um episédio agudo
de paralisia, seguido de completa recuperacdo, ou apresentar-se no modo
remitente/recorrente, que envolve ciclos multiplos de inflamacédo, havendo
recuperacdes parciais entre os surtos (8).

A EAE pode ser induzida de variadas formas. Contudo, alguns antigenos tém
sido largamente utilizados como a proteina basica de mielina (MBP), a proteina do
proteolipidio -PLP- ou a glicoproteina da mielina de oligodendrocitos (MOG). Esta

ultima apresenta um forte potencial encefalitogénico em camundongos sendo,
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portanto, a mais utilizada para a imunizagao desses animais; também apresenta
maior habilidade de produzir respostas especificas de células T no SNC (9-12).

A indugcdo da EAE em camundongos C57BL/6 pode ser realizada com o
peptideo 35-55 de MOG (MOGs3s.55), sendo este 0 menor componente mielinico do
SNC que atua como antigeno e induz respostas de células T e B. Este modelo
produz areas de infiltrado inflamatério mononuclear na periferia da substancia
branca da medula espinhal, associado com desmielinizacdo local. Nesses
infiltrados ha macrofagos, linfécitos B e células T aff (alfa beta) e células T yd
(gama delta) (13).

Observando-se o processo inflamatério na EAE ha um acumulo de leucdcitos
no espago perivascular, envolvendo vesiculas do neurdpilo, meninges e plexo
coronodide, ha interagdes com o endotélio, quebra da BHE e o afluxo de leucécitos
da corrente sanguinea para o espaco perivascular (14, 15).

Os linfocitos T CD4", particularmente, tém se apresentado como um dos
principais causadores para a indugdo da EAE. Contudo, apds a inducido da
doenca, outros tipos celulares de células mostram-se importantes para a
expressao da doenca. Observou-se que as células T auto-reativas sao ativadas na
periferia, proliferando no tecido linféide periférico e depois migram para o SNC (16,
17).

Embora a ativagdo de células T CD4+ seja um dos principais fatores para o
sucesso da inducdo da EAE, também células de linhagem macrofagicas como
células microgliais residentes no SNC e infiltrados de mondcitos sanguineos sao

responsaveis pela destruicdo tecidual e desmielinizagdo. Essas células requerem
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informacdes das células T CD4+ sob forma de liberagao de citocinas para serem
ativadas (18, 19).

A inflamagéo e a desmielinizagao é reduzida quando o camundongo recupera os
sinais clinicos e, portanto, inicia-se um processo de resolugdo das mudangas
histopatoldgicas (20).

A fase de remissdo da EAE parece estar correlacionada com o aumento dos
niveis do mRNA de IL-4 e IL-10 no SNC (21, 22). A administracédo de IL-4
apresentou efeitos benéficos na remissdo da doenga.(23) A IL-10 parece ter um
papel dominante na regulacdo da EAE em camundongos que sofreram a forma
nao remitente da doenga (24, 25). Em outro estudo, camundongos trangénicos
para IL-10 sdo protegidos da doenga (24, 26). Tanto IL-4 quanto IL-10 s&o
produzidas por células Th2, importantes para a fungdo de melhora dos sinais
clinicos (27).

O fator de crescimento tumoral 8 (TGF-3) também apresenta fun¢ao regulatéria
na EAE, ja que sua administracdo reduz a severidade da doenca (23, 28).
Acredita-se que tais efeitos possam advir da inibicdo da expansao de células T
e/ou a inibigdo direta da atividade dos macréfagos nos focos de leséo, controlando
a resposta inflamatoria (29).

Como anteriormente mencionado, a EAE apresenta uma complexa rede de
citocinas envolvidas com a doenga. O estudo recente de Menges et al (30)
mostrou que a administragdo in vitro de MOG 35-55 e TNF-a em células
dendriticas conseguiu proteger camundongos da EAE. As células dendriticas

conduziram uma expansao da populacao de células T CD4+ que produzem IL-10.
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No entanto, o uso de IL-10 bloqueia apenas parcialmente a susceptibilidade a

EAE.

1.3 O complexo de histocompatibilidade principal de classe | no SNC

O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) é um conjunto de proteinas
especializadas, que sao codificadas por genes altamente polimorficos. Eles tém
como fungao no sistema imunoldgico apresentar antigenos ligados as células para
serem reconhecidas pelas células T. Existem 2 tipos principais de produtos dos
genes de MHC, chamado moléculas de classe |, que apresentam peptideos aos
linfocitos citoliticos CD 8" e as moléculas de classe Il que os apresentam as
células T auxiliares CD 4" (5).

O MHC | apresenta em sua estrutura uma cadeia pesada, chamada
microglobulina beta-2 e 9-11 aminoacidos gerados de degradagédo proteosomal
(31).

Acreditava-se que os neurbnios ndao seriam capazes de expressar algumas
moléculas do Sistema Imunolégico, como o MHC, pois o SNC seria considerado
“imunoprivilegiado”, ja que a BHE é uma protecdo contra agentes patogenos.
Porém, novos estudos provaram a existéncia dessa molécula em sinalizagdes
neurais e mudangas dependentes da conectividade sinaptica (31).

Demonstrou-se que o MHC | é expresso por neurbnios e que essa expressao é
importante para o desenvolvimento do cérebro adulto e o nivel de MHC | pode ser
regulado por atividade elétrica enddégena e exdgena. Outros estudos também

observaram que o MHC | € importante para o desenvolvimento plasticidade adulta
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em uma resposta a lesdes. Assim, surge um novo papel para a molécula de MHC |
no SNC (32, 33).

Ha alguns anos, Huh e colaboradores demonstraram, em estudo que
camundongos transgénicos (incapazes de expressar MHC |), apresentavam uma
falha no processo de segregacédo das aferéncias provenientes da retina para o
corpo geniculado lateral, durante o processo de desenvolvimento do Sistema
visual, ou seja, ndo havia uma remogao das conexdes sinapticas extranumerarias
durante o desenvolvimento (34).

Seguindo essa pesquisa Oliveira e colaboradores, investigaram em
camundongos deficientes para a expressdo da proteina microglobulina beta-2
(subunidade do complexo de MHC) a hipotese de que a eliminag&o sinaptica, apos
uma axotomia do nervo isquiatico fosse também dependente da presenga do MHC
I. Como resultado, observou-se que animais deficientes para a microglobulina
beta-2 apresentaram maior eliminagdo sinaptica, principalmente nos terminais
inibitorios, comparado com os animais normais (C57BL/6). Este resultado mostra
que a expressao de MHC | é necessaria na estabilizacdo seletiva de sinapses
inibitorias, ajudando para que o processo de retragdo ocorra de forma especifica
(32).

Outro estudo sobre a capacidade regenerativa e a expressdo de MHC |
realizado com diferentes linhagens de camundongos, demonstrou que
camundongos C57BL/6, que expressam relativamente menor quantidade de MHC
I, apresentam menor potencial regenerativo e menor porcentagem de

destacamento sinaptico apos lesdo nervosa comparando-se com animais A/J, que
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expressam maior quantidade de MHC | e apresentam melhor capacidade
regenerativa e maior taxa de retragc&o sinaptica (35).

Interessantemente, estudos tém mostrado que a expressdo do MHC | € um
importante fator para a resposta neuroglial na axotomia periférica, afetando o
processo de plasticidade sinaptica (32). E possivel que a expressdo de certos
niveis da molécula de MHC-| pelos neurénios também seja reconhecida pela glia,
ativando assim uma série de respostas que asseguram a homeostase, bem como

resultem em uma gliose reativa associada a eliminag&o sinaptica (36).

1.4 Acetato de glatiramer (AG)

O acetato de glatiramer (AG; Copaxone) é uma mistura sintética composta de
polipeptideos com uma sequéncia de 4 aminoacidos - acido L-glutamina, L- lisina,
L-alanina e L-tirosina (23). Esse medicamento é uma droga imunomoduladora,
aprovada para a utilizagcdo em individuos humanos com EM do tipo remitente-
recorrente. Muitos estudos se dedicaram a explicar o mecanismo de agédo do AG
(23, 37). O principal ponto que indica a eficacia do medicamento mostra que ele
reativa células imunoregulatorias do tipo Th2 (38).

A resisténcia a EAE e a recuperagado dos sinais clinicos da doenga é regulada
pelo aumento de citocinas do tipo Th2 secretadas no SNC pelas células T
regulatorias CD4'CD25" e células B. A redugdo do nuimero e a severidade dos
surtos da EM ocorre no tratamento com o AG, ele também induz adicionamente, a
expressdo de citocinas antiinflamatérias e BDNF (brain-derived neurotrophic
factor), estimula a microglia e astrécitos a expressarem IL-10 e TGFB (Fator de

crescimento e tranformagao-3), favorecendo uma resposta imune do tipo Th2.
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Esses resultados indicam que o AG colabora com a neuroprotecéo e regeneragao
de elementos neurais no SNC (39-42).

Segundo o estudo de Blanco e colaboradores (43), o tratamento de pacientes
com AG por 24 meses promoveu uma diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias
como INF-y e IL-2 produzidas pelas células T CD4+ e CD8+. Essas mudancgas
foram associadas com o aumento de células T CD4+CD45RA+ e CD3+ e da
producédo de BDNF.

Kayhan e colaboradores (44) mostraram que o Oxido nitrico também é um
importante mediador envolvido na EAE e na EM. O tratamento com AG resultou
numa diminuicdo dos niveis dessa molécula, apresentando uma atenuacido dos
sintomas da doenca. A secrecao de O6xido nitrico induzido pela citocina IL-1(3
apresentou diminuicdo, embora os niveis de 6xido nitrico modulados pela IL-10 e
IL-13, tenham aumentado. O AG também induz um aumento na producéao de IL-10
pelos linfocitos T (37, 42).

Recentemente, um estudo mostrou que o AG tem a capacidade de afetar o
processo de desmielinizagéo e remielinizagdo de camundongos com EAE, ja que
o AG aumenta a proliferagcdo, diferenciacdo e sobrevivéncia das células
progenitoras de oligodendrécitos (45).

O AG é um imunomodulador e apresenta um mecanismo de acgao diferente dos
outros medicamentos, pois ele inicialmente apresenta uma forte ligagdo com o
MHC e, consequentemente, gera uma competicdo com os varios antigenos de
mielina para a apresentagao para as células T. Assim, ocorre uma modificacdo na

frequéncia com que a doenca apresenta seus sintomas no paciente,
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provavelmente afetando as propriedades das células apresentadoras de antigeno

como monocitos e células dendriticas.

1.5 Astrocitos e microglia

Os astrocitos e a microglia sdo células gliais do SNC. Os astrocitos estédo
intimamente associados aos vasos sanguineos e seus finos processos ficam em
contato com a face vascular. O processo de interacdo entre os astrécitos e as
células endoteliais ocorre bilateralmente, pois as células endoteliais sao
fundamentais no papel de regulagdo e maturagdo dos astrocitos, que tem uma
importante fungdo na formacdo e manutengdo da BHE, protegendo o SNC (46,
47).

Alguns trabalhos mostram que os astrocitos expressam moléculas de MHC Il e
podem servir como células apresentadoras de antigeno (APC) para linfocitos
CD4+ durante a fase inflamatoria inicial da EM (48, 49). N&o obstante, os
astrocitos podem também apresentar um papel neuroprotetor, tendo-se em vista
que se comunicam com o0s neurdnios através da liberagao de acido glutamico, por
outro lado durante a isquemia ou processo inflamatério ha um excesso de
liberagdo de glutamato e os astrécitos s&o capazes de prevenir a morte neuronal
pela excitotoxidade. Os astrécitos também regulam o pH e a concentragdo de
potassio no meio extracelular, promovem suporte fisico para os neurbnios e
também isolam sinapses, limitando a dispers&o de neurotransmissores (50).

Os astrocitos apresentam um importante papel na formagao da cicatriz glial apos
uma lesdo do SNC ou morte celular, pois rapidamente respondem com o aumento

de GFAP (proteina acida fibrilar glial), associada com a astrogliose (48). Também
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ha o aumento do reparo tecidual e mudanga na composi¢ao da matriz extracelular,
inibidores de proteases, fatores troficos e citocinas. No caso de lesdo mecanica,
os astrécitos se tornam hipertroficos nas margens do foco da injuria e estendem
numerosos processos finos entre si (51). Eles também apresentam fungéo
relacionada a diminuicdo da intensidade de respostas pré inflamatérias, pois
produzem varias citocinas imunosupressoras, incluindo-se o TGFp (48), a IL 10
(52, 53), o INFa (54) e o IFNB (55). O desenvolvimento da EAE esta fortemente
associado as células Th1. Assim, foi demonstrado que varias citocinas
relacionadas a resposta do tipo Th1 sdo aumentadas durante a fase aguda ou na
fase de recorréncia dos sinais clinicos, porém isso nao ocorre na fase de remissao
(56, 57).

Tanto a microglia derivada do SNC, quanto macréfagos vindos do sangue, sdo
fundamentais no estagio da desmielinizagdo autoimune da EAE e EM. Eles tém
um importante papel como células apresentadoras de antigeno (58) e
secundariamente no recrutamento de células T, granuldcitos e macrofagos.
Também produzem uma série de substancias potencialmente danosas, como o
oxido nitrico, TNFa, IL-1B. A IL-18 mostrou que, em cultura de células gliais, é
capaz de ativar a producéo de glutamato, que em quantidades aumentadas causa
morte de células oligodendrogliais (59). Da mesma forma, o 6xido nitrico esta
caracteristicamente associado a lesdes inflamatdrias (60-63).

O infiltrado de macréfagos no SNC e a ativagao da microglia sdo provavelmente
a principal fonte de liberacdo da grande quantidade de glutamato apds ativagao in
vitro. A excitotoxidade pode ser um importante fator para EM e EAE, sendo que

altos niveis de glutamato foram observados no liquido cerebroespinhal de
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pacientes com EM. A inflamagdo associada a EM gera um aumento dos
receptores de glutamato nos axbnios no centro das lesbes do SNC e na
vizinhanga, ativando os astrocitos (64). Tal fato pode predispor essas células aos
danos excitotdxicos derivados da glia. Danos axonais sao particularmente intensos
nos primeiros estagios da doenga (65).

A microglia tem como fung&o a remocgéo, por fagocitose, de células lesadas. Na
esclerose multipla (EM), as células mielinicas sdo largamente lesionadas,
resultando em uma perda da cobertura axonal da substancia branca do SNC.
Ainda, essas células apresentam um papel importante na inducdo da fase de
remissao da doenga (66).

Além de ser uma fonte de fatores neurotoxicos de ativagédo, a microglia tem sido
implicada na iniciagcdo e progressao da EM, tendo como alvo a mielina (67).
Segundo estudo de Matsumoto e colaboradores, analises imunoistoquimicas feitas
em ratos Lewis, submetidos a EAE mostraram que, no surto da doenga, houve
maior proliferagdo da microglia, e nas remissdées houve a formagédo de tecido

cicatricial, devido a astrogliose (68).

1.6 Avulsao das raizes motoras da medula espinhal

As lesbes traumaticas que acometem a medula espinhal e envolvem morte
neuronal, geram uma perda permanente de fungdo. Um modelo experimental para
investigar a degeneracédo neuronal adulta € a avuls&o das raizes nervosas (AV),
que consiste no arrancamento das raizes motoras da superficie da medula
espinhal, causando uma desconexao entre o corpo neuronal € o alvo muscular. A

proximidade da lesdo e sua localizagcdo na interface do SNC e do SNP, resulta em
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uma perda neuronal de até 80% durante as 2 primeiras semanas pos lesao (69-
71).

Adicionalmente, apos a lesdo pode ser observado edema do corpo celular,
deslocamento do nucleo para a periferia da célula e dissolugdo da substancia de
Nissl. Durante a AV nota-se uma reagao inflamatéria local, com vigorosa ativagéo
da glia residente, podendo afetar circuitos espinhais, gerando uma perda aguda e
reorganizagao das sinapses (71). Todas essas alteragbes presentes nos corpos
celulares dos neurdnios sdo chamadas em conjunto de cromatolise (72).

Lesdes axonais no SNC e no SNP resultam em degeneracgao retrograda e morte
celular. Assim alguns fatores podem influenciar a evolugdo e severidade desse
processo, como a distancia entre o sitio da lesdo e o corpo do neurbnio, a
localizagdo dos neurbnios axotomizados e a idade do animal. A maioria dos
neurénios localizados no SNC degenera apds uma axotomia proximal. Ja
neurdnios localizados no SNP geralmente sobrevivem e regeneram (73).

Devido a todas essas alteragdes conhecidas, novos tratamentos exdégenos com
drogas e fatores neurotréficos podem influenciar positivamente a sobrevivéncia
neuronal e a regeneracao axonal (71). Recentemente, um estudo mostrou que a
massiva perda sinaptica dos neurdnios motores isquiaticos durante o curso da
EAE contribui para a origem dos sinais clinicos da doenga, abrindo, portanto, uma
possibilidade para o papel das drogas imunomoduladoras na sobrevivéncia

neuronal e para estabilizagdo das redes sinapticas (74).
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2. Justificativa

A esclerose multipla (EM) é uma doenga inflamatdria crénica, auto-imune, que
afeta o SNC. Caracteriza-se pela desmielinizagao focal e grau variado de perda
axonal. Ocorre em adultos jovens, principalmente no sexo feminino e na raga
branca. Ha locais com alta prevaléncia da doenga, como no norte da Europa,
Estados Unidos, sul do Canada, normalmente paises afastados da linha do
equador. Acredita-se que atualmente 2-5 milhdes de pessoas no mundo sofram da
doenca (75). A EAE é um modelo experimental da doenga, podendo ser aplicado
em diferentes espécies de animais.

A avulsao de raizes motoras da medula espinhal € uma lesdo mecanica que
provoca degeneragdo de neurdnios motores e intensa atividade astroglial no
microambiente lesionado. Os motoneurdnios que sobrevivem a lesdo podem se
regenerar apos um reimplante de raiz nervosa. Porém isto normalmente ndo é
suficiente para a recuperagao. Assim, novas terapias farmacoldgicas estdo sendo
adotadas em situacdes de morte neuronal, visando a neuroprotecdo das células
lesadas. Essa alternativa pode ser também ser utilizada em doencgas
neurodegenerativas como a esclerose multipla.

O AG é um medicamento utilizado em individuos com EM e tem como fungéo
reduzir a freqUéncia das remissdes da doenga, induzindo respostas de células Th2
e aumentando a expressao de citocinas anti-inflamatorias (76).

As moléculas de MHC classe | apresentam mecanismos de comunicagao e
sinalizagdo entre neurdnios e glia no SNC, lesbes como a EAE e a avulsdo

provocam modificagdes no microambiente medular e o conhecimento dos meios
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de comunicagao das células nervosas € muito importante para a modulagao das
respostas frente aos danos do SNC.

Portanto este trabalho investigou a plasticidade sinaptica, a astrogliose reativa
relacionando com a expressdao de MHC de classe |. Também a sobrevivéncia
neuronal dos animais avulsionados sob agdo do AG foi investigada. Acreditamos
que os resultados provenientes deste estudo possam auxiliar no refinamento das

atuais estratégias de tratamento da EM e lesbes traumaticas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito neuroprotetor e de modulagdo da expressdo da molécula de
MHC | pelo Acetato de Glatiramer em animais com EAE ou submetidos a avulsao

de raizes motoras.

3.2 Objetivos Especificos

A) Correlacionar a expressédo do MHC | com a densidade sinaptica através da
expressao de sinaptofisina.

B) Verificar a astrogliose reativa nas adjacéncias dos motoneurdnios com
expressao de GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein).

C) Analisar a reatividade microglial através da imunomarcagao anti-IBA-1.

D) Quantificar a expressdo de GFAP, IBA-1, sinaptofisina e MHC-I, através de
Western blot.

E) Realizar um estudo ultra-estrutural qualitativo das sinapses em aposi¢cao ao
corpo celular e dendritos proximais de motoneurdnios alfa no surto e remissao da
EAE.

F) Analisar o impacto do tratamento com AG na sobrevivéncia neuronal durante o

periodo agudo apods avulsédo das raizes motoras.
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4. Material e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados neste trabalho camundongos C57BL/6J (20-25g), fémeas com
7 semanas para a indugao da EAE. Para a avulsdo de raizes motoras medulares
foram utilizados ratos inbred da linhagem LEWIS/H(~250g), fémeas com 8 a 10
semanas. Os animais foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigagao
Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Todos os
experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética na
experimentagdo animal, tendo sido aprovados pela comissdao de ética na
experimentagao animal CEEA-IB-UNICAMP, protocolo numero 1316-1.

Os camundongos submetidos a EAE foram divididos em 5 grupos: Controle
(sem a doenga); EAE tratados com placebo (solugao salina) e sacrificados durante
o surto; EAE tratados com AG e sacrificados no surto; EAE tratados com placebo
e sacrificados na remiss&o; EAE tratados com AG e sacrificados na remissdo. Em
cada grupo havia 15 animais, pois 5 deles foram submetidos a analise por
imunoistoquimica, 5 a analise por Western Blotting e 5 animais para analise de
microscopia eletrénica de transmisséo.

Os Ratos (n=20) foram divididos em 2 grupos. O primeiro foi tratado com AG e o
segundo foi tratado com placebo (solugéo salina) por 14 dias apds a avulsdo. Os
animais tiveram as raizes nervosas motoras, na regiao da intumescéncia lombar
do lado direito, avulsionadas. O lado ndo avulsionado de cada animal foi utilizado

como controle para a andlise dos resultados. Dentro de cada grupo, 10 animais
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foram utilizados para a realizagdo da imunoistoquimica e 10 animais para a

contagem de sobrevivéncia neuronal.

4.2 Inducao da EAE

A EAE foi induzida utilizando-se peptideo MOG3s.55 diluido em tampao fosfato de
sédio (PBS pH 7.4 - 0,1M) e Mycobacterium tuberculosis (1,5 mg/ml; Difco)
emulsificada com adjuvante completo de Freud. As aplicagdes foram realizadas
bilateralmente na base da cauda de cada animal, contendo 50ul aplicados de cada
lado. 200 ng de toxina Pertussis foram injetados por animal por via intraperitoneal
no dia da imunizacéo e 48 horas mais tarde.

Os animais foram avaliados diariamente para a verificagdo de sinais
neurologicos da doenga, utilizando-se uma escala funcional descrita na tabela

abaixo:

Tabela 1: Classificacdo dos graus da EAE segundo Kerfoot e Kubes (77), que
dividiram os sinais clinicos da doenga em escala de 0 a 4, sendo organizada de

forma crescente aos sinais clinicos.

Score EAE Sinais clinicos
0 Auséncia de sinais clinicos
1 Flacidez de cauda com paralisia
5 paralisia da cauda e fre_lqueza nos
membros posteriores
3 paralisia dos membros posteriores
4 paralisia dos membros posteriores e

fraqueza dos membros anteriores.

Universidade Estadual de Campinas 17



4.3 Avulsao das raizes motoras

Os animais foram anestesiados (60 mg/Kg de quetamina e 10mg/kg de xilasina;
1:1 i.p), e tricotomizados. Em seguida, iniciou-se o processo cirurgico com uma
incisdo dorsal paralela a coluna vertebral, na regidao toracica. A musculatura
eretora da coluna vertebral foi entdo removida para a exposicdo das vértebras
toracicas e uma laminectomia foi realizada em aproximadamente 3 vértebras, para
que a intumescéncia lombar fosse exposta. A dura mater foi seccionada
longitudinalmente e as raizes dorsais e ventrais localizadas e identificadas. Ent&o,
o procedimento de avulsdo foi realizado nas raizes nervosas ventrais do lado
direito, utilizando-se uma pinga tipo relojoeiro (n° 4). Nesse procedimento trés
raizes nervosas foram avulsionadas: L4, L5 e L6. Encerrados os procedimentos
cirargicos, a musculatura e a pele foram suturados e os animais mantidos em

biotério por um periodo de 14 dias sendo tratados com placebo ou AG.

4.4 Tratamento com acetato de Glatiramer (Copaxone)

Os camundongos induzidos com a EAE foram tratados diariamente, com uma
dose subcutanea de 0,05 mg/animal de uma solugdo contendo AG em tampao
fosfato de sddio (PBS pH7.4 - 0,1M), por um periodo de 13 dias apds a indugéo da
EAE. Outro grupo de camundongos induzidos com EAE foram tratados com uma
solugdo salina (placebo) e o grau clinico desses animais foi avaliado diariamente e
quando entraram no surto da doenca (13 dias apds a indugédo) todos os animais
de ambos os grupos foram sacrificados.

Quanto aos camundongos que foram tratados até a fase de remissdo da

doenca, o AG foi aplicado diariamente por 21 dias apds a indu¢ao da doencga; e
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outro grupo de camundongos foi tratado com solug&o salina pelo mesmo periodo
de 21 dias ap6s inducdo. Nesse periodo foi possivel observar melhora do quadro
clinico desses animais.

Os ratos avulsionados foram tratados diariamente, com uma dose de 0,5
mg/animal de AG por um periodo de 14 dias apés a cirurgia. Outro grupo tratado
pelo mesmo periodo com uma solugdo salina (placebo), constituiu o controle.

Todos os animais foram sacrificados no 14° dia apos a cirurgia.

4.5 Sacrificio dos animais e processamento para imunoistoquimica

Todos os animais foram sacrificados com uma overdose de anestésico e em
seguida submetidos a toracotomia e perfundidos transcardiacamente, com auxilio
de uma bomba peristaltica (mini-Pump Variable Flow-VWR), com solu¢cdo de
salina tamponada (NaCl 0,9% em tampao fosfato de sédio, pH 7,4), visando a
lavagem total dos vasos e 6rgaos. Para a fixagédo foi realizada a perfusdo com
uma solugédo contendo formalina (formaldeido 10%) em tampé&o fosfato de sodio,
pH 7,4. As intumescéncias lombares das medulas espinhais foram entéo retiradas,
preservando sua morfologia.

Depois dos espécimes dissecados e mantidos em fixador por 12 horas a uma
temperatura de 4°C, as medulas e raizes nervosas foram congeladas e incluidas
em Tissue-Tek (Miles Inc., USA). Os cortes histologicos com 12 ym de espessura
foram obtidos em criostato.

Para a realizacdo da imunoistoquimica, as laminas foram climatizadas e imersas
em PBS 0,01M, sendo posteriormente incubadas em camara umida com 150l de

solugdo (BSA 3% e Triton X 0,025%) em PBS por 30 minutos. A seguir foram
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aplicados os anticorpos primario, sendo o periodo de incubacdo de 18 horas.
Foram empregados os seguintes anticorpos primarios: anti-sinaptofisina, anti-
GFAP (glial fibrillary acidic protein), anti-lba1 e anti-MHC-I. Em sequéncia a
primeira incubagao, as laminas foram lavadas em PBS 0,01M e incubadas com os
anticorpos secundarios conjugados com cianina (CY)-2 e/ou CY-3 (Jackson Lab;
USA) por 45 minutos. Os espécimes foram lavados em PBS 0,01M e montados
em glicerol/PBS 0,01M (3:1), sendo observados por microscopia de fluorescéncia

(Nikon, Eclipse TS100).

4.6 Analise da Sobrevivéncia neuronal

Para a contagem de neurdnios foram realizados cortes congelados, obtidos em
criostato, da intumescéncia lombar da medula espinhal. Os cortes foram obtidos
de forma alternada e corados com cresil violeta (coloragcédo de Nissl). A contagem
dos motoneuronios foi feita no nucleo motor dorso-lateral do corno anterior da
medula espinhal do lado ipsilateral (lesionado) e contralateral (ndo lesionado) em
vinte secgdes, ao longo da intumescéncia lombar, sendo o intervalo entre eles de
48 ym. Apenas as células com o nucleo e nucléolo visiveis foram contadas. Para
corrigir eventuais contagens duplas de neurénios, devido ao fato de um mesmo
nucleo poder estar presente em duas seccdes, foi utilizada a férmula de
Abercrombie (78).

N=nt/(t+d)
Em que N é o valor corrigido de neurdnios, n € o numero de células contadas, t é a

espessura entre uma secgao e outra (48 um) e d é o didametro médio do nucleo (20
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pum).O didmetro médio do nucleo foi calculado a partir de 30 neurdnios distribuidos
aleatériamente em 3 secgbes representativas diferentes ao longo da
intumescéncia lombar. A porcentagem de sobrevivéncia neuronal foi determinada,
sendo esta definida como a raz&o percentual entre o0 numero de motoneurdnios

ipsilateral e contralateral para cada grupo.

4.7 Sacrificio dos animais e extraciao de proteinas

O sacrificio dos camundonogs para a extracdo de proteinas e a retirada das
medulas foi realizado da mesma forma descrita para Imunoistoquimica. Contudo,
os animais foram perfundidos apenas com a solugao salina tamponada (NacCl
0,9% em tampéao fosfato de sdodio, pH 7,4), ndo sendo utilizado o fixador. As
amostras medulares  extraidas ao nivel da intumescéncia lombar foram
homogeneizadas por 1 minuto (Polytron; Kinematica) em uma solu¢gdo 50uL/mg
contendo 150 mM de NaCl, 0,5% Triton X100, 0,5mg EDTA/mL e 10uL/mL do
coquetel inibidor de proteases (Sigma cat.no. P-8340). Apds, foram submetidas a
uma centrifugagao de 10.000g por 10 minutos e a quantidade de proteina de cada

amostra foi quantificada pelo método de Bradford.

4.8 SDS-PAGE e Western Blotting

As amostras protéicas foram fervidas por 5 minutos em tampao de amostra com
condigao redutora. Foram aplicados de 30 a 80ug do extrato total de proteinas das
amostras no Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) a 10%, sendo a
corrente elétrica utlizada na eletroforese de 100V. Apds a eletroforese, o material

foi transferido elétricamente (Sistema Hoefer) para membranas de nitrocelulose
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(Amersham) sob corrente constante de 400mA em cuba refrigerada. A qualidade
da transferéncia de proteinas foi analisada pela coloracdo das membranas com
Ponceau S 0,5% em acido acético 1%. As membranas foram bloqueadas com leite
desnatado a 5% em TBS-T por uma hora sob agitagdo a temperatura ambiente.
Em seguida, foram incubadas por um periodo de 18 a 24 horas com leite seco
desnatado 1% em TBS-T contendo os seguintes anticorpos: Rato anti-MHC classe
| (Peninsula), cabra anti-GFAP (Dako) e coelho anti-sinaptofisina (Dako). A seguir,
as membranas foram lavadas com TBS-T e incubadas com anticorpos
secundarios anti-coelho e anti-rato marcados com peroxidase por 45 minutos.
Apo6s nova série de lavagens, a atividade peroxidasica foi revelada através de
sistema ECL (Amersham), expondo a membrana ao filme X-Omat (kodak) por no
maximo 3 minutos. A intensidade de marcagao obtida nas diferentes situacdes foi
determinada por densitometria das bandas, utilizando o programa Kodak 1D

(Scientific Imaging Systems).

4.9 Processamento e analise dos espécimes para microscopia eletronica de

transmissao (MET).

Os camundongos foram submetidos a toracotomia e perfusdo, como ja descritos
no topico 4.5, porém o fixador utilizado para MET foi uma solugdo contendo
glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em tampé&o fosfato de sodio. Depois de
dissecadas, as medulas permaneceram imersas nesta mesma solugcido fixadora
por 12 horas e mantidas a 4°C. Depois foram lavadas 3 vezes em solugao tampao
PB 0,01M, pH7,4 e seccionadas longitudinalmente, através de sua fissura

mediana ventral. Estes espécimes foram entdo pdés-fixados por um periodo de 2
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horas em solugao de tetroxido de ésmio a 1%, diluido em tampao fosfato de sédio,
pH 7,38.

Seguindo-se a pods-fixagdo, os fragmentos foram lavados em agua destilada e
desidratados em série crescente de alcool e acetona, sendo incluidos em resina
(EPSON, SEM).

Os blocos foram desbastados e secgbes semi-finas (0,5um) obtidas e coradas
com azul de toluidina 0,25% para a observagao ao microscopio 6ptico. A seguir, a
coluna ventral da medula espinhal foi identificada e os blocos foram retrimados
para isolamento da regido com os motoneurdnios a serem analisados. Apos essa
identificagéo iniciou-se a confecgdo dos cortes ultra-finos (500A; ultramicrétomo
LKB, Bromma 8800) os quais foram coletados em telas de cobre (“single slot grid”
recobertos com formvar) e depois contrastados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. Os espécimes foram observados ao microscopio eletronico (Leo

906,Zeiss) operando a 60KV

4.10 Analise das seccoes ultra-finas

Neurdnios com grandes corpos celulares (>35 um em diametro), encontrados no
grupo dorso-lateral da coluna anterior da medula e seccionados ao nivel do plano
nuclear foram identificados como motoneurbnios pela presenga de terminais
nervosos do tipo C. A superficie dos motoneurdnios foram entao fotografadas em
um aumento de 10.000X e 21.560X empregando-se uma camera de alta resolugéo

(morada soft imaging system).
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4.11 Analise estatistica dos resultados

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo. A analise foi
realizada através dos testes U de Mann Whitney para dados nao-paramétricos e t
de student, para dados paramétricos. Em todas as analises foram consideradas

significancias minimas de p< 0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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5. Resultados

5.1 Efeitos do tratamento com AG na plasticidade sinaptica durante o curso
da EAE

5.1.1 Aumento da expressao de MHC | em animais submetidos a EAE

O efeito do AG na expressdo de MHC | dos animais submetidos a EAE é
demonstrado na figura 1, em que se observa a imunoreatividade na regido do
nucleo motor da coluna ventral da medula espinhal. As figuras 1 A e 1 D mostram
0s animais normais sem a indugéo da doenga, ou seja, controle. As figuras 1 B e 1
C demonstram os animais induzidos a EAE tratados com placebo e tratados com
AG, respectivamente. Durante a fase de surto da doenga observa-se que os
animais tratados com AG apresentam menor expressdo de MHC | em relagao ao
placebo, mostrando que o AG é capaz de modular a expressdo de MHC | no SNC.

As figuras 1 E e 1 F representam a fase de remissdo da doencga. Nota-se uma
diminuicdo da expressao de MHC | em ambos os grupos nesta fase, o que

também coincidiu com a redug¢ao dos sinais clinicos.
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Placebo B § Tratamento AG C

Figura 1: Imunomarcagédo anti-MHC | na coluna ventral da medula espinhal de animais com EAE

Remissao

nas fases de Surto (A a C) e Remissao da doencga (D a F). A-D animais normais, sem a doenga, B-
E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG,
respectivamente. Note o aumento da expressdo de MHC | especialmente no grupo placebo
durante surto da doenga. Escala =50 uym.

Os animais tratados com placebo durante o surto da doenga apresentaram
significativo aumento da imunomarcagdao de MHC | em relagdo ao grupo tratado
com AG e ao grupo normal, (normal, 7,69 + 1,08; placebo,13,18 + 0,93; tratado,

9,83 + 0,83; p<0,05, Figura 2).
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Figura 2: Representacdo grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcacao
anti-MHC na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com
placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doenga, *p< 0.05, teste de

Mann Whitney.

Durante a remissédo da doencga percebe-se que ha uma diminui¢do da expressao
de MHC | no grupo tratado com placebo e também uma diminuigdo do grupo
tratado com AG. Nota-se uma diferenga estatistica significativa entre o grupo
tratado com placebo em relagdo com o grupo normal e o grupo tratado com AG

(normal, 7,69 + 1,08; placebo,10,0 + 0,23; tratado, 8,32 + 0,26; p<0,05, Figura 3).
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Figura 3: Representacdo grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcagdo
anti-MHC na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com
placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissdo da doenga. *p< 0.05, teste

estatistico t de Student.

5.1.2 Diminuicdo da imunoreatividade para sinaptofisina em animais

submetidos a EAE

A imunoreatividade para a proteina sinaptofisina, no nucleo motor da coluna
ventral da medula espinhal, esta representado na figura 4. As figuras 4 Ae 4 D
representam animais normais, sem a doenca. As figuras 4 B e 4 C mostram os
animais na fase de surto da doenga, sendo tratados com placebo e tratados com
AG, respectivamente. Observa-se que o0s animais tratados com placebo
apresentaram uma grande perda sinaptica em relagao aos tratados com AG, que
mantiveram uma melhor estabilidade sinaptica.

Ja as figuras 4 E e 4 F apresentam os animais na fase de remissdo da doenga,
tratados com placebo e tratados com AG. As setas indicam os motoneurdnios
medulares. E possivel observar, nessa fase da doenca, que as sinapses de ambos

0s grupos apresentaram uma melhor preservagao em relagdo ao surto. Tal fato
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apresentou correlagdo com a diminuicdo dos sinais clinicos e também a

diminui¢ao da expressao de MHC I.

Normal A | Placebo Bl Tratamento AG &2
/
P
D) E
/
e

Figura 4: Imunomarcacgao anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal de animais com

Surto

Remissao

EAE nas fases de Surto (A a C) e Remissado da doenga (D a F). A-D animais normais, sem a
doenca, B-E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG,
respectivamente. Nota-se a maior perda de contatos sinapticos ocorre nos animais com EAE

tratados com placebo. Escala =50 pm

Durante o surto da doenca houve uma perda sinaptica estatisticamente
significativa com os animais normais em relagdo aos animais tratados com
placebo e tratados com AG. Também houve uma diferenga estatistica entre os
animais tratados com placebo em relacdo aos tratados com AG, em que os
animais tratados com placebo apresentaram maior perda das conexdes sinapticas
(normal, 21,40 + 0,49; placebo, 7,06 + 0,81; tratado, 15,37 + 0,69; p<0, 001,

Figura 5). Observa-se que os neurbnios sofreram diversas alteragdes no
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microambiente que levaram a perda sinaptica, ja o AG foi capaz de reduzir essa

modificagdo e manter a estabilidade sinaptica.
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Figura 5: Representagao grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcagao
anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes
tratados com placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doenga, ***p<

0.001, teste t de Student.

Durante a remissao da doenca pbéde-se perceber, com a melhora dos sinais
clinicos, a volta parcial dos movimentos das patas posteriores e as conexdes
sinapticas foram parcialmente restabelecidas (normal, 21,40 + 0,49; placebo,
11,91 + 0,67 tratado, 16,80+ 0,43; p<0, 001, Figura 6). Nota-se que o grupo

tratado com AG apresentou similar densidade sinaptica em ambas as fases.
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Figura 6: Representagdao grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcagao
anti-sinaptofisina na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes
tratados com placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissdo da doenca,

*#%p<0.001, teste t de Student.

5.1.3 Diminuicao da astrogliose reativa em animais tratados com AG

Os astrdcitos, quando reativos, expressam maior quantidade de uma proteina do
citoesqueleto denominado GFAP, que é expressa por astrécitos e outras células
do SNC. Em uma situacdo de desequilibrio no SNC, como a causada pelas
alteragdes induzidas pela doenga, ha um aumento significativo da quantidade
dessas proteinas especialmente durante o surto.

A figura 7 mostra a expressao de GFAP durante o surto e a remissao da doenca.
As setas indicam os motoneurénios medulares. Nas Figuras 7 A e D estdo
representados os animais controle, Figuras 7 B e E animais doentes tratados com
placebo e Figuras 7 C e 7 F tratado com AG, e nota-se que durante o surto, a
expressao de GFAP é elevada nos animais tratados com placebo. Ja nos animais

tratados com AG, uma menor expressao de GFAP é observada.
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Durante a fase de remissao observa-se uma reducdo da expressao dessa
proteina nos animais tratados com placebo e também nos animais tratados com

AG.

Placebo B B Tratamento AG C

Surto

Remissao

Figura 7: Imunomarcagédo anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal de animais com EAE
nas fases de Surto (A a C) e Remissao da doenga (D a F). A-D animais normais, sem a doenca, B-
E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG,
respectivamente. Note redugao da expressdo de GFAP nos animais tratados e na fase de

remissdo. Escala =50 pym.

Um aumento significativo na atividade dos astrécitos durante o surto da doenca
foi demonstrado pela presenca de astrogliose reativa na medula espinhal. Esse
aumento de GFAP nas adjacéncias dos neurbnios demonstra uma comunicagao
neurénio/glial durante o surto da doengca. A administragdo de AG reduziu
parcialmente a expressdo de GFAP durante o surto (normal, 4,83 + 0,49; placebo,

13,14 + 1,32; tratado, 5,57 + 0,97; p<0,01, Figura 8).
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Figura 8: Representagao grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcagao
anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com
placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doenga, **p< 0.01, teste de

Mann Whitney.

Durante a fase de remissdo da doenca, os animais tratados com placebo
apresentaram uma reducdo da expressao de GFAP, indicando a diminuicdo da
reatividade local. Os animais tratados com AG apresentaram um discreto aumento
na expressao de GFAP, porém em niveis abaixo dos expressos pelo placebo

(normal, 4,83 + 0,49; placebo, 9,78 + 0,77; tratado, 7,21 + 0,37; p<0,05, Figura 9).
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Figura 9: Representacdo grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcacao
anti-GFAP na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com
placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissdo da doenga, *p< 0.05 e

**p<0.01 teste t de Student.

5.1.4 Diminuicao da reatividade da microglia em animais tratados com AG

A microglia apresenta um aumento no SNC quando ha uma les&o, nesta
situagdo essas células sdo chamadas de reativas. A imunomarcagao anti-iba1
representa a intensidade da reatividade da microglia, representada na figura 10.
As Figuras 10 A e 10 D mostram os animais controle, as Figuras 10 B e 10 E
mostram os animais doentes tratados com placebo, durante o surto e remissao. Ja
as Figuras 10 C e 10 F mostram os animais doentes tratados com AG, durante o

surto e remissao respectivamente.
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Figura 10: Imunomarcacao anti-lba1 na coluna ventral da medula espinhal de animais com EAE

Remisséo

nas fases de Surto (A a C) e Remissao da doencga (D a F). A-D animais normais, sem a doenga, B-
E animais doentes tratados com placebo e C-F animais doentes tratados com AG,
respectivamente. Note redugédo da expressao de Iba1l nos animais tratados e na fase de remisséo.

Escala =50 pm.

Durante o surto da EAE, o AG foi capaz de diminuir a reatividade da microglia,
comparativamente ao grupo placebo (normal 3,58 + 0,24; placebo, 19,54 + 0,97;

tratado, 6,88 + 1,15; p<0,01, Figura 11).
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Figura 11: Representacdo grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcacao
anti-ibal na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com
placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de surto da doenca, **p< 0.01 e *** p<

0.001, teste de Mann whitney.

A fase de remissao apresentou uma diminuicdo da expressao de iba1l em ambos
os grupos induzidos a EAE (normal, 3,58 + 0,24; placebo, 8,44+ 0,39; tratado, 6,58

+ 0,30; p<0,05, Figura 13).
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Figura 12: Representacdo grafica de densidade integrada de pixels para a imunomarcagao
anti-ibal na coluna ventral da medula espinhal de animais normais, doentes tratados com
placebo e doentes tratados com AG, durante a fase de remissao da doenga, **p<0.01 e ***

p<0.001, teste t de Student.
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5.1.5 Aumento das proteinas MHC |, Sinaptofisina e GFAP nos animais

submetidos a EAE

A quantidade de proteina expressa no tecido nervoso medular foi mensurada por
Western blotting para as proteinas MHC |, Sinaptofisina e GFAP, em animais
normais, animais induzidos a EAE e tratados com AG e tratados com placebo,
durante o surto e remissao da doenca.

A figura 13 mostra a expressao de MHC I, nos animais normais, tratados com
AG e placebo. A Figura 13 A mostra a expressdo de MHC | durante a fase de
surto e a Figura 13 B mostra a expresséo durante a fase de remiss&o. Observa-se
que a expressdao de MHC | esta aumentada em ambas as fases da doenca,
revelando uma diferenca estatistica entre os grupos (normal, 0,47 + 0,07; tratado,
0,93+ 0,17; placebo, 2,76 + 0,26;p<0,001; grafico C). Nota-se que na fase de
remissao, a expressdo de MHC | diminui nos animais doentes, especialmente nos
tratados com AG, pois chegam quase a mesma quantidade de proteina expressa
pelos animais normais, revelando uma diferenga estatistica entre eles (normal,

0,89 + 0,15; tratado,0,95 + 0,11; placebo, 1,60 + 0,08 ;p<0,001; grafico D).
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Figura 13: Expressdo da proteina MHC classe I (44 KDa) na intumescéncia lombar por
Western blotting, em animais normais, induzidos a EAE e tratados AG e com placebo.
Observe o aumento da expressdo dessa proteina nos animais tratados com placebo
principalmente durante o surto da doenga. J4 o tratamento AG foi capaz de reduzir a
expressdao de MHC 1. Os graficos C e D mostram a quantificagdo em densidade integrada
de pixels e a comparagdo entre os grupos, durante as fases de surto e remissdao da doenca,

respectivamente, ***p< 0.001 e *** p< (0.001, teste de Mann Whitney.

A proteina expressa pelos astrocitos reativos, GFAP, mostrou também estar
aumentada nos animais induzidos a EAE em relacdo aos animais normais. Porém,
os animais tratados com AG mostraram menor expressao dessa molécula
comparativamente com os animais tratados com placebo, como mostra a figura

14. Durante o surto houve uma diferenca estatistica entre os animais submetidos a
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EAE e tratados com placebo, em relacdo aos animais normais e tratados com AG
(normal, 8,17+ 0,84; tratado, 8,35+ 0,57; placebo, 11,60+ 0,70; p<0,05; grafico C).
O mesmo ocorreu na fase de remissao, ja que o placebo ainda expressou maior
quantidade de GFAP (normal, 7,53+ 0,51; tratado, 8,01+ 0,53; placebo, 9,89 +
0,24; p<0,001; grafico D).
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Figura 14: Expressdo da proteina GFAP (50 KDa) na intumescéncia lombar por Western
blotting em animais normais, induzidos a EAE e tratados com AG e placebo. Observe o
aumento da expressao dessa proteina nos animais tratados com placebo em ambas as fases
da doenca. O AG foi capaz de inibir parcialmente a expressao de GFAP. Os graficos C e D
mostram a quantificagcdo, em densidade integrada de pixels e a comparagdo entre os grupos,
durante as fases de surto e remissdo da doenga, respectivamente, **p< 0.01 e *** p<(0.001,

teste t de Student.
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A expressao de sinaptofisina apresentou-se diminuida nos animais doentes,
demonstrando a ocorréncia de uma lesdo neuronal e rearranjo sinaptico (Figura
15). Os animais tratados com AG, em ambas as fases, apresentaram melhor
preservacido da cobertura sinaptica em relacdo aos tratados com placebo. O
grafico C mostra a diferenga estatistica entre os grupos durante a fase de surto da
doenga (normal, 12,96+ 0,66; tratado, 11,94+ 0,88; placebo, 8,68+ 1,10; p<0,01)).
Ja o grafico D mostra a diferenga entre os grupos, na fase de remissdo (normal,

18,24+ 0,56; tratado, 15,76+ 0,78; placebo, 13,33+ 0,68; p<0,001).
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Figura 15: Expressdo da proteina Sinaptofisina (38 KDa) na intumescéncia por Western
blotting em animais normais, induzidos a EAE e tratados com AG e placebo. Observe a
diminuicdo da expressdo dessa proteina nos animais doentes, ja o0 AG ¢ capaz de inibir as
perdas sinépticas. Os graficos C e D mostram a quantificagdo em densidade integrada de
pixels e a comparagdo entre os grupos, durante as fases de surto e remissao da doenga,

respectivamente, * p<0.05 ** p<0.01 e *** p<0.001, teste t de Student.
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5.1.6 Alteracoes ultraestruturais na medula espinhal apés a EAE e

tratamento com AG

A EAE causa perdas sinapticas e gera destacamento de grande quantidade de
botdes sinapticos dos neurdnios lesionados. Observa-se na Figura 16 imagens de
motoneurdnios alfa da coluna ventral da medula espinhal e seus botdes
sinapticos, nas Figuras 16 A e 16 B observa-se os neurdnios dos animais com
EAE tratados com placebo, ja na Figura 16 C e 16 D os neurénios de animais com
EAE tratados com AG.

As figuras mostram que os animais tratados com placebo apresentam maior
perda sinaptica em relagdo aos tratados com AG, mostrando que o AG tem a
capacidade de manter a estabilidade sinaptica e proporcionar diminuicdo dos

sinais clinicos da doenca nos animais doentes.
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Figura 16: Representagdo dos botdes sinapticos em aposi¢do ao corpo dos motoneuronios
medulares da coluna ventral da medula espinhal de animais no surto da EAE. Figura 16 A-
B mostra os animais tratados com placebo e na Figura 16 C-D os animais tratados com AG.
Nota-se maior aposicdo dos botdes sinapticos com o corpo dos neurénios nos animais

tratados com AG. Escala =50 pm.
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5.2 Efeitos do tratamento com AG na plasticidade sinaptica apos AV da raiz
motora

5.2.1 Influéncia do AG na sobrevivéncia neuronal apos AV

Para comprovacao sobre a agao neuroprotetora do AG no SNC, foi realizada a
contagem do numero de motoneurdnios presentes no nucleo motor dorsolateral na
lamina IX na medula espinal, duas semanas apos a lesdo mecanica da avulsdo. A
Figura 17 mostra a porcentagem de sobrevivéncia neuronal duas semanas apdés a
avulsdo nos animais tratados com AG ou tratados com solug&o placebo. A Figura
17 A apresenta neurbnios motores normais, Figura 17 B neurdnios de animais
tratados com AG e Figura 17 C neurdnios de animais tratados com placebo.

A acgao neuroprotetora do AG pode ser observada (p< 0,05), mostrando que
houve um aumento de 40% na sobrevivéncia neuronal dos animais tratados com
AG (placebo, 39.07%%2.31; tratamento AG, 67.42%%10; meédia da razéo

ipsilateral/contralateral £SD).
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Figura 17: Representacdo de corpos celulares do nucleo motor do nervo isquiatico,
mostrando na Figura A os motoneurdnios medulares ndo lesados. Na figura B os
motoneurdnios de animais tratados com AG e na Figura C motoneurdnios de animais
tratados com placebo. A seta indica a cromatolise de um motoneurénio em que ocorre
redugdo do diametro do corpo células apds o tratamento com placebo. Na figura D ha a
porcentagem de sobrevivéncia de motoneuronios medulares apos a AV e tratamento com

placebo ou AG. Barra de escala = 50um, *p< 0.05, teste t de Student.
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5.2.2 Imunomarcacao de Sinaptofisina, GFAP e Iba-1 apds AV e tratamento

com a AG

Para observacao das alteracdes na atividade sinaptica apos a AV e o tratamento
com GA foram realizadas imunomarcag¢des no nucleo motor da medula espinhal
dos animais avulsionados placebo e tratados com AG. Foi observada a
preservacdo sinaptica pela imunomarcacdo de sinaptofisina, reatividade
astrocitaria pela expressdo de GFAP e reatividade microglial pela imunomarcagéao
de Iba1.

A imunomarcacgéo de sinaptofisina, Figura 18 demonstra que com o tratamento
com AG ha a preservagao de terminais nervosos, especialmente ao redor dos
motoneurdnios lesionados. A Figura 18 A-B mostra os motoneurdnios do nucleo
motor do nervo isquiatico dos animais tratados com placebo, lado contra-lateral a
lesdo (A) e Ipsilateral a lesdo (B), ja a Figura 18 C-D mostra os animais tratados
com AG, contra-lateral a leséo (C) e Ipsilateral a lesdo (D), onde se observa uma
diferenca estatistica p< 0,05 (placebo, 0,58+ 0,04; tratamento AG, 0,73+ 0,08;

média da raz&o ipsilateral/contralateral +SD).
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Figura 18: Imunomarcac¢do de sinaptofisina em motoneurdnios medulares de animais
avulsionados divididos em grupo placebo e tratado. A-C mostra o lado contralateral a lesao
e B-D o lado ipsilateral a lesao dos animais placebo e tratado com AG, respectivamente.

Barra de escala =50 um, *p< 0.05, teste t de Student.

A expressdo de GFAP pelos astrocitos foi também observada nos animais
avulsionados. Sabe-se que com a lesdo ha uma intensa hipertrofia astrocitaria e
aumento da expressao de GFAP. O tratamento com AG se mostrou eficaz para
diminuicao parcial da expressao de GFAP neste tipo de lesdo, como mostra a

Figura 19. Na Figura 19 A-B observa-se os motoneurdnios do nucleo motor do
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nervo isquiatico nos animais tratados com placebo e na Figura 19 C-D os

motonerdnios dos animais tratados com AG (placebo, 2,21+ 0,19; tratamento AG,

1,62+ 0,16; média da raz&o ipsilateral/contralateral +SD; p,0,05).
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Figura 19: Imunomarcacdo de GFAP em motoneurénios medulares de animais

avulsionados divididos em grupo placebo e tratado. A-C mostra o lado contralateral a lesao

e B-D o lado ipsilateral a lesdo dos animais placebo e tratado com AG, respectivamente.

Barra de escala =50 pm, *p< 0.05, teste t de Student.

A microglia apresenta-se reativa apos lesbes no SNC, ocorrendo também na

avulsdo das raizes nervosas,

para esta avaliacdo foi realizada uma
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imunomarcagado com l|ba-1, mostrada na Figura 20. Nota-se na Figura 20 A-B a
reatividade microglial dos motoneurénios no nucleo motor do nervo isquiatico do
lado contralateral e ipsilateral a les&o. O tratamento com AG foi capaz de reduzir a
atividade microglial, mostrado na Figura 20 C-D, em que nota-se a diferenga
estatistica p<0,05 em (D) lado ipsilateral a lesao (placebo, 3,32+ 0,25; tratamento

AG, 1,89+ 0,10; média da razdo ipsilateral/contralateral +SD).
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Figura 20: Imunomarcagdo de Iba-1 em motoneurénios medulares de animais avulsionados
divididos em grupo placebo e tratado. A-C mostra o lado contralateral a lesdo ¢ B-D o lado
ipsilateral a lesdo dos animais placebo e tratado com AG, respectivamente. Barra de escala =50 pm,

*p< 0.03, teste t de Student.
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6. Discussao
6.1 Modelo animal da EAE

A EAE tem sido utilizada ha muitos anos como um modelo experimental da EM.
Os animais apresentam lesdes desmielinizantes, inflamacgéo perivascular do SNC
e alteragdes imunoldgicas. O aprofundamento de estudos relacionados a indugao
de camundongos, ratos, mamiferos a EAE e a escolha mais adequada dos
antigenos utilizados para cada um dos animais tem sido bastante estudada
atualmente, pois ainda ha algumas imperfeicdes no modelo (7, 11, 68, 79). Uma
das maiores limitagcdes encontradas nos modelos animais esta em determinar os
fatores que iniciam a patogénese da doenga, uma vez que é induzida de forma
artificial. Além disso, alguns animais como os ratos, apresentam uma
manifestagédo clinica monofasica, ou seja, ha um surto da doenga e alguns dias
depois completa recuperacéao clinica. Alguns modelos da EAE tém desenvolvido
lesdes no SNC mais proximas da EM em humanos, como a EAE nos animais
C57BL/6 induzida com MOG 3555 ou nos camundongos Biozzi AB/H, pois ambos
apresentam um processo de desmielinizagdo mais severos e com caracteristicas
desmielinizantes cronicas e proximas ao dos humanos, nao observados em outras
linhagens. Portanto, para este estudo foi escolhida a inducdo da EAE em
camundongos C57BL/6 para melhor observagao das caracteristicas clinicas da

EM perante o tratamento com AG.

6.2 Tratamento com AG apés EAE e avulsao das raizes motoras

O AG é um medicamento imunomodulador, ja utilizado em pacientes com EM,

porém nem todos os mecanismos de agao desta droga estdo bem estabelecidos.
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Sabe-se que um dos efeitos terapéuticos atribuidos ao AG é a inducao de células
do tipo Th2, as quais produzem citocinas anti-inflamatorias que induzem uma
diminuicdo das respostas a outros componentes encefalitogénicos, como os
peptideos proteolipidicos (38). Outro fator importante mostra que a administragéo
dessa droga promove uma redugao da producédo de oxido nitrico e redugao dos
sinais clinicos em camundongos com EAE (44).

Foi observado neste estudo que além das fungdes imunomoduladoras ja
descritas na literatura o AG apresenta fungdes para manutencdo da estabilidade
sinaptica dos neurdnios motores na medula espinhal e também inibe a expressao
excessiva de MHC | na EAE, ajudando na diminuigdo dos sinais clinicos. Foi
demonstrado, adicionalmente, que o tratamento com AG estimula as células
mononucleares do sangue a expressarem um potente fator neurotréfico, o BDNF
(43). Este fator neurotrofico, em estudo recente, se mostrou como um importante
fator para o aumento da sobrevivéncia de motoneurénios avulsionados (80).
Interessantemente, o AG mostrou que além de ser uma droga imunomoduladora,
como ja descrita na literatura, também apresenta um papel neuroprotetor apos

uma lesdao mecanica de raizes nervosas, como a avulsio.

6.3 Diminuicao da expressao de MHC | no tratamento com AG na EAE

O MHC | apresenta fungdes no sistema imunolégico muito bem estabelecidas,
apresentando peptideos para serem reconhecidos pelas células T. Essas
moléculas sao altamente polimérficas e fundamentais para a manutencdo da

imunidade gerada pelas células T (5).
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Ha alguns anos atras ndo se acreditava que o SNC era capaz de expressar
moléculas de MHC 1, ja que era considerado um sistema imunoprivilegiado.
Porém, estudos de aproximadamente 10 anos atras, trouxeram evidéncias que o
SNC ¢é capaz de expressar essas moléculas (81, 82). Em 2000, Huh e
colaboradores (34) mostraram que a auséncia do MHC | trazia prejuizos para o
desenvolvimento do tecido nervoso e, portanto, foi investigado o refinamento
sinaptico durante o desenvolvimento visual de animais que ndo expressavam
MHC I. Notou-se que haviam sinapses extra-numerarias nesses animais,
mostrando que o MHC | apresentava uma funcéo diferenciada e especifica no
SNC, sendo importante para a eliminagdo ou refinamento sinaptico durante o
desenvolvimento.

Investigando a importancia dessa molécula na plasticidade sinaptica do SNC,
Oliveira et al. (32) analisaram a preservagdo dos botdes sinapticos apos
transcecgcdo do nervo isquiatico de camundongos e concluiram que o MHC |
apresenta uma resposta direta sobre as lesées nervosas, sendo fundamental para
a manutengao seletiva dos terminais inibitérios em aposicdo aos neurdnios
axotomizados. Na auséncia da expressdo de MHC I, nos animais knockout para
B2-microglobulina, notou-se uma retracdo exacerbada dos botdes pré-sinapticos
inibitérios e excitatorios.

O MHC | parece ser importante para a manutencdo das conexdes sinapticas e
também para a comunicagao entre neurdnios e células gliais, alguns estudos tém
mostrado isso recentemente (32, 82). O trabalho de Zanon e Oliveira (83)
investigou a reatividade astrocitaria e plasticidade sinaptica da medula de animais

com axotomia do nervo isquiatico tratados com interferon beta. Essa molécula
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influénciou na expressdo de MHC | e, portanto os animais tratados com ela
apresentaram maior expressao de MHC |, diminuigdo da imunoreatividade para
sinaptofisina e intensificagdo da atividade astrocitaria. Deste modo, mostrou-se
que a intensidade da expressao de moléculas de MHC | influencia as respostas
frente a lesbes do tecido nervoso por trauma ou doenca.

Outro trabalho desenvolvido em 2008 por Sabha et al (35) mostrou que os
animais da linhagem A/J expressavam maiores niveis de MHC | e apresentavam
uma capacidade regenerativa maior, assim como uma maior taxa de retragdo das
sinapses apos a axotomia do nervo isquiatico. Ja os animais C57BL/6, que
expressavam menores niveis de MHC |, apresentavam baixo potencial
regenerativo e menor porcentagem de destacamento sinaptico.

Neste trabalho foi realizada a investigagdo da expressao de MHC | na medula
espinhal dos camundongos com EAE tratados com AG. Os resultados obtidos
mostram que o AG também regula a expressdo de MHC | que afeta o
microambiente medular e colabora para a diminuicdo da proliferagdo microglial,
astrocitaria e perdas sinapticas. As lesdes causadas pela EAE sao diferentes da
axotomia periférica, pois ha quebra da barreira hemato-encefalica e uma
complexidade patologica maior, onde ha também alteragbes imunologicas muito
importantes ocorrendo simultaneamente.

Os resultados obtidos mostram que provavelmente a expressao do MHC | seja
muito importante para a manutengéo sinaptica, mas o excesso dele no SNC seja
prejudicial no caso da EAE, pois colabora para maior destacamento dos inputs
neuronais, ocasionando perdas sinapticas e resultando em uma evolugdo dos

sinais clinicos da doenca. O AG mostrou-se eficaz também para a manutencao
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dos niveis mais proximos ao basal na expressdo de MHC |, o que proporciona
menores perdas sinapticas e melhora funcional do quadro clinico dos
camundongos.

A complexa fungdo do MHC | no SNC ainda nao foi totalmente desvendada,
sabe-se que é importante para a manutengao sinaptica, porém lesdes periféricas e
doengas autoimune reagem diferentemente a expressado dessa molécula, ja que
0s mecanismos envolvidos em cada uma das lesdes s&o distintos.

O estudo do MHC | nos animais tratados com AG foi importante também para
mostrar uma nova acado desse medicamento sobre SNC, nunca descrita
anteriormente, demonstrando que ele também atua na manutencéo das sinapses

e, portanto, auxilia na diminuicdo dos sinais clinicos.

6.4 Influéncia do tratamento com AG na preservacao sinaptica, astrogliose

reativa e reatividade microglial ap6s EAE

Reacao astrocitaria e microglial, assim como retragado de terminais nervosos em
aposicao a motoneurbnios sao observadas durante o surto da EAE. Segundo
estudo de Marques et al (74), durante o surto da EAE a imumomarcagéao anti-
sinaptofisina apresentam-se reduzida, ja durante a recuperagédo ou a remissao da
doenca, essa imunorreatividade aparece parcialmente recuperada.

Por outro lado, durante a EAE, os mondcitos e macrégafos colaboram com o
processo de apresentagdo de antigenos pelos linfécitos T CD4+. Mesmo na fase
de remissdo da doenga, a microglia apresenta-se com niveis acima do normal,
sugerindo que células CD4+ ainda estejam ativas respondendo as alteragdes

causadas pela resposta imunoldgica (84). A microglia n&do atua somente como
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apresentadora de antigenos, pois quando ela encontra-se reativa e em excesso,
como no caso da EAE, causa danos a outras células do SNC. Uma explicacao
para esses fato € a liberagao de glutamato, promovendo neurotoxicidade, podendo
contribuir para uma neurodegeneragdo na EM. O AG parece contribuir diminuindo
o grau de reatividade de microglia em relagdo aos animais tratados com placebo,
podendo sugerir que uma menor atividade dessas células durante a doenca seja
relevante para a manutencéo da integridade do SNC (85).

Pode-se observar nos resultados dos terminais pré-sinapticos por
imunoistoquimica (anti-sinaptofisina) e por MET que o tratamento com AG auxilia
na manutencdo da integridade sinaptica, principalmente durante o surto, pois os
danos sinapticos sdo maiores quando os animais apresentam piores sinais
clinicos. Os resultados obtidos analisando-se a astrogliose reativa (GFAP) e
reatividade microglial (iba1) mostraram uma diminuicdo de ambos com o
tratamento com AG, tanto no surto quanto na fase de remissao da doencga, sendo

importantes para diminuigdo dos sinais clinicos.

6.5 Influéncia do tratamento com AG na preservacao sinaptica, astrogliose

reativa e reatividade microglial apds avulsao das raizes motoras

A reducgédo da reacgao glial ao redor do motoneurénio alfa apés AV tem sido
previamente descrita como um fator que influencia a formacao da sinapses in vitro
e in vivo (86). Em lesGes proximais da medula espinhal também é possivel
observar grandes perdas neurais, ocasionando perdas permanentes das fungdes
motoras e sensitivas (32, 70). Para o estudo dessas lesdes que geram

degeneragao neural pode-se realizar a AV das raizes ventrais na medula espinhal,
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pois causam uma perda de motoneurénios medulares. No trabalho de Hell et al
(80) observa-se que os animais avulsionados, sem nenhum tratamento ou apenas
tratados com PBS apresentaram uma grande perda sinaptica, morte neuronal e
aumento da astrogliose reativa.

O tratamento com AG nos animais submetidos a AV das raizes ventrais mostra
que uma influéncia na estabilidade sinaptica dos circuitos da medula espinhal, que
sao perturbados apdés a AV. A anadlise da Imunoistoquimica mostrou que o
tratamento com AG proporcionou uma preservagao da imunomarcagdo de
sinaptofisina na medula espinhal, ja o tratamento com placebo resultou numa
grande redugdo dessa imunomarcagao. As imunomarcag¢des para astrogliose
apresentaram-se diminuidas nos animais tratados com GA, tendo-se em vista que
esta droga é anti-inflamatoria.

O novo papel neuroprotetor para o AG pode ser importante para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento de lesdes na medula
espinhal, uma vez que a combinagao de drogas capazes agirem diretamente na
reacao de elementos gliais e aumentar a estabilidade de certos circuitos neurais

sao fundamentais para a recuperacao funcional subsequente.
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7. Conclusodes
Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que o AG auxilia na
manutencio das sinapses e sobrevivéncia neuronal na avulsdo do SNC e também

influéncia nos niveis de expressdo de MHC. Portanto conclui-se que:

¢ A diminuicdo da expressao de MHC | ocasionada pelo tratamento com AG
na EAE mostrou influenciar a estabilidade sinaptica de motoneurdnios

afetados pela EAE.

e A astrogliose reativa e a reatividade microglial apresentaram-se diminuidas

no tratamento com AG, coincidindo com baixos niveis de MHC |.

e Na avulsdo das raizes motoras houve menor morte neuronal nos animais

tratados com AG, mostrando maior preservacao dos circuitos medulares .
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Avulsion of ventral roots induces degeneration of most axotomized motoneurons. At present there are
no effective strategies to prevent such neuronal loss and to preserve the affected spinal circuits. Inter-
estingly, changes in the spinal cord network also occur during the course of the experimental model of
multiple sclerosis (experimental autoimmune encephalomyelitis—EAE). Glatiramer acetate (GA) signifi-
cantly reduces the seriousness of the symptoms during the exacerbation of EAE. However, little is known
about its effects on motoneurons. In the present study, we investigated whether GA has an influence

5?;’t‘grld§;m avulsion on synapse plasticity and glial reaction after ventral root avulsion (VRA). Lewis rats were subjected to
Spinal cord the avulsion of lumbar ventral roots and treated with GA. The animals were sacrificed after 14 days of
Synapse elimination treatment and the spinal cords processed for immunohistochemistry. A correlation between the synaptic
Motoneuron changes and glial activation was obtained by performing immunolabeling against synaptophysin, GFAP

Immunomodulator
Glatiramer acetate

and Iba-1. GA treatment preserved synaptophysin labeling, and significantly reduced the glial reaction in
the area surrounding the axotomized moteneurons. After ventral root avulsion, GA treatment was also
neuroprotective, The present results indicate that the immunomodulator GA has an influence on the sta-
bility of nerve terminals in the spinal cord, which may in turn contribute to future treatment strategies

after proximal lesions to spinal motoneurons.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Traumatic lesions to the spinal cord, which involves neuronal
death, convey devastating and permanent loss of function. Also,
further damage develops in response to the local haemorrhage and
ischemia[13,28]. At present, therapeutical approaches to avoid neu-
ronal loss after proximal injuries are not sufficiently effective sothat
new pharmacological approaches may be of great importance.

An experimental model to investigate adult neuronal degener-
ation is the avulsion of ventral roots (VRA) at the surface of the
spinal cord. The proximity of the lesion and its location at the bor-
der of the central nervous system (CNS) and peripheral nervous
system (PNS) result in a neuronal loss of up to 80% during the first
2 weeks post-lesion [17,18,22,25]. Nevertheless, exogenous treat-
ment with certain drugs and neurotrophic factors may positively
influence neuronal survival and axonal regeneration [22,23].

A hallmark feature after VRA is the local inflammatory reac-
tion with vigorous activation of resident glia, which may in turn
affect spinal circuitry leading to the acute loss and reorganization
of synapses. Such changes have been attracting much attention as
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well as the neuroimmune interactions after lesion. In this sense, we
have recently shown the occurrence of a massive loss of synapses
in the sciatic motor pool during the course of the experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), the experimental model for
studying multiple sclerosis (MS) [21]. Such synaptic elimination
may significantly contribute to the origin of the clinical signs of
the disease, opening the possibility ofa role forimmunomudulating
drugs on neuronal survival and forstabilizing of synaptic networks.

In fact, glatiramer acetate {(GA) has been shown to be neuropro-
tective in different experimental models including the EAE[2,9,20].
It has also such effects in MS in humans [7,14] and after lesion of
the optic nerve [15].

Although its mechanism of action is not completely known, the
inhibition of CNS myelin antigens by competing as a MHC ligand
may be of importance [8,26,29]. Also, the ability to stimulate pro-
liferation of Th2 over Th1 cells, suppressing T-cell activity is of
relevance as well [29]. However, it is possible that GA may act
directly on neurons and glial cells, since MHC class [ expression
by such cell types has been linked to the synaptic elimination that
occurs after lesion [24,30,31].

Nevertheless, the impact of GA on the nervous tissue, particu-
larly on neurons during the course of the disease and after progimal
lesions is virtually unknown. Based on the fact that GA influences
cell proliferation as well as neurotrophic factor synthesis [32], it is
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Table 1

Absolute mean number of neurons sampled per section in the ipsilateral and contralateral sides of the spinal cord in the different experimental groups. The capital letters
indicate the comparisonbetween the experimental groups and sides analyzed so that different letters indicate statistical difference. The second row contains the mean diameter
of the motoneurons in the different experimental conditions. Such numbers were used as the “d” value in the Abercrombie’s formula in order to calculate the motoneuron
survival ratio. The small letters indicate the comparison between the experimental groups and sides analyzed so that different letters indicate statistical difference. Note that
motoneurons from GA-treated animals (ipsilateral to the lesion) presented a larger cell body when compared te the placebo. Data is presented as mean+ S.D.

Experimental groups

Avulsion+ CA treatement(n=>5)

Avulsion + placebo (n=5)

Ipsilateral Contralateral Ipsilateral Contralateral
Number of neurons per section 3324+ 073A 514+£034C 169 £ 0.06B 5014 0.09C
Abercrombie’s formula: “d” value 47634+ 727a 52.36 £ 5.89 ¢ 38.71£545b 5226+ 6.33¢

possible thatit might have a role in synaptic elimination/retraction,
changing and reducing the seriousness of the response to injury as
well as increasing neuronal survival.

Taking intoaccount thepossible influence of GAon plastic events
in the spinal cord during the exacerbation of EAE, and based on
the previous positive effects described in the recent literature, the
present work investigated the synaptic elimination process as well
as the glial reaction in the spinal cord after ventral root avulsion
and GA treatment.

Twenty adult Lewis rats, 7 weeks old (~250g of body
weight), were obtained from the Multidisciplinary Centre for
Biological Investigation (CEMIB/UNICAMP) and were housed
using a 12 h light/dark cycle with free access to food and
water. The rats were subjected to ventral root avulsion and
divided in two groups: GA treatment and placebo. The Insti-
tutional Committee for Ethics in Animal Experimentation
(CEEA/IB/UNICAMP, proc. 794-2) approved the study, and the
experiments were performed in accordance with the guide-
lines of the Brazilian College for Animal Experimentation

(COBEA).

Adult rats were subjected to unilateral avulsion of the [4-16
lumbar ventral roots, after unilateral laminectomy. The dural sac
was opened by a longitudinal incision and, after dissection of the
denticulate ligament, the spinal cord was gently twisted so that
the ventral roots associated with the lumbar intumescence were
identified and avulsed. After the lesion, the spinalcord was replaced
in its original position and the musculature, fascia and skin were
sutured in layers.

GA from batch 334190 (Teva, Israel) was used throughout the
study. GA treatment was performed daily by subcutaneous injec-
tions (0.5mg/animal/day) in phosphate buffer for 2 weeks. GA
(n=10) and placebo (n=10) treatment was started 30 min after
ventral root avulsion, being repeated daily by subcutaneous injec-
tions. The animals were sacrificed 2 weeks after the beginning of
treatment.

Following the pre-determined survival period, the animals
were anaesthetized with a mixture of Kensol (xylasine, K6ning,
Argentina, 10 mg/kg) and Vetaset (Cetamine, Fort Dodge, USA,
50 mgfkg) and the vascular system was rinsed by transcardial
perfusion with phosphate buffer (pH 7.4). For the immuno-

@ ®
3 8

s
3

Spinal moteneuron survival
ratio ipsi/contralateral (%)

N
3

Placebo GA-Treated

Fig. 1. Representative images of the sciatic nerve motor nucleus showing motoneuron cell bodies. (A) Non-lesioned, (B) GA treated and (C) placebo. The arrows indicate
chromatolitic motoneurons which displayed a more intense reduction of cell body diameter after placebo treatment. {D) Percentage of spinal motoneuron survival after
ventral root avulsion and treatment with placebo and glatiramer acetate (GA). Note a significant rescue of lesioned neurons after GA treatment (*p <0.05). Scale bar=50p.m.
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Fig. 2. Synaptophysin labeling after ventral root avulsion and treatment with glatiramer acetate (GA ). Observe a significant increase of labeled synapses after GA treatment,

indicating a preservation of inputs to lesioned spinal motoneurons. Scale bar=50 p.m.

histochemical detection of synaptophysin, glial fibrillary acidic
protein (GFAP) and Ibal, the rats were fixed by vascular per-
fusion with 4% paraformaldehyde in phosphate buffer {(pH 7.4).
Thereafter, the lumbar intumescence was dissected out, post-fixed
overnight and then frozen. Cryostat transverse sections of the spinal
cords were obtained and transferred to gelatine-coated slides,
dried at room temperature for 30 min and stored at —20°C until
analyzed.

Cell counts were performed double blindly on sections from the
lumbar enlargement 14 days after surgery (1= 5). The animals were
fixed by vascular perfusion with 4% formaldehyde in phosphate
buffer (pH 7.4). The lumbar enlargement was then dissected out,
post-fixed overnight in the same fixative and then frozen. Cryostat
transverse sections (12 jum) of the spinal cords were obtained and
transferred to silane-coated slides, which were stained for 5-10 min
in an aqueous 1% cresyl fast violet solution at 45°C. The sections
were then washed in distilled water and mounted in a mixture of
glycerol/PBS (3:1).

The motoneurons were identified based on their morphology
and location in the ventral horn (dorsolateral lamina [X). Only cells
with a visible nucleus and nucleolus were counted. The counts
were made on 20 sections (every fourth section) along the lum-

bar enlargement both on the ipsilateral and contralateral sides of
each rat. The absolute numbers of motoneurons on the lesioned
and non-lesioned sides per section, respectively, were used to cal-
culate the percentage of surviving cells in each specimen. To correct
for double counting of neurons, the Abercrombie’s formula [1] was
used:

_nt
T t+d

where N is the corrected number of counted neurons, 1 is the
counted number of cells, t is the thickness of the sections (12 pm)
and d is the average diameter of the cells. Once the difference
in size significantly affects cell counts, the value of d was cal-
culated specifically for each experimental group (ipsilateral and
contralateral). In this sense, the diameter of 15 randomly picked
neurons from each group was measured (ImageTool software,
version 3.00, The University of Texas Health Science Center in
Santo Antonio, USA) and the mean value calculated, as shown in
Table 1.

Transverse sections of the spinal cord (12-p.m thick) were cut in
a cryostat (Microm) and incubated with the following primary anti-
bodies: rabbit anti-synaptophysin (Dako, 1:100), goat anti-GFAP
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" Placebo

GA-treatment

Fig. 3. GFAP labeling, an astroglial marker, after ventral root avulsion and treatment with glatiramer acetate (GA). The astrocytic reaction is significantly reduced by GA

administration. Scale bar=50 p.m.

(Chemicon, 1:200) and rabbit anti-Ibal (Wako, 1:1400). Sections
were incubated overnight in a moist chamber at 4 °C. The primary
antisera were diluted in a solution containing BSA and Triton X in
0.01 M PBS. After rinsing, the secondary antibodies were applied
and incubated for 45 min, according to the primary antibody hosts
(CY-2 and CY-3, Jackson Immunoresearch; 1:250). The sections
were thenrinsed in PBS, mounted in a mixture of glycerol/PBS(3:1),
and observed under a fluorescence microscope (TS-100, Nikon,
Tokyo, Japan) equipped with a CCD camera {DXM1200F, Nikon). For
quantitative measurements, 3 representative images of the ipsi and
contralateral ventral horn were captured from each animal for all
experimental groups, totalizing 15 sampled images from each side
per group. Quantification was performed with the enhance con-
trast and density slicing feature of IMAGE] software (version 1.33u,
National Institutes of Health, USA). The integrated density of pixels
was systematically measured in six representative areas of the lat-
eral motor nucleus from each side (lesioned and unlesioned sides)
[24]. The lesioned funlesioned ratio of the integrated density of pix-
els was calculated for each section and then as mean value for each
spinal cord.

Data were analyzed with a two-tailed Student's ¢ test at
p<0.05(*).

The hypothesis that GA displays neuroprotective properties
has been accessed by counting the number of large motoneurons
present in the dorsolateral motor nucleus at lamina IX in the spinal
cord 2 weeks after a proximal mechanical lesion. Fig. 1 repre-
sents the percentage of neuronal survival 2 weeks after ventral root
avulsion and treatment with GA or placebo solution. A neuropro-
tective effect of GA is depicted, which was statistically significant at
p<0.05, reflecting an approximately 40% increase in neuronal sur-
vival (39.07% £ 2.31, placebo; 67.42% £ 10.81, GA treatment; mean
ratio ipsilateralfcontralateral £ S.D.). The absolute number of sur-
viving motoneurons is presented in Table 1. Synaptophysin, GFAP
and Iba-1 labeling after avulsion and treatment with GA.

In order to access any changes in synaptic activity after VRA
and GA treatment, qualitative and quantitative analysis of the
immunoreactivity of the synaptic protein synaptophysin were per-
formed in the spinal cord motor nuclei in placebo and GA-treated
avulsed animals. The synaptophysin immunolabeling results are
presented in Fig. 2 and the quantitative analysis revealed that GA
treatment preserved the immunolabeling (p<0.05), especially at
the surrounding of the lesioned motoneurons, presumably reduc-
ing the synaptic loss of inputs to the cell body as well as proximal
dendrites. Additionally, by analyzing the GFAP expression at adja-
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Fig. 4. Ibal labeling, a microglial marker, after ventral root avulsion and treatment with glatiramer acetate (GA). The microglial reaction is significantly reduced by GA
administration, which may positively influence the synaptic preservation as well as the motoneuron survival. Scale bar =50 pm.

cent sections (Fig. 3A-E), it was observed a reduction of astroglial
reactivity, indicating a less intense astrocyte hypertrophy that nor-
mally follows VRA (p<0.05). Similar results were obtained for Ibal
immunolabeling (Fig. 4), indicating a reduction of microglial activ-
ity after GA administration.

The present work demonstrates that glatiramer acetate, an
immunomodulator drug used for treating MS patients, has a neu-
roprotective potential after a severe proximal lesion, namely the
ventral root avulsion. In fact, it has been shown that GA-treated
cells express the potent neurotrophic factor BDNF [3,4,16,27]. This
may be of crucial importance regarding the increased survival ratio
of avulsed motoneurons described herein.

At present, the treatment of the remittent/recurrent form of
MS is based on the administration of glatiramer acetate and beta
interferon| 5,10,27]. Although both are approved drugs for MS treat-
ment, GA has the unique characteristic of being a synthetic polymer
composed of L-alanine, L-glutamine, L-lysine and L-tyrosine, exert-
ing a marked suppressive and protective effect on EAE in various
animal species [5]. Interestingly, although GA is not encephali-
togenic, its therapeutic effect is related to the induction of both
cellular and humoral immune responses in experimental models
and in humans. Currently, its therapeutic effects are attributed to

the induction of specific Th2 suppressor cells that are able to release,
upon an encephalitogenic stimulus, anti-inflammatory cytokines
that minimize the progression of the disease [5].

Recent findings regarding synaptic plasticity during develop-
ment and after injury in the adult indicate that neurons and glial
cells may use “immune-like” machinery to communicate and sig-
nal for stabilization of inputs [12,24,31]. In this sense, apart from
such an immunological role, it is possible that GA acts directly on
the nervous tissue, cross-reacting with receptors expressed both by
neurons and glia, stimulating, for example, the release of trophic
and neurotrophic factors. In this sense, it has been reported that
GA induces an elevation of BDNF, TGFB, IL-4 and 10 as well as
suppresses TNFa and INFy [4,11,32].

The above-mentioned effects of GA may directly influence the
synaptic stability of the spinal cord circuits, which are perturbed
after ventral root avulsion. The analysis of the immunohisto-
chemistry results herein showed that GA treatment significantly
preserved synaptophysin labeling in the spinal cord, during the
period in which the placebo treated animals presented a great
reduction in such immunolabeling.

The treatment with GA also reduced the glial reaction in the sur-
roundings of the alpha motoneurons after VRA. Such reduction in
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glial reactivity has been previously described as a factor influencing
the formation of synapses in vitre and in vive [6]. Additionally, GA
has been shown to inhibit activation of NF-kB, indicating a molecu-
lar basis for its anti-inflammatory and immunosuppressive effects
[19].

In summary, the results presented in this study demon-
strated that the immunomodulator GA not only possesses
anti-inflammatory effects, but also influences the plasticity of neu-
ral elements in the spinal cord. An interpretation of this fact is the
possible GA induced expression of neurotrophic factors, such as
BDNF, NT-3, and NT-4 [4]. This hypothesis may be of relevance in
the development of new strategies for the treatment of proximal
lesions to the spinal cord. This may be accomplished by combining
drugs capable of acting directly on the reactivity of glial elements
and in turn increasing the stability of certain neural circuits.
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