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O estabelecimento das redes nervosas que compéem o Sistema Nervoso
Central (SNC) é um processo imensamente complexo dependente, ndo somente
da formacdo de novos pontos de comunicagdo, as sinapses, mas também da
eliminagéo de sinapses supranumerarias ou incorretas durante o desenvolvimento.
Recentemente, foi descrito um mecanismo demonstrando que a auséncia da
expressao do complexo de histocompatibilidade principal (MHC classe 1) no SNC,
diminui a remogdo de conexdes sinapticas extranumerarias durante o
desenvolvimento e aumenta a retracdo sindptica no animal adulto.
Interessantemente, a transec¢do do axodnio induz uma extensa retracao dos
terminais pre-sinapticos da superficie do corpo celular e dendritos dos neurdnios
axotomizados. No presente trabalho, investigamos as alteragdes sinaptologicas
nos motoneurdnios alfa da intumescéncia lombar em trés linhagens de
camundongos isogénicos (C57BL/6J, A/J e Balb/cJ), apdés 1 e 3 semanas da
transecgao do nervo ciatico. Nesse sentido, estudamos a cobertura sinaptica dos
corpos celulares dos motoneurbnios apds a lesdo. Foram utilizadas medulas
espinhais de camundongos machos adultos, as quais foram processadas e
analisadas para imunohistoquimica (IH) e microscopia eletrénica de transmissao
(MET). Para IH, foram utilizados anticorpos anti-MHC e anti-sinaptofisina
conjugados com anticorpos secundarios CY-2 ou CY-3 e analisados em
microscopio confocal. Os resultados mostraram aumento significativo da
expressao de MHC | na linhagem A/J, comparativamente & Balb/cJ e C57BL/6J, 1
semana apés axotomia. Contudo, mostraram niveis similares de expressdo desta
molécula 3 semanas apds axotomia. Adicionalmente, observamos uma diminuigdo
significativa da expressdo de sinaptofisina na linhagem A/J, apoés 1 semana da
transecgcao do nervo ciatico. Apoés 3 semanas da lesdo nervosa, todas as
linhagens, apresentaram niveis similares de expressdo de sinaptofisina. Os
resultados da MET, apos 1 semana da transecgdo do nervo ciatico, mostraram
menor cobertura sinaptica na linhagem A/J, comparada a Balb/cJ e C57BL/6J.
Contudo, 3 semanas apos a lesdo a linhagem C57BL/6J apresentou menor
cobertura sinaptica, enquanto A/J e Balb/cJ recuperam suas aferéncias.
Concluimos que a expressdo de MHC | influencia o processo de eliminagao
sinaptica e, possivelmente contribui para o potencial regenerativo dos neurdnios
axotomizados.
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The wiring of the Central Nervous System (CNS) is an immensely complex
process, not only dependent on new communication points, the synapses, but also
on the elimination of exuberant or inappropriate synapses during development.
Earlier studies have shown that the abscence of class | major histocompatibility
complex (class | MHC) in the CNS decreases synaptic elimination during CNS
development and increases synaptic retraction in adult. Thus, an axon transection
has been shown to induce an extensive detachment of presynaptic terminals from
perikarya and dendrites of axotomized neurons. In the present work, we
investigated synaptological changes in alpha motoneurons from lumbar
intumescence in three mice isogenic strains (C57/BL6J, A/J and Balb/cJ), 1 and 3
weeks after sciatic nerve transection. For this purpose we studied ultrastructurally
the synaptic covering of the cell soma of sciatic motoneurons after the lesion.
Therefore, spinal cords from adult male mice were processed for transmission
electron microscopy (TEM) and imunohistochemistry (IH). For IH, anti-MHC | and
anti-synaptofisin antibodies were used, conjugated with CY2 or CY3 secondary
antibodies and analyzed with a confocal microscope. The results showed a
significant increased expression of MHC | in A/J strain in comparison to Balb/cJ
and C57BL/6J, 1 week after axotomy. Nevertheless, the immunoreactivity levels of
this molecule 3 weeks after axotomy did not differ among the studied mice strains.
Additionally, a conspicuous decrease of synaptofisin expression in A/J mice was
observed 1 week after sciatic transection. Similarly to the MHC | immunolabeling, 3
weeks after lesion, all mice strains showed similar levels of synaptofisin
expression. The results from TEM 1 week after lesion showed a lower synaptic
covering in A/J mice in comparison to Balb/cJ and C57BL/6J, although 3 weeks
after axotomy C57BL/6J displayed a lower synaptic covering, while A/J and Balb/cJ
strains recovered their afferents, We conclude that the level of MHC | expression
influences the synaptic elimination process and possibly contributes to the
regenerative potencial of the axotomized neurons.
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ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho contém nove capitulos, descritos a seguir:

Capitulo 1 - Apresenta a introducéo da tese;

Capitulo 2 - Contém os objetivos gerais e especificos da tese;

Capitulo 3 - Apresenta os materiais e métodos utilizados para a
realizagao dos experimentos;

Capitulo 4 - Mostra os resultados obtidos;

Capitulo 5 - Discute os resultados, relacionando-os com os dados
presentes na literatura;

Capitulo 6 - Apresenta as conclusoes;

Capitulo 7 - Apresenta as figuras e tabelas;

Capitulo 8 - Apresenta, em anexo, um artigo cientifico (anexo1) publicado,
na revista Brain Research.

Capitulo 9 - Apresenta as referéncias bibliograficas utilizadas;
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1.1 Os neurdnios motores e suas sinapses

O sistema nervoso pode ser funcionalmente dividido em sistema nervoso
somatico e visceral (ou autonomo). Estes dois sistemas apresentam neurdnios
motores (ou motoneurdnios) enviando impulsos ao 6rgao-alvo. Os motoneurdnios
viscerais s@o neurénios pré-ganglionares do sistema nervoso auténomo, cujos
corpos se situam na substéncia cinzenta intermédio lateral da medula espinhal e
se destinam & inervagdo de musculos lisos, cardiaco e glandulas. Os neurdnios
motores somaticos destinam-se a inervagdo dos musculos estriados esqueléticos
e tém seu corpo localizado no corno anterior ou ventral da medula.

Os motoneur6nios somaticos podem ser ainda classificados em alfa e gama.
Os primeiros possuem um grande corpo celular e seu axodnio tem dimensoes
superiores aos gama. Inervam as fibras musculares extra-fusais, enquanto os
motoneurnios gama sdo menores e possuem axdnios mais finos e inervam as
fibras musculares intra-fusais, desempenhando importante papel de regulagdo do
tdnus muscular.

O microambiente medular e sua interagdo com os motoneurdnios sdo cruciais
para a sobrevivéncia dos mesmos, assim como para sua conectividade sinaptica e
funcional (Huh et al., 2000; Oliveira et al., 2001). Os motoneurdnios alfa recebem,
em seu corpo celular e dendritos, milhares de sinapses, classificadas em trés
grandes grupos: do tipo S, que possuem vesiculas esféricas, contendo o
aminoacido excitatorio glutamato, assim como os do tipo M (aferéncia 1a-
glutamatérgica), considerados também como esféricos (S); do tipo F, que

possuem apenas vesiculas achatadas (glicina) ou achatadas e esféricas (glicina e



27

GABA), sendo inibitorios; do tipo C, os quais sdo excitatorios e colinérgicos.
Apenas os motoneurdnios alfa possuem terminagdes do tipo C, sendo estas

Cruciais para sua correta identificacdo em nivel ultraestrutural.

1.2 O complexo de histocompatibilidade principal (MHC) e sua interagiao com

o Sistema Nervoso e suas sinapses.

O estabelecimento das redes nervosas que compoem o Sistema Nervoso
Central (SNC) € um processo imensamente complexo, ndo somente dependente
da formacdo de novos pontos de comunicagdo, as sinapses, mas também,
durante o desenvolvimento, da eliminagdo de sinapses supranumerarias ou
incorretas. Os mecanismos por tras do processo de eliminacéo sinaptica no SNC
sao virtualmente desconhecidos. Porém, recentemente, um mecanismo
envolvendo a expressdo, por parte dos neurbnios, do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC classe 1) foi proposto por Huh et al. (2000).
Tal hipétese foi bastante surpreendente uma vez que, historicamente, os
neurbnios tém sido descritos como incapazes de expressar moléculas
relacionadas a resposta imunologica, tais como MHC classe | e |l sendo, dessa
forma, considerados “imunoprivilegiados” (Lampson e Hickey, 1986; Ljunggren e
Karre, 1990; Joly et al., 1991; Mucke e Oldstone, 1992; Rall et al., 1994). Em
contraposi¢cao a essa idéia, Huh et al. (2000) demonstraram que camundongos
transgénicos, incapazes de expressar o MHC classe |, apresentavam uma falha no
processo de segregagao das aferéncias provenientes da retina para o corpo

geniculado lateral, durante o desenvolvimento do sistema visual. Tal observagéo
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levou a conclusao de que o sinal proveniente do MHC classe |, produzido tanto
pelos neurdnios quanto pela glia circunjacente, € de fundamental importancia para
a remogao de conexdes sinapticas extranumerarias durante o desenvolvimento e,
como mRNA para MHC classe | tem sido identificado em muitas populagoes
neuronais, sugeriu-se que o0s proprios neurdnios estejam envolvidos nessa
sinalizagdo. Estudos recentes tém reforgado esta hipétese, os quais envolvem a
plasticidade sinaptica e a capacidade regenerativa de camundongos “knockout”
para uma subunidade do MHC classe |, a microglobulina beta 2, em comparagao
com camundongos controle (Oliveira et al., 2004).

As sinapses podem ser eliminadas ou retraidas do neurdnio pds-sinaptico,
também no animal adulto. Assim, Idemonstrou-se que a transecgao do axonio
induz uma extensa retracdo dos terminais pré-sinapticos da superficie do corpo
celular e dendritos dos neurdnios axotomizados (Blinzinger e Kreutzberg, 1968;
Sumner, 1975; Chen et al., 1977; Barron, 1983; Delgado-Garcia et al., 1988; Linda
et al., 1992: Aldskogius e Svensson, 1993; Tseng e Hu, 1996; Brannstrom e
Kellerth, 1998: Linda et al., 2000; Oliveira et al., 2004). Os mecanismos por tras do
processo de retragao sinaptica permanecem desconhecidos, apesar de existirem
evidéncias de que astrocitos reativos sejam pegas fundamentais em tal evento
(Conradi, 1969; Graeber e Kreutzberg, 1986; Engel e Kreutzberg, 1988;
Brannstrom e Kellerth, 1998; Jarosinski e Massa, 2002).

Tendo-se em vista que os niveis de mRNA para MHC classe | e, em particular,
microglobulina beta 2, aumentam consideravelmente em motoneurénios
medulares apds axotomia periférica, principalmente durante o periodo de retragao

sinaptica, é possivel que tal complexo esteja envolvido nesse fendmeno (Streit et
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al., 1989; Maehlen et al., 1989; Linda et al., 1998: Corriveau et al., 1998: Lidman et
al., 1999; Linda et al., 1999; Oliveira et al., 2004). Assim, testamos a hipotese de
que a eliminagdo sinaptica apés uma axotomia seja, pelo menos em parte,
dependente da presenga do MHC classe | da mesma forma demonstrada por Huh
et al. (2000). Em um estudo prévio, foi realizada a transecgéo do nervo ciatico em
camundongos “knock out” para a proteina microglobulina beta 2, os quais, de
acordo com a hipotese sugerida por Huh et al. (2000), deveriam apresentar um
grau menor de eliminagado sinaptica dos terminais em contato com os
motoneurdnios lesionados, em comparagdo aos animais controle. Uma semana
apos a lesao, os motoneurénios medulares foram identificados e os terminais
sinapticos em contato com o corpo celular foram analisados em nivel
ultraestrutural, calculando-se assim a cobertura sinaptica remanescente.

Com o emprego de técnicas ultraestruturais, foi possivel classificar tais
terminais de acordo com o tipo de aminoacido presente em suas vesiculas. De
forma interessante, os resultados obtidos no mesmo trabalho indicaram que os
animais “knock out” apresentaram uma maior eliminagao sinaptica, principalmente
de terminais inibitorios, em comparagdo com os animais controle, indicando que,
em animais adultos e apds uma lesao nervosa, o0 MHC classe | desempenha um
papel fundamental na estabilizacao de certas sinapses, contribuindo para que o
processo de retragdo ocorra de forma especifica (Oliveira et al., 2004). Essas
alteragdes podem ter implica¢des funcionais tais como aumento da porcentagem
da morte neuronal e/ou diminuicdo do potencial regenerativo dos neurdnios

lesionados (Oliveira et al., 2004).
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Estudos sobre a regeneracdo nervosa periférica em algumas linhagens de
camundongos isogénicos neurologicamente normais sao particularmente
interessantes (Lu et al. 1990). Verificou-se que apés o esmagamento do nervo
fibular, o potencial regenerativo variava entre eles, sendo mais baixo nos animais
da linhagem C57BL/6J. Estes dados foram confirmados por Da-Silva et al. (1991)
e Lainetti et al. (1995), estudando a regeneragao nervosa periférica nas mesmas
linhagens, fazendo uso da técnica de reparo de nervos por tubulizagao.

A razao primeira que levou Lu et al. (1990) a analisarem o potencial
regenerativo de nervos nas diferentes linhagens, foi o fato das mesmas
apresentarem diferencas no recrutamento de macréfagos. Considerando que tais
diferencas sdo geneticamente determinadas e o importante papel destas células
na regeneracdo nervosa periférica, formularam a hipotese da existéncia de uma
correlagdo entre tais fatos. Contudo, os resultados obtidos n&o permitiram
confirma-la. Subseqlientemente, os mesmos autores (Lu et al., 1994) propuseram
que a deficiéncia regenerativa axonal da linhagem C57BL/6J poderia estar
relacionada a fatores genéticos, associados principalmente aos neuronios
sensitivos. Esta hipotese foi reforcada pela observagdo de que essa linhagem
apresenta uma maior perda de neurdnios sensitivos apés axotomia, quando
comparada a linhagem A/J. Ainda, através da utilizagdo da técnica do TUNEL,
capaz de detectar a fragmentagdo do DNA, demonstrou-se que uma grande
porcentagem da morte neuronal ocorre por apoptose (Oliveira, 2001).

Ainda, outro estudo envolvendo a técnica de alotransplantes entre as linhagens

C57BL/6J, A/J e Balb/cJ, reforcou a hipotese de que essa menor capacidade
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regenerativa axonal pode ser consequéncia de diferencas no potencial
regenerativo dos proprios neurdnios lesionados (Oliveira e Langone, 2000).

Assim sendo, o emprego de linhagens de animais iIsogénicos
neurologicamente normais, que apresentam diferentes capacidades regenerativas
apos uma lesao nervosa, pode ser considerada como um modelo interessante
para o estudo da importancia relativa dos componentes neurais, gliais € mesmo de
elementos da matriz extracelular no processo da regeneragéo nervosa.

E interessante ressaltar que as linhagens de camundongos acima descritas
apresentam diferengas estruturais fundamentais no MHC classe |. Assim, a
linhagem C57BL/6J possui um haplétipo H-2 do tipo “b”, enquanto que as
linhagens BALB/c e A/J apresentam hapldtipo do tipo “d” e do tipo “a’,
respectivamente. Lidman et al. (2002) demonstraram diferencas importantes na
expressao do MHC classe | entre as linhagens C57BL/6J, Balb/cJ € 129/SvJ.

Tendo-se em vista 0 acima descrito, € possivel estabelecer-se uma conexao
entre os resultados obtidos previamente, onde a auséncia da expressao do MHC
classe | resultou num maior grau de retracdo sinaptica apds axotomia e os
resultados descritos por Lidman et al. (2002), os quais observaram diferencas
significativas na expressao do MHC classe | em diferentes linhagens de

camundongos isogénicos.

1.3 Celulas gliais e a plasticidade sinaptica
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Os astrocitos sao células gliais presentes na substancia cinzenta (Shao e
McCarthy, 1994) que exibem inumeras funcdes no Sistema Nervoso Central
(SNC). Estas células apresentam projegoes citoplasmaticas que representam de
70 a 80% de sua membrana, sendo particularmente abundantes ao redor das
terminagdes nervosas (Wolff, 1970; Spacek, 1985), onde formam processos peri-
sinapticos (Derouiche e Frotsher, 2001). Tais processos sdo extremamente
delicados, ndo contém organelas citoplasmaticas e, normalmente, apresentam
espessura limitada a até 50 nm. Os processos astrocitarios tém a capacidade de
alterarem rapidamente seu volume, regulando, desta forma, o ambiente peri-
sinaptico (Hanson, 1994; Hanson e Ronnback, 1995), bem como limitando a
difusdo de ions e neurotransmissores (Vandenbranden et al., 1996; Vernadakis,
1996: Rusakov e Kullmann, 1998; Chvatal e Sykova, 2000; Verkhratsky e
Steinhauser, 2000). Dessa forma, ha evidéncias que as projegdes astrocitarias
sejam de grande importdncia na modulagdo da excitabilidade neuronal e,
conseqlientemente, na transmissdo nervosa (Kang et al., 1998; Groshe et al.,
1999, Araque e Perea, 2004), conferindo a estas células um alto grau de

sensibilidade a mudancas no micro-ambiente do neurépilo (Castonguay, 2001).

Os astrdcitos também provém o acido quinurénico, o qual se comporta como
antagonista do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (Roberts et al.,, 1992);
apresentam canais de calcio (principalmente dos grupos L e T) que atuam na
modulagéo da inibigdo sinaptica (Bormann, 1988) e, particularmente localizam-se
nas adjacéncias de terminagdes glutamatergicas, transportadores de glutamato

(Rothstein et al., 1994; Derouiche e Rauen, 1995) e glutamina sintase (Norenberg
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e Martinez-Hernandez, 1979; Derouiche e Frotsher, 1991), atuando no

metabolismo do glutamato na fenda sinaptica (Oliet et al., 2001 )i

Alem disso, a presenga de canais de cloro nos astrocitos esta associada ao
controle do pH extracelular e a regulagdo do volume celular (Deitmer e Rose,
1996); os varios tipos de canais de potassio regulam o ambiente idnico celular
(Newman e Reichenbach, 1996) e, os canais de sédio estdo envolvidos no
controle das atividades de varios transportadores, particularmente do Na/K*
ATPase e do transportador Na‘/glutamato (Verkhratsky e Steinhauser, 2000).
Receptores para neurotransmissores sao encontrados nas células gliais. Assim,
receptores ionotrépico e os metabotropicos (MGIUR3 e mGIuRS5) para o glutamato
(Schools e Kimelberg, 1999), receptores GABAérgicos, adrenérgicos, colinérgicos,
serotoninérgicos e receptores para varios peptideos incluindo-se a substancia P e

0 neuropeptideo Y tém sido descritos (Castonguay, 2001).

Tendo-se em vista o acima descrito, acredita-se que os astrocitos através de
suas amplas fungbes e através da plasticidade de suas projegoes citoplasmaticas,
sejam elementos fundamentais nos processos de eliminagdo e retragdo de
terminagdes sinapticas apos uma lesdo (Aldskogius et al., 1999). Tal processo
pode estar, inclusive relacionado a expressao do MHC | (Oliveira et al., 2004).

Um modelo classico para se induzir respostas retrégradas tanto dos
componentes neuronais quanto gliais € a transec¢ao (Hurley e Coleman, 2003) ou
esmagamento dos axdnios de motoneurdnios medulares. Tais lesdes resultam em
modificacbes moleculares e estruturais no corpo celular dos neurdnios

axotomizados, que em conjunto sao denominadas cromatdlise. Essas alteragdes
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tém sido interpretadas como modificagbes do estado funcional dos neurdnios
lesionados, passando de um modo de transmissdo sindptica, para um modo
regenerativo. Assim, a expressao de proteinas relacionadas a transmissao
sinaptica diminui significativamente, ao passo em que a expressdo de proteinas
estruturais, tais como CGRP (calcitonin gene-related protein) e GAP-43 (growth
associated protein), aumentam (Linda et al., 1992; Piehl et al., 1993; Piehl et al.,

1998).

Paralelamente as alteragcdes observadas nos motoneuronios axotomizados, os
astrocitos também apresentam uma série de alteragbes metabolicas
caracteristicas, em conjunto denominada astrogliose, gliose reativa ou astrogliose
reativa (McCall et al., 1996; Giménez et al., 2001; McGraw et al., 2001; Pekny,
2001), que inclui principalmente o aumento da expressao de GFAP (glial fibrillary
acidic protein), proteina constituinte da rede de filamentos intermediarios dos
astrocitos e de outros tipos de células da glia como as celulas de Schwann,
concomitantemente ao aumento de RNAm desta proteina (Tetzlaff et al., 1988).
Subseqiientemente, ocorre um aumento da expressdo de apolipoproteina J
(Svenson et al, 1995), PDGF (platelet derived growth factor) (Hermansson et al.,
1995), do receptor NMDA (Popratiloff et al., 1996), e da proteina GAP-43
(Rohlmann et al., 1994), que indicam um aumento da comunicagao inter-
astrocitaria. Também ocorre um aumento da expressao de receptores de
endotelina (ETaR e ETgR), que promovem um maior nivel intracelular de ions Ca™
(MacCumber et al., 1990), induzem o efluxo de glutamato (Sazaki et al., 1997),

estimulam a sintese de mediadores inflamatorios (Koyama et al., 1999) e
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promovem a organizagao do citoesqueleto de actina (Koyama e Baba, 1999),
regulando a hipertrofia e hiperplasia astrocitaria no SNC lesado (Rogers et al.,
2003).

A astrogliose reativa tem sido indicada como o principal obstaculo para a
regeneragao axonal no SNC (Stensaas et al., 1987; Reier et al., 1989). Em
contraste, astrocitos reativos produzem substancias neurotroficas que parecem
estimular o crescimento axonal (Baba, 1998; Davies et al., 1999).

Como a expressao da proteina GFAP é caracteristicamente aumentada em
astrocitos proximos de motoneurdnios lesionados (Graeber e Kreutzberg, 1986;
McCall et al., 1996; Fawcett, 1997; Norton, 1999), esta se constitui num eficiente
marcador de seus processos citoplasmaticos (Pekny, 2001). Contudo, os
processos celulares mais delgados, os quais podem ser identificados interpostos
- entre os terminais pre-sinapticos retraidos e a membrana do motoneurénio
parecem nao conter GFAP e sim, um conjunto de proteinas denominadas “actin-
binding ERM proteins”, onde E indica ezrin, R indica radixin e M indica moesin
(Derouiche e Frotsher, 2001; Derouiche et al., 2002). Localizados imediatamente
abaixo da membrana plasmatica (Louvet-Vallé, 2000), as proteinas ERM
conectam proteinas da membrana celular com o citoesqueleto de actina, ligando-
se a membrana plasmatica através dos receptores transmembrana ERMBMPs
(ERM binding membrane proteins), (Yonemura e Tsukita, 1999; Derouiche e
Frotsher, 2001; Faure et al., 2004; Batchelor, et al., 2004), entre elas a proteina
CD44, CD43 e moléculas ICAM-1 e ICAM-2, em diferentes linhagens de células
(Yonemura et al., 1993; Tsukita et al., 1994; Tsukita et al., 1997; Derouiche et al.,

2002). Através de elegantes estudos ultra-estruturais, comprovou-se que ezrin e
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radixin estdo presentes nos prolongamentos astrocitarios lamelares mais finos
(Derouiche e Frotsher, 2001; Derouiche et al., 2002).

Estes processos finos através de sua motilidade, respondem com rapidas
alteragOes estruturais a mudangas de atividade das sinapses proximas (Derouiche
e Frotscher, 2001), se interpondo entre a membrana do motoneurdnio lesado e
seus terminais sinapticos retraidos (Brannstrom e Kellerth, 1998; Aldskogius et al.,
1999). Portanto, a identificagdo dessas proteinas também pode ser tida como
indicativo da reatividade dos astrocitos, além de mostrar a relagdo entre a retracao
do terminal sinaptico e a interposicdo dos processos astrocitarios na fenda

sinaptica.

Apesar dos mecanismos intrinsecos do processo de eliminagao e retracao
sinaptica no SNC serem virtualmente desconhecidos, a hipotese envolvendo a
expressao do complexo de histocompatibilidade principal € bastante interessante e
a possibilidade de relaciona-la a reatividade glial pode auxiliar no melhor
entendimento da biologia da regeneracdao do SNC (Lampson e Hickey, 1986,
Ljunggren e Karre, 1990; Joly et al., 1991; Mucke e Oldstone, 1992; Rall et al.,

1994).
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Objetivos Gerais

Investigar a correlagdo entre as variagbes na capacidade regenerativa,
observadas entre diferentes linhagens de camundongos isogénicos e suas
diferengas no que diz respeito a expressdo do MHC classe | e a plasticidade

sinaptica, 1 e 3 semanas apos a transeccao do nervo ciatico.

Objetivos Especificos

» Estudo imunohistoquimico da expressao de MHC classe | e sinaptofisina nas
linhagens C57BL/6J, A/J e Balb/cJ, 1 e 3 semanas apos a transecgdo do nervo

ciatico.

e Analise morfolégica da ultra-estrutura sinaptica das 3 linhagens isogénicas de
camundongos, 1 e 3 semanas apos a transecgao do nervo ciatico, incluindo
estudo da cobertura sinaptica total, cobertura sinaptica dos terminais F, S e C,

e numero dos terminais F, S e C dos referidos motoneuronios alfa.

* Andlise da expressdo génica para B2-m nas 3 linhagens isogénicas de

camundongos, 1 semana apos a transecgdo do nervo ciatico.
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Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram aprovados pela
Comissao de Etica na Experimentacéo Animal (CEEA), Instituto de Biologia (IB) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), sob o protocolo n° 833-1 (junho

de 2005).

3.1 Procedimentos cirdrgicos e preparacao dos espécimens

Para este estudo, foram utilizados, em cada técnica, cinco camundongos
adultos machos (6 a 8 semanas) pertencentes as linhagens C57BL/6J, A/J e
Balb/cJ, os quais foram obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigacao
Biolégica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Os animais foram
anestesiados com uma mistura de cloridrato de ketamina, Kensol (50 mg/ml), e
cloridrato de xylazina, Vetaset (2g/100 ml). A mistura foi administrada
intraperitonealmente na quantidade de 0.2 ml a cada 25 gramas de peso corporeo.
Os camundongos foram entdo submetidos a transecgao do nervo ciatico esquerdo
na altura do forame isquiatico maior. Para a transecgdo do nervo ciatico, um
segmento de 2 mm do coto distal do nervo foi removido no intuito de se evitar
regeneracao. Animais sham operados (procedimentos cirurgicos idénticos, porém
sem a transecgao do nervo ciatico) e ndo operados das mesmas linhagens foram
utilizados como controle. Todos os camundongos (animais operados, apds 1 e 3
semanas) foram sacrificados por overdose de anestésico e perfundidos
transcardiacamente com uma solugéo salina tamponada (PB, 0,1 M; pH 7.4). Os
tempos de sobrevida levaram em conta, os periodos de maxima retragao sinaptica

apos axotomia periférica (TC1s) e recuperacao das aferéncias (TC3s). As etapas



41

seguintes foram dependentes da técnica a ser empregada, ou seja,
imunohistoquimica de fluorescéncia, microscopia eletronica de transmisséo, ou
hibridizagao in situ.

3.2 Imunohistoquimica (IH)

Ap0s os periodos de sobrevida preé determinados, ou seja, uma e trés semanas
apos a transecgdo, os animais foram sacrificados e, seguindo-se a perfusdo de
salina tamponada, foi perfundida uma solugéo fixadora tamponada contendo
formaldeido 10%. Posteriormente & fixacdo, os espécimes foram dissecados e
mantidos em fixador por 12 horas. a uma temperatura de 4°C. Passado este
periodo, as medulas foram congeladas e incluidas em Tissue-Tek (Miles Inc.,
USA). Cortes histolégicos com 12 Mm de espessura foram obtidos em criostato. As
secgoes foram entao transferidas para laminas gelatinizadas e estocadas a -20°C
ate a realizagdo das imunomarcagées.

Para a realizagdo da imunohistoquimica, as laminas foram inicialmente
climatizadas e imersas em PB 0,01 M, sendo posteriormente incubadas em
camara umida com 150 pl de solugdo de soro de macaco 5% em PBS por 30
minutos. A seguir as secgdes foram lavadas em PBS 001 M e os anticorpos
primarios foram aplicados, sendo o periodo de incubagdo variando de 18 a 24
horas. Os anticorpos primarios a serem empregados foram: coelho anti-
sinaptofisina (Dako, céd. A0010-1) e rato anti-MHC classe | (Peninsula, cat. no. T-

2105).
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Em sequéncia a primeira incubacg&o, as laminas foram lavadas em PBS 0,01 M
e incubadas com os anticorpos secundarios macaco anti-coelho-CY-2 e/ou
macaco anti-cabra ou anti-rato-CY-3 (Jackson Lab., USA) por 45 minutos. Os
especimes foram lavados em PBS 0,01 M e montados em glicerol/PBS 0,01 M
(3:1), sendo observados em microscopio de fluorescéncia utilizando-se os filtros

para fluoresceina (CY-2) e rodamina (CY-3).

3.3 Microscopia Eletrénica de Transmissio (MET)

Camundongos axotomizados (n=5 em cada grupo), foram perfundidos
transcardiacamente com 40 ml de fixador contendo glutaraldeido 2.5% e
paraformaldeido 1,0% em PB 0,1 M, pH 7.4, em sequéncia a solucdo salina
tamponada. A regido lombar das medulas foi dissecada e armazenada no mesmo
fixador a 4°C. Os espécimes foram entdo reduzidos e pos-fixados com tetroxido de
osmio, desidratados e incluidos em Durcupan (Fluka, cod. 44610). Seccoes semi-
finas foram obtidas e analisadas apos coloragdo com azul de toluidina. Secgdes
ultra-finas do segmento lesionado foram coletadas em grids de cobre revestidos
com formvar, contrastadas com acetato de uranila e citrato de chumbo e

examinados sob um microscopio eletrénico Leo 906.

3.3.1 Analise ultraestrutural da retragao sinaptica
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Previamente a reconstrugao, apenas motoneurdnios que preenchiam certos
criterios foram selecionados. Estes critérios foram a presenca de nucleo, sendo
que este deveria estar deslocado para a periferia, dissolugdo da substancia de
Nissl, didametro superior a 35 Hm e presenga de pelo menos um terminal
colinérgico (tipo C), encontrado apenas em motoneurénios alfa (Figura 1)
(Conradi, 1969; Aldskogius e Svenson, 1993). Os neurdnios foram identificados
como axotomizados tendo-se em vista a ocorréncia de modificagcdes cromatoliticas
No corpo celular. Apés a reconstrucéo dos motoneurdnios, os terminais sinapticos,
em aposicao ao corpo celular, foram identificados, contados e classificados. A
identificacdo dos tipos de terminais baseou-se na forma das vesiculas sinapticas,
O que tem correlagdo direta com o aminoacido contido em seu interior. Assim,
terminais contendo apenas vesiculas achatadas foram classificados como tipo F
(flat) e contém glicina. Aqueles contendo apenas vesiculas esféricas foram tipados
como S (spherical) e contém glutamato. Contudo, terminais contendo vesiculas
esféricas bem como uma estrutura sub-sinaptica caracteristica, contém acetil-
colina e foram denominados tipo C (cholinergic). Os trés tipos de terminais sido
llustrados na Figura 1 (Conradi, 1969). A superficie das células foi entiao
digitalizada em um aumento de 10000x e montada sequencialmente (Figura 2).
Os terminais sinapticos em contato com o corpo celular dos motoneurénios foram
identificados (F, S e C) e quantificados por 100 pm de membrana e a cobertura da
membrana foi calculada em porcentagem de terminais por comprimento de

membrana.

3.4 Hibridizagao in situ
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Paralelamente a imunohistoquimica, realizamos experimentos de hibridizagao
in situ, com vistas a quantificar a expressao do mRNA para a proteina
microglobulina beta 2 (82-m), uma co-subunidade do MHC I. No sentido de nos
certificarmos que os neurénios analisados haviam sido axotomizados, realizamos
paralelamente, uma analise da expressdo de GAP 43, proteina estrutural que
aumenta significativamente apds a transeccdo do axénio dos motoneurdnios. A
Figura 3, traz exemplos representativos dessa marcagao.

Apos sacrificio com cloridrato de ketamina, Kenso/ (50 mg/ml), e cloridrato de
xylazina, Vetaset (200 mg/ml), os segmentos medulares L4 a S1 foram dissecados
e congelados em gelo seco. Secgdes transversais (14 um) foram obtidas em um
criostato (Microm, Heidelberg, Germany), colhidas em laminas de vidro silanizadas
€ estocadas a -40°C até a utilizagao.

As sondas sintetizadas (MWG, Biotech Inc.- USA), utilizadas neste estudos
foram complementares ao mRNA das seguintes proteinas: GAP-43 (growth
associated protein — 43, nucleotideos 70-117, nimero de acesso Genebank
M16228) e microglobulina beta 2 (nucleotideos 304-351, numero de acesso
X01838).

Estas sondas foram marcadas em sua terminagdo 3'com %3S (Amersham:
atividade especifica de 7-10 x 10° cpm/ug) utilizando-se a enzima terminal
deoxinucleotidil transferase (TdT). Apds a marcacao, as sondas foram purificadas
por filtragdo em uma coluna de silica (GenElute™ PCR DNA purification kit,

Sigma) e hibridizadas as seccdes por 16 a 18 horas a 42°C. A mistura de
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hibridizagdo continha: formamida 50% (G.T. Baker Chemicals B W, Deventer, The
Netherlands), SSC 4X (SSC 1X = NaCl 0,15 M e citrato de sédio 0,015 M), solugado
de Denhardt 1X, N-laurosylsarcosina 1%, tampao fosfato 0,02 M (pH 7,0), sulfato
de dextran 10% (Pharmacia), 500 pg/ml de DNA de esperma de salmao
desnaturado por aquecimento (Sigma) e ditiotreitol 200 mM (DTT: LKB, Bromma,
Sweden). Apds a hibridizagso, as secgoes foram lavadas varias vezes em SSC 1X
a 60°C, desidratadas em etanol e mergulhadas em emulsdo fotografica (NTB2;
Kodak, Rochester, NY). Apos 6 Sémanas, as secgdes foram reveladas com
revelador D-19 (Kodak) e montadas com laminula. Nas secgoes controle, uma
quantidade vinte vezes superior da sonda fria (sem incorporagdo do enxofre
radioativo) foi adicionada & mistura de hibridizagao.

A andlise dos resultados foi semi-quantitativa. Desta forma, imagens
representativas das areas marcadas foram digitalizadas utilizando-se uma video
camera e uma placa de aquisigdo de imagem (Figura 3). A escala de cinza do
campo escuro foi ajustada e as marcagdes segmentadas utilizando-se o software
NIH Image (versao 1.55, NIH, Bethesda, MD) de forma a que os graos de cinza
sobre os motoneurdnios pudessem ser analisados. As células Cuja marcacao
fosse cinco vezes superior ao fundo foram consideradas positivas. Neste sentido,

seis secgOes derivadas de pelo menos trés animais foram analisadas.

3.5 Analise estatistica
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Os dados foram analisados, através do meétodo ANOVA, seguido dos testes “t
de student” , para analise parametrica e “Mann Whitney” para analise nao
paramétrica. Assim, assumiu-se p<0,05 (*), p<0,01(**), p<0,001 (***), utilizando-se
as fungoes estatisticas do programa BioEstat.

Todos os resultados foram apresentados como media + erro padrao.



4. RESULTADOS

47



4.1 Imunohistoquimica (IH)

4.1.1 Expressio de MHC classe |

Inicialmente analisamos, através de imunohistoquimica, a expressdo de MHC
classe | nas trés linhagens estudadas, uma e trés semanas apos axotomia
unilateral do nervo ciatico (Figuras 4 e 5, respectivamente). Os resultados,
apresentados em densidade integrada de pixels, revelaram um aumento, em
graus variaveis, da expressdo dessa molécula nas trés linhagens. Os
camundongos A/J (13,48+1,99), cuja capacidade regenerativa axonal foi
demonstrada como superior as outras duas linhagens, C57BL/6J (6,33+0,99) e
Balb/cJ (5,64+0,99) apresentou um aumento significativo da expressdo do MHC |,
uma semana apds a lesdo (Figura 6). Contudo, essa expressao tornou-se
estatisticamente igual a das demais linhagens estudadas, na terceira semana
apos axotomia, (Figura 6), sendo A/J (10,47£1,12), C57BL/6J (17,4242 53) e
Balb/cJ (14,64+2,20).

Tendo-se em vista o possivel papel do MHC | na sinalizagdo entre os terminais
pré-sinapticos e os neurdnios motores, bem como na comunicacao destes com a
glia, nossos resultados demonstram que esses eventos podem variar em fungdo
das caracteristicas de cada linhagem. Dessa forma, camundongos A/J
apresentam uma resposta mais rapida a axotomia, sendo que 0s neurdnios
motores lesionados sdo capazes de sinalizar rapidamente para seus “inputs” bem

como para a dlia circunjacente. Tais diferengas podem contribuir para uma
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resposta mais eficiente a lesdo, contribuindo para explicar a maior capacidade

regenerativa nessa linhagem.

4.1.2 Expressao de sinaptofisina

A quantificagdo, em pixels da imunohistoquimica para sinaptofisina revelou
uma diferenca significativa, em termos de retragdo dos terminais pré-sinapticos,
dos camundongos A/J (0,48+0,06: média + erro padrao), uma semana apds a
transecgao do nervo ciatico, comparativamente aos C57BL/6J (0,72+0,05; p<0,05),
sendo a resposta dos animais Balb/cJ (0,40£0,09) semelhante a da linhagem A/J
(Figura 7).

Tendo-se em vista que o potencial regenerativo dos camundongos A/J é
- bastante superior ao dos C57BL/6J, concentramos nossos interesses nessas duas
linhagens, apesar de terem sido realizados os experimentos programados com a
linhagem Balb/cJ. Desta forma, apresentamos imagens representativas da
imunomarcagao para sinaptofisina, uma semana apos a transecgdo unilateral do
nervo ciatico (Figura 8). Os motoneuronios alfa axotomizados estio destacados,
sendo possivel observar uma reducdo mais intensa da marcagao para
sinaptofisina nos animais da linhagem A/J.

A importancia da precocidade dos eventos acima descritos também se baseia
no fato de nao existirem diferencas significativas na cobertura sinaptica, trés
semanas apos a lesdo (Figura 7), sendo A/J (0,62+0,07), Balb/cJ (0,60+0,08) e

C57BL6J (0,59+0,05). As imagens representativas da imunomarcagdo para
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sinaptofisina, trés semanas apos a transecgdo unilateral do nervo ciatico estdo
representadas na Figura 9.

Estas observagdes reforcaram nosso interesse em investigar eventuais
diferengas na dinamica das sinapses, tanto em nivel de imunohistoquimica quanto
em nivel ultraestrutural. A partir das mesmas, buscamos melhor entender o
impacto dessas diferencgas na dinamica das sinapses, apos a transeccao do nervo

ciatico.

4.2 Microscopia eletrénica de transmissio (MET)

No sentido de melhor compreender os achados de imunohistoquimica para
sinaptofisina, realizamos um estudo ultraestrutural detalhado das sinapses em
aposi¢cao com os neurénios Iesiqnados, nas trés linhagens isogénicas. A Figura 2,
citada previamente, representa um motoneurdnio alfa reconstruido a partir de
imagens ultraestruturais sequenciais, utilizadas como base para a analise da
cobertura sinaptica.

A comparagdo da retracao dos terminais sinapticos apds axotomia revelou
diferencas significativas entre as linhagens estudadas. Assim, em cada uma
dessas linhagens, foram analisados estatisticamente, os seguintes itens: cobertura
sinaptica total, cobertura sinaptica dos terminais F, S e C, e nimero de terminais
/100um de membrana, apds 1 e 3 semanas da transeccao do nervo ciatico. Os

resultados da MET, estdo apresentados em micrémetros (pm).
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4.2.1 Cobertura sinaptica total

A cobertura sinaptica total apresentou diferengas significativas em seu valor
percentual, principalmente 1 semana apos a transecgdo do nervo ciatico (Figura
10). A linhagem C57 BL/6J (31,63+0,57; média + erro padrao), apresentou um
valor significativamente superior quando comparada a linhagem A/J (26,99+0,71:
p<0,05) e a linhagem Balb/cJ (29,05+0,84; p<0,05). As duas ultimas nio
apresentaram diferengas significativas. O lado ndo lesado (direito), nao
apresentou diferenga significativa entre as 3 linhagens, sendo C57
BL/6J(52,43+0,74), A/J (51,54+0,42) e Balb/cJ (50,97+1,67).

Apos 3 semanas da transecgdo do nervo ciatico, as linhagens A/J (41,66+0,44)
e Balb/cJ (42,10+0,33), apresentaram uma maior cobertura sinaptica (Figura 10),

quando comparadas a linhagem C57 BL/6J (32,54+0,83).

4.2.2 Cobertura sinaptica dos terminais F, Se C

A mensuragdo da cobertura sindptica dos terminais F, S e C, do lado direito
(ndo lesado), ndo apresentou diferencas significativas entre as trés linhagens
(Figura 11), sendo C57BL/6J (32,93+2,03), A/ (34,20+0,71) e Balb/cJ
(32,81+1,13) para o nimero de terminais F: C57BL/6J (15,34+£1,70), A/J

(12,87+0,78) e Balb/cJ (13,53+1,36) para o numero de terminais S; C57BL/6J
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(4,16£1,17), A/J (4,46+0,58) e Balb/cJ (4,63%0,99) para o nimero de terminais C.
Apés 1 semana da transecgao do nervo ciatico, nota-se uma diminuigdo estatistica
da cobertura sinaptica dos terminais F (inibitérios), na linhagem A/J (16,76+0,39:
p<0,05), comparativamente as demais linhagens (Figura 12), sendo C57BL/6J
(20,79+1,11) e Balb/cJ (18,65+0,86), enquanto o valor dos demais terminais ndo
diferem entre si.

Apos 3 semanas da transecg@o do nervo ciatico, a cobertura sinaptica dos
terminais F (inibitérios), mostrou-se significativamente inferior na linhagem
C57BL/6J (20,37+0,78), comparativamente a linhagem A/J (25,36+1,52: p<0,05) e
Balb/cJ (27,74+0,77; p<0,005), vide Figura 13. Quanto aos terminais S, a linhagem
C57BL/6J (9,12+0,37), apresentou cobertura sinaptica estatisticamente inferior,
comparativamente a Balb/cJ (11,79+0,69: p<0,05), sendo que esta Ultima nao
apresenta diferenga significativa comparada a A/J (11,12+1,34). Quanto aos
terminais C, a linhagem A/J (5,19+0,85) apresentou cobertura sinaptica superior
comparativamente as demais (p<0,05), sendo C57BL/6J (3,04+0,34) e Balb/cJ
(2,87+0,17), vide Figura 13.

Observou-se ainda que, principalmente nas linhagens A/J e Balb/cJ do grupo
TC3s, houve um aumento da cobertura sinaptica dos terminais sinapticos F,
comparativamente ao grupo TC1s. Esta observagdo sugere uma recuperacao do
numero de terminais F e plasticidade sinaptica, nessas linhagens em relacéo a

C57BL/6J, apds 3 semanas da transecgdo do nervo ciatico.

4.2.3 Numero dos terminais sinapticos F,Se C
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A mensuragdo do numero de terminais sinapticos F, S e C/ 100 um de
membrana, foi realizada em relagdo aos motoneurénios alfa, de forma que foram
considerados apenas aqueles em aposicao a membrana celular dos mesmos.

Do lado direito (n&o lesado) a mensuragao do numero de terminais nio
apresentou diferencas significativas entre as trés linhagens (Figura 14), sendo
CS57BL/6J (23,8143,61), A/J (22,1542,65) e Balb/cJ (24,92+1,68), para o nimero
de terminais F; C57BL/6J (10,63+0,98), A/J (9,88+1,52) e Balb/cJ (11,10+0,98),
para o numero de terminais S; e C57BL/6J (1,66£0,30), A/J (1,460,15) e Balb/cJ
(1,44+0,19), para o numero de terminais C.

Apos 1 semana da transecgdo do nervo ciatico, notou-se entre as linhagens
uma diminuicao estatistica do numero dos terminais sinapticos, tanto do tipo F
(inibitérios), quanto dos tipos S (excitatorios) e C (colinérgicos) na linhagem A/J
(p<0,05), comparativamente as demais linhagens (Figura 15). Seus respectivos
valores, sdo: numero de terminais do tipo F: A/J (9,54+0,74), C57BL/6J
(15,13+1,18) e Balb/cJ (17,4242,32); numero de terminais do tipo S: A/l
(4,04+0,51), C57BL/6J (6,27+0,62) e Balb/cJ (7,38+0,82); nimero de terminais do
tipo C: A/J (1,05+0,07), C57BL/6J (1,18+0,17) e Balb/cJ (1,70£0,18).

Apos 3 semanas da transeccio do nervo ciatico, constatou-se entre as
linhagens, uma diminuigdo estatistica do nimero dos terminais sinapticos do tipo F
(inibitérios), na linhagem A/J (p<0,05), comparativamente as demais linhagens
(Figura 16), enquanto os terminais sinapticos dos tipos S (excitatérios) e C
(colinérgicos) n@o apresentam diferencas significativas entre si. Os respectivos
valores nas 3 linhagens, sdo: numero de terminais do tipo F: A/J (17,46+1,06),

CS7BL/6J (21,32+1,02) e Balb/cJ (23,78+1,79); numero de terminais do tipo S: A/J
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(9,49+1,17), C57BL/6J (11,2440,37) e Balb/cJ (11,1710,59); nimero de terminais
do tipo C: A/J (1,47+0,23), C57BL/6J (0.910,11) e Balb/cJ (1,03+0,08).

Observou-se ainda que, nas 3 linhagens isogénicas do grupo TC3s, houve um
aumento do nimero de terminais sinapticos, principalmente nos terminais E e S,
comparativamente ao grupo TC1s. O maior aumento ocorreu na linhagem A/J
(terminais F) em relagdo as demais, representando a recuperacdo da cobertura
sinaptica desta linhagem apos 3 semanas da transecgao do nervo ciatico.

Ainda em MET, foram mensurados os intervalos entre os terminais sinapticos,
apos 3 semanas da transecgdo do nervo ciatico em C57BL/6J, A/J e Balb/cd. A
analise destes terminais ¢ fundamental na avaliagao da qualidade da plasticidade
sinaptica e retracdo dos terminais sinapticos de cada uma das linhagens de
camundongo. Observou-se que, a maioria dos terminais remanescentes
permaneceram separados por pequenos intervalos (1 a 2 um) , caracterizando que

a retragdo sinaptica ocorreu de forma especifica (Figura 17).

4.3 Hibridizagao in situ

4.3.1 Expressao de microglobulina beta 2 (B2-m)

Os resultados de expressdo de microglobulina beta 2, apresentados nas

Figuras 18 e 19, apontam para uma maior expressao do mRNA nos camundongos

da linhagem C57BL/6J (283+6,61), apresentando diferencas significativas quando

comparada a A/J (52,7+1,45; p<0,05) e Balb/cJ (76,3+2,44: p<0,05).
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Historicamente, pouca importancia tem sido dada a expressdo do MHC | no
tecido nervoso, visto que este sempre foi considerado imunoprivilegiado (Lampson
e Hickey, 1986; Ljunggren e Karre, 1990; Joly et al., 1991: Mucke e Oldstone,
1992; Rall et al., 1994). Sua presenca, bem como modificagdes nos niveis de
MRNA e proteina, foram descritos previamente. Porém, a interpretagdo desses
eventos nao era clara. Interessantemente, Huh et al. (2000) descreveram que
camundongos incapazes de expressar o MHC I, apresentavam deficiéncia no
processo de segregacdo das aferéncias originarias da retina para o nucleo
geniculado lateral, durante o desenvolvimento do sistema visual. Este fato
possibilitou a hipétese de que o MHC | desempenha importante papel na
eliminagao sinaptica. Recentemeqte, através da andlise das modificagées
ultraestruturais dos circuitos medulares ocorridas apos lesdo nervosa (Blinzinger e
Kreutzberg, 1968; Sumner, 1975: Chen et al., 1977; Barron, 1983; Delgado-Garcia
et al., 1988; Linda et al., 1992; Aldskogius e Svensson, 1993: Tseng e Hu, 1996;
Brannstrom e Kellerth, 1998; Linda et al, 2000), foi possivel relacionar a
expressao do MHC | com o fenémeno da plasticidade sinaptica. Assim, Oliveira et
al. (2004) demonstraram que, no adulto, 0 MHC desempenha papel fundamental
na estabilizagdo e retragdo seletiva de terminais sinapticos. A auséncia da
expressao do MHC | leva a uma perda de seletividade no processo de retragao,
afetando principalmente os terminais inibitdrios que contem glicina e GABA como
neurotransmissor (Oliveira et al., 2004).

O presente estudo buscou tracar paralelos entre diferentes eventos que
ocorrem posteriormente a axotomia periférica. Assim, buscamos associar a

expressao do MHC classe |, recentemente descrita como de fundamental
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importancia para os eventos de plasticidade subseqiientes a uma lesao ao SNC
(Huh et al., 2001: Oliveira et al., 2004), com as diferentes capacidades
regenerativas apresentadas pelas linhagens A/J, C57BL/6J e Balb/cJ.

Os resultados imunohistoquimicos mostram uma correlagdo interessante entre
a reatividade glial subseqiente a axotomia e o processo de retragao sinaptica que
ocorre ao nivel da medula espinhal (Emirandetti et al., 2006). E interessante
ressaltar que a lesdo empregada em nosso estudo é periférica, sendo afetados
unicamente os motoneurdnios. Dessa maneira, todas as alteracdes no
microambiente medular sdo necessariamente induzidas por esses neurénios,
havendo fortes indicios que isso ocorra através da expressao diferencial do MHC
I. Neste sentido, acreditamos que o padréo temporal bem como a intensidade da
resposta glial, assim como dos processos de plasticidade sinaptica apés uma
les@o, sejam fatores determinantes do sucesso regenerativo, como também do
retorno das fungdes perdidas apos a les3o. Levando-se em conta que os animais
da linhagem A/J apresentam uma taxa de regeneracao axonal superior as demais
(Da-Silva et al., 1991; Lainetti et al., 1995), é provavel que esses eventos sejam
benéficos para a regeneragdo nervosa subsequente. Essa hipotese é reforgada
por nossos recentes achados in vitro (Emirandetti et al.,2006).

Na linhagem A/J observou-se intensa resposta glial e imunomarcacéo para
sinaptofisina nos primeiros sete dias apos a transeccdo do nervo ciatico
(Emirandetti et al., 2006). Tal resposta, provavelmente, contribui para uma
aceleragdo do processo de retracdo das aferéncias (terminais pre-sinapticos),
comparativamente aos animais C57BL/6J. E importante ressaltar que essa maior

retracao sinaptica mostrou-se transitéria, uma vez que nao se observou diferenca



58

significativa na Imunomarcacgdo para sinaptofisina, trés semanas apos a lesao.
Dessa forma, nossos resultados indicam que uma resposta mais precoce a
axotomia, no que diz respeito a eventos de plasticidade sinaptica, colabora para
um maior sucesso regenerativo posterior.

Acreditamos haver uma correlagdo entre os resultados obtidos sobre a
expressao do MHC | e a retragdo sinaptica observada pela imunomarcagio com
sinaptofisina, ou seja, uma maior e mais prematura expressao de MHC | promove
eventos de plasticidade sinaptica logo apés a lesdo, permitindo que 0s neurénios,
por exemplo, concentrem seu metabolismo na regeneracao axonal, uma vez que
ocorre uma reducao significativa dos “inputs” pré-sinapticos. Ainda, é possivel que
essa desconexdo prematura dos circuitos medulares, minimize a excitotoxicidade
advinda dos terminais glutamatérgicos, como sugerido por Linda et al. (2000).

Experimentos in vivo, foram realizados em ensaios in vitro, empregando
Culturas primarias de astrécitos e neurénios medulares. Foram observadas
diferencas significativas na reatividade glial dos astrocitos provenientes das
linhagens A/J e C57BL/6J, sendo aqueles derivados de A/J marcados mais
intensamente com os anticorpos anti-GFAP e anti-ezrina, (proteinas gliais que
aumentam sua expressdo apos uma lesdo nervosa), utilizadas para analisar a
reatividade astroglial entre essas duas linhagens. Esta diferenga de reatividade,
que foi semelhante ao observado in vivo, teve um impacto direto na sinaptogénese
in vitro. Tal fato foi comprovado pela quantificagdo do nimero de sinapses reativas
para sinaptofisina, que foi estatisticamente superior nas co-culturas de astrocitos

derivados da linhagem C57BL/6J e neurénios medulares (Emirandetti et al., 2006).
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Esses resultados reforcam a hipétese de que a glia reativa esta diretamente
relacionada com os fenémenos de plasticidade sinaptica, sendo o melhor
entendimento de sua biologia, de fundamental importancia para o
desenvolvimento de estrategias visando a recuperagao do SNC apés lesoes.

A analise ultraestrutural demonstrou que, semelhantemente a imunomarcagao
para sinaptofisina, a axotomia promoveu uma reducdo significativa da cobertura
sinaptica na linhagem A/J, reforcada por nossos achados recentes (Emirandetti et
al., 2008).

Além da analise geral de cobertura sinaptica e numero total de terminais
nervosos, foi possivel constatar-se que a diminuicado da cobertura sinaptica na
linhagem A/J foi devida a uma re_tragéo significativamente maior de terminais
inibitorios, do tipo F. Ndo houve, portanto, diferencas na dinamica das sinapses
excitatorias, do tipo S.

A maior retragdo de terminais inibitorios foi descrita em um trabalho recente,
onde camundongos transgénicos, incapazes de expressar MHC | (KO para MHC )
foram utilizados. Esses camundongos apresentaram uma redugdo na capacidade
regenerativa, pois a retragdo sinaptica desses animais, ocorre de maneira
inespecifica e aleatoria (Oliveira et al., 2004). Os terminais das 3 linhagens
isogénicas em ambos 0s grupos apds axotomia (TC1S e TC3S), apresentaram
retracdo sinaptica especifica, ou seja, sob controle do motoneurdnio, onde a maior
parte dos terminais sinapticos permaneceu separados por pequenos intervalos
(Emirandetti, 2006). Isso sugere que o MHC | é de fundamental importancia para

que os circuitos medulares sejam reorganizados adequadamente apds uma lesdo
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nervosa, como previamente observado em outros estudos (Huh et al., 2000:
Oliveira et al., 2004).

Ultra-estruturalmente, observou-se que o numero de terminais sinapticos
retraidos, principalmente os do tipo F (inibitérios), sio recuperados 3 semanas
apos axotomia (TC3S) nas linhagens A/J e Balb/cJ. O mesmo nio ocorre com a
linhagem C57BL/6J, a qual apresenta cobertura sinaptica total significativamente
inferior em relagdo as demais. De forma interessante, em IH os dados estatisticos
confirmam nossas observagées da MET em TCA1S, contudo em TC3S n3o houve
diferengas significativas. Tal discrepancia, provavelmente esta relacionada aos
terminais em aposi¢cdo com o corpo dos motoneurénios, apenas visiveis com a
tecnica de MET. Em IH, portanto, ndo é possivel identificar precisamente os
terminais em aposi¢do com os motoneurdnios alfa. constituindo-se em um método
quantitativo inicial que, necessariamente necessita da analise ultraestrutural para
ser validado.

No que diz respeito a hibridizagdo in situ, interessantemente a expressao de
microglobulina beta 2 (82-m), apresentou-se superior na linhagem C57BL/6J,
comparativamente as demais ap6s uma semana da transeccdo do nervo ciatico.
Tal fato indica que, apesar de haver um aumento da quantidade de mRNA nesses
neurdnios, este, por algum motivo, ndo é traduzido na mesma proporgao,
resultando em pouca expressdo de MHC | funcional, nos camundongos C57BL/6J.

E importante ressaltar ainda que, as moléculas do sistema imunolégico podem
apresentar fungdes antagdnicas, dependendo da situag@o e dos receptores para

MHC | + peptideo sinal. Assim, reforca a necessidade de um maior
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aprofundamento dos conhecimentos da biologia do MHC | no sistema nervoso e

sua relagdo com eventos de plasticidade sinaptica.



6. CONCLUSOES
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Nossos resultados indicam que o aumento do MHC | esta relacionado com
uma maior retracéo e plasticidade sinaptica. Acreditamos que essas observacdes
possam contribuir para o melhor entendimento das diferencas de capacidade

regenerativa existentes entre diferentes linhagens isogénicas.

* Apos 1 semana da transecgdo do nervo ciatico (TC1S), a retragdo
sinaptica ocorre em maior propor¢cdo quando comparada a TC3S, nas 3
linhagens isogénicas, tanto em IH (expressdo de MHC | e sinaptofisina),

como em MET.

» A linhagem A/J apresentou maior retragdo sinaptica em TC1s e maior
recuperacao de suas aferéncias em TC3s, seguida pela linhagem

Balb/cJ.

e Nossos resultados em MET (cobertura sinaptica total e numero de
terminais sinapticos) em TC1S e TC3S, nas 3 linhagens isogénicas,
sugerem maior plasticidade sinaptica nas linhagens A/J e BAlb/cJ,

quando comparadas a C57BL/6J.

e A linhagem C57BL/6J, apesar de apresentar maior expressdo de RNA
mensageiro para B2-m, comparativamente as demais linhagens, a
mesma nao é traduzida integralmente em MHC | funcional nesta

linhagem.
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Figura 1 - A. Fotomicrografia eletronica ao nivel da superficie de um

motoneurdnio alfa de camundongo C57BL/6J controle. E possivel
identificar-se terminais sinapticos dos tipos S, C e F. B. e C.
Fotomicrografias eletronicas da superficie de um motoneurénio, uma
semana apos axotomia. Observe-se a perda de contato de regides
significativas dos botdes sinapticos.
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Figura 2 — Seqgléncia de fotomicrografias eletrénicas utilizadas para a
reconstrucao de um motoneurdnio alfa. Na ampliagdo é possivel observar-se

terminais sinapticos retraidos, numerados seqiiencialmente. Aumento =10.000 X.
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Figura 3 — Expressdo de mRNA da proteina GAP-43 em um motoneurdnio alfa
axotomizado, uma semana apos a transecgdo do nervo ciatico ipsilateral. Aumento
em A= 200 X; em B= 400 X.
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C57BL/6] IL § C57BL/6]

IL §} Balb/c

Figura 4 — Imunomarcagéao para MHC classe |, uma semana apds a transecgao
do nervo ciatico em camundongos C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. IL — ipsilateral, CL —

contralateral. Escala= 50 pum.
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C57BL/6] C57BL/6]

Figura 5 — Imunomarcagao para MHC classe |, trés semanas apdés a transeccao
do nervo ciatico em camundongos C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. IL — ipsilateral, CL —
contralateral. Escala = 50 um.
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Figura 6 — Quantificagdo da imunomarcagédo para MHC classe |, uma (TC1S) e
trés semanas (TC3S), apds a transecgdo do nervo ciatico em camundongos

C57BL/6J, A/J e Balb/cJ.
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EE C57BL/GJ |

Densidacle Integrada de Pixels

Figura 7 — Quantificacdo da imunomarcacgao para Sinaptofisina, uma (TC1S) e
trés semanas (TC3S), apds a transecgdo do nervo ciatico em camundongos

C57BL/6J, A/J e Balb/cJ.



72

#.<¢= Sinaptofisina;

C57BL/63 i a1 ] C57BL/6)

Figura 8 - Imunomarcagao para sinaptofisina, uma semana apoés a transecgao do
nervo ciatico em camundongos C57BL/6J, A/J e Balb/c. IL - ipsilateral, CL —
contralateral. Escala = 50 um.
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antotisina

C57BL/6J

Figura 9 — Imunomarcagéo para sinaptofisina, trés semanas apds a transeccao do
nervo ciatico em camundongos C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. IL — ipsilateral, CL —
contralateral. Escala = 50 um.
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Figura 10 — Cobertura sinaptica total nas linhagens C57BL/6J, A/J e Balb/cJ, em
animais normais (normal/ ndo lesado), uma e trés semana apds axotomia
unilateral do nervo ciatico. O asterisco duplo (**) em Ipsi 1s, representa uma
cobertura sinaptica estatisticamente superior nos camundongos C57BL/6J,
comparativamente a linhagem A/J (p<0,01), e a linhagem Balb/cJ (asterisco (*);
p<0,05). Em Ipsi 3s, o asterisco duplo (**), representa cobertura sinaptica
estatisticamente inferior na linhagem C57BL/6J, quando comparada as demais
linhagens(p<0,01).
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Figura 11 — Cobertura sinaptica dos terminais F, S e C de animais normais (n&o
lesados) das linhagens C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. Observa-se que ndo existe

diferencga significativa entre os terminais sinapticos dos mesmos.
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1 semana apos axotomia

Cobertura sinaptica (%)

Figura 12 — Cobertura sinaptica de terminais F, S e C nas linhagens C57BL/6J, A/J
e Balb/cJ, 1 semana apds axotomia unilateral do nervo ciatico. O asterisco (*),
representa cobertura sinaptica dos terminais F (inibitdrios) significativamente

inferior na linhagem A/J, comparativamente as demais linhagens.
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Figura 13 — Cobertura sinaptica de terminais F, S e C nas linhagens C57BL/6J, A/J
e Balb/cJ, 3 semanas apds axotomia unilateral do nervo ciatico. O asterisco triplo
(***), representa cobertura sinaptica dos terminais F (inibitorios) significativamente
inferior na linhagem C57BL/6J, comparativamente a linhagem Balb/cJ (p<0,001) e
A/J(*), p<0,05. Quanto aos terminais S, a linhagem C57BL/6J, apresentou
cobertura sinaptica estatisticamente inferior, comparativamente a linhagem Balb/cJ
(p<0,05), enquanto nos terminais C, a linhagem A/J apresentou cobertura

sinaptica superior comparativamente as demais (p<0,05).
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Figura 14 — Numero de terminais sinapticos F, S e C/100um de membrana em
animais normais (ndo lesados) das linhagens C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. Observa-
se que nao existe diferenga significativa entre os terminais sinapticos dos

mesmaos.
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©

Nimero de terminais / 100 um

Figura 15 — Numero de terminais sinapticos F, S e C/ 100pum de membrana, 1
semana apos axotomia unilateral do nervo ciatico. O asterisco (*), representa o
numero de terminais sinapticos dos tipos F (inibitérios), S (excitatorios) e C
(colinérgicos) significativamente inferiores na linhagem A/J, comparativamente as

demais linhagens.
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Nimero de terminais / 100 um

Figura 16 — Numero de terminais sinapticos F, S e C/ 100um de membrana, 3
semanas apos axotomia unilateral do nervo ciatico. O asterisco (*), representa o
numero de terminais sinapticos do tipo F (inibitorios), significativamente inferiores

na linhagem A/J, comparativamente as demais linhagens.
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Figura 17 — Intervalos entre os terminais sinapticos das trés linhagens

isogenicas, apos 3 semanas da transecgao do nervo ciatico.
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Figura 18 — Expressdo de mRNA da proteina microglobulina beta 2, uma co-
subunidade do MHC |, uma semana apds a transecgdo do nervo ciatico em
camundongos C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. IL — ipsilateral, CL — contralateral. Escala
=25 um.
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Figura 19 — Expressdao de mRNA da proteina microglobulina beta 2, uma co-
subunidade do MHC |, uma semana apos a transecgao do nervo ciatico em
camundongos C57BL/6J, A/J e Balb/cJ. IL — ipsilateral, CL — contralateral.
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