UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

AMANDA EMIRANDETTI

ATIVIDADE ASTROCITARIA E SUA RELACAO COM AS
ALTERACOES SINAPTOLOGICAS EM CAMUNDONGOS DE
DIFERENTES LINHAGENS ISOGENICAS APOS A
TRANSECCAO DO NERVO ISQUIATICO

Tese apresentada ao Instituto de
Este exemplar corresponde a redagao final

) ) Biologia para obten¢io do Titulo de Mestre
da tese defendida pelo{a) candidato (a)

AMAN DA EM{MM%TT! em Biologia Celular e Estrutural, na area de

‘ﬁﬁwfa [ ( /ﬁ/‘f_’\ Anatomia.

e aprovadeJ p&a (,,cmlsséo Julgadora.

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira

Campinas
2006



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UMIC AMP

Emirandetli, Amanda

Emdga Allvidade astmcitdria e sua relacio com as aleragbes
sinaplologicas eam camundongos da diferantas linhagens
IsoQenicas apos a lmnsecccan do neno Isquatico /
Amanda Emimndatt. -- Campinas, 5F: [5.n.], 2006,

Crigntador; Alexandre Laite Rodrigues da Oliveia.
Dissaracio (mesirado) — Universidade Estadual da
Campinas, Instituio de Biologia.

1. Medula espinhal. 2. Sinapses. 3, Astrdcios. 4.
Meurdnios motores, | Oliveim, Alexandre Leile Rodriguas
de, Il. Universidade Estadual da Campinas. Instituto de
Biologia, Nl Titulo,

Titulo em inglés: Astrocytic reaction and spinal cord synaptic changes in differant isoganic mice
strains after sciatic nanve transection.

Palavras-chave em inglés: Spinal cord; Synapses; Astocyles; Motor neumns.
Area de concentracio: Analomia
Titulacio: Mesie em Bolgla Celular & Estrutural

Banca examinadora: Alxandre Leils Rodrigues de Oliveita, Elenlce Aparecida de Moraes,
Leonida Maria Barbosa dos Santos.

Data da defesa: 17082006,
Programa de Pés-Graduacdo: Biolbgia Calular e Estrulural.

il



Campinas, 17 de Agosto de 2006.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira
(Orientador)

Profa. Dra. Elenice Aparecida de Moraes Ferrari

Profa. Dra. Leonilda Maria Barbosa dos Santos

Prof. Dr. Benito Pereira Damasceno

Prof. Dr. Paulo Pinto Joazeiro

iii

Assinatura

Assinatura



v

A minha mée, grande batalhadora, agradeco por ter me apoiado em

cada etapa da mnha vida.

A o Rogério, meu conpanheiro, pelo suporte enocional e intelectual.

E spero umdia poder retribuir todo esse esforco.

A C aroline por me trazer pazapenas comuma sinrples conversa.

E uano vocés!



Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Alexandre Leite Rodrigues de Oliveira, por ter confiado em meu potencial e estar
sempre presente durante a execucdo das técnicas. Agradeco também pela amizade que foi

consolidada durante esse periodo.

Aos colegas do Laboratério de Regeneracdo Nervosa Karina, Renata, Amauri, Mério, Ana e
Jéssica e estagidrias pela amizade, apoio e auxilios que me foram concedidos durante essa etapa

da minha vida. Eu nunca me esquecerei de vocés.

Aos técnicos do Departamento de Anatomia Marcos Aurélio e Nori pela amizade e auxilios

durante a execug¢ao das técnicas de microscopia eletronica e de imunocitoquimica.

A Maria Antonia e Adriana do Laboratério de Microscopia Eletrénica do IB, pelo auxilio técnico

e disponibilidade em me ajudar em diversos procedimentos.

Aos Professores Paulo Pinto Joazeiro, Benito Pereira Damasceno e Leonilda Maria Barbosa dos

Santos, pelas sugestdes realizadas na pré-banca.

A Liliam Panagio, secretiria da Pés-Graduagio do IB, pela disponibilidade em me auxiliar

quando necessario.

A todos os professores, funciondrios e colegas do Departamento de Anatomia, que de alguma

forma colaboraram para que este trabalho fosse concretizado.

Aos professores e funciondrios do Departamento de Histologia e Embriologia pela oportunidade

de utilizar os laboratérios quando necessario.
A todos que de alguma forma colaboraram para a realizagao dessa dissertacao.

A CNPq e FAPESP pelo auxilio financeiro.



Vi

SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt sttt viil
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt et e e ix
LISTA DE TABELAS ...t sttt ettt et e s Xii
RESUMO ...ttt ettt ettt e st et enaneens Xiii
ABSTRACT ...ttt et e s e e sttt e sttt e st e e sabe e e sbeeesareeeas XV
ESTRUTURA DA DISSERTACAO .......coiioiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeesese s ssesaesennas xvi
1. INTRODUGAO ...ttt 1
1.1.  Organizacao geral do Sistema NEervOSO .......cccceeeriieeriieiiiieniieeniee st esiee e 1
1.2, Os motoneurdnios MEAUIAres ...........c.cceeveiiiiinieriieiiieneeee et 3
L1300 CEIUIAS GLALS....eeiiiiieiiiie ittt ettt et 5
L4, ASHIOCIEOS .ttt ettt et ettt e bt st e bt e st e e bt e it e b e e 6
1.5.  Reatividade glial € resposta IMUNE ...........cocueerieriiieiieniieeeenreeeeee e 9
1.6.  Resposta dos motoneurdnios a lesdo nervosa e neuroplasticidade..................... 10
1.7. Resposta dos atrocitos & 1€SA0 NEIVOSA .......eevveeeriieiniiieiriiieeieeeiee et 11
1.8.  Regeneracdo nervosa pPerifériCa..........ccceuvueirriieniiieeniiieeriieeriee e e 14
OBIETIVOS ...ttt ettt et s e bt e s it e e bt e sabeeabeesateenes 17
2. MATERIAIS E METODOS .........costruirriireimeeiressissisessssesssssessssessssesessesssseees 18
2.1 ESTUAO 17 VIVO et 18
2.1.1. Animais € Erupos eXPEerimMeNtalS ..........ccerureerrureeriueeerireeenreeenreessireessireessneeens 18
2.1.2. Transecc@o dO NErvo ISQUIALICO......eeeruiieeieieeriieeeieeerieeenieeeraeeeiaeeeareeeeneeas 19
2.1.3.  Sacrificio dos camundONZOS .........ceeeruteeriiieeriiieeniieerieeenreeerree e e sieee s 19
2.1.4.  ImunOhiStOQUITNICA. .....ueeeiuiiieiiiieeiiee et e ite et e e et e e steeesreeeseaeeeareesareesnneeens 20
2.1.5. Microscopia eletronica de transmissdo convencional..........c.ccceceevcveenieenen. 22
2.1.6.  IMUNOCILOQUITIIICA ..eeeuvvieeiiieeiiieeiiie et e et et et e stee et eeeebeeeabeessabeesnnneeas 24

2.2. BSTUAO B7 VITFO..ccoiiiiiiiiiiiieieeeeeee ettt e 25
22,1, Cultura CeIUIAT......coouiiiiiiiiecieceeeee e 25
2.2.2.  ImUunOhIStOQUITIICA. .....eeiiiiiiiiiiieiiee ettt 26

3. RESULTADOS ...ttt ettt ettt et e 28

3.1. RESUILAAOS 172 VIVO ..ottt et e et e e e v e e e e 28



Vil

3.1.1. Deteccdo imunohistoquimica da expressdo de GFAP e ezrina..................... 28
3.1.2. Caracterizacdo dos aspectos ultraestruturais da 1€S80.........cccceeerveeerveennnenn. 38
3.1.3.  Expressdo imunocitoquimica de GFAP € ezrina ........c.cccccceevvveeveenienneennnen. 44

3.2, ReSUItAdOS 71 VIFFO ..ot 44
4. DISCUSSAD ...ttt ettt 48
5. CONCLUSOES .....coosiuiiiiiieienisiieeieeiesseseas sttt 53
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......crviumreemreiereessessesessssssssssssssesssssssssssssssees 54

ANEXO T — ATLIZO 1.ttteiiieeeiteeetee ettt ettt ettt ettt e st e e st e e st e e s bt e e sabeessabeesnnseeens 71



viii

LISTA DE ABREVIATURAS

BSA
CGRP
DAPI
DMEM
DNA
DNAse
ERM
ERMBMPs
GABA
GAP-43
GFAP
ICAM-1
ICAM-2
IFN-?
KO
MET
mGluR3
mGIluR5
MHC-I
MHC-1I
NMDA
PB

PBS
RNAmM
SN
SNC
SNP
TCR
TPBS
TUNEL

bovine serum albumin

calcitonin gene-related peptide

4’,6° — diamidino-2-phenylindole dihydro
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

acido desoxirribonucléico

enzima que cataliza a clivagem de 4cido desoxirribonucléico
proteinas da familia ERM (ezrina-radixina- moesina)
moléculas que se ligam a proteinas da familia ERM
gamma-aminobutyric acid

growth associated protein 43

glial fibrillary acidic protein

intercellular adhesion molecule 1

intercellular adhesion molecule 2

interferon gama

knock-out

microscopia eletronica de transmissao

metabotropic glutamate receptor subtype 3
metabotropic glutamate receptor subtype 5
complexo principal de histocompatibilidade - 1
complexo principal de histocompatibilidade-1I

n- metil-d-aspartato

phosphate buffer

phosphate buffered saline

acido ribonucléico mensageiro

sistema nervoso

sistema nervoso central

sistema nervoso periférico

T-cell receptor

tris- phosphate buffered saline

terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick and labeling



X

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Organizacdo citoarquitetonica da medula espinhal...........ccccccooviiiiiiiiiniiiiniiecieeieee 3
Figura 2. Fotomicrografia do microambiente SINAPLICO. ......ccccveerrieeriiieiniiieeniieenieeeiieeeieee e 5

Figura 3. Seqiiéncia de fotomicrografias eletronicas utilizadas para a reconstru¢do de um

IMNOLONEUIOINIO ALTA ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaeaanaaaeeeeeeeenannaaes 23

Figura 4. Imunomarca¢do para a proteina GFAP na regido dorso-lateral do corno ventral da
medula espinhal, uma semana apds a transeccdo do nervo isquidtico em camundongos A/J,

Balb/cJ € CSTBLIOJ ..o e 29

Figura 5. Gréfico representando a expressio de GFAP em camundongos A/J, Balb/c] e

CS57BL/6J, uma semana ap0s a transeccao unilateral do nervo 1SqUIALICO .......occeevveerueervernueennen. 30

Figura 6. Imunomarcacio anti-ezrina na regido dorso- lateral do corno ventral da medula espinhal,

uma semana apos a transecc¢ao do nervo isquiatico em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J .31

Figura 7. Grafico da expressdo de ezrina em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J, uma semana

de transecga0 dO NETVO ISQUIATICO .....veerureeeriieiniiieeiiiee et ee et e ettt e et e et e e st e e st e e esateeesaeeeebeeesaneeens 32

Figura 8. Imunomarca¢do com anti-GFAP na regido dorso-lateral do corno ventral da medula

espinhal, trés semanas apds a transeccdo do nervo isquidtico em camundongos A/J, Balb/cJ e

CSTBLOJ ... e e 33

Figura 9. Graifico da expressio de GFAP em camundongos A/J, Balb/c] e C57BL/6J, trés

semanas apos a transec¢ao dO NETVO ISQUIALICO .....eeveerurieiiieriieieerte ettt 34

Figura 10. Gréafico da expressdo de GFAP em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J uma e trés

semanas apos a transec¢ao dO NETVO ISQUIATICO .....eeveerurieiiieriieieenie et ere e e 35



Figura 11. Imunomarcagdo para ezrina, trés semanas apds a transec¢do do nervo isquidtico, em

camundongos A/J, Balb/cl € CSTBL/OJ ........ooouiiiiiiiiieee ettt 36

Figura 12. Grafico da expressdo de ezrina em camundongos A/J, Balb/c] e CS7BL/6J, trés

semanas apos a transeccao dO NETVO ISQUIATICO .....ueeeuiieriurieeriieeniieeeireesieeesteeesreeesereeenareesnneeenns 37

Figura 13. Gréfico da expressdo de ezrina em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J, uma e trés

semanas apos a transeccao dO NETVO ISQUIATICO ....vvieruvieeriieeriieenitteeiteeeiteeeiteesieeeebeeesbeessanee e 38

Figura 14. Fotomicrografias do microambiente sindptico na coluna ventral da medula nos lados

ipsilateral e contralateral a transec¢ao do nervo isquidtico, na linhagem A/J, uma semana apés a

Figura 15. Fotomicrografias do microambiente sindptico da coluna ventral da medula nos lados
ipsilateral e contralateral a transeccdo do nervo isquidtico, na linhagem Balb/cJ, uma semana

APOS @ LESAO ..t ettt ene e es 40

Figura 16. Fotomicrografias do microambiente sindptico da coluna ventral da medula nos lados
ipsilateral e contralateral a transec¢do do nervo isquiatico, na linhagem C57BL/6J, uma semana

APOS @ LESAO ..eeeniiieeiie ettt et e st e e et e e et e e e bt e et e e e abee e abeeeabeeeateeenreenn 41

Figura 17. Gréficos da distribui¢do da freqiiéncia de comprimentos dos intervalos entre os

terminais sindpticos ao longo da superficie do corpo dos motoneurdnios alfa ndo transeccionados

Figura 18. Graficos da distribuicdo de freqiiéncia do comprimento dos intervalos entre os

terminais sindpticos ao longo da supertficie do corpo dos motoneurdnios alfa transeccionados...43

Figura 19. Fotomicrografias eletronicas do lado ipsilateral a transeccdo do nervo isquidtico
contendo imunomarcacdo para ezrina e GFAP, respectivamente, uma semana apds a transec¢ao

O NETVO ISQUIATICO ....teeuiiieeniite ettt ettt ettt ettt et e et e e bt e e ettt e et e e s abeeesabeeenabeessbeesbeeesabeeens 44



X1

Figura 20. Culturas primdrias de astrdcitos corticais nas linhagens A/J e C57BL/6J ................... 46

Figura 21. Culturas primdrias de astrdcitos corticais e co-culturas com neurdnios espinhais nas

linhagens A/J € CSTBLIOJ ..ottt 47



Xii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. GrupPOS € XPETIMENLALS........veerrurieeriieeriteeeiteeerteeesteeesteeestteeesateeessseeesnseesnareesnsseessseesnns 18



Xiii

RESUMO

Astrécitos sao elementos fundamentais para o funcionamento normal do sistema nervoso
central (SNC). Estas células exibem inimeras func¢des, podendo modular a excitabilidade neural
e a transmissdo de impulsos nervosos através de seus processos lamelares finos que se localizam
nas adjacéncias das sinapses. Todavia, astrécitos também podem desempenhar funcdes na
integridade da fisiologia do sistema nervoso (SN) apds uma lesdo. A astrogliose apds lesdo
nervosa € caracterizada pela hiperplasia e hipertrofia do corpo celular e dos processos
astrocitdrios, os quais bloqueiam a regeneragdo axonal. No entanto, a reatividade astrocitéria
também possui aspectos positivos, como a producdo de fatores neurotroficos. Apesar de a
plasticidade sindptica apds lesdo seja um fendmeno conhecido, os mecanismos envolvidos em tal
evento ainda permanecem desconhecidos. Nesse sentido, células gliais, especialmente astrécitos,
podem exibir importantes papéis nos processos de mudanca do SN, influenciando a retracdo dos
terminais sindpticos tanto quanto promovendo um ambiente perisindptico propicio, afetando o
reestabelecimento dos botdes que foram retraidos. Nesse trabalho, estudouse a resposta
astrocitdria apds a axotomia em camundongos das linhagens C57BL/6J, Balb/c] e A/J, utilizando-
se técnicas de imunofluorescéncia, microscopia eletronica de transmissdo e cultura celular. Nesse
sentido, foram apresentadas evidéncias de que camundongos das linhagens isogénicas C57BL/6J,
Balb/c] e A/J exibem diferentes intensidades de reatividade astrocitdria apds lesao periférica in
vivo, sendo estas diferencas significativas entre A/J (3,87 £+ 0,07, média + erro padrao, GFAP e
3,76 £ 0,16, ezrina) e C57BL/6J (2,35 £ 0,024, p<0,0001; GFAP e 2,69 + 0,26, ezrina, p<0,001).
Ainda, astrocitos derivados de cortices de camundongos cultivados in vitro exibiram diferencga
significativa na imunomarcacdo com anti- GFAP e antiezrina entre as linhagens A/J (22,60 +
1,63, média + erro padrao, GFAP e 18,47 + 1,31, ezrina) e C57BL/6J (13.22 + 1,80; p<0,001,
GFAP, 13,95 + 1,16, ezrina p<0,05). Adicionalmente, a astrogliose nas adjacéncias dos
motoneurdnios axotomizados foi menor em animais C57BL/6J quando comparado com A/J,
sugerindo que a diferenga da reatividade astrocitdria possui influéncia direta na sinaptogénese in
vitro. Ainda, a andlise estrutural quantitativa indicou maior retracao sindptica nas linhagens A/J e
Balb/cJ em relacdo ao C57BL/6J, uma semana apds a transec¢do do nervo isquidtico. Nossos

resultados demonstram que o aumento da astrogliose pode influenciar o grau de plasticidade
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sindptica na medula espinhal, que possivelmente influencia a regeneracdo axonal dos

motoneurdnios lesionados.
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ABSTRACT

Astrocytes are of major importance for normal functioning of the central nervous system
(CNS). These cells have been shown to play a large number of different functions in the brain.
They can modulate the neural excitability and signal transmission by their thin lamellar process
surrounding synapses. Moreover, astrocytes play a major role in preserving and restoring
structural and physiological integrity following injury to the CNS. Astrogliosis is characterized
by hyperplasia and hypertrophy of cell bodies and processes, which has been considered to block
axonal regeneration, but reactiveness of glial cells at the lesion site has also positive aspects, such
as the production of neurotrophic factors. Although synaptic plasticity is a widespread
phenomenon, the underlying mechanisms leading to its occurrence are virtually unknown. In this
sense, glial cells, especially astrocytes, may have a role in network changes of the nervous
system, influencing the retraction of boutons as well as providing a proper perisynaptic
environment, thereby affecting the replacement of inputs. In the present work, we have studied
the astrocytic response after axotomy in C57BL/6J, Balb/cJ] and A/J mice, using
immunofluorescence, transmission electron microscopy and cell cultures techniques. In this
sense, we present evidence that A/J, Balb/c] and C57BL/6J isogenic mice display different
astrocyte reactivity after a peripheral lesion in vivo (A/J; 3.87 + 0.07- GFAP and 3.76 + 0.16 —
ezrin / C57BL/6J; 2.35 + 0.024 - GFAP, p<0.0001 and 2.69 +0.26 - ezrin, p<0.001). Further,
astrocytes from mice cortices were isolated and expanded in vitro, showing a significant
difference in GFAP and ezrin labeling between AJ (22.60 + 1.63 - GFAP and 1847 = 1.31 -
ezrin) and C57BL/6] mice (13.22 + 1.80 — GFAP, p<0.001 and 13.95 +1.16 — ezrin, p<0.05).
Also, astrogliosis surrounding axotomized motoneurons C57BL/6J is lower than A/J mice and
such a difference has a direct influence on in vitro synaptogenesis. Indeed, ultrastructural
quantitative analysis showed more intense synaptic detachment in A/J and Balb/cJ strains after
sciatic nerve transection than in C57BL/6J mice. Our findings demonstrate that an increased
astrogliosis influences the degree of synaptic plasticity in the spinal cord, which may in turn

contribute to the axonal regeneration of lesioned motoneurons.
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ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho contém cinco capitulos, descritos a seguir:

O Capitulo 1 apresenta uma introdug@o do estudo, bem como os objetivos do mesmo;

O Capitulo 2 apresenta os materiais e métodos utilizados para a realizagdo dos

experimentos relacionados a dissertagao;

O Capitulo 3 mostra os resultados obtidos;

O Capitulo 4 discute os resultados, relacionando-os com os dados presentes na literatura

O Capitulo 5 apresenta as conclusdes.

Ainda, a presente dissertacdo possibilitou a elaboracio de um artigo cientifico,

apresentado em anexo, aceito para publicacdo na revista Brain Research.



1. INTRODUCAO

1.1. Organizagao geral do Sistema Nervoso

O sistema nervoso (SN) possui a fun¢c@o de promover ajustes homeostdticos, processar
informacgdes sensoriais € controlar as respostas motoras, mediar fungdes autondmicas, sendo
responsavel por organizar comportamentos, pelo aprendizado e memoria. Estd dividido em duas

partes: o Sistema Nervoso Central (SNC) e o Sistema Nervoso Periférico (SNP).

O desenvolvimento do SN é um processo complexo que se inicia com a formacao da placa
neural, constituida por células neuroectodérmicas e, subseqiientemente, com o aparecimento do
tubo neural. A por¢do cranial dilatada do tubo neural, também denominada arquencéfalo, origina
o encéfalo adulto. Subsequentemente formam-se diferentes dilatacdes ou vesiculas encefélicas: o
prosencéfalo, que d4 origem ao telencéfalo e diencéfalo; o mesencéfalo, que ndo se modifica e o
rombencéfalo, que forma o metencéfalo e mielencéfalo (KANDEL et al., 2000). A por¢do caudal
do tubo neural origina a medula espinhal. Das margens da placa neural, origina-se uma populagao
especial de células constituindo a chamada crista reural. Estas células irdo destacar-se do tubo
neural, migrando para regides especificas do corpo, originando diferentes tipos celulares como,
por exemplo, as células de Schwann (WEBSTER e FAVILLA, 1984). As células derivadas da
crista neural também originam importantes componentes do SNP, tais como ganglios das raizes
dorsais, seus neurdnios e células gliais (KANDEL et al, 2000). Por outro lado, neurdnios
medulares, células gliais da medula espinhal e células ependimdrias t€ém sua origem no epitélio

adjacente do canal central (BAKER et al., 1997).

Morfologica e funcionalmente, o SNC pode ser dividido em substincia branca, composta
de células da glia e fibras nervosas mielinicas que constituem os chamados tratos medulares e
substancia cinzenta, densamente povoada por corpos celulares (somas) de neurdnios, bem como
fibras nervosas circundadas por capilares sangiiineos. Em corte transversal da medula espinhal, a

substancia cinzenta apresenta a forma aproximada de um H, podendo ser identificadas duas



colunas ou cornos de cada lado da linha mediana. Estas se encontram interligadas por uma zona
intermedidria, que nas regides tordcica e sacral apresentam-se em continuidade com as colunas
laterais, que cont€m ao motoneurdnios responsaveis por parte da inervacao das visceras. A coluna
posterior, mais estreita, contém neurdnios internunciais responsdveis por receber impulsos
aferentes advindos das raizes dorsais. A coluna anterior, mais robusta, contém neurdénios motores
inferiores ou medulares responséveis pela inervacdo da musculatura estriada esquelética (BURT,

1993; KANDEL et al., 2000).

Levando-se em considerac@o a organiza¢do dos neur6nios na substancia cinzenta medular,
em 1952 Rexed propds uma forma de sistematizagdo de sua estrutura, expressada por um mapa
citoarquitetonico obtido a partir da correlacio entre as conexdes sindpticas e dados
eletrofisioldgicos (figura 1). A substincia cinzenta foi entdo subdividida em dez laminas: as
laminas I- VI correspondem ao corno posterior da medula, a VII a zona intermedidria e as 1aminas
VIII e IX compreendem o corno anterior, sendo os locais que cont€ém interneurdnios que
contribuem na regulacdo da excitabilidade dos motoneurdnios gama e motoneurdnios alfa, que
inervam a musculatura estriada esquelética. A lamina IX, portanto, contém os nicleos motores,
que possuem diferentes dimensdes de acordo com o segmento medular considerado,
caracterizando assim o aparecimento das intumescéncias cervical (inervacdo dos membros

superiores) e lombar (inervacdo dos membros inferiores) ao longo da medula espinhal (REXED,

1952; 1954 apud KANDEL et al., 2000).

A organizagdo espacial dos diferentes neurdnios presentes nos nucleos motores obedece a critérios
anatomicos e funcionais. De acordo estes principios, os motoneurdnios que inervam os musculos
mais proximais estdo localizados medialmente em relacdo aos que inervam musculos mais
distais, que sdo laterais. Os niicleos motores que inervam os musculos axiais formam um grupo
distinto na por¢do mais medial do corno ventral da medula, estendendo-se através de todo seu
comprimento. Nos segmentos medulares cervicais e lombares, existe um adensamento de nucleos
motores dispostos na porcao lateral do corno anterior. Motoneur6nios presentes nesses nucleos,
que inervam musculos presentes no cingulo dos membros superiores e inferiores (ombro e
quadril) sdo mediais, enquanto que os que inervam os musculos distais sdo laterais. Por outro

lado, o critério funcional divide os nicleos em porc¢dao ventral, contendo motoneurdnios que



inervam os musculos extensores € por¢ao dorsal, contendo motoneurdnios inervam os musculos

flexores (KANDEL et al., 2000).

Dorsal

Ventral

Figura 1. Organizagdo citoarquitetonica da medula espinhal. A imagemrepresenta um corte transversal da medula ao
nivel dos segmentos medulares L4-L5. A lamina IX estd destacada em vermelho. A seta indica o grupo de

motoneur6nios alfa, em posi¢cdo dorso-lateral, que inervam os musculos da regido posterior da coxa, perna e pé.

1.2. Os motoneurdonios medulares

Os motoneurdnios constituem-se num proeminente grupo de neurdnios colinérgicos do
SNC. Morfoldgica e funcionalmente, podem ser de dois tipos: motoneurdnios-a, que possuem um
corpo celular com didmentro de aproximadamente 80-100um e comprimento axonal de até Im e
motoneurdnios-?, que inervam fibras musculares intrafusais (KANDEL et al, 2000).
Motoneurdnios- a apresentam uma “drvore” dendritica que estima-se receber até 100.000
terminacdes sindpticas (ULFHAKE e CULLHEIM, 1988). Os dois tipos de motoneuronios estdo

presentes na lamina IX (BURKE et al, 1997). Estdo circundados por dendritos e botdes



sindpticos, sendo que aproximadamente metade da membrana celular do soma € recoberta por
extensoes gliais (WENDELL-SMITH et al, 1966). Conradi (1969) descreveu, na regiao
lombossacral da medula espinhal, um intimo contato entre dendritos de motoneur6nios adjacentes
com botdes sindpticos. Nesse sentido, o complexo sindptico € definido como uma juncdo
especializada entre duas extensdes neuronais: a membrana pré-sindptica, que cont€ém as vesiculas
sindpticas e a membrana poés-sindptica, contendo uma quantidade varidvel de material

eletrondenso (GRAY e GUILLERY, 1966).

Os botdes sindpticos dos motoneurdnios da medula espinhal podem ser classificados em
varios tipos, de acordo com seu tamanho e com a morfologia de suas vesiculas sindpticas
(BODIAN, 1964; CONRADI, 1969). Na superficie do corpo celular e regido proximal dos
dendritos, botdes colinérgicos, com 3-7um de comprimento podem ser observados, sendo
denominados botdes sindpticos tipo C ou L (ROSENBLUTH, 1962; GRAY e GUILLERY, 1966;
CONRADI, 1969; BRANNSTROM e KELLERTH, 1998), raramente encontrados no SNC
(NAGY et al, 1993). Estes sdo os maiores botdes em aposi¢ao a superficie dos motoneuronios e
apresentam grande ndmero de vesiculas sindpticas esféricas, densamente justapostas, com 35 a
50nm de didmetro. Apresentam também uma cisterna localizada na membrana pds-sindptica
denominada cisterna sub-sindptica, que estd em continuidade com o reticulo endoplasmético
granular (ROSENBLUTH, 1962; BODIAN, 1964; CONRADI, 1969), sendo esta uma
caracteristica que difere estes botdes dos demais (figura 2). Estes botdes ndo sdo, todavia,
observados em todos 0os motoneurdnios. Sendo assim, a presenca de botdes do tipo C € suficiente
para a classificagdo de uma célula nervosa como sendo um motoneurénio alfa. Outros quatro
tipos de botdes podem ser encontrados ao longo da superficie celular: S, T, e F, localizados em
todas as regides da superficie dos neurdnios e M, encontrado exclusivamente na por¢ao proximal
dos dendritos (CONRADI, 1969). Os botdes tipo S (Spherical) possuem 0.5-4um de
comprimento e contém vesiculas esféricas com diametro de 35-50nm. Botdes sindpticos com as
mesmas caracteristicas, porém com fenda sindptica de maior espessura foram classificados como
tipo T (Taxi). Em ambos os casos, o neurotransmissor presente nas vesicluas sindpticas é o
glutamato. Os terminais do tipo F, por sua vez, apresentam vesiculas achatadas (Flattened) com

dimensdes de 20-30 x 40-60nm, sendo o neurotransmissor predominantemente glicina e/ou



GABA. Os botdes M, com 4-7um de comprimento também possuem vesiculas esféricas de 35-

50nm de didmetro (CONRADI, 1969; BRANNSTROM e KELLERTH, 1998).

Figura 2. Fotomicrografia do microambiente sindptico. Observa-se a presenga de terminal sindptico do tipo C na
coluna ventral do segmento lombar da medula espinhal. A imagem ampliada indica uma cisterna sub-sindptica, que
caracteriza esse tipo de terminal. Nota-se também a presenca de vesiculas sindpticas esféricas superiormente a

cisterna. Aumento de 27.000x.

1.3. Células gliais

Glia é um termo grego que significa “cola”, inicialmente empregado pelo
neuropatologista Rudolf Virchow (1846) para denominar células do SN que estdo em intimo
contato com neurdnios. As células gliais ocupam metade do volume do tecido nervoso, na
propor¢do de dez células para cada neurdnio (KETTENMANN, 1995). Essa populacdo pode ser
dividida em células macrogliais, (oligodendrdcitos, astrécitos e células ependimadrias) e células
microgliais, que possuem caracteristicas morfofuncionais de células fagociticas do Sistema
Imune ROUACH e GIAUME 2001). Células de Schwann, que se localizam no SNP, também
sdo consideradas elementos gliais (ARAQUE et al., 1999; CASTONGUAY et al., 2001).



A glia exibe uma variedade de fungdes, o que lhe confere uma posi¢do de destaque nos
processos de homeostase neuronal. Neste aspecto, recentes evidéncias experimentais indicam que
estas c€lulas apresentam papéis ativos em diferentes eventos do SN STREIT et al., 1999;
ALOISI et al., 2000; CASTONGUAY et al, 2001; DONG e BENVENISTE, 2001; HAYDON,
2001; NEUMANN, 2001; HATTON, 2002; ARAQUE e PEREA, 2004). Estas funcdes serdo

abordadas nos topicos subseqiientes.

1.4. Astrocitos

Sao células gliais com formato estrelado, constituindo o tipo glial predominante do SNC
(ARAQUE e PEREA, 2004). Podem ser divididos em trés categorias, de acordo com a
morfologia de seus prolongamentos citoplasmaticos e localizacgdo no SNC: astrdcitos
protoplasmaticos (localizados na substancia cinzenta), astrocitos fibrosos e radiais (ambos

presentes na substancia branca) (KETTENMANN, 1995).

Em relacdo aos prolongamentos citoplasmaticos denominados processos astrocitirios
perivasculares ou “pés vasculares”, estes se constituem num importante componente estrutural da
barreira hemato-encefdlica (RISAU e WOLBURG, 1990), pois contém jungdes oclusivas,
representando o limite entre elementos do sangue e o SNC (RUBIN e STADDON, 1999). A
ablacdo destas células leva ao edema vasogénico e a falha do restabelecimento da barreira

hemato-encefalica (BUSH et al,, 1999; DA SILVA et al., 2004).

Adicionalmente aos processos citoplasmdticos mais evidentes, apresentam também
projecoes celulares extremamente finas e livres de organelas, com até 50 nm de espessura, que
envolvem tanto o corpo celular quanto os dendritos dos neurdnios. Estas projecdes representam
aproximadamente 70 a 80% da membrana plasmatica dos astrocitos e sdo particularmente
abundantes nas adjacéncias das regides sindpticas (WOLFF, 1970; SPACEK, 1985). Sao

denominados processos astrocitdrios perisindpticos ou periféricos (DEROUICHE e



FROTSCHER, 2001; DEROUICHE et al., 2002). De fato, aproximadamente 60% das sinapses
no hipocampo, por exemplo, possuem processos perisindpticos justapostos (VENTURA e

HARRIS, 1999).

Até o século passado, acreditava-se que astrécitos Hssem elementos inexcitdveis e que
desempenhassem papel passivo, sendo apenas relacionado ao suporte metabolico dos neur6nios.
Porém, diversas outras fungdes das células gliais t€ém sido propostas, indicando que estas células
possuem a capacidade de agir ativamente na resposta do SN. Essa hipétese foi investigada por
muitos autores apOs a descoberta de receptores para neurotransmissores na membrana astroglial
(SHAO e MCCARTHY, 1994; CHIU e KRIEGLER, 1994; VERKHRATSKY e
STEINHAUSER, 2000). Dentre eles destacam-se o receptor ionotrépico (NMDA) e os
metabotropicos (mGIuR3 e mGluRS5) para glutamato (SCHOOLS e KIMELBERG, 1999),
particularmente nas adjacéncias das terminagdes glutamatérgicas (ROTHSTEIN et al., 1994;
DEROUICHE e RAUEN, 1995). Convém mencionar a existéncia de outros receptores, como 0s
GABA¢érgicos, adrenérgicos, purinérgicos, colinérgicos e serotoninérgicos, assim cOmo
receptores para varios peptideos incluindo-se a substincia P e o neuropeptideo Y
(CASTONGUAY, 2001). Canais idnicos também siao encontrados em células gliais, como os
canais de sddio, que estdo envolvidos no controle das atividades de vdrios transportadores,
particularmente do Na'/K*™ da ATPase e do transportador Na'/glutamato (VERKHRATSKY e
STEINHAUSER, 2000). Além disso, canais de célcio (principalmente dos grupos L e T), que
atuam na modulacdo da inibicdo sindptica BORMAN, 1988) e de potissio (NEWMAN e
REICHENBACH, 1996; VERKHRATSKY e STEINHAUSER, 2000), também podem ser
encontrados em células da glia. Adicionalmente, a presenca de canais de cloro estd associada com

o controle do pH extracelular e com a regulagdo do volume celular (DEITMER e ROSE, 1996).

Através de estudos envolvendo co-cultura de neurdnios e células gliais, foi demonstrado
que o aumento de Ca*™ resultou na modulagdo da atividade neuronal ARAQUE et al., 1999;
ARAQUE e PEREA, 2004; PARPURA et al.,, 1994), demonstrando que os astrdcitos sao
sensiveis a variacdo do Ca™ intracelular, através de um mecanismo bidirecional de interacdes
com as sinapses (CASTONGUAY et al.,, 2001), o que justifica o seu envolvimento na
plasticidade sindptica (ALLEN e BARRES, 2005). De fato, Ullian e cols. (2001) demonstraram

que astrécitos influenciam o nimero de sinapses funcionais quando co-cultivados com neurdnios



do SNC, promovendo a sinaptogérese in vitro, (DONG e BENVENISTE, 2001; SMITH, 1998;
ALLEN e BARRES, 2005).

A capacidade de regular a atividade neuronal e a transmiss@o sindptica permitiu classificar
os processos finos dos astrocitos como um “terceiro elemento” das sinapses (ARAQUE et al,
1999). Essa habilidade de modular a excitabilidade neural, através da difusdo de ions e de
neurotransmissores, foi associada aos processos gliais pertsindpticos baseado na habilidade de
modificarem rapidamente o seu volume (HANSON, 1994; HANSON e RONNBACK, 1995).
Assim, ha evidéncias que processos citoplasmaticos dos astrdcitos regulam o microambiente peri
sindptico, bem como limitam a difusdo dos ions e neurotransmissores (VANDENBRANDEN et
al., 1996; VERNADAKIS, 1996; RUSAKOV e KULLMANN, 1998; CHVATAL e SYKOVA,
2000; VERKHRATSKY e STEINHAUSER, 2000), conferindo a essas células um alto grau de
sensibilidade a mudancas no microambiente do neurdpilo (CASTONGUAY et al., 2001; SHAO e
MCCARTHY, 1994).

Os astrdcitos também provém o acido quinurénico, o qual se constitui em um antagonista
do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (ROBERTS et al.,, 1992). Particularmente nas
adjacéncias de terminagdes glutamatérgicas, atua no metabolismo do glutamato na fenda
sindptica OLIET et al., 2001), através de transportadores de glutamato ROTHSTEIN et al.,
1994; DEROUICHE e RAUEN, 1995) e glutamina sintetase (NORENBERG ¢ MARTINEZ-
HERNANDEZ, 1979; DEROUICHE e FROTSHER, 1991). Dessa forma, ha evidéncias que as
projecodes astrocitdrias sejam de grande importancia na modulagdo da excitabilidade neuronal e,
conseqiientemente, na transmissao nervosa (KANG et al., 1998; GROSCHE et al., 1999). Assim,
astrécitos tém a capacidade de responder a mudangas da homeostase do tecido nervoso e, em
condigdes patoldgicas, através da formacao da cicatriz glial, participar da retracdo e eliminacdo
das terminagdes sindpticas, desempenhando papel ativo na plasticidade do SN (ALDSKOGIUS e
KOZLOVA, 1998; ALDSKOGIUS et al., 1999). Contudo, apesar da plasticidade dos processos
astrogliais ser um fenomeno reconhecido (THEODOSIS e POULAIN, 1993), os mecanismos

moleculares que ocorrem em tais eventos ainda sdo pouco conhecidos.

Outras funcdes destas células incluem a modulagdo da funcdo neuronal através da

liberacdo de fatores neurotréficos que participam do desenvolvimento neural, SCHWARTZ e



MISHLER, 1990; DEROUICHE, 2001; DONG e BENVENISTE, 2001), como substrato para a
migracdo neuronal e crescimento axonal RAKIC, 1995) e producdo de laminina (LIESI et al,

1983).

1.5. Reatividade glial e resposta imune

Em condi¢cdes normais, a barreira hematoencefdlica previne a entrada de células
imunocompetentes, citocinas e anticorpos no SNC. Dessa forma, a funcdo imune do SNC € um
fator condicional, sendo minima em um organismo sadio. Apenas uma reduzida proporcdo de
linfécitos T atravessa esta barreira, migrando para o parénquima cerebral NEUMANN, 2001). O
reconhecimento dos antigenos pelos linfécitos T é mediado por moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal I e II (MHC I e MHC II). Estas moléculas sdo proteinas
transmembrana polimérficas encontradas na superficie de quase todas as células nucleadas
(PLOENGH et al., 1981). Por intermédio dessas moléculas, peptideos sdo apresentados aos
linfécitos T, que através de seus receptores (TCR), reconhecem o complexo antigeno peptideo-
MHC (BABBITT et al, 1985; PARNES, 1989). No SNC intacto, a expressio do complexo
principal de histocompatibilidade I e I (MHC I e MHC II) € varidvel, sendo normalmente
bastante baixa (WILLIAMS et al., 1980; WONG et al., 1984; LINDA et al., 1998). Todavia,
genes de MHC classe I s@o induziveis em células gliais e neur6nios durante infeccdes virais,
inflamacao, tumores (TRAN et al., 1998) e exposi¢do a citocinas, como interferon- beta (ZANON
e OLIVEIRA, 2006) e gama (IFN-?) (LINDSLEY et al., 1988; GOGATE e al., 1991). Astrdcitos
e microglias tornam-se reativos, sendo capazes de apresentar MHC I e MHC II. No entanto, o
papel dos astrécitos na apresentagdo de antigeno tem sido questionado (ALOISI et al, 2000;

DONG e BENVENISTE, 2001).
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1.6. Resposta dos motoneurdnios a lesdo nervosa e neuroplasticidade

O desenvolvimento do SN é um processo complexo que depende nao somente do
estabelecimento de novos circuitos, mas também da eliminacdo de sinapses inadequadas. Tal
processo de plasticidade sindptica também estd presente na resposta retrégrada a uma lesdo
axonal (LIEBERMANN, 1971; BARRON, 1983; TITMUS e FABER, 1990; ALDSKOGIUS et
al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002). Assim, apds uma axotomia, durante a primeira semana pés
natal, aproximadamente metade da populacdo de motoneurdnios lesionados degenera nas
primeiras trés semanas (LOWRIE et al., 1994; LINDA et al., 2000) pelo processo de apoptose
(TIRAIHI e REZAIE, 2003). Os demais cinqgiienta por cento sofrem uma alteracdo de estado
funcional, passando de um modo de transmissdo sindptica para um modo regenerativo. Essas
alteracdes envolvem modificacdes moleculares e estruturais no corpo celular dos motoneurdnios
axotomizados, em conjunto denominadas cromatdlise. Assim, a expressdo de proteinas
relacionadas a transmissdo sindptica diminui grandemente, ao passo em que a expressdo de

proteinas estruturais, tais como CGRP (calcitonin gene-related protein) e GAP-43 (gap junction

protein conexin-43) aumenta (LINDA et al., 1992; PIEHL et al., 1993; PIEHL et al., 1998).

No adulto, as sinapses também podem ser eliminadas, porém sem a ocorréncia,
necessariamente, de morte neuronal. Dessa forma, a transec¢do periférica dos axonios resulta em
uma extensiva retracdo dos terminais pré-sindpticos medulares que fazem contato com os
motoneuronios axotomizados (BLINZINGER e KREUTZBERG, 1968; DELGADO-GARCIA et
al., 1988; ALDSKOGIUS et al, 1999; LINDA et al., 2000). Acredita-se que esta deaferenciacao
atenue o potencial excitotoxico dos terminais glutamatérgicos (MENDELL et al, 1976; LINDA et
al, 2000). De fato, Brinstron e Kellerth (1998) observaram uma diminuicdo da cobertura
sindptica do corpo celular de motoneurdnios alfa (87%) em relagdo a cobertura dos dendritos
(57%) ap6s a axotomia permanente do ramo do nervo fibular para o musculo gastrocnémio
medial. Essa eliminacdo de botdes sindpticos é mais evidente em terminais glutamatérgicos
excitatérios do tipo S, afetando 90% desses terminais, enquanto que terminais inibitérios
GABA¢érgicos do tipo F apresentaram uma diminui¢do de 70% apds a axotomia intramedular de

motonerdnios (LINDA et al., 2000). O mecanismo de eliminagdo das sinapses da superficie dos
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motoneurdnios estd, provavelmente, associado a acdo das células gliais (RONNEVI, 1977;

CHEN, 1978; WOLFF e MISSLER, 1992).

Recentemente, a expressao do complexo principal de histocompatibilidade I (MHC I) vem
sendo relacionada com a plasticidade das sinapses (EDSTROM et al., 2004). Tal fato foi bastante
surpreendente, uma vez que, hd pouco tempo atrds, acreditava-se que neurdnios fossem incapazes
de expressar MHC classe I (NEWMAN, 2001). Recentemente, Oliveira e cols. (2004) sugeriram
a possibilidade de existir a influéncia de moléculas de MHC I no processo de estabilizacdo bem
como eliminagdo das sinapses apds a transec¢do do nervo isquidtico. Tal hipdtese explicaria o
porqué de neurdnios aumentarem a expressao de MHC I na superficie celular apés axotomia
periférica (OLSSON et al., 1989; LINDA et al., 1998; LINDA, 2000). Todavia, ndo se sabe em
que células o MHC I € capaz de manifestar seu efeito, catalisando a retracdo das sinapses. Neste
aspecto, os resultados de Oliveira et al. (2004), sustentam a hipétese de que moléculas do MHC I
possuem uma fun¢do importante na estabilizacdo de contatos sindpticos especificos no SN adulto
apos lesdo. Tal mecanismo pode ser de grande importancia para a determinagdo da capacidade

regenerativa axonal do neur6nio axotomizado.

1.7. Resposta dos atrécitos a lesdo nervosa

Lesdes ao SNC adulto como resultado de traumas, desordens genéticas ou alteragdes
bioquimicas induzem uma série de mudancas fisioldgicas incluindo-se isquemia local, edema,
formacao de radicais livres, reacdo inflamatdria e a ativacdo de células gliais (ENG et al., 2000).
Tanto astrécitos quanto microglias brnam-se reativas, constituindo a chamada gliose reativa,
caracterizada pela hipertrofia do corpo e processos celulares dos astrécitos e pela hiperplasia de
ambos os tipos celulares (PRIVAT et al., 1981; NORTON et al, 1992; ENG et al., 2000). Esta
reagdo também ocorre apds a axotomia periférica dos neurdnios localizados no nicleo do nervo

facial (HURLEY e COLEMAN, 2003) e apresenta diferencas significativas entre camundongos
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de diferentes linhagens isogénicas, como o C57BL/6J, Balb/cJ e A/J (LIDMAN et al., 2002;
EMIRANDETTI et al., 2006).

A resposta astrocitdria se desenvolve por uma conversdo fenotipica das células
sobreviventes, caracterizando a astrogliose (GIMENEZ y RIBOTTA et al, 2001). No local da
lesdo, freqlientemente ocupam o sitio de neurdnios degenerados, formando a chamada cicatriz
glial que é considerada o principal impedimento para a regeneracdo axonal, uma vez que atua
como uma barreira fisica para os ax6nios em crescimento (RAMON Y CAJAL, 1913-1914;
REIER et al., 1989; NORTON et al, 1992; FAWCETT, 1997; RIDET et al, 1997; BABA, 1998;
NORTON, 1999; ENG et al, 2000; GIMENEZ Y RIBOTTA et al, 2001; PRIVAT, 2003;
ROGERS et al, 2003). Essa constatacao foi reforcada por Gimenez y Ribotta e cols. (1995), que
desenvolveram um modelo in vivo de lesao medular de ratos, permitindo analisar a formagdo da
cicatriz glial e monitorar a regeneracdo axonal tanto anatomicamente quanto funcionalmente.
Também nesse contexto, Privat (2003) utilizando-se de camundongos knock-out (KO) para
GFAP e vimentina observou que a auséncia da reatividade glial, apds a hemissec¢do da medula
espinhal permitiu o crescimento das fibras nervosas em regeneracdo. Todavia, a reatividade glial
possui aspectos positivos, como a producdo de fatores neurotréficos e de moléculas de adesdo

(GIMENEZ Y RIBOTTA et al,, 2001; BABA, 1998).

Além dos aspectos que dizem respeito a reatividade glial, hd evidéncias que sugerem que
astrocitos reativos exibam alguma funcdo sobre a eliminacdo dos terminais pré-sindpticos e
estabelecimento de inervacdo colateral apds axotomia periférica. A separa¢do dos terminais da
superficie da membrana plasmdtica pode estar associada com a gliose reativa envolvendo tanto
astrocitos quanto microglia, uma vez que a resposta glial coincide com a perda de sinapses em
motoneurdnios alfa medulares em cromatdlise (CHEN, 1978). Estudando o desenvolvimento pds-
natal normal de gatos, Ronnevi (1977) observou que existe uma fagocitose espontinea de
terminais sindpticos em contato com motoneurdnios medulares por astrocitos e microglias,
evidenciando a funcio destas células nos fendmenos de plasticidade do SNC normal. Entretanto,
apesar das células microgliais se encontrarem em contato direto com o pericdrio dos
motoneurdnios (BLINZINGER e KREUTZBERG, 1968), a sua participacdo nesse processo
ainda é controversa (ALDSKOGIUS et al, 1999), pois os delgados processos astrocitdrios
interpdem-se entre neurdnios e microglia (CHEN, 1978; REISERT et al, 1984; SVENSSON e
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ALDSKOGIUS, 1993). Esta ocorréncia € reforcada pelo fato de ndo existr proliferagdo destas
células apds a axotomia periférica (TSENG et al., 1996). Realmente, Brannstrom e Kellerth
(1998) observaram que células da microglia tornam-se ativas apenas apOs trés semanas de
axotomia, enquanto que a atividade dos astrécitos foi mais precoce e permaneceu durante todos

os periodos estudados.

Duas proteinas da rede de filamentos intermedidrios de astrécitos foram identificadas em
astrdcitos reativos nos anos de 1976 e 1981, respectivamente: GFAP (glial fibrillary acidic
protein; BIGNAMI e DAHL, 1976) e vimentina (DAHL, 1981). Mais recentemente, uma terceira
proteina, denominada nestina, foi identificada em células progenitoras do SNC. Filamentos
intermedidrios de astrdcitos imaturos e de seus precursores sao compostos, portanto, de nestina e
também de vimentina BIGNAMI et al., 1982; LENDAHL et al., 1990). Porém, ao passo que a
expressdo de nestina em astrocitos maduros cessa € de vimentina diminui, a de GFAP €

estimulada significativamente (LENDAHL et al., 1990).

Como um membro da familia de proteinas do citoesqueleto, GFAP possui fung¢do na
modulacdo da motilidade e morfologia glial, pois promove a estabilidade estrutural dos processos
astrocitdrios (ENG et al, 2000). A hipertrofia astrocitdria apds a lesdo dos motoneurdnios resulta
do aumento da expressdo de GFAP (GRAEBER e KREUTZBERG, 1986; MCCALL et al., 1996;
FAWCETT, 1997, NORTON, 1999) concomitantemente com o aumento do RNAm dessa
proteina (TETZLAFF et al, 1988). Paralelamente, porém em menor grau, aumenta a expressao

de vimentina, caracterizando-as como proteinas indicadoras da astrogliose reativa PEKNY,
2001; GIMENEZ Y RIBOTTA et al., 2001).

Por outro lado, os processos astrocitarios periféricos menores que 0.5um de espessura nio
conttm GFAP, e sim as proteinas denominadas ezrina e radixina, que constituem duas das
chamadas “actin binding ERM proteins” (DEROUICHE e FROTSCHER, 2001; DEROUICHE et
al, 2002). Através de seu dominio amino-terminal, a ezrina associa-se com receptores de
membrana ERMBMPs (ERM binding membrane proteins) como o CD44, CD43 e moléculas
ICAM-1 e ICAM-2 (YONEMURA et al., 1993; TSUKITA et al., 1994; TSUKITA et al., 1997;
DEROUICHE et al., 2002) em diversos tipos celulares como linfécitos BRETSCHER et al.,

2000) e astrécitos (DEROUICHE, 2001), enquanto que seu dominio carboxi-terminal associa-se
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com o citoesqueleto de actina, possibilitando seu envolvimento na manutencdo da morfologia e
da motilidade celular (LOUVET—VALLE, 2000). A motilidade celular é, portanto, dependente da
interacdo entre os receptores de superficie e o citoesqueleto (GEIGER et al., 1984) e da adesao
celular BRETSCHER et al., 2000). Nesse contexto, a regulacdo positiva da expressdo de E
actina (filamentos intermediarios contendo actina) evidencia um aumento da motilidade celular e
da plasticidade dos processos sindpticos em astrdcitos reativos, sendo que a sua presenca pode
também estar envolvida na formacdo da cicatriz glial, tanto in vivo (ABD-EL-BASSET e
FEODOROFF, 1997) quanto in vitro (FEDOROFF et al., 1987). De fato, estes processos que
compdem o terceiro elemento das sinapses, exibem uma grande capacidade de alteracdo
morfoldgica, caracterizando, de acordo com Hirrlinger e cols. (2004), dois tipos de projecoes
celulares finas: as projecdes de membrana ao longo da superficie neuronal e aquelas que emitem

extensdes no microambiente sindptico.

1.8. Regeneracao nervosa periférica

Diferentemente do que ocorre apds um trauma do SNC, uma lesdao ao SNP adulto induz
respostas celulares capazes de levar a regenera¢do axonal (GUTH, 1956; IDE, 1996). Isso ocorre
devido a produg¢do de moléculas estimulatérias no microambiente axonal, induzindo o seu
crescimento, e também da auséncia da barreira fisica gerada pela cicatriz glial, como ja

mencionado.

Ap6s a transec¢ao completa de um nervo periférico, ha perda da continuidade do nervo e
a sua retragdo (SUNDERLAND, 1990; TERENGHI, 1999), passando este a apresentar um coto
proximal e um coto distal (LUNDBORG, 1993). As fibras do coto distal sofrem degeneracdo
Walleriana, que inclui o colapso do citoesqueleto, fragmentacdo axonal e o recrutamento de
macréfagos dos vasos sangiiineos (BRUCK, 1997), fornecendo ambiente favordvel para a

regeneracao axonal (IDE, 1996).
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Estudos utilizando esmagamento e transec¢do nervosa periférica do nervo isquidtico
indicam que distintas linhagens de camundongos apresentam capacidades regenerativas
significativamente diferentes (LU et al., 1990; DA-SILVA et al, 1991; LU et al., 1994;
LAINETTI et al., 1995; OLIVEIRA e LANGONE, 2000; DE LA HOZ et al., 2003). Verificou-se
que, apos o esmagamento do nervo fibular, o potencial regenerativo variava entre elas, sendo
mais baixo nos animais da linhagem C57BL/6J, em relacdo aos animais A/J (LU et al., 1990).
Estes dados foram confirmados por Da-Silva e cols. (1991) e Lainetti e cols. (1995), estudando a
regeneracao nervosa periférica nas mesmas linhagens, fazendo uso da técnica de reparo de nervos

por tubulizacao.

A razdo primeira que levou Lu e cols. (1990) a analisarem o potencial regenerativo de
nervos nas diferentes linhagens, foi o fato das mesmas apresentarem diferencas no recrutamento
de macrofagos. Considerando que tais diferencas sdo geneticamente determinadas € o importante
papel destas células na regeneracdo nervosa periférica, formularam a hipétese da existéncia de
uma correlagdo entre tais fatos. Porém, os resultados ndo permitiram confirmar essa hipotese. Em
1994, os mesmos autores relacionaram a deficiente regeneracdo axonal da linhagem C57BL/6J a
fatores genéticos, envolvendo multiplo loci de genes, afetando principalmente os neurdnios
sensitivos. (LU et al., 1994). Esta hipétese foi reforcada pela observacdo de que essa linhagem
apresenta uma maior perda de neurdnios sensitivos apds axotomia, quando comparada a linhagem
A/J (PIERUCCI e OLIVEIRA, 2006). Ainda, através da utiliza¢do da técnica do TUNEL, capaz
de detectar a fragmentacdo do DNA, pode-se demonstrar que uma grande porcentagem da morte

neuronal ocorre por apoptose (OLIVEIRA, 2001).

Ainda, outro estudo em nosso laboratério, onde empregouse a técnica de alotransplantes
entre as linhagens C57BL/6J, A/J e Balb/cJ, reforcou a hipdtese de que essa menor capacidade
regenerativa axonal pode ser conseqiiéncia de diferencas no potencial regenerativo dos préoprios

neuronios lesionados (OLIVEIRA e LANGONE, 2000).

Assim sendo, o emprego de linhagens de animais isogé€nicos neurologicamente normais,
que apresentam diferentes capacidades regenerativas apds uma lesdo nervosa, pode ser

considerada como um interessante modelo para o estudo da importincia relativa dos
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componentes neurais, gliais e mesmo de elementos da matriz extracelular no processo de

regeneragéo nervosa.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral investigar a possivel correlacdo entre as
variacoes da capacidade regenerativa dos axOnios, observadas entre as linhagens de
camundongos isogénicos C57BL/6J, A/J e Balb/c] e suas diferencas no que diz respeito a
reatividade astrocitdria, bem como sua relacdo com a plasticidade sindptica apds axotomia

periférica.

Especificamente, foi nosso intuito analisar:

1. A expressao de GFAP e ezrina nas linhagens isogénicas A/J, Balb/cJ e C57BL/6J, uma e

trés semanas apos a transec¢ao do nervo isquidtico;

2. A expressao de GFAP e ezrina in vitro em culturas primarias de astrdcitos oriundos das
linhagens A/J e C57BL/6J;
3. A expressao de sinaptofisina in vitro em co-culturas de astrdcitos oriundos das linhagens

A/J e C57BL/6J e neurdnios medulares de ratos Sprague-Dawley;

4. A retracdo sindptica nas trés linhagens, uma semana apds a transeccdo do nervo
isquidtico;
S. A identificacdo ultraestrutural dos processos astrocitdrios em {intimo contato com a

membrana plasmadtica dos motoneurdnios axotomizados, através da técnica de imunocitoquimica.



18

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Estudo in vivo

2.1.1. Animais e grupos experimentais

Para realizac@o do presente estudo, foram utilizados camundongos machos adultos (6 a 8
semanas) pertencentes as linhagens isogénicas A/J, Balb/c] e C57BL/6J, totalizando 12 animais
de cada linhagem, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) da
Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram mantidos em Biotério préprio do
Departamento de Anatomia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), acomodados
em caixas pldsticas padrdo, sob condi¢des ambientais controladas (temperatura e luz) e livre
acesso a racao e dgua. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de

Etica na Experimentagio Animal — CEEA —IB — Unicamp, protocolo nimero 837-1.

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com a linhagem dos camundongos e
tempo de sobrevida apds a transec¢@o do nervo isquidtico, totalizando seis grupos, como mostra a
tabela 1. Portanto, ndo existem grupos controle para este estudo, ji que os lados nao

transeccionados foram utilizados para a andlise dos resultados.

Tabela 1: Grupos Experimentais

Transecc¢ao Transeccao

1 semana 3 semanas
A/l Grupo 1 Grupo 4
Balb/c] Grupo 2 Grupo 5

C57BL/6) Grupo 3 Grupo 6
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2.1.2. Transecg¢do do nervo isquiatico

Os camundongos foram anestesiados intraperitonelamente em condi¢des de assepsia com
uma mistura de Vetaset (cetamina, Fort Dodge, 50mg/kg) e Kensol (xilazina, Kornig, 10mg/kg),
na quantidade de (012 ml/25g de peso corpdreo. Apds a tricotomia da face posterior da coxa
esquerda, foi realizada a incisdo da pele (aproximadamente 1,5 cm de comprimento) na regido
média da coxa, utilizando-se um bisturi. A pele e a musculatura da coxa foram cuidadosamente
afastadas, expondo-se o0 nervo isquidtico para realizacdo da transeccdo ao nivel do forame
obturado. A lesdo foi realizada com uma microtesoura, sendo um segmento de 2mm do coto
distal do nervo removidos e o coto distal desviado de sua direcao natural no intuito de evitar-se
um realinhamento entre os cotos. A musculatura foi entdo reposicionada e a pele suturada. Os
camundongos foram mantidos no biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia

da Unicamp até o momento do sacrificio.

2.1.3. Sacrificio dos camundongos

Os animais foram anestesiados com hidrato de cloral 10% uma e trés semanas de
sobrevida apds a lesdo. Seguiu-se entdo a perfusdo transcardiaca com solug¢do salina tamponada
(PBS) a 0,9% (0,1 Me pH 7,4, 20ml/camundongo). As metodologias descritas a seguir foram

realizadas de acordo com a técnica empregada.
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2.1.4. Imunohistoquimica

Seguindo-se a perfusdo de salina tamponada, foi realizada a perfusio com solucdo
fixadora tamponada contendo formaldeido 10 % em tampao fosfato (PB, 0,1M e pH 7.4,
20ml/camundongo; n=3 para cada grupo). Posteriormente a fixacdo, a intumescéncia lombar dos
animais foi dissecada por meio de laminectomia. As meninges foram retiradas e as medulas
permaneceram em mesmo fixador por 12 horas, a uma temperatura de 4°C. Apds este periodo,
foram lavadas trés vezes em PB (0,1M; pH 7,4) sendo transferidas para uma solugdo de sacarose
20%, a 4°C por 12 horas. Com o auxilio de lupa, as raizes nervosas foram cuidadosamente
removidas, tomando-se os devidos cuidados para que a orientagdo dos espécimes nao fosse
perdida. As medulas foram incluidas em Tissue-Tek (Miles Inc., USA), com a extremidade
cranial voltada inferiormente e congeladas a -40°C em isopentano, em recipiente térmico
contendo nitrogénio liquido. Cortes histolégicos com 12 um de espessura foram obtidos em
criostato. Uma vez estabelecido o nivel do agrupamento de neur6nios localizados na por¢do
dorso-lateral da coluna ventral da medula espinhal, as sec¢des foram transferidas para laminas

gelatinizadas e estocadas a -20°C até a realiza¢do das imunomarcagdes.

Para a realizacdo da imunohistoquimica, as ldminas foram inicialmente climatizadas e
imersas em PB 0,01M, pH 7.4 durante 15 minutos (3 X 5 minutos), sendo posteriormente
incubadas em cdmara imida, onde os anticorpos primdrios foram aplicados, sendo o periodo de
incubag@o variando de 12 a 18 horas, a uma temperatura de 4°C. Os anticorpos primarios
empregados foram: cabra anti GFAP (Santa Cruz, G19, SC-6170; 1:200) e cabra anti-ezrina
(Chemicon, AB3843; 1:100) ambos diluidos em PBS (0,IM; pH 7.,4) suplementado com
albumina bovina (BSA 1%) e Triton a 0,3% (X-100).

Em seqiiéncia a primeira incubag¢do, as 1aminas foram lavadas novamente em PB (0,01M;
pH 7,4) durante 15 minutos (3 x 5 minutos) e incubadas com os anticorpos secunddrios macaco
anti-cabra CY3 (Jackson Lab., USA; 1:250) diluidos em PBS / BSA por 45 minutos, em camara
timida e temperatura ambiente. Os espécimes foram lavados novamente em PB 0,01M, montados

em glicerol/PBS 0,01M (3:1) e armazenados em freezer, sob temperatura de -20°C.
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Anadlise quantitativa dos resultados

As laminas imunomarcadas foram observadas em microscépio confocal (Bio-Rad)
utilizando-se os filtros para rodamina (CY3). Os parametros do microscépio foram padronizados
para os dois anticorpos, sendo utilizados abertura da iris de 3.3 e poténcia do laser a 30%. Para a
andlise qualitativa, imagens representativas do lado direito (ndo lesado) e do lado esquerdo
(lesado) de cada linhagem, foram usadas para a montagem de pranchas, utilizando-se um

programa vetorial

Para a quantificacdo, foram selecionadas trés imagens representativas do lado ipsilateral e
trés imagens do lado contralateral alesdo de cada animal de todos os grupos (aumento total de
400x). A densidade integrada de pixels, que representa a intensidade da imunomarcacio das
proteinas foi medida em 12 dreas do nicleo motor lateral do corno anterior da medula espinhal ao
redor dos motoneur6nios, de acordo com Oliveira e cols. (2004), utilizando-se o software
IMAGEJ (versao 1.33u, National Institutes of Health, USA). A propor¢ao de densidade integrada
de pixels (lado ipsilateral/lado contralateral) foi calculada para cada animal e entdo estabelecida a

média das propor¢des para cada grupo + erro padrao.

Analise estatistica

A partir dos valores obtidos, a média e o erro padrdo em cada grupo experimental foram
calculados. As eventuais diferencas entre os grupos experimentais foram analisadas pela
ANOVA seguida do teste t de Sudent (valores paramétricos) ou Mann-Whitney (valores ndo
paramétricos), assumindo-se p<0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***) e utilizando-se as funcdes

estatisticas do programa BioEstat.
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2.1.5. Microscopia eletrOnica de transmissao convencional

Camundongos lesionados (n=3/grupo; grupos 1, 2 e 3) foram perfundidos com 20ml de
fixador contendo glutaraldeido 2.5% e paraformaldeido 0.5% em PBS (0,I1M; pH 7.4 através do
ventriculo esquerdo, subseqiientemente a solucdo salina tamponada. A regido lombar das medulas
foi dissecada, livre das meninges e armazenada no mesmo fixador a 4°C. Os espécimes foram
entdo reduzidos em fragmentos cujas raizes nervosas foram retiradas e pds-fixados com tetréxido
de 6smio por 2 horas. Seguiu-se entdo a desidratacdo e inclusdo em Durcupan (Fluka, cdd.
44610). Seccgdes semi-finas foram obtidas e analisadas apds coloracdo com azul de toluidina, a
fim de estabelecer o nivel onde se encontravam os neur6nios em situacao dorso-lateral no corno
ventral da medula. Uma vez evidenciados, sec¢des ultra-finas do segmento lesionado obtidas em
ultramicrétomo (Leica, ultracut — UCT) foram coletadas em grids de cobre revestidos com
formvar, contrastadas com acetato de uranila 4% durante 30 minutos e citrato de chumbo por 10

minutos, sendo examinados sob um microscépio eletronico Leo 906, operando a 60KV.

Analise quantitativa dos resultados

Os motoneurdnios alfa do corno ventral da medula, correspondentes ao grupo do nervo
isquidtico, foram localizados com o aumento de 27.560x, segundo a classificacdo de Conradi,
(1969). Assim, os motoneurdnios contendo terminacOes sindpticas tipo C e com caracteristicas
cromatoliticas, foram fotografados para anilise quantitativa. A superficie das células foi
digitalizada em um aumento de 10.000x e montada seqiiencialmente em programa vetorial, como

mostra o exemplo que se segue:
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Figura 3. Seqiiéncia de fotomicrografias eletronicas utilizadas para a reconstru¢do de um motoneurdnio alfa. Na

ampliacdo € possivel observar terminais sindpticos retraidos, numerados seqiiencialmente.
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N

Os espacos entre os botdes sindpticos em aposi¢do a membrana plasmadtica do corpo
celular dos motoneur6nios (gaps) do lado lesado e do lado ndo lesado foram medidos com a

utilizacdo do software IMAGE TOOL (version 3.0, National Institutes of Health, USA).

2.1.6. Imunocitoquimica

Camundongos cujo nervo isquidtico fora transeccionado unilateralmente (n=3/grupo;
grupos 1, 2 e 3) foram perfundidos com salina tamponada seguida por 20ml de fixador contendo
glutaraldeido 0,5% e paraformaldeido 1% em PBS (0,1M, pH 7.,4) através do ventriculo
esquerdo. A regido lombar das medulas foi dissecada e armazenada no mesmo fixador a 4°C. Os
espécimes foram entdo reduzidos e secgdes transversais com aproximadamente 200um de
espessura foram obtidas em vibrdtomo, sendo transferidas para tampao cacodilato (0,1M, pH
7,4). Ap6s 12 horas a 4°C, os espécimes foram desidratados em uma série crescente de etanol até
alcool absoluto, quando foram transferidos para recipientes contendo a resina LR Gold (Fluka,
cat. n0.62659). Os frascos contendo os espécimes foram mantidos em rotor, sendo a resina
substituida a cada 12 horas por trés vezes. Em seguida, a resina pura foi substituida por uma
solu¢do de LR Gold + benzoin metil éter (Sigma, 0,1% v/v), permanecendo no rotor por
adiciomais 24 horas. Subseqiientemente, nova solu¢do de LR Gold + acelerador 0,1% foi
adicionada, sendo os espécimes incluidos em capsulas apropriadas. A resina foi polimerizada sob
luz ultra-violeta e em baixa temperatura (-20° C). Apos a polimeriza¢do da resina, os espécimes
foram desbastados e cortes semi-finos foram obtidos para referéncia, como descrito para MET.
Seccodes ultrafinas foram montadas sobre grids de niquel do tipo “slot”, revestidos com formvar e

processados para imunomarcagao.

A primeira etapa da imunomarcacdo consistiu na solubilizacdo da resina por meio de
incubagdo em borato de s6dio (NaBH,) e glicina em tampao TPBS (Tris+PBS), durante 3 a 4
minutos. Apés lavagem em TPBS (3 x 5 minutos), os cortes ultrafinos foram incubados com

albumina humana a 1% em TPBS (10 minutos) e, em seguida, aplicou-se o anticorpo primario
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(cabra anti- GFAP e cabra anti-ezrina, os mesmos empregados para a imunohistoquimica; 1:100).
Ap6s 12 horas, os espécimes foram lavados em TPBS (2 x 5 minutos) e novo bloqueio com
albumina humana foi realizado. Este foi seguido pela incuba¢do com tampdo Tris 0,05M (5
minutos) contendo polietilenoglicol, a fim de assegurar-se uma adequada distribuicdo das
particulas de ouro coloidal. O anticorpo secundario (cabra anti-coelho) associado a particulas de
ouro coloidal de 12nm de didmetro (Amersham, AuroprobeTM, cod. RPN422) foi entido
adicionado, sendo a incubag¢do realizada por um periodo de 2 horas. Em seguida, os grids foram
lavados em dgua destilada, secos e posteriormente, contrastados com acetato de uranila 2% (6
minutos) e citrato de chumbo (30 segundos) foram entdo observados em um microscopio
eletronico de transmissdo Leo 906 operando a 60KV. A superficie dos motoneurdnios dorso-
laterais da coluna anterior da medula foi analisada e documentada. As imagens de MET
convencional (21560x) e de immunogold foram processadas digitalmente utilizando-se um

programa vetorial.

2.2. Estudo in vitro

2.2.1. Cultura celular

Culturas primdrias de astrécitos foram preparadas a partir de células extraidas do cortex
cerebral de camundongos A/J e C57BL/6J (1 a 2 dias de vida pés-natal: P1 e P2), de acordo com
o método utilizado por McCarthy e de Vellis (1980). Os animais foram obtidos do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas.
Os camundongos foram mantidos sob hipotermia profunda, sendo os hemisférios corticais
dissecados, livres de meninges e de vasos sangiiineos, sendo fragmentados em pequenas porcoes.
Os fragmentos foram lavados em PBS (3x) sem Ca*™ nem Mg" e suspensos em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Em seguida, os espécimes foram incubados em tripsina

0.05% em PBS 0,9% (0,1M e pH 7.4) por 10 minutos. A suspensdo resultante foi sujeita a
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centrifugacdo (1.300 rpm) por 10 minutos em albumina bovina (BSA) 4% em meio DMEM. O
precipitado celular foi entdo ressuspendido em DMEM suplementado com soro fetal bovino10%
(FCS), penicilina e streptomicina (1ul/ml) e aplicado em frascos de cultura celular (25 cnt’). As
culturas primdrias resultantes foram mantidas em incubadora a 37°C sob atmosfera a 5% CO; por
uma semana. Atingida a confluéncia, a cultura foi submetida novamente a tripnizacdo e
centrifugada (1,100 rpm) na intenc@o de separar os diferentes tipos celulares (principalmente
neurdnios e outros tipos gliais). As culturas foram entdo sub-cultivadas em placas de 24 pogos.
Para as co-culturas, neur6nios medulares de embrides de ratos Sprague-Dawley (E15) foram
adicionados as camadas confluentes de astrécitos e mantidos por dez dias. Apds este periodo, as

culturas foram fixadas e processadas para a imunohistoquimica.

2.2.2. Imunohistoquimica

As culturas primdrias e as co-culturas foram fixadas com paraformaldeido em
DMEM, lavadas vdrias vezes em PBS e incubadas por 2 horas com anticorpos coelho antr
sinaptofisina (1:200, Santa Cruz), para a andlise do estabelecimento das sinapses in vitro
(ISHIMATSU et al., 2006), cabra ant-GFAP (1:100, Santa Cruz) e cabra anti-ezrina (1:100,
Santa Cruz). Apds a incubagd@o com o anticorpo primdrio, as culturas foram lavadas em PBS e
incubadas com anticorpo secunddrio conjugado CY3 (1:250, Jackson Immunoresearch) durante
45 minutos. Os preparados foram montados com uma mistura de glicerol/PBS (3:1) e o método
de quantificagdo foi o mesmo utilizado para o estudo in vivo das proteinas GFAP e ezrina. Para
avaliar o nimero de astrécitos existentes nas culturas primdrias, as células foram coradas (quatro
pocos de cada linhagem) com 4’,6° — diamidino-2-phenylindole dihydro (DAPI) (0,2 pg/ml,
Sigma).
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Analise quantitativa

As imunomarcagdes com anti- GFAP, anti-ezrina e anti-sinaptofisina foram observadas e
documentadas com o microscopio de fluorescéncia invertido (ZEISS — AXIOVERT - S100)
conectado a um sistema confocal (BioRad). A densidade integrada de pixels foi quantificada da
mesma forma que o experimento in vivo, com o software IMAGEJ (versdao 1.33u, National
Institutes of Health, USA). A partir das mensuragdes, foi estabelecida a média + erro padrao para
cada grupo experimental. O nimero de niicleos foi contado em dez dreas (5 x 10* pm® cada drea)
representativas de cada poco (quatro pogos) para cada linhagem e entdo estabelecida a média +

erro padrdo das contagens para cada uma das linhagens.

Analise estatistica

As médias foram comparadas utilizando-se o teste t de Student para dados paramétricos e
o teste U de Mann-Withney para dados ndo paramétricos, assumindo-se p<0,05 (*), p<0,01 (**) e

p<0,001 (**%), utilizando-se as fungdes estatisticas do programa BioEstat.
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3. RESULTADOS

3.1. Resultados in vivo

3.1.1. Detec¢ao imunohistoquimica da expressdo de GFAP e ezrina

A imunomarcacdo in vivo revelou uma expressdo basal de GFAP semelhante nas trés
linhagens (figura 4 — B, D e F). No entanto, apds uma semana de transec¢do do nervo isquidtico,
o grau de astrogliose no lado ipsilateral a lesdo aumentou, sendo mais intenso na linhagem A/J
(figura 4 — A, C e E). A figura 5 indica uma diferenga estatistica entre os resultados desta
linhagem (3,88+0,08; média da densidade integrada de pixels/intensidade da imunomarcacio +
erro padrdo) em relacdo a C57BL/6J (2,35+0,02; p<0,001). Os resultados da linhagem Balb/c]
foram intermedidrios em relacdo as outras duas linhagens (3,08+0,04; média *erro padrdo).
Adicionalmente, também houve diferenca significativa entre Balb/c] e A/J (p<0,01) e entre

Balb/c] e C57BL/6 (p<0,05), como demonstrado na figura 5.
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C57BL/6J

Figura 4. Imunomarcagdo para a proteina GFAP na regido dorso-lateral do corno ventral da medula espinhal, uma
semana apos a transeccdo do nervo isquidtico em camundongos A/J, Balb/cJ e C57TBL/6]. IL — ipsilateral a lesao, CL
— contralateral a les@o. B, D e Findicam a mesma expressao basal desta proteina no lado CL a axotomia. Observa-se
a intensa marcagdo dos processos celulares dos astrécitos, particularmente daqueles em intimo contato com o corpo

dos motoneurdnios medulares (representados pelas setas) em A, C e E. Barra de escala= 50um
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Figura 5. Grafico representando aexpressdo de GFAP em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J uma semana apds
a transec¢do unilateral do nervo isquidtico. Os resultados indicam a média das razdes (IL/CL a lesdo) da densidade
integrada de pixels nas trés linhagens. Observa-se as diferencas entre A/J e C57BL/6J (p<0,001), entre A/J e Balb/c]
(p<0,01) e Balb/c] e C57BL/6J (p<0,05).

A expressdo de ezrina também mostrou-se elevada nas trés linhagens, apds uma semana
da lesdo (figura 6 — A, C e E). As médias das razdes foram de 3,77+0,16 (média + erro padrdo) na
linhagem A/J e 2,69+0,26 no C57BL/6J, o que indica uma diferenca significativa entre estas duas
linhagens (p<0,05). A expressdo de ezrina em animais Balb/c) (2,71+0,23) foi semelhante a
linhagem C57BL/6J, havendo também uma diferenca estatistica quando comparada ao A/J
(p<0,05; figura 7). No entanto, o lado contralateral a axotomia apresentou a mesma expressao

basal de ezrina nas trés linhagens (figura 6 — B, D e F).



31

C57BL/6J

Figura 6. Imunomarcagdo anti-ezrina na regido dorso-lateral do corno ventral da medula espinhal, uma semana apds
a transeccdo do nervo isquidtico em camundongos AJ, Balb/cJ e C57BL/6J. IL - ipsilateral a lesdo, CL —
contralateral & lesdo. A, C e E mostram o aumento da expressdo da proteina no A/J, Balb/c] e C57BL/6J,
respectivamente (indicado nas dreas demarcadas). B, D e F — Expressdo basal de ezrina no lado CL a les@o. Barra de

escala= 50pm.



32

L Al

F Balb/c)
* | c57BL/6J
-
*

O
£ 4]
S
(]
()]
T ;]
§ T
o
g 2
o)
(o)
c
> 17
£

0-

Figura 7. Grafico da expressdo de ezrina em camundongos A/J, Balb/c] e C57BL/6J ap6s uma semana de transecgdo
do nervo isquidtico. Observe a diferenca significativa entre os dados das linhagens A/J e C57BL/6J (p<0,05) e entre

o A/J e Balb/cJ (p<0,05).

Ap6s 21 dias de sobrevida, a expressao de GFAP nos lados contralateral e ipsilateral a
lesdo manteve-se estdvel em relagdo ao grupo se 7 dias (figura 8 — A, C e E). Dessa forma, a
linhagem C57BL/6] apresentou uma média de 2,68+0,17 (média + erro padrdao); Balb/cl,
3,51+0,19 e A/J, 3,97+0,26 (figura 9). Complementarmente, o houve diferenga significativa

entre os resultados obtidos apds uma e trés semanas da axotomia (figura 10).
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Balb/cJ

C57BL/6J

Figura 8. Imunomarcag@o com anti-GFAP na regido dorso-lateral do corno ventral da medula espinhal, trés semanas
apoés a transeccdo do nervo isquidtico em camundongos A/J, Balb/c] e C57BL/6J. IL — ipsilateral a lesdo, CL —
contralateral a les@o. A, C e E indicam a astrogliose nas trés linhagens, respectivamente. As setas indicam os corpos
celulares dos motoneurdnios. B, D e F — Expressao basal de GFAP no lado contralateral a lesdo. Barra de escala =

50um.
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Figura 9. Grifico da expressdo de GFAP em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J, trés semanas apds a transec¢do
do nervo isquidtico, indicando diferenga entre as linhagens A/J e C57BL/6J (p<0,05) e entre C57BL/6J e Balb/cJ
(p<0,05).
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Figura 10. Gréfico da expressdo de GFAP em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J uma e trés semanas apds a
transec¢do do nervo isquidtico. A andlise estatistica dos resultados n@o indicou diferenca significativa ao comparar-se

os tempos de sobrevida.

As diferencas na expressdo de ezrina 21 dias apos a axotomia foram semelhantes aos
resultados de uma semana de lesdo nas trés linhagens estudadas (figura 11). Dessa forma,
camundongos C57BL/6J apresentaram uma razdo de 2,43+0,13 (média = erro padrdo) e A/J
3,48+0,23, p<0,01), representados no grifico da figura 12. Os resultados da linhagem Balb/cJ
mantiveram-se, novamente, em posi¢ao intermedidria as outras duas linhagens (2,88%0,18). A
expressdo de GFAP e de ezrina nos lados contralaterais a axotomia foi andloga aquelas
observadas nos diferentes grupos experimentais. Nao houve diferencga significativa da expressao

de ezrina ao compararem-se as médias de uma e trés semanas de transec¢io, em cada linhagem

isogénica (figura 13).
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CS7BL/6J

Figura 11. Imunomarcacdo para ezrina, trés semanas apds a transec¢do do nervo isquidtico, em camundongos A/J,
Balb/cJ e C57TBL/6J. IL — ipsilateral a lesdo, CL — contralateral a lesdo. A, C e E — A expressao de ezrina evidencia o
aumento da expressdo desta proteina nas trés linhagens (dreas demarcadas). B, D e F — Imagens representando a

expressdo basal de ezrina no lado CL. Barra de escala = 50um.
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Figura 12. Grafico da expressdo de ezrina em camundongos A/J, Balb/cJ e C57BL/6J trés semanas apds a transecgdo

do nervo isquidtico, indicando diferencga entre as linhagens A/J e C57BL/6J (p<0,01).



38

B Ezinatc 1s
[ | Ezrina tc 3s

Imunoexpressdo de ezrina

A/J Balb/cJ C57BL/6J

Figura 13. Gréfico da expressdo de ezrina em camundongos A/J, Balb/c] e C57BL/6J uma e trés semanas apds a
transec¢do do nervo isquidtico. A andlise estatistica dos resultados ndo indicou diferenga significativa ao comparar-se

os tempos de sobrevida.

3.1.2. Caracterizag@o dos aspectos ultraestruturais da lesdo

Os resultados de microscopia eletronica de transmissdo convencional estdo apresentados
nas figuras subseqiientes e demonstram a ocorréncia de retracdo dos terminais sindpticos, no lado
ipsilateral, uma semana apds a lesdo do nervo isquidtico, nas trés linhagens estudadas. As figuras
14, 15 e 16 mostram as imagens representativas do lado lesado (A, C) e ndo lesado (B, D) nas
linhagens A/J, Balb/cJ e C57BL/6J, respectivamente. Observe-se um terminal retraido indicado
pelo asterisco nas imagens 14 — C, 15 — C e 16 — C. O estudo do lado contralateral a lesao
mostrou terminais sindpticos intactos em contato com a membrana plasmadtica dos motoneurdnios

alfa medulares.

Os espacos entre os terminais que se mantiveram em aposicdo a membrana pré-sindptica

foram medidos nas trés linhagens isogénicas, calculando-se a sua distribui¢do de freqiiéncia em
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intervalos de 1um. Tais intervalos foram identificados ultraestruturalmente como sendo projecdes

citoplasmaticas dos astrdcitos.

Figura 14. A e B — Fotomicrografias do microambiente sindptico na coluna ventral da medula nos lados ipsilateral
(IL) e contralateral (CL) a transec¢do do nervo isquidtico, na linhagem A/J, uma semana apds a les@do. Ce D —
Terminais sindpticos (em verde) e os motoneurdnios alfa (em vermelho). Observe um terminal sindptico retraido,
indicado pelo asterisco na imagem C. As setas representam terminais em aposi¢do a membrana plasmatica dos
motoneur6nios, sendo o espaco entre eles ocupado por prolongamentos dos astrécitos. No lado CL a lesdo, € possivel

observar a intima relagdo dos terminais com a membrana do motoneuronio. Barra de escala = 1,3pum.
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Figura 15. A e B — Fotomicrografias do microambiente sindptico da coluna ventral da medula nos lados ipsilateral
(IL) e contralateral (CL) a transecc¢do do nervo isquidtico, na linhagem Balb/cJ, uma semana apds a lesdo.Ce D —
Terminais sindpticos (em verde) e os motoneurdnios alfa (em vermelho). Observe um terminal sindptico retraido,
indicado pelo asterisco m imagem C. As setas representam terminais em aposicdo a membrana plasmdtica dos
motoneuronios, sendo o espago entre eles ocupado por prolongamentos dos astrécitos. No lado CL a lesdo, € possivel

observar a intima relagdo dos terminais com a membrana do mo toneur6nio. Barra de escala = 1,3pm.
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Figura 16. A e B — Fotomicrografias do microambiente sindptico da coluna ventral da medula nos lados ipsilateral
(IL) e contralateral (CL) a transec¢do do nervo isquidtico, na linhagem C57BL/6J, uma semana apds a lesdo. Ce D —
Terminais sindpticos (em verde) e os motoneurdnios alfa (em vermelho). Observe um terminal sindptico retraido,
indicado pelo asterisco na imagem C. As setas representam terminais em aposi¢do a membrana plasmdtica dos
motoneurdnios, sendo o espago entre eles ocupado por prolongamentos dos astrécitos. Note que este espago é menor
do que os espagos apresentados nas Figuras 14 e 15. No lado CL a lesdo, € possivel observar a intima relacdo dos

terminais com a membrana do motoneurdnio. Barra de escala = 1,3um.
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3.1.3. Expressao imunocitoquimica de GFAP e ezrina

As imagens de microscopia eletronica de transmissao associadas a imunomarcacdo foram
positivas para as proteinas GFAP e ezrina (figura 19). Observe em A e B as particulas de ouro

coloidal (dreas demarcadas), evidenciando a presenga das duas proteinas nas projecdes finas dos

astrocitos.

Figura 19. — Fotomicrografias eletronicas do lado ipsilateral a transeccdo do nervo isquidtico contendo
imunomarcacdo para ezrina (A) e GFAP (B), uma semana apds a transec¢do do nervo isquidtico, em animais da
linhagem Balb/cJ. Observe as proje¢des astrocitdrias impregnadas com ouro coloidal, evidenciada nas dareas

demarcadas. Aumento de 27.000x.

3.2. Resultados in vitro

No sentido de reforcar os resultados in vivo foram realizadas culturas primdrias de
astrocitos das linhagens C57BL/6J e A/J, visto que estas apresentaram diferencgas significativas
na astrogliose reativa. Para tal finalidade, as células foram imunomarcadas com anti GFAP e
anti-ezrina (figura 20 — D, E e F). A andlise quantitativa da reatividade astroglial in vitro revelou
uma expressdo de GFAP 150% superior na linhagem A/J em relacdo a C57BL/6J (AJ, 22,60 +
1,63, média + erro padrao; CS7BL/6J, 13.22 + 1,80; p<0,001). Para certificar de que as culturas
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possuiam o mesmo numero de células, os nucleos dos astrocitos originados de A/J e C57BL/6J
foram marcados com DAPI. Os resultados da marcagdo ndo indicaram diferenca entre as
linhagens, como observado nas imagens A, B e C (figura 20), demonstrando que a diferenca de

astrogliose ndo foi resultado de proliferacdo celular desigual entre as linhagens.

A imunomarca¢do com ezrina também exibiu diferenca significativa entre estas duas
linhagens (figura 21, A, B e C), sendo que A/J apresentou niveis maiores de marcagdo (18.47 +
1,31, média + erro padrdo) em relacdo a C57BL/6J (13,95 £ 1,16), como ilustrado no grafico em

I. A significancia destes dados revelou um p<0,05, empregando-se o teste t de Student.

Impacto da reacao astroglial na sinaptogénese

Para avaliar a relacdo entre a reatividade astroglial e o processo de estabelecimento de
novas sinapses, foram realizadas co-culturas de neurdnios medulares e astrdcitos corticais. Os
terminais imunomarcados com anti-sinaptofisina foram contados dez dias apds a efetivacdo das
co-culturas. Como ilustrado nas imagens D a F da figura 21, neur6nios cultivados com astrdcitos
originados da linhagem A/J estabeleceram um numero inferior de contatos sindpticos. Em
contraste, neurdnios da mesma origem quando cultivados com astrécitos derivados de C5S7BL/6J
desenvolveram um nimero de conexdes sindpticas significativamente superior. A figura 21 — F
revela uma diferenca de 200% na habilidade neuronal de formar novas sinapses, dependendo do
substrato glial (A/J, 64,08 £ 8,27, média + erro padrao; C57BL/6J , 145,61 £+ 15,72; teste de
Mann-Whitney, p<0,01).
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Figura 20. - Culturas primadrias de astrdcitos corticais nas linhagens A/J (coluna a esquerda) e C57BL/6J (coluna a
direita) A e B — Marcacdio com 4°,6° — diamidino-2-phenylindole dihydro (DAPI) nas mesmas culturas,
respectivamente. C — Observa-se que ndo hd diferenca estatistica entre o nimero de niicleos nas culturas de ambas as
linhagens (drea = 5 x 10'um?). De E — Imunomarcacio com anti-GFAP indicando maior expressdo dessa proteina
na linhagem A/J. O grafico em F representa os dados quantitativos da expressdo de GFAP (p<0,001). Barra de escala

=50 um.
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Figura 21. - Culturas primdrias de astrdcitos corticais e co-culturas com neurdnios espinhais nas linhagens A/J
(coluna a esquerda) e C57BL/6J (coluna a direita). A e B — Imunomarca¢do com anti-ezrina indicou maior expressao
dessa protefna em cultura primdria de astrécitos originados de animais A/J. C — Gréfico indicando diferenca
estatistica entre as linhagens (p<0,05). D e E — As co-culturas imunomarcadas com anti-sinaptofisina evidenciaram
menor quantidade de contatos sindpticos entre neurdnios quando cultivados com astrécitos oriundos de camundongos

A/]. O grifico em F mostra o nimero de contatos sindpticos por drea (5 x 10* pm2 , p<0,01). Barra de escala = 50 pm.
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4. DISCUSSAO

Até recentemente, as células gliais eram consideradas como elementos estruturais
passivos, desempenhando papel pouco relevante para a homeostasia do Sistema Nervoso.
Recentes estudos, todavia, indicam que estas células possuem a capacidade de atuar efetivamente
durante os eventos de transmissdo e plasticidade sindptica (CASTONGUAY et al, 2001;
ARAQUE et al, 1999; ARAQUE e PEREA, 2004; GIMENEZ y RIBOTTA et al, 2001; SHAO e
McCARTHY, 1994; DEROUICHE et al, 2002). Tém-se dado énfase ao estudo dos efeitos da
astrogliose no processo de plasticidade do SN apds lesdao, apesar dos mecanismos celulares e
moleculares que ocorrem em tais eventos ainda serem pouco conhecidos. O melhor entendimento
da astrogliose bem como da fungdo dos astrécitos na neuroplasticidade possibilitardio o
desenvolvimento de estratégias que acelerem o processo de regeneracdo nervosa. Nesse contexto,
Woerly e cols. (2004) estudando a reatividade glial apds a transec¢do da medula espinhal
observaram que implantes de hidrogel (NeuroGel) constituiramrse num bom substrato para a
regeneracao axonal. Também, o estudo da astrogliose apés a avulsdo de raizes ventrais medulares
forneceu evidéncias de que a ativagdo glial € regulada geneticamente, podendo interferir no grau

de neurodegeneracdo (LUNDBERG et al.,, 2001).

Levando-se em conta a necessidade de melhor entender os mecanismos envolvidos na
regeneracdo nervosa, avaliamos, no presente estudo, as diferencas na intensidade da reacdo
astrocitaria em camundongos das linhagens A/J, Balb/c]J e C57BL/6J. Apresentamos evidéncias
que a reatividade glial pode variar entre linhagens de camundongos, reforcando os dados da
literatura (LIDMAN et al.,, 2002). Nos experimentos in vivo € in vitro associados a
imunomarca¢do com GFAP e ezrina, os resultados de imunohistoquimica mostraram um aumento
da reatividade astrocitdria uma e trés semanas apods a transec¢do do nervo isquidtico nas linhagens
estudadas. Nesse aspecto, a linhagem A/J apresentou maior expressdao de GFAP (glial fibrillary
acidic protein) 7 e 21 dias apés a axotomia, indicando uma astrogliose mais intensa nesses
camundongos, comparativamente as outras linhagens. Interessantemente tal reatividade mostrow

se concentrada nos prolongamentos dos astrécitos em intimo contato com o corpo celular dos
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motoneurdnios axotomizados. Adicionalmente, os animais C57BL/6J exibiram niveis de

expressao relativamente baixos de GFAP.

Lu e cols. descreveram em 1990 que animais C57BL/6J exibem uma capacidade de
regeneracdo axonal até cinco vezes menor do que camundongos A/J, concluindo que essa
diferenca poderia ser explicada pelo fato de apresentarem diferentes capacidades no recrutamento
de macréfagos. No entanto, Oliveira e Langone (2000) empregaram a técnica de alotransplantes
entre as linhagens C57BL/6J, A/J e Balb/cJ, chegando a conclusdo de que essa menor capacidade
regenerativa axonal pode ser conseqiiéncia de diferencas no potencial regenerativo dos proprios
neurdnios lesionados. Levando-se em conta que os animais A/J apresentam uma taxa de
regeneragdo axonal superior as demais linhagens estudadas, acreditamos que uma astrogliose

reativa mais intensa possa influenciar positivamente na regeneracdo nervosa subseqiiente.

A transecc¢do de um nervo periférico como o nervo isquidtico € um modelo experimental
bem estabelecido para o estudo da correlacdo entre reatividade e a resposta neuronal a lesdo
(LUNDBERG et al., 2001). Isso se deve ao fato de que neste modelo, em particular, os tnicos
elementos diretamente afetados pela lesdo sdo os axonios dos neurdnios medulares. Assim, todas
as alteracdes observadas nas adjacéncias dos corpos dos motoneurdnios, incluindo-se a
astrogliose reativa, devemrse a uma direta comunicacao neurdnio/glial. Entre outros efeitos, a
axotomia distal induz a ativagdo astroglial tanto quanto a retragdo dos terminais pré-sindpticos em
contato com o corpo celular e dendritos (BRANNSTROM e KELLERTH, 1998; ALDSKOGIUS
et al, 1999). Essa retracdo € mais intensa nos terminais que fazem sinapse com o corpo celular
dos motoneuronios alfa, sendo descrita uma diminui¢do de at€é 83% da cobertura sinadptica
(BRANNSTROM e KELLERTH, 1998). Estes eventos ocorrem na fase aguda do trauma e sdo
influenciados pela alteracdo do estado fisioldgico dos neurdnios que passam de um estado de

transmissdo para uma condicao de sobrevivéncia e regeneracdo (PIEHL et al., 1998).

Todavia, o papel dos astrocitos apds o estabelecimento de uma doenca, trauma ou
axotomia parece ambiguo. Nesse sentido, hd evidéncias de que estas células atuam como barreira
fisica ao crescimento dos axoOnios através da formacdo da cicatriz glial (REIER et al, 1989,
FAWCETT e ASHER, 1999), porém podem estimular a sua regeneracio através da liberacdo de
fatores neurotréficos (BABA, 1998; DONG e BENVENISTE, 2001; RIBOTTA et al, 2001).
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Assim, astrocitos tém influéncia direta na estabilizagdo e manutencdo dos contatos sindpticos
(WALZ, 1989; SHAO e MCCARTHY, 1994; ARAQUE e PEREA, 2004) podendo interferir nos
processos de plasticidade sinédptica apds uma lesdao (ALDSKOGIUS et al., 1999).

Para avaliar o impacto da astrogliose na sinaptogénese, astrocitos corticais derivados de
A/J e C57BL/6J foram co-cultivados com neuronios medulares de ratos Sprague-Dawley. Como
a sinaptofisina € uma proteina relacionada a transmissdo sindptica € a diminui¢do de sua
expressdo estd relacionada com a retrag@o dos terminais apds uma lesdo periférica, anticorpo antr
sinaptofisina foi utilizado para avaliar o nimero de contatos desenvolvidos entre os neurdnios in
vitro. Ainda, essa proteina pode ser utilizada como um marcador da plasticidade sindptica apds
lesdo nervosa periférica (GUNTINAS-LICHIUS et al., 1994) e também apds outros traumas
como a hemisec¢do da medula espinhal (NACIMIENTO et al., 1995). A imunomarcagdo com
sinaptofisina indicou que neurdnios medulares derivados de ratos Sprague-Dawley apresentaram
menor capacidade de formacdo de sinapses quando comparado com a linhagem C57BL/6J.
Assim, demonstramos que o estabelecimento de contatos sindpticos pode ser influenciado pela
reacdo dos astrécitos. Uma vez que a sinaptogénese estd diretamente relacionada com os
fendmenos de plasticidade sindptica, o melhor entendimento dos fatores capazes de exercer
influéncia sobre sua ocorréncia é de fundamental importancia para o desenvolvimento de

estratégias visando a recuperacdo do SN apds lesdes.

Apesar da relevancia dos resultados imunohistoquimicos com GFAP, os processos
citoplasmaticos mais delgados adjacentes as sinapses ndo contém esta proteina, e sim, uma outra
denominada ezrina (DEROUICHE e FROTSHER, 2001; DEROUICHE et al., 2002), integrante
da familia de proteinas ERM (LOUVETT-VALLEE, 2000). Essas se ligam ao citoesqueleto de
actina e a proteinas transmembrana de alguns tipos celulares. Levando-se em conta este fato,
investigamos adicionalmente a expressio de ezrina, que também aumentou nessas linhagens apds
a lesdo. Similarmente a expressdo de GFAP, a linhagem A/J apresentou intensidade superior de
imunomarcacgdo para ezrina apds uma e trés semanas da lesdo, emrelacdo as outras linhagens. O
aumento da produ¢do dessa molécula indica que a astrogliose reativa ¢ também acompanhada de

um aumento da expressao de proteinas actino-dependentes.
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Para reforcar os resultados in vivo, culturas primdrias de astrocitos provenientes de
cortices de camundongos A/J e C57BL/6J foram incubadas com anticorpos anti-GFAP e anti-
ezrina. Os astrocitos derivados de animais A/J produziram projegdes celulares marcadas
intensamente com esses anticorpos, em comparacao as células derivadas da linhagem C57BL/6J
(p<0,001 e p<0,05, respectivamente). Tais resultados sugerem que 0s processos astrocitarios
apresentam potencial de atuar em eventos relacionados a plasticidade sindptica, sendo sensiveis a

mudancas no microambiente do neurdpilo, confirmando a hipétese de Aldskogius e cols. (1999).

Adicionalmente aos dados de imunohistoquimica, os resultados da andlise ultraestrutural
também forneceram evidéncias de que a astrogliose pode afetar a estabilidade das sinapses apds
axotomia periférica. Assim, foram observadas diferentes intensidades de retracdo sindptica nas
trés linhagens isogénicas uma semana apds a lesdo. De fato, camundongos A/J apresentaram os
maiores indices de retracdo de botdes sinédpticos, dando subsidios a hipétese de que os processos
astrocitarios influenciam na neuroplasticidade (CONRADI, 1969; GRAEBER e KREUTZBERG,
1986; ENGEL e KREUTZBERG, 1988; BRANNSTROM e KELLERTH, 1998; JAROSINSKI e
MASSA, 2002; WEKERLE, 2005). Ainda, os intervalos entre os terminais que permaneceram
em aposi¢do a membrana do motoneurdnio alfa axotomizado foram ocupados pelos processos
dos astrdcitos nas proximidades das dreas de retracdo sindptica, o que foi confirmado pela
imunomarcacdo para GFAP e ezrina em microscopia eletronica, com emprego de ouro coloidal
Esse fato refor¢ou a idéia que os processos periféricos sdo importantes durante o processo de

eliminacdo dos botdes pré-sindpticos como sugerido por Aldskogius e cols (1999).

Os resultados imunohistoquimicos e de microscopia eletronica mostram uma interessante
correlacdo entre a reatividade glial subseqiiente a axotomia e o processo de retracao sindptica que
ocorre ao nivel de medula espinhal. E interessante ressaltar que a ¢sio empregada em nosso
estudo foi periférica, sendo afetados unicamente os motoneuronios. Dessa maneira, todas as
alteracOes no microambiente medular sdao necessariamente induzidas por esses neurdnios,
havendo indicios que isso ocorra através da expressdo diferencial do complexo de
histocompatibilidade principal de classe I (MHC I). Uma vez que diferentes linhagens isogénicas
expressam diferentes niveis de MHC I apds axotomia periférica MAEHLEN, 1989; LINDA et
al., 1998; LINDMAN et al., 2002), o aumento da producdo de ezrina pode estar relacionado com

este fendmeno. Tal hipétese é reforcada pelo fato de que aezrina participa do processo de
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formacdo da sinapse imunoldgica, facilitando a conjugacdo entre o linfécito T e a célula
apresentadora de antigeno (DAS et al., 2002). Nesse sentido, linfécitos T emitem extensdes de
membrana que dependem da dindmica de proteinas como a actina € a miosina sendo, portanto,
capazes de entrar em contato com a superficie da célula apresentadora de antigeno (DAS et al.,

2001; ROUMIER et al., 2002; FAURE et al., 2004).

Assim sendo, esses dois tipos de jungdes sindpticas compartilham caracteristicas em
comum, porém pouco se sabe sobre os mecanismos de sinalizacio do MHC 1 através dos
astrocitos. Sugerimos que o0s processos astrogliais finos, uma vez que contém proteinas do
complexo ERM e possuem um alto grau de plasticidade as mudancas do ambiente neuronal,
participem da sinalizacdo com os neurdnios durante o processo de plasticidade sindptica, seja ele
durante o estabelecimento de doencas ou apds traumas do SN. Dessa forma, o suposto
mecanismo de interagdo entre moléculas de MHC classe I e processos astrocitarios apds uma
axotomia pode permitir ao neurénio modificar o seu estado funcional, mantendo apenas um
nimero minimo de sinapses ativas durante o processo de regeneracao axonal (OLIVEIRA et al.,
2004). A partir dessa estratégia, estes podem, adicionalmente, evitar fendmenos de
excitotoxicidade por glutamato, pela retracdo dos respectivos terminais excitatérios que contém

esse neurotransmissor.
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5. CONCLUSOES

1. Camundongos A/J apresentaram astrogliose mais intensa, em relacdo aos Balb/c] e

C57BL/6J, visualizada através da expressdo diferencial de GFAP.

2. A astrogliose é acompanhada pelo aumento da expressdo da proteina actino-dependente
ezrina, que foi mais intensa em animais A/J, constituindo-se também em um indicador da

astrogliose reativa.

3. A plasticidade dos processos astrocitdrios finos provavelmente contribui para a retracao das

sinapses apOs axotomia, mais intensa na linhagem A/J.

4. A reatividade astroglial influencia a capacidade dos neurdnios de estabelecer contatos

sindpticos in vitro.

5. A astrogliose, por estar associada ao processo de retracdo sindptica, favorece a mudanga do

estado funcional dos neurdnios apds axotomia periférica.

6. Levando-se em conta que os animais da linhagem A/J apresentam uma taxa de regeneracao
axonal superior as demais, acreditamos que esses eventos sejam benéficos para a

regeneragdo nervosa subseqiiente.
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Although Synaptic plasticity ia a widespread phenomenon, the underlying mechanisms
leading to s occurrence are virtsally unksown In this sense; glal calls, especubly

astrocytes, may have 3 mole in network changes of the nermous system, influencing the

rotracton of boutons ws well as pronding a propor peasynaphc envitenment, thareby

Keywords: affecting the replacoment of inpumi. Interestingly, the glial maction does vary botwaen
Spinal cord arrains of rats and mice. In this sense, we present ewidence thar C57TELE] and A7 sagenic
Symapse elimination mixe present different astrocyte reactivity after a peripheral lesion in vivo as well &s in vitre,
Motoneuron by analyzring primary cell cultures, Such o difference in the glal reaction hes & direct
il influerice on ko wive number of pre-synaptic terminals and on in vito syna progenesis
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1. Introduction

Virtually évery lesion to the npervous system resulis In
rearrangement of the synagtle connections tn the sffected
netaark. Such chinpges imnclude the retraction el nerve
termitials, which ocours in the rarly stipas alter injury and
may p-ersi._-:t for u varable perind of bme [Brannatrom and
Eellerth, 1999, Linds et al, 1992}, A series of factors may
mfluance this process so that pre and post-synaptic neurons
a5 well a6 ghial cells are thought to be key players {Aldskogius
et al, 1994,

Glial responses to synaptic damage and plasticity have
been revised by Aldskogius et al. [19849), whe proposed three
typical sibuations for damage, namely retrograde transsynap-
tic, transganglionic and anterograde Walterian degeneration,
In-all cases, the baskc mechanisms for the ocourrence of
symaptle plasticity are poorly understood: Mevertheless the
rale of atrocytes sppears (o be crucial since the displacement

of pra-synaptic terminals frorm the past-gynaptic membransa s
pecompanied by the prajection of thin, sheet-like astrocytic
processes (Deroulche and Frowwher, 2001; Derouiche et al,

Interestingly, the role of glial cells may b dual On one
hand they became activated and phagocyes depenerating
terminals [Bechmann and Mitsch, 1597), On the ather hond,
the glisl response is particulardy wital for reestablishing &
proper microenvironment for the replacemant of the inputs
(Aldskopius et al, 1999%). In this sense, a differential gkial
response to injury might be a relevant factor influencing
termingl retraction as well as re-apposition after regenera-
tion {Engel and Kreurzberg, 1988), In mice, a degree of
difference in astrocytic respomse to @ peripheral mxotoomy
has been described between C57BLE] and 12HSv]. Intersst-
lngly, the Eatter s & poor respander to many aulalmmune
disease protocols whereas CS7TBLG] is generally susceptible
[Ledman et al., 2003).
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Fig. 1 = The in vive expression of GFAF in astrocytes of the spinal cord from A/] and CS7BLAG) mice. (A and C) Ipsilateral {IL,
injured) side of the spinal cord 1 week afier sciatic nerve transection; (B and D) Contralateral (Cl., non-injured) side. The labeling
of AY] astrocytes is especially intense in the surreundings of the axotomized motoneurons, The graph in panel E represents the

guantification of GFAP stalning (P < 0.001). Scale bar = 50 pm.
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the neuronal ability to form new synapses, depending on the
reactivity of the glial substrate (A/], 64.08 + 8.27 mean + SEM;
C57BL/6], 145.61 + 15.72; Mann-Whitney U test, P < 0.01).

3. Discussion

Glial reactivity has been described as a particularly important
factor in the outcome of an injury to the nervous system. In
this sense, the plasticity process that follows lesion is directly
influenced by the glial response (Aldskogius et al., 1999). This
is mostly due to the close neuronal/glia relationship in the
nervous tissue. With respect to this, astrocytes have a direct
influence on the stabilization and maintenance of synaptic
contacts, providing a proper microenvironment surrounding
the active synapses (Araque and Pera, 2004; Shao and
McCarthy, 1994; Walz, 1989), limiting the diffusion of different
ions and neurotransmitters and modulating neuronal excit-
ability (Castonguay et al., 2001; Walz, 1989).

The transection of a peripheral nerve, such as the sciatic
nerve, is a well-known experimental model for inducing
reactivity of neuronal and glial cells in the nervous system
(Lundberg et al., 2001). Amongst other effects, distal axotomy
elicits astroglial activation as well as pre-synaptic retraction
from injured motoneuron cell bodies and dendrites (Brann-
strom and Kellerth, 1998; Aldskogius et al., 1999). These events
have been related in the early response to injury and are
influenced by a shift in the physiological state of the alpha
motoneurons, which change from a transmitting to a survival
and regeneration state (Piehl et al., 1998). So far, the role of
reactive gliosis has been interpreted as dual, since local
inflammation, to a certain degree, is thought to be beneficial
to the neurons, providing a local source of trophic factors
(Baba, 1998; Dong and Benveniste, 2001; Ribotta and Privat,
2001). Conversely, reactive glia may hinder the re wiring of lost
connections and serve as scar tissue, blocking axonal growth
(Reier et al., 1989; Fawcett and Asher, 1999).

In the present study, it was shown that the glial reaction
may vary amongst mice strains, reinforcing the data from the
literature (Lidman et al., 2002). Additionally, the presentresults
provide evidence that the astrocytic reaction after injury,
directly affects the ratio of input elimination in the spinal cord.
In this sense, A/J mice, which displayed more robust astrocyte
response to the nerve transection, showed a statistically
significant decrease in synaptophysin staining when com-
pared to C57BL/6] mice. In vitro experiments were in agree-
ment with the in vivo results, and showed that A/J astrocytes
produced tighter cell projection networks that were more
intensely stained with GFAP antibody in comparison to C57BL/
6] derived cells.

Another finding was that A/J derived astrocytes expressed
increased levels of ezrin, which is one of three ERM (ezrin,
radixin, and moesin) proteins (Louvet-Vallée, 2000) found in
the thinnest astrocytic processes (Derouiche and Frotsher,
2001). Such cell lamellar processes are of pivotal importance
during the synaptic elimination process. By electron micros-
copy, they have been shown to intermingle between the
retracted pre-synaptic terminal and the post-synaptic mem-
brane (Derouiche and Frotsher, 2001). This particular finding is
in line with the observation that in the A/J spinal cord there is
a more intense retraction of synapses from the injured neuron
cell bodies.

In order to show the correlation between a more reactive
glia and synaptic formation/elimination, co-cultures of em-
bryonic rat neurons and astrocytes from A/J and C57BL/6] mice
were performed. Such experimental design was used in order
to evaluate the response of neurons from a single source to the
glial reaction from both mice strains. In vitro synaptogenesis
was monitored by synaptophysin immunostaining and
revealed a greatly reduced number of synaptic contacts
between neurons cultivated on A/J derived astrocytes. On
the other hand, the synaptic input formation was greater
when neurons were cultured on the less reactive astrocytes
from C57BL/6J. Although it cannot be ruled out the possibility
that different results may have been seen, if strain-matched
neuron/astrocyte cultures were used, the present data rein-
force the function of reactive gliosis in synaptic plasticity
events.

4. Experimental procedures
4.1. In vivo experiments

4.1.1. Animals

Adult male C57BL/6] and A/J] mice (n = 5 for each strain), 6-
8 weeks old (~25.0 g of body weight), were obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Investigation (CEMIB/
Unicamp) and were housed under a 12-h light/dark cycle with
free access to food and water. The Institutional Committee for
Ethics in Animal Experimentation approved the study (CEEA/
IB/Unicamp, proc. 793-1) and the experiments were carried out
in accordance with the guidelines of the Brazilian College for
Animal Experimentation (COBEA).

4.1.2.  Surgical procedures and tissue preparation

The mice were anesthetized with a mixture of Kensol
(xylasin, Koning, 10 mg/kg) and Vetaset (Cetamin, Fort
Dodge, 50 mg/kg; 1:1, 0.12 ml/25 g, ip.) and subjected to
left sciatic nerve transection at the obturator tendon level. A

Fig. 3 - (A and B) DAPI staining showing the number of cell nuclei in A/J and C57BL/6] primary cultures, (C) Graph demonstrating
no statistical difference between the number of nuclei in A/J and C57BL/6 cultures. (D and E) GFAP immunolabeling showing
the increased reactivity in A/J derived cells. The graph in panel F represents the quantitative data obtained by measuring
the GFAP staining (P < 0.001). (G and H) The ezrin immunolabeling is more intense in A/J derived astrocytes. (I) Quantitative data
related to ezrin labeling (P < 0.05). (J and K) Synaptophysin labeling depicting the synaptic contacts between cultured
neurons. Observe the smaller amount of synaptic terminals between neurons cultured on the more reactive A/J derived
astrocytes. The graph in panel L shows the number of synaptophysin positive profiles in a fixed area of 5 x 10* pm? (P < 0.01).

Scale bar = 50 pm.
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Fig. 4 - The in vive expression of synaptophysin in the anterior horn of the spinal cord from A/ and C57BL/6] mice. (& and C)
Ipsilateral (1P, injured) side of the spinal cord & week after tmnsection of the sciatic nerve; (B and D} Contralateral {CL,
non-injured) side. Observe the decrease in labeling espedially in the surroundings of the axotomized motoneurons (dashed
rjrtl-e:]-, indicating a decrease in :w'nap‘ti.c covering at the surface of these cells, (E) Schomatic drawing of the ip‘silalnm] scaatic
nerve pool in enterior homn of the spinal cord. One alpha-motoneuron is shown in detsil together with pre-symaptic terminals.
Six areas (dashed circles) were obtained from the surface of each motoneuron in the pool for the measurements of the
integrated density of pixels (synmaptophysin labeling). The graph (F) indicaies thet the decrease in synaptic covering is enhanced

in AS] mice |P < 0.05). Scale bar = 50 pm.

al stur

2-mm-long sepment ol the di 1p was removed to

kin weme sutured and

avoid regenenition. The muscle and
thie animals allowed to suretve for another waeek. All the
mice were then sacrificed with an overdoss of anesthetic
amd subjected to transcardial perfusion with 0.1 M PRS
(30 i, pH ¥.4) and fined with 10% formaldehyde in PRS for
immunohistochemistry. The spinal cords were dissected out

413 Immunchistochemistry

The lumbar spinal cords were frozen in Houid nittogen at
40 *C for cryestat sectioning (12 pm). Primary rabbit anti
!:}'r|:||:-ln|'|11'.l.-r.|.-. (1200, Dak goat anti GFAP [1;100, Santa
Cruz) and gost anti-ezrin (12300, Samts Cruz) were used,
diluted in & solution containing BSA and Triton =-100 in
0.01 M FBS. The sections were incubated overnight at 4 *C in
& moist chamber. After finsing in 001 M PBS, the sections
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were incubated with a Cy3 or Cy2-conjugated secondary
anti-sera (1:250, Jackson Immunoresearch) for 45 min in a
humid chamber at room temperature. The sections were then
rinsed in PBS, mounted in a mixture of glycerol/PBS (3:1), and
observed with a laser scanning confocal microscope (Bio-Rad).
For quantitative measurements, ten representative images of
the each side of the ventral horn were captured at a final
magnification of x400. Quantification was performed using the
enhance contrast and density slicing feature of IMAGE]
software (version 1.33u, National Institutes of Health, USA).
The integrated density in pixels was measured in six areas of
the lateral motor nucleus from each side (injured and
uninjured sides, Fig. 4E). The injured/uninjured ratio of the
integrated density in pixels was calculated for each section and
then as the mean value for each spinal cord. The data is
represented as the mean + standard error (SE).

4.2. In vitro experiments

4.2.1.  Cell cultures

Primary cultures of astrocytes were prepared from the cerebral
cortices of 1 to 2 day-old C57BL/6] and A/J mice, according to
the method used by McCarthy and de Vellis (1980). The
animals were obtained from CEMIB/Unicamp. Briefly, cortical
hemispheres from neonatal mice were dissected out and, after
removal of the meninges and blood vessels, were chopped and
incubated in 0.05% trypsin (in phosphate buffered saline) for
4 min. DNAse was added to the predigested tissue. The
resulting cell suspension was subjected to a 10 min centrifu-
gation (1300 rpm) in bovine serum albumin (BSA) 4% in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM). The cell precip-
itate was re-suspended in DMEM supplemented with 10% fetal
calf serum (FCS, Nutricell), penicillin and streptomycin (1 pl/
ml, Nutricell), nerve growth factor (NGF, 0.25 pl/ml, Sigma),
glucose (16 pl/ml, Nutricell), insulin (1 pl/ml, Sigma) and
seeded in cell culture flasks (25 cm?). The resulting astrocyte
primary cultures were kept in an incubator at 37 °C under an
atmosphere of 5% CO, for 1 week. Upon confluence, the flasks
were shaken for 15 min on a rotatory shaker in order to further
remove the loosely adherent cells (mainly neurons, and other
glial cells). After shaking, the cultures were rinsed in PBS,
detached and subcultured in 24-well cell culture plates. For the
co-cultures, purified spinal cord neurons from embryos of
Sprague-Dawley rats (E15) were plated on the confluent layer
of astrocytes and maintained for 10 days. After this period, the
cultures were fixed and processed for immunohistochemistry.

4.2.2.  Immunocytochemistry

The cultures were fixed with 4% paraformaldehyde in DMEM,
rinsed several times in PBS and incubated for 2 h with rabbit
anti-synaptophysin (1:200, Dako), goat anti-GFAP (1:100, Santa
Cruz) and rat anti-ezrin (1:200, Santa Cruz) antibodies. After
incubating with the primary anti-sera, the cultures were rinsed
in PBS and incubated for 45 min with Cy3-conjugated
secondary anti-sera (1:250, Jackson immunoresearch). Cells
were then mounted in a mixture of glycerol/PBS (3:1) and the
morphological analysis as well as the quantification method
was the same used in the in vivo study for GFAP and ezrin
staining. The immunolabeling was observed and documented
with an inverted fluorescence microscope (ZEISS-AXIOVERT-

S100) connected to a confocal system (BioRad). The images
were analyzed with the IMAGE TOOL software (version 3.0,
National Institutes of Health, USA). Synaptophysin staining
quantification was performed by the evaluation of the number
of positive profiles in a fixed area of 5 x 10* pm?.

In order to evaluate the number of astrocytes in the
cultures from A/] and C57BL/6] mice, cells were stained (4
wells from each strain) with 4/,6'-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (0,2 pg/ml, Sigma) and the number of nuclei was
counted in ten representative areas of each well.

4.2.3. Statistical analysis

The data were analyzed using a two-tailed Student t test for
parametric data or with a two-tailed Mann-Whitney U test
for non-parametric data at P < 0.05 (*), P < 0.001 (*) and
P < 0.001 (™.
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