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Resumo

A busca por estratégias para o tratamento de doencas neurodegenerativas e neurotraumas
tem sido realizada mediante o emprego de moléculas que possam atuar impedindo a
morte de células nervosas e/ou estimulando a regeneragdo axonal e dendritica. Dentre
elas se encontram os fatores neurotroficos e, em especial, o fator neurotrdfico ciliar
(CNTF), membro da familia das neurocinas que promove a sobrevivéncia de uma
variedade de populacdes de neuronios, além de desempenhar papel importante na
resposta do tecido nervoso a les@o. Seu mecanismo de acdo se da através da via Janus
Quinase/Proteina Transdutora de Sinal e Ativadora de Transcricdo (JAK/STAT),
conhecidamente envolvida na expressdo de diversos genes implicados na neuroprote¢o
através da fosforilagdo da STAT3. Outra via de sinalizagdo intracelular também
relacionada com mecanismos de neuroprote¢do e regeneragdo axonal ¢ aquela
dependente da concentragdo citoplasmatica do monofosfato de adenosina ciclico
(cAMP), cuja concentracdo intracelular também pode ser modificada
farmacologicamente através da interferéncia nos seus processos de sintese e degradagao.
O cAMP esta envolvido em diversos eventos fisiologicos envolvendo o sistema nervoso
e sua prote¢do. Seu principal alvo ¢ a Proteina Quinase A, a qual exerce fung¢des, dentre
elas, a de estimular vias de sinalizagdo intracelulares comprometidas com a
sobrevivéncia neuronal e regeneracdo axonal. A estratégia aplicada no presente estudo
consistiu na inibi¢cdo da degrada¢do de cAMP através de um inibidor de fosfodiesterase
tipo IV, Rolipram. Diversas evidéncias sugerem que existam importantes interagcdes
entre a atividade do cAMP e a acdo de neurocinas que potencializam os efeitos
protetores destas ultimas. Tendo isso em vista, investigamos os efeitos da associagdo do
Rolipram e CNTF na prote¢do de neurénios da medula espinal de ratos neonatos apos
seccdo do nervo isquiatico. Foi estudado um lote de ratos para investigagdo a curto prazo
(tratamento e sacrificio no mesmo dia) para a investigacdo das vias de sinalizacdo
envolvidas e outro a longo prazo (tratamento por cinco dias) para a investigagdo
morfoldgica com os grupos CNTF (0,3png/g), Rolipram (2,0pg/g), CNTF + Rolipram
(C+R) (0,3pg/g e 2,0ug/g, respectivamente), PBS ¢ DMSO. Os dois altimos foram
agrupados em um grupo denominado CONTROLE para analise protéica. As
consequiéncias no crescimento dos animais (evolugdo ponderal) foram mais
proeminentes, visto que o grupo C+R cresceu menos que os outros grupos, denotando
um efeito deletério ja a partir do segundo dia de intervencdo (P3) no desenvolvimento
dos animais. Os tratamentos rapidos desencadearam um padrdo diversificado de
resultados. O tratamento com CNTF aumentou a fosforilagdo de STAT3 (pSTAT3) e a
STAT3 total. A proteina pro-apoptotica BAD fosforilada aumentou com C+R, porém
sua forma total ndo sofreu alteracdes. J4 o fator de transcricdo proteina ligadora ao
elemento responsivo ao cAMP (CREB) e sua forma fosforilada, pCREB, ndo
apresentaram alteragdes apos os diferentes tratamentos. Apds o tratamento prolongado
nio houve diferenca entre os grupos no Indice de Sobrevivéncia Neuronal. Nio
observamos efeito aditivo com tratamento simultdneo de CNTF e Rolipram nas vias
relacionadas com a sobrevivéncia neuronal no presente modelo de lesdo nervosa
periférica.



Abstract

The search for strategies for the treatment of neurodegenerative diseases and
neurotraumas has been performed through the use of molecules that may act as
neuroprotective agents and avoid the death of neural cells and/or stimulate axonal and
dendritic regeneration. Among these strategies, the neurotrophic factors, specially the
ciliary neurotrophic factor (CNTF), member of the neurocytokines, have gained interest
due to the fact of being capable of promoting the survival of a variety of neurons besides
playing an important role in response to nervous injury. The mechanism of action is
through Janus Kinase/ Signal Transducer and Activator of Transcription (JAK/STAT),
known to be involved in the expression of a variety of genes implicated in
neuroprotection by phosphorylation of STAT3. Another intracellular signaling via also
related with neuroprotection and axonal regeneration mechanisms is the one dependent
on the cytoplasmic concentration of cyclic adenosine monophosphate (cAMP), whose
intracellular concentration may also be modified pharmacologically through the
interference in the processes of its synthesis and degradation. cAMP has been reported to
be involved in several physiological events involving the nervous system and its
protection. Its main target is Protein Kinase A (PKA), which exerts functions such as
neuronal survival and axonal regeneration. The strategy applied on this work consisted
on the inhibition of the breakdown of cAMP through an inhibitor of phosphodiesterase
type IV, Rolipram. It has been described important relationship between the activity of
cAMP and action of neurocytokines that potentiate the neuroprotective effects of the
latter. In the present work we investigated the effects of the association of Rolipram and
CNTF on the protection of spinal motoneurons of neonatal rats after transection of
sciatic nerve. A set of rats was used to investigate short period treatment (treatment and
sacrifice in the same day) in order to analyse intracelullar signaling vias involved and
other set to investigate a prolonged treatment (treatment for five days) to make a
morphological analysis of the groups CNTF (0,3ug/g), Rolipram (2,0pug/g), CNTF +
Rolipram (C+R) (0,3ug/g e 2,0ug/g, respectively), PBS and DMSO. For proteic analysis,
the two latter were grouped in one group called CONTROL. C+R group showed failure
to thrive, meaning that a deleterious effect occurred as of the second day of intervention
(P3). Short period treatments showed different results. Treatment with induced both
phosphorylation and total amount of STAT3. The pro-apoptotic protein BAD raised its
levels in response to C+R, but the total levels were not affected. On the other hand,
cAMP Responsive Element Binding Protein (CREB) and its phosphorilated form,
pCREB, showed no alteration after the treatments. In the prolonged investigation there
was no difference between the treatments in the Neuronal Survival Index. There was no
additive effect after simultaneous treatment with CNTF and Rolipram in neuronal
survival in the present model of peripheral nervous injury.
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RGC — Retinal Ganglion Cell (Célula Ganglionar da Retina)

rthCNTF — Recombinant human Ciliary Neurotrophic Factor (Fator Neurotrofico Ciliar
recombinante humano)

s.c. — Subcutaneo

SOCS — Supressor of Cytokine Signaling (Supressor de Sinalizagdo de Citocina)

STAT3 — Signal Transducer and Activator of Transcription 3 (Proteina Transdutora de
Sinal e Ativadora de Transcri¢ao)

TNF-a — Tumor Necrosis Factor-alpha (Fator de Necrose Tumoral-alfa)

TrkA — Tropomyosin Receptor Kinase A (Receptor Tropomiosina-Quinase A)
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1. Introducio

A investigagdo de estratégias para o tratamento de doengas neurodegenerativas e
neurotraumas tem mostrado que diversas moléculas podem atuar como agentes
neuroproterores por impedirem a morte das células nervosas e/ou estimularem a
regeneragdo axonal e dendritica (Koller, 1997; Rodrigues et al., 1998). Dentre estas
moléculas encontram-se os fatores neurotroficos, que podem atuar sobre alvos neurais
especificos, ativando vias de sinalizagdo intracelular através de sua interacdo com
receptores de membrana (Segal e Greenberg, 1996). Outras moléculas podem exercer
sua agdo neuroprotetora sem interagir com receptores de membrana, mas penetrando na
célula e estimulando vias de sinalizagdo comprometidas com a sobrevivéncia e
regeneragdo neuronal (Gozes et al., 2000). Neste cendrio, tem ficado cada vez mais
evidente a necessidade de se investigar estratégias terapéuticas que permitam o emprego
de varias moléculas que, atuando através de mecanismos diferentes, promovam

sinergicamente um efeito neuroprotetor mais amplo e eficaz.

Os fatores neurotroficos podem ser agrupados em classes segundo sua estrutura
molecular e tipos de receptores. Dentre elas estdo as neurotrofinas, das quais fazem parte
o fator de crescimento do nervo (NGF), o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BNDF), a neurotrofina 4/5 (NT-4/5) e a neurotrofina 3 (NT-3), que atuam sobre
diferentes populagdes de neurdnios sensitivos e motores nos mamiferos. Suas agdes
biologicas sdo mediadas através da interagdo com receptores de membrana especificos e
pertencentes a familia tirosinas quinase (Trk). Para o NGF, o receptor especifico é o
TrkA, para BDNF e NT-4/5, o receptor ¢ TrkB e para NT-3 o TrkC (Barbacid, 1994;
Cui, 2006). Ocorre, também, sobreposi¢do de receptores para um mesmo ligante. Por sua
vez, na classe das neurocinas, encontram-se o fator neurotrofico ciliar (CNTF), o fator

inibidor de leucemia (LIF) e a interleucina 6 (IL-6). As neurocinas atuam sobre



diferentes populagdes de neuronios através de sua interacdo com receptores compostos
por duas ou trés subunidades, dentre as quais esta sempre presente a glicoproteina 130

(gp130) (Stahl e Yancopoulos, 1994; Inoue et al., 1996).

O CNTF foi inicialmente identificado como um fator capaz de garantir a
sobrevivéncia de neurdnios parassimpaticos do ganglio ciliar de pintainho (Varon et al.,
1979). Posteriomente, o estudo da sua expressdo, purifica¢do e clonagem foi realizado
por diferentes autores (Barbin et al., 1984; Manthorpe et al., 1986; Stockli et al., 1989;
Lin et al., 1989; Negro et al., 1991a,b). Atualmente sabe-se que o CNTF ¢é produzido
por células de Schwann associadas a fibras mielinicas e por subpopulagdes de astrocitos,
sendo amplamente distribuido no sistema nervoso central (Stockli et al., 1991; Friedman
et al., 1992; Rende et al., 1992; Henderson et al., 1994; Kirsch e Hofmann, 1994,
Richardson, 1994). Além disso, essa molécula ¢ capaz de promover a sobrevivéncia de
uma variedade de populagdes de neurdnios e de atuar na proliferagdo e diferencia¢do de
células gliais no sistema nervoso central durante o desenvolvimento (Lillien et al., 1990;
Stockli et al., 1991), assim como seu receptor ¢ amplamente distribuido no sistema
nervos central (MacLennan et al., 1996). Recentemente, o CNTF fo1 visto atuar com
quimioatrativo de macréfagos que atuam na sobrevivéncia de células ganglionares da

retina (RGC’s) (Cen et al., 2007).

Ao longo dos ultimos anos foram obtidas diversas evidéncias que reforcam a
hipdtese de que o CNTF desempenhe um papel importante na resposta do tecido nervoso
a les@o (Thoenen, 1991; Sendtner et al., 1997, Tripathi e McTigue, 2008). Neste sentido,
observou-se que apos lesdes no sistema nervoso central ou periférico sdo desencadeadas
intensas alteragdes nos niveis de CNTF nas regides afetadas. Lesdes mecanicas
provocadas no cérebro, por exemplo, levam a um expressivo aumento na quantidade de

mRNA para CNTF bem como da propria proteina no local lesado (Ip et al., 1993; Asada



et al., 1995). Especificamente, este aumento na expressdo do mRNA para CNTF foi
localizado em astrocitos reacionais no local da lesdo cerebral (Ip et al., 1993; Asada et
al., 1995). Rana et al. (2010) observaram que o estiramento mecanico do ganglio
cervical superior de ratos estimulou o crescimento de neurdcitos além de aumentar os
niveis de mRNA e proteina para CNTF nessas células. Desta forma, ¢ possivel que o
CNTF tenha uma dupla fung@o no processo pds-lesional, atuando como molécula trofica
para os neurdnios e como estimulador de resposta glial (Rudge et al., 1992; Winter et al.,

1995; Dallner et al., 2002).

No sistema nervoso periférico integro sdo detectados altos niveis de mRNA para
CNTF e desta proteina no citoplasma das células de Schwann (Stockli et al., 1991;
Rende et al., 1992; Friedmenn et al., 1992). Porém, apds uma lesdo traumatica, os niveis
de mRNA para CNTF diminuem drasticamente no coto distal e aumenta a quantidade
desta proteina no espago extracelular (Smith et al., 1993). Desta forma acredita-se que o
CNTF estocado nas células de Schwann seja abundantemente liberado em resposta a
lesdo para atuar como um agente neuroprotetor rapido (Friedman et al., 1992; Sendtner
et al., 1992c; Smith et al., 1993). Yetiser e Kahraman (2008) também observaram
aumento de CNTF apos secgdo do nervo facial. Esses autores observaram, ainda, que a
seccdo aumentou em maior proporcdo os niveis de CNTF comparado ao esmagamento.
Tém-se também evidéncias de que o CNTF possa ser internalizado e retrogradamente
transportado pelos axonios até o corpo celular apos uma lesdo nervosa periférica, assim
como outros fatores neurotréficos (Sendtner et al., 1990; Curtis et al., 1993, Lee et al.,
2004). E interessante notar que as células de Schwann passam a expressar novamente
CNTF durante o processo regenerativo do nervo a medida que estabelecem contatos com

0s axOnios em crescimento (Sendtner et al., 1992¢; Lee et al., 1995).



Os efeitos neurotroficos e neuroprotetores da administracdo exogena de CNTF
foram evidenciados em modelos experimentais de doengas neurologicas e de lesdes
traumaticas de nervos periféricos (Sendtner et al., 1990; Sendtner et al., 1992a,b; Hagg
et al., 1992; Lo et al., 1995; Simon et al., 1995; Lindsay, 1995; Kuzis e Eckenstein,
1996; Zhang et al., 2004; Hapner et al., 2006; Pun et al., 2006; Wu et al., 2007).
Recentemente, Pun et al. (2006), mostraram que administra¢do intramuscular de CNTF
em camundongos transgé€nicos que expressam grande quantidade da proteina G93A
SOD1, um modelo de esclerose lateral amiotrofica familial, reduziu a vulnerabilidade
axonal de motoneurdnios de unidades motoras de contragdo rapida. Por sua vez, Wu et
al. (2007) mostraram que a inducdo da sintese e secrecdo de CNTF nos ganglios das
raizes dorsais (DRG) através da injecdo intraganglionar do Lentivirus (LV)-stCNTF
(virus com capacidade de assimilar seqiéncia de DNA especifica do CNTF e com
capacidade de serem incorporados em células-alvo) estimulou regeneragdo axonal dos
neurdnios pseudounipolares no interior das raizes dorsais.

As acdes do CNTF sdo mediadas por uma sequéncia de eventos intracelulares
que tém inicio com a ligacdo deste ao CNTFRa (receptor de CNTF subunidade alfa),
que esta ligado a membrana celular através de uma ancora de glicosilfosfatidil inositol
(GPI). Esse complexo se liga ao gp-130 e ao LIFRB (receptor de LIF subunidade beta)
formando um heterodimero (Davis et al., 1993). A formagdo do complexo
CNTF/CNTFRo/gp-130/LIFRB aproxima as proteinas da classe das Janus Quinases 2
(JAK2) que estdo previamente associadas a por¢do citoplasmatica dos componentes 3.
Esta aproximagdo desencadeia a autofosforilacdo das JAK2, além da fosforilacdo de
tirosinas das subunidades do complexo receptor (Wilks et al., 1991; Stahl et al.,
1994a,b). As tirosinas fosforiladas nas subunidades B servem como sitios de

recrutamento de mondmeros da proteina transdutora de sinal e ativadora de transcrigéo 3



(STAT3) (Boulton et al., 1995). Uma vez associadas ao complexo receptor, as STAT3
fosforiladas pelas JAK2 se dimerizam e s3o translocadas para o nucleo, onde atuam
como fatores de transcricdo regulando a expressdo de diversos genes implicados na
neuroprote¢do e neuroregeneragdo (Heinrich et al., 2003; Kirsch et al., 2003; Cafferty et

al., 2004; Qiu et al., 2005) (Figura 1).

CNTF CNTF

CNTFRa O
—

R ap-130

STAT3 STAT3

— STAT3 | STAT3
T —y
~

STAT3 | STAT3 Tranrigao

~
\~—_’/

;

-

\

Neuroprotecao

Figura 1: Via de sinalizagdo da JAK/STAT. O CNTF se liga ao complexo receptor CNTFRa/LIFR/gp-
130 e desencadeia o processo de fosforilagdo das JAK's e auto-fosforilagdo do receptor em tirosina. Esse
processo estimula o recrutamento de STAT3 que se fosforilam, dimerizam-se e sdo translocadas para o
nicleo, onde exercem o papel de fatores de transcricdo de genes relacionados com neuroprotecdo e
neuroregeneragdo. Adaptado de Boyd e Gordon, 2003.

Particularmente, Kirsch et al. (2003) mostraram que apds a sec¢do no nervo
facial de camundongo o CNTF liberado no local de lesdo foi capaz de ativar, retrograda
e rapidamente, a fosforilagdo da STAT3 no corpo celular dos motoneurdnios
axotomizados. Lee et al. (2004) observaram que ocorre fosforilagdo da STAT3 nos

corpos celulares de motoneuronios axotomizados na medula espinal 24 horas apos a
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seccdo de nervo isquidtico. No sitio da lesdo, esse fendmeno ocorre apds 15 minutos,
predominantemente no segmento proximal do nervo axotomizado. Esses autores
concluiram que, além de ser um fator de transcricdo, a STAT3 € uma molécula
neuroprotetora transportada retrogradamente a partir do coto proximal até o corpo
celular do neuronio lesado.

Outras vias de sinaliza¢do intracelular relacionadas com mecanismos de
neuroprotecdo e regeneragdo axonal sdo aquelas dependentes da concentragdo
citoplasmatica do monofosfato de adenosina ciclico (cAMP) (Rehen et al., 1996,
Varella, 1997). O cAMP atua como segundo mensageiro na mediacdo de diversas
respostas celulares induzidas por hormoénios e outros ligantes de receptores de
membrana (Robinson et al., 1968, McKnight, 1991, Rodbell, 1997, Selbie et al., 1998).
Sua concentragdo intracelular também pode ser modificada farmacologicamente através
da interferéncia nos seus processos de sintese e degradacdo. A sintese do cAMP ¢
derivada da quebra do ATP em ADP e AMP, que, pela agdo da adenilato ciclase
ancorada a subunidade o da proteina G, adquire sua forma ciclica, e sua degradagao
depende da atividade da fosfodiesterase (PDE) (Walikonis e Poduslo, 1998). Um alvo
importante do cAMP ¢ a proteina quinase A (PKA), que depende dessa interagcdo para
exercer suas variadas fungdes bioldgicas, dentre as quais esta sua capacidade de ativar
vias de sinalizacdo intracelulares comprometidas com a sobrevivéncia neuronal e
regeneragdo axonal (Roisen et al., 1972; Song et al., 1997, Hanson et al., 1998; Cai et
al., 1999; Neumann et al., 2002; Li et al., 2000; Silveira e Linden; 2005). Em particular,
sabe-se que a PKA ¢ capaz de fosforilar a BAD (pBAD) inibindo, assim, sua
participacdo na morte celular (Harada et al., 1999). Os principais sitios de fosforilagdo

da BAD incluem os residuos de Serl12 ou Serl55 (Silveira e Linden, 2005).
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Fosforilada, a BAD ¢ translocada da mitocondria para o citoplasma ligada a proteinas
adaptadoras 14-3-3 que bloqueiam sua agdo apoptotica (Datta et al., 1997) (Figura 2).

O CREB (do inglés, cAMP Responsive Element Binding Protein) ¢ também
ativado por niveis elevados de cAMP e serve como um mediador primario da transcri¢do
mediada por cAMP (Lonze e Ginty, 2002). A ativagdo do CREB ocorre via PKA e
também via MEK/Erk e ocorre em residuo de Ser133 (Gao et al., 2004). De maneira
geral, além de ter papel importante nos processos de memdoria, aprendizado e
plasticidade, o CREB esta envolvido em proliferagdo, diferenciacdo e crescimento
neuronais, bem como promotor de sobrevivéncia e neuroprotecdo (Lonze e Ginty, 2002)
(Figura 2). Para atestar a participagdo de CREB na regenerag@o axonal foi feito um
experimento com injecdo de adenovirus contendo CREB ativo em géanglios de ratos
previamente a lesdo da coluna dorsal e observou-se que os grupos controle ndo
regeneraram seus axonios diferentemente dos tratados com os adenovirus (Gao et al.,
2004). Em 2008, Aglah et al. demonstraram que o cAMP ¢ capaz de promover o
crescimento de ramifica¢gdes de motoneurdnios in vitro e que esse fenoOmeno ocorre

mediado pela PKA.
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Figura 2: Vias de sintese do cAMP e de sinalizagdo celular mediada pelo cAMP, PKA e CREB. Detalhes
no texto. AC: Adenilato Ciclase; o, B, y: subunidades da proteina G. Adaptado de Linden et al., 2005; Gao
et al., 2004.

Recentes evidéncias reforgam a hipotese de que a elevacdo da concentragdo
intracelular de cAMP através da inibi¢do da PDE pode ser uma importante estratégia
terapéutica de neuroprotecdo (Schubert et al., 1997) Dentre os agentes neuroprotetores
inibidores da PDE encontra-se o Rolipram (4-[3-(ciclopentiloxi)-4-methoxifenil]-2-
pirrolidinona), um inibidor seletivo de PDE 4 (Nikulina et al., 2004). Diversos autores
tém mostrado que a administragdo de Rolipram em roedores apos lesdo traumatica de
medula espinal estimula a regeneracdo axonal, inibe a gliose reativa e acelera a
recuperagdo funcional (Pearse et al., 2004; Nikulina et al., 2004; Hannila et al. 2008).
Recentemente, Whitaker, et al. (2008) mostraram que o tratamento com Rolipram
impede a morte de oligondendrdcitos do funiculo ventrolateral apds lesdo da medula

cervical por contusdo. Esse trabalho também mostrou que o Rolipram, ao aumentar a
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disponibilidade de cAMP, estd, também, indiretamente relacionado com atividade anti-
inflamatéria ao diminuir os niveis de TNF-0, uma citocina pro-inflamatéria induzida
apods estimulo lesivo, que tem sua produgdo e secrecdo dependente de fosfodiesterase.
Embora os mecanismos celulares e moleculares envolvidos nesses efeitos do Rolipram
ndo sejam bem conhecidos, tem-se sugerido que o Rolipram exer¢a seus efeitos
neuroprotetores inibindo a ativagdo de vias apoptoticas e a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, bem como estimulando a expressdo de fatores neurotroficos (Nakagawa et
al., 2002; Chen et al, 2007, Whitaker et al., 2008). Em comparagdo a
isobutilmetilxantina (IBMX), também um inibidor de fosfodiesterase, o Rolipram
permite que um maior numero de motoneurdnios emita extensdes in vitro (Aglah et al.,
2008). Recentemente, Gordon et al. (2009) observaram que estimulo elétrico em coto
axonal proximal de uma lesdo nervosa periférica causa elevagdo nos niveis de cAMP.
Assim, pode-se propor também que o papel neuroprotetor do Rolipram envolveria
partipacdo do cAMP.

De maneira interessante, diversas evidéncias sugerem que existam importantes
interagdes entre a atividade do cAMP e a agdo de neurocinas, como IL-6, LIF ¢ CNTF,
ao potencializar os efeitos neuroprotetores destas ultimas. Em particular, Cui et al.
(2003) mostraram que a elevagdo da concentragdo de cAMP na retina de ratos
potencializou o efeito neuroprotetor da injecdo intravitrea de CNTF sobre as células
ganglionares da retina. Estes autores também reportaram que a ag@o cooperativa do
cAMP e CNTF estimulou a regeneracdo axonal das RGC's no interior de um segmento
de nervo isquiatico enxertado no nervo optico. Por sua vez, Cao et al. (2006) verificaram
que a expressdo da IL-6 aumentou marcadamente nos neurdnios sensitivos do DRG apos
sec¢do do nervo isquidtico de camundongos. Aumento similar foi observado por esses

autores em culturas primarias de neurénios de DRG apds a administragdo do analogo de
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cAMP, dibutiril-cAMP (db-cAMP). Também foi visto que a adi¢do de db-cAMP e o
aumento da expressdo de IL-6 estimularam o crescimento de neuritos das células
sensoriais mesmo na presenca da glicoproteina associada a mielina (MAG), inibidora da
regeneragdo axonal. Além disso, ¢ importante destacar que Wu et al. (2007) verificaram
também que a administragdo intraganglionar de db-cAMP induziu aumento da expressdo
do mRNA para IL-6 e LIF e da presenga da STAT3 fosforilada (pSTAT3) no nucleo dos
neurdnios do DRG. Como foi considerado acima, neste mesmo trabalho os autores
também confirmaram a agfo estimuladora do CNTF sobre a regeneracdo axonal
sensitiva central induzindo sua sintese e secre¢do nos DRG's através da injecdo
intraganglionar do Lentivirus (LV)-stCNTF. Em 2004, Spencer e Filbin observaram que
neurdnios cultivados em meio contendo MAG ou mielina purificada podem emitir
extensdes apos o tratamento prévio com neurotrofinas. Esse fendmeno denominado
“priming” ndo foi observado com a aplicacdo de db-cAMP, sugerindo que o cAMP
possa participar da via de sinalizacdo de neurotrofinas. Pode-se concluir, entdo, que o
tratamento com neurotrofinas aumenta os niveis de cAMP.

Sabe-se que, durante a primeira semana apds o nascimento, 0s neurdnios motores
e sensitivos de ratos e camundongos sdo vulneraveis a lesdo axonal. A sec¢do do nervo
isquiatico de ratos no dia do nascimento leva a morte de aproximadamente 75% dos
neurdnios sensitivos e de praticamente 100% dos motoneurdnios atingidos. A morte
neuronal pode ser notada poucas horas apos a lesdo e acentua-se gradativamente no
decorrer dos dias (Schmalbruch, 1984, 1987a, 1987b, 1988, 1990, Lowrie e Vrbova,
1992; Lowrie et al., 1994). Além de morte acentuada, a axotomia resulta em altera¢des
morfoldgicas, como a reducdo da arvore dendritica, assim como em funcionamento

anormal dos motoneurdnios sobreviventes (Mentis et al., 2007). Ainda, varios autores
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mostraram que lesdo do nervo isquiatico em ratos recém-nascidos também causa a morte
de populagdes de interneuronios espinais (Lowrie e Lawson, 2000; Oliveira et al., 2002).

E bem estabelecido que o tratamento de ratos recém-nascidos com CNTF reduz a
morte dos motoneurdnios, bem como dos interneurdnios na intumescéncia lombar, apos
sec¢do do nervo isquiatico (Oliveira et al., 2002; Rezende et al., 2008). Recentemente,
pudemos verificar que a protecdo de motoneurdnios promovida pela administragdo
sistémica de CNTF apos seccdo do nervo isquiatico de ratos neonatos esta associada ao
aumento da pSTAT3 e da ligagdo da proteina Bcl-2 a Bax na medula lombar, resultando
numa inibi¢do dessa ultima proteina e evitando, assim, sua agdo pro-apoptotica (Rezende
et al. 2008).

E interessante notar que em ratos neonatos a concentragio de cAMP nos ganglios
das raizes dorsais (DRG's) ¢ alta nas primeiras horas apos o nascimento e cai
drasticamente apos 2 dias de vida (Cai et al. 2001). Esta alta concentragcdo de cAMP tem
sido relacionada a grande capacidade de os neurdnios sensitivos de animais neonatos
regenerarem seus axonios in vitro e in vivo (Cai et al. 1999, 2001). Além disso, Qiu et al.
(2002) mostraram que a inje¢do de db-cAMP no interior dos DRG’s de ratos adultos,
uma semana antes da sec¢@o do funiculo posterior da medula, estimulou a regeneragdo
do axo6nio dos neurdnios sensitivos. Estes autores também obtiveram evidéncias de que,
apods a sec¢do do nervo isquidtico em ratos jovens (18 dias de vida), houve aumento
transitorio da quantidade de cAMP nos DRG's correspondentes a esse nervo. Também €
importante observar que a sec¢do do nervo isquiatico realizada em ratos adultos antes do
esmagamento das raizes dorsais estimula a regeneragdo axonal no interior destas ultimas,
bem como no funiculo posterior da medula espinal (Richardson e Verge, 1987;
Neumann e Woolf, 1999; Wu et al., 2007). Tal lesdo do nervo isquidtico neste modelo

experimental tem sido denominada “lesdo condicionante”. Recentemente Wu et al.
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(2007) verificaram que, neste modelo experimental, a administracdo intraganglionar de
db-cAMP causou efeito semelhante ao da lesdo condicionante do nervo isquiatico. Tais
evidéncias reforcam a idéia de atuacdo do cAMP como agente neuroprotetor.

A relagdo entre o aumento da concentragdo de cAMP, sobrevivéncia neuronal e
regeneragdo axonal observada para os neur6nios sensitivos também ocorre em neuronios
motores. Hanson et al. (1998) observaram que a elevagdo dos niveis de cAMP em
motoneurdnios em cultura, induzida pela estimulagdo da adenilato ciclase com
forskolina e pela inibi¢do da fosfodiesterase (PDE) com IBMX, garantiu a sobrevivéncia
destes neurdnios por sete dias e estimulou o crescimento de neuritos na auséncia de
fatores troficos como BDNF, CNTF, GDNF (do inglés, fator neurotréfico derivado da
glia), HGF (do inglés, fator de crescimento de hepatdcito) e insulina. Por outro lado, a
presenga destes ultimos associada ao aumento da concentragdo de cAMP garantiu a
sobrevivéncia dos motoneuronios por trés semanas em cultura.

Até o presente momento ndo ha trabalhos estudando a associagdo de CNTF e

Rolipram em modelo de axotomia periférica.
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2. Objetivos

Geral
O presente estudo teve como objetivo geral verificar o efeito neuroprotetor do

CNTF e do Rolipram sobre neurénios espinais apos a lesdo do nervo isquiatico.

Especificos

Investigar o efeito da administragdo subcutanea de CNTF e Rolipram, isolados
ou em associagdo, sobre as proteinas STAT3 e sua forma fosforilada (pSTAT3); BAD e

sua forma fosforilada (pPBAD); CREB e sua forma fosforilada (pCREB).

Avaliar o efeito da administracdo subcutdnea de CNTF e Rolipram, isolados ou
em associagdo, na sobrevivéncia de motoneurdnios espinais apos sec¢do do nervo

1squidtico de ratos neonatos.
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3. Material e Método

3.1. Animais, grupos experimentais e doses utilizadas

Foram empregados ratos Wistar com idade de dois dias (P2) fornecidos pelo
centro de bioterismo da Unicamp - Centro Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica
na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio (CEMIB). Todos os procedimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biologia da Unicamp
(Protocolo 1998-1).

Um lote de ratos foi utilizado para a avaliagdo do efeito neuroprotetor da
administragdo de CNTF e/ou Rolipram por um longo periodo através de analises
histologicas da medula espinal. Durante o tratamento prolongado os animais foram
mantidos junto & mée com livre acesso a amamentacdo e sob condigdes controladas de
luz (ciclo de 12 horas de claro/escuro) e temperatura (21°C). Os animais foram
distribuidos em grupos que receberam tratamento subcutaneo (s.c.) com CNTF (0,3ug/g)
(n=5), Rolipram (2,0pg/g) (n=5), CNTF + Rolipram (03ug/g e 2,0ug/g,
respectivamente) (n=6), veiculo de dilui¢do do CNTF (PBS) (n=5) e veiculo de dilui¢do
do Rolipram (2%DMSO em solugéo salina — NaCl 0,9%) (n=5).

Um lote de ratos foi utilizado para a investigagdo dos efeitos da administragdo
subcutdnea de CNTF e/ou Rolipram apos um curto periodo de tempo sobre vias de
sinalizagdo intracelular na medula espinal. Os grupos estudados foram idénticos aos do
tratamento prolongado: CNTF (0,3pg/g) (n=5), Rolipram (2,0pg/g) (n=5), CNTF +
Rolipram (0,3 pg/g e 2,0ug/g, respectivamente) (n=4), veiculo de dilui¢do do CNTF
(PBS) (n=5) e veiculo de dilui¢do do Rolipram (2% DMSO em solucdo salina — NaCl
0,9%) (n=5).

A dose de CNTF foi adotada baseando-se em dados prévios de experimentos

com ratos neonatos realizados em nosso laboratério (Rezende et al., 2008). Com relagdo
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ao Rolipram, empregou-se a dose de 2,0ug/g escolhida dentre ampla faixa de valores

encontrados na literatura (0,005 a 50ug/g) (Iyo et al., 1995; Egawa et al., 1997).

3.2. Procedéncia do CNTF e Rolipram

O CNTF recombinante humano (rhCNTF) foi produzido a partir da clonagem de
cDNA para o CNTF humano conforme descrito por Negro et al. (1991) e fornecido pelo
Dr. Alessandro Negro do Centro di Ricerche in Biotecnologie Innovative-CRIBI da
Universidade de Padova (Padova, Italia). O Rolipram foi adquirido da A.G. Scientific

(R-1012; San Diego, Califérnia, EUA).

3.3. Procedimentos cirirgicos e tratamentos

Os animais com dois dias de vida (P2) foram anestesiados por hipotermia e
imediatamente posicionados em decubito ventral sob microscopio cirargico (D.F.
Vasconcelos, M90). Foi realizada uma incis@o na face lateral da coxa esquerda e, em
seguida, a musculatura afastada para exposi¢do do nervo isquiatico. Com auxilio de
microtesoura (Vannas, Steel Inox-S. OF3212) o nervo foi dissecado até sua emergéncia
no forame isquidtico, onde foi seccionado e retirado um segmento de aproximadamente
trés milimetros do coto distal. A musculatura foi entdo reposicionada e a pele suturada
com fio de seda 8-0 (Ethicon). Logo apos, os animais foram colocados em local
aquecido até despertarem da anestesia e foram devolvidos a mae.

O tratamento dos animais seguiu o protocolo abaixo, utilizando-se as
concentragdes de CNTF e Rolipram ja mencionadas e seus respectivos controles
(veiculos de diluigdo) nos volumes correspondentes. A primeira dose foi administrada 30
minutos antes da lesdo, a segunda imediatamente apds a lesdo e a terceira duas horas e

meia apos a primeira aplicacdo. Os animais destinados ao estudo dos efeitos
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desencadeados pela administragdo em curto periodo foram sacrificados uma hora apds a
ultima dose. Por sua vez, os animais utilizados no estudo dos efeitos do tratamento
prolongado receberam doses didrias durante cinco dias, sendo sacrificados 24 horas apds

a ultima dose.

3.4. Avaliacio da evolucio ponderal

Foi avaliada a evolugdo ponderal dos animais, ou seja, a mudanga da massa
corpoérea durante o tratamento prolongado. Para a avaliagcdo estatistica foi realizada
analise da variancia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas seguida do teste de
Bonferroni pelo programa estatistico Prism® (GraphPad Software Inc.) para as medidas

de massa corpdrea de P2 a P7.

3.5. Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para biologia molecular

Os animais destinados a investigagdo dos efeitos da administracdo de CNTF e
Rolipram, isolados ou em associagdo, sobre as vias de sinalizag¢do a curto prazo foram
sacrificados por decapitacdo. Imediatamente apos, a intumescéncia lombar da medula
espinal foi removida sob condi¢des resfriadas (4°C). Os espécimes foram rapidamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C em biofreezer até o seu
processamento.

Os espécimes foram processados para analise das proteinas STAT3, pSTAT3,
CREB, pCREB, BAD e pBAD pela técnica de Western Blotting. Para a extragdo de
proteinas foi realizada homogeneizagdo dos espécimes em tampdo de extracdo (1%
Triton X-100, S0mM PB pH 7.4, 1mM pirofosfato de sodio, ImM sodio fluorido, SmM
EDTA, ImM Vanadato de sdédio, 1% coquetel inibidor de protease P8340 Sigma, 7M

Uréia, 2M Tiouréia) na propor¢do 10% peso/volume a 4°C num gerador 20s Politron
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PTA (Modelo PT 10/35, Brinkmann Instruments, Westbury, NY) em velocidade
maxima (30000rpm) por 30 segundos. As amostras foram centrifugadas a 12.000G/4°C
por 15 min, retirando-se o sobrenadante que contém o extrato das proteinas totais do
tecido. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método colorimétrico de
Bradford (Bradford, 1976). Ao equivalente a 100pug de proteinas totais de cada amostra
foi adicionado um volume igual de tampdo de amostra Laemmli (Laemmli, 1970).
Subsequientemente, as amostras foram mantidas por 5 minutos em banho-maria a 95°C.
As amostras foram, entfo, submetidas a eletroforese, com SDS, em gel de 8% de
poliacrilamida com quantidade protéica de 70ug. As proteinas contidas no gel foram
eletrotransferidas por 90 minutos a 120V para uma membrana de nitrocelulose (BioRad)
(Towbin et al., 1979). Com a finalidade de se observar o padrdo da quantidade protéica
presente apds a transferéncia, foi realizada a coloragdo com Ponceau S, a qual evidencia
as bandas de proteinas totais na membrana. Os sitios de ligagcdes inespecificas da
membrana foram bloqueados com 20ml de solugdo de 5% leite desnatado em po, SO0mM
PB PH 7.4, 150mM NaCl, 0,01% Tween 20 (PBS-tween + leite) por 1 hora. A
membrana foi subseqientemente incubada com anticorpo primario anti-pSTAT3
(Tyr705, Cell Signaling, #9145) diluido 1:1000 em 10ml de tampdo PBS-tween
contendo 3% BSA, por 12h a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi, entdo, lavada por 5
minutos com solugcdo PBS-tween e incubada com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase (Zymax — Zymed Laboratories) diluida 1:10000 em 10mL de PBS-tween +
3% leite desnatado em po, por 1h a temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi
lavada 4 vezes por 4 minutos com PBS-tween, sendo as bandas imunorreativas
detectadas por auto-radiografia em um filme Kodak GBX2 utilizando-se kit de
quimioluminescéncia SuperSignal West Pico (Pierce). Apds a detec¢do das bandas

imunorreativas as membranas foram incubadas por dois minutos com NaOH 0,1M,
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lavadas por duas vezes com agua deionizada e duas vezes com PBS-tween para a elui¢éo
dos anticorpos presentes e possibilitar o uso de outros.

Os mesmos procedimentos anteriormente descritos foram realizados para
deteccdo das proteinas pCREB (Ser133, Cell Signaling, #9198) , CREB (Cell Signaling,
#9197), pPBAD (Ser112, Cell Signaling, #5284) e BAD (Cell Signaling, #9239) diluidos

na proporgdo 1:1000.

3.6. Sacrificio dos animais e processamento dos espécimes para histologia

Durante os 5 dias de tratamento os animais foram monitorados quanto a evolugéo
ponderal. Vinte e quatro horas apos o ultimo tratamento (idade P7) os animais foram
novamente pesados e anestesiados com mistura de quetamina e cloridrato de xilazina
(100mg/kg e 10mg/kg, respectivamente; i.p.). A seguir foram submetidos a toracotomia
e perfundidos com paraformaldeido 4% em tampdo fosfato 0,1M (pH 7.4). Apos a
fixag@o os animais foram eviscerados e mantidos na mesma solugéo fixadora por 24h. A
seguir a intumescéncia lombar da medula espinal foi dissecada e processada para
inclusdo em parafina. De cada intumescéncia lombar foram coletados cortes seriados
transversais com 8um de espessura. Para cada série de 5 cortes seguidos coletados em
laminas gelatinizadas, uma série seguinte de 12 cortes foi descartada. Este procedimento
foi realizado até o esgotamento de todo o espécime. Os cortes foram, entdo, processados
segundo o protocolo padrdo para coloracdo de neurdnios com cresil violeta 5% (Sigma).
Em seguida, os cortes foram desidratados em bateria de alcool-xilol e as laminas

montadas com Permount (Fisher).
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3.7. Analise quantitativa

Para a avaliagdo dos efeitos de CNTF e/ou Rolipram no lote de animais tratados
e sacrificados no mesmo dia as bandas imunorreativas detectadas no filme fotografico
foram escaneadas (HP Deskejet F-380) e submetidas a mensurag@o por densitometria
optica (Scion Image®). Para cada proteina estudada foi calculada uma razdo entre o
valor de densidade Optica da banda referente a um grupo e a média das densidades
opticas de todos os grupos numa mesma membrana. Em seguida, calculou-se a média
das razdes obtidas para cada grupo em todas as membranas analisadas. Para a analise
quantitativa molecular, a média das razdes para cada grupo foi submetida a teste-T
pareado de uma cauda com relag@o a um grupo denominado controle, o qual corresponde
a unido dos grupos PBS e DMSO mencionados anteriormente. Tal unido foi realizada
devido ao fato de que ndo se observou diferenga significativa entre os grupos PBS e
DMSO (vide item 4.2). Optou-se pela analise da média das razdes para cada grupo pois
ndo foi possivel a normalizacdo dos dados através de medidas de densidade oOptica de
bandas representativas de cada membrana por Ponceau S, visto que houve variabilidade
do padréo de coloragdo entre as diferentes membranas processadas. A andlise dos dados
foi realizada através do programa estatistico Prism® (GraphPad Software Inc.),

conforme esquema abaixo:
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PBS + DMSO
CTRL CNTF ROL C+R
— — — — densidade média
m— das bandas
densidades de cada grupo
/ % = razéo
média
média
grafico

A avaliagdo do efeito neuroprotetor dos diferentes tratamentos no experimento de
cinco dias foi feita através da contagem dos motoneurdnios do grupamento ventrolateral
da intumescéncia lombar. Para 1isso, foram usados 20 cortes semi-seriados
representativos dos segmentos 1.4, L5 e L6 da intumescéncia lombar de cada animal.
Desta forma, a distancia entre cada um dos cortes selecionados foi de aproximadamente
100pum. Para a contagem dos motoneurdnios foram considerados apenas aqueles com
nucléolo evidente, evitando-se dessa forma, a dupla contagem. O lado contralateral, ndo
lesado, foi considerado como controle no respectivo corte. As contagens foram
realizadas através do programa ImageJ® com a ferramenta de contagem de células. O
procedimento foi realizado pelo experimentador sem conhecimento prévio do grupo ao
qual pertencia o espécime.

O efeito dos tratamentos foi representado pelo indice de sobrevivéncia neuronal
(ISN), que corresponde a razdo entre o numero de motoneuronios computados no lado

lesado e o nimero de motoneurdnios no lado nédo lesado (Rogeério et al., 2002). Apds o
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calculo do ISN individual para cada corte obtido, foi gerado um ISN médio para cada
grupo. Esse ultimo foi submetido a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
comparag¢des multiplas de Tukey pelo programa estatistico Prism® (GraphPad Software

Inc.).

26



4. Resultados

4.1. Evolucao ponderal

Durante o periodo de tratamento prolongado, a massa corpdrea dos animais foi
monitorada diariamente. O resultado do efeito da administragdo (de P2 a P7) dos cinco
grupos do tratamento prolongado esta demonstrado na figura 3.

O acompanhamento do ganho de peso dos animais mostrou que aqueles que
receberam tratamento com CNTF apresentaram crescimento semelhante ao do
observado nos animais do grupo PBS. Por sua vez, os animais tratados com C+R sempre
tiveram ganho de peso significativamente inferior aos dos animais tratados com PBS
(p<0,05). Especificamente, o menor crescimento dos animais tratados com C+R foi
significativo a partir do segundo dia de tratamento (p<0,05). Na idade P7, o peso
corporal dos animais do grupo C+R foi 32% e 33% inferior ao dos animais tratados com
PBS e CNTF, respectivamente. Por fim, o grupo tratado com Rolipram apresentou
ganho ponderal similar ao apresentado pelo grupo C+R, sendo significativamente maior

no terceiro e no sexto dias de sobrevida (p<0,01 e p<0,05, respectivamente).
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Figura 3: Evolugdo ponderal nos diferentes grupos durante cinco dias de tratamento. Nota-se a diferenca
de evolugdo do ganho de massa entre os animais tratados com a associagdo de CNTF e Rolipram e os
demais grupos. PBS: Phosphate Buffered Saline; DMSO: Dimethyl Sulphoxide; CNTF: Ciliary
Neurotrophic Factor; ROL: Rolipram; C+R: CNTF+Rolipram. C+R vs PBS (p<0,05); C+R vs CNTF
(p<0,001).
4.2. Analise molecular

Para todas as proteinas, foi utilizado como referéncia para a analise estatistica o
grupo denominado CONTROLE (CTRL), visto que o tratamento com PBS nao
apresentou diferenga estatistica em comparagdo ao tratamento com DMSO.

A proteina STAT3 fosforilada (pSTAT3) apresentou maior fosforilagdo no grupo
tratado com CNTF (p<0,05). Os demais tratamentos ndo apresentaram diferenga em

comparagdo ao grupo CTRL (figura 4). Para a proteina STAT3 total também foi

observada diferenga entre o tratamento com CNTF e o grupo CTRL (p<0,01) (figura 5).
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A proteina BAD fosforilada (pBAD) apresentou diferenca entre os grupos
CONTROLE e C+R (p<0,05). Nao foi observada diferenca entre os demais grupos
(figura 6). A proteina BAD total ndo mostrou alteragdo de expressdo apos os diferentes
tratamentos (figura7).

Por sua vez, a proteina CREB total e sua forma fosforilada, pCREB, ndo

apresentaram diferenga estatistica entre os grupos (figuras 8 e 9).
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Figura 4: Fosforilagdo de STAT3 apds os diferentes tratamentos. Notar diferenga entre os grupos CTRL e
CNTF (*p<0,05). Na por¢do inferior da figura, sio mostradas bandas representativas obtidas através da
técnica de Western blot para cada um dos grupos experimentais estudados. CTRL: Controle (n=10 —
PBS+DMSO); CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor (n=5); ROL: Rolipram (n=5); C+R: CNTF+Rolipram
(n=4). Tratamentos: 30 minutos antes, imediatamente depois e 2 horas apds a lesdo.
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Figura 5: Quantidade total de STAT3 apés os diferentes tratamentos. Pode-se verificar diferenga entre
os grupos CTRL e CNTF (**p<0,01). Na por¢do inferior da figura, sdo mostradas bandas representativas
obtidas através da técnica de Western blot para cada um dos grupos experimentais estudados. CTRL:
Controle (n=10 — PBS+DMSO); CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor (n=5); ROL: Rolipram (n=5); C+R:
CNTF+Rolipram (n=4). Tratamentos: 30 minutos antes, imediatamente depois e 2 horas apos a lesdo.
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Figura 6: Fosforilagdo da BAD apos os diferentes tratamentos. A administragdo conjunta de CNTF e
Rolipram determinou fosforilagdo significativamente maior com relagdo a observada no grupo CTRL
(*p<0,05). Na porgdo inferior da figura, sdo mostradas bandas representativas obtidas através da técnica
de Western blot para cada um dos grupos experimentais estudados. CTRL: Controle (n=10 —
PBS+DMSO); CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor (n=5); ROL: Rolipram (n=5); C+R: CNTF+Rolipram
(n=4). Tratamentos: 30 minutos antes, imediatamente depois e 2 horas apds a lesdo.
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Figura 7: Expressdo da proteina BAD apos os diferentes tratamentos. Ndo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos experimentais estudados. Na por¢do inferior da figura, sdo mostradas bandas
representativas obtidas através da técnica de Western blot para cada grupo. CTRL: Controle (n=10 —
PBS+DMSO); CNTEF: Ciliary Neurotrophic Factor (n=5); ROL: Rolipram (n=5); C+R: CNTF+Rolipram
(n=4). Tratamentos: 30 minutos antes, imediatamente depois e 2 horas apds a lesdo.
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Figura 8: Fosforilagdo de CREB apos os diferentes tratamentos. Ndo foi observada diferenca estatistica
entre 0os grupos experimentais estudados. Na por¢do inferior da figura, sdo mostradas bandas
representativas obtidas através da técnica de Western blot para cada grupo. CTRL: Controle (n=10 —
PBS+DMSO); CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor (n=5); ROL: Rolipram (n=5); C+R: CNTF+Rolipram
(n=4). Tratamentos: 30 minutos antes, imediatamente depois ¢ 2 horas apds a lesdo.
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Figura 9: Expressdo de CREB apos os diferentes tratamentos. Ndo foi observada diferencga estatistica
entre os grupos experimentais estudados. Na por¢do inferior da figura, sdo mostradas bandas
representativas obtidas através da técnica de Western blot para cada grupo. CTRL: Controle (n=10 —
PBS+DMSO); CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor (n=5); ROL: Rolipram (n=5); C+R: CNTF+Rolipram
(n=4). Tratamentos: 30 minutos antes, imediatamente depois e 2 horas apds a lesdo.
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Os valores de média e erro padrdo obtidos apds a analise densitométrica das
bandas para cada proteina analisada em todos os grupos experimentais sdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1: Média e erro padrdo dos valores de densitometria das proteinas analisadas apos teste-T pareado
com grupo controle. CTRL: Controle; CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor; ROL: Rolipram; C+R:
CNTF+Rolipram.

Proteina Média Erro padrao p
pSTAT3
CTRL 0,7988 0,02873
CNTF 1,461 0,1496 0,0292*
ROL 1,007 0,1037 0,1243
C+R 0,9349 0,1344 0,1720
STAT3
CTRL 0,706 0,1144
CNTF 1,218 0,1213 0,0087**
ROL 1,235 0,199 0,0949
C+R 1,136 0,1522 0,0884
pBAD
CTRL 0,838 0,07038
CNTF 1,019 0,0772 0,0904
ROL 1,155 0,1853 0,1666
C+R 1,15 0,009709 0,0213*
BAD
CTRL 0,7911 0,1163
CNTF 0,9004 0,1341 0,3309
ROL 0,9444 0,01586 0,1623
C+R 1,573 0,2153 0,0655
pCREB
CTRL 1,079 1,079
CNTF 0,8537 0,1403 0,1963
ROL 0,667 0,1733 0,1462
C+R 1,322 0,3545 0,3369
CREB
CTRL 1,093 0,3807
CNTF 0,5887 0,2624 0,2566
ROL 0,9821 0,5706 0,4590
C+R 1,244 0,136 0,3504




4.3. Analise morfologica

Apos serem realizadas as contagens dos motoneurdnios da regido ventrolateral da
intumescéncia lombar da medula espinal, foram calculados os indices de sobrevivéncia
neuronal (ISN’s) para cada animal em cada grupo de tratamento. A partir dos indices
individuais chegou-se a um ISN médio por grupo. Nao foi observada diferenca
estatistica entre os grupos analisados, conforme pode ser observado na figura 10. Cortes
representativos da regido da intumescéncia lombar de cada grupo estdo apresentados na

figura 11 (exceto DMSO).
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Figura 10: Indice de Sobrevivéncia Neuronal (ISN) de cada grupo apos tratamento prolongado. Néo foi
observada diferenga estatistica entre os grupos estudados. CTRL: Controle; CNTF: Ciliary Neurotrophic
Factor; ROL: Rolipram; C+R: CNTF+Rolipram.
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Figura 11: Cortes transvefsais da intumescéncia lombar dos animais que receberam doses subcutdneas
diarias de PBS, CNTF (0,3ug/g), Rolipram (2pg/g) e CNTF+Rolipram (0,3pg/g+2pg/g). Os grupos
tratados com DMSO apresentaram resultados semelhantes aos que receberam PBS. O circulo tracejado
indica o grupamento ventrolateral onde se encontram os motoneur6nios contados. PBS: Phosphate
Buffered Saline; DMSO: Dimethyl Sulphoxide; CNTF: Ciliary Neurotrophic Factor, ROL: Rolipram;

C+R: CNTF+Rolipram. Barra: 100um.
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5. Discussiao

O presente estudo representa a primeira investiga¢do sobre o efeito da
administragdo de CNTF e Rolipram, isolados ou associados, na sobrevivéncia de
motoneurdnios espinais apos axotomia periférica de ratos neonatos.

O modelo experimental da axotomia em ratos neonatos empregado neste trabalho
tem sido escolhido por varios autores para o estudo de agentes neurotroficos e/ou
neuroprotetores (Sendtner et al., 1990, 1992a,b.c; Yan et al, 1992, Vergani et al.,1998;
Rogério et al., 2002, 2005; Rezende et al., 2008, 2009). E sabido que a axotomia
produzida pelo esmagamento ou sec¢@o de nervos periféricos em roedores no periodo da
primeira semana de vida ¢ capaz de acarretar a morte de um grande nimero dos
motoneurdnios lesados. Esse efeito ¢ tanto mais drastico quanto mais jovem for o
animal, podendo acarretar a morte de praticamente 100% dos motoneurénios quando a
axotomia ¢ realizada na idade PO (Lowrie e Vrbova, 1992; Snider et al., 1992; Vejsada et
al., 1995).

Durante a primeira semana de vida as células de Schwann parecem néo expressar
CNTF, ja que sua detecgdo através de imunoistoquimica, bem como do seu mRNA,
através de Northern blot, s6 foi possivel apos esse periodo em ratos (Stockli et al., 1991;
Dobrea et al., 1992; Sendtner et al., 1997).

Ainda, Sendtner et al. (1990) descreveram que os niveis de CNTF sdo baixos no
periodo pos-natal no nervo isquidtico e aumentam com a idade. Foi observado também
que a expressdo de mRNA de CNTF ¢ baixa tanto na medula espinal integra de ratos
neonatos quanto apos lesdo traumatica entre P3 e P10, comparado com a idade adulta
(Nakamura e Bregman, 2001). Nesse mesmo trabalho, foi observado também que NGF,
BDNF, NT-3 e GDNF possuem uma expressdo maior no mesmo periodo analisado. No

caso de lesdo, somente os niveis de BDNF aumentam no neonato. O contrario acontece
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quando o tempo de observacdo se estende de P10 a P17, ou seja, os niveis de fatores
neurotroficos diminuem e os de CNTF aumentam na medula integra, mostrando a
relacdo entre a idade e a expressdo do CNTF.

A expressdo de fatores neurotréficos e de seus receptores diminui uma semana
apos axotomia de motoneuronios no periodo pds-natal, sendo que atinge seus piores
niveis por volta de 60 dias apds a lesdao (Gordon, 2009). Sob essas condi¢des, a aplicagdo
de fatores neurotroficos exogenos seria mais eficiente em promover efeito protetor.

Papel neuroprotetor também tem sido atribuido ao cAMP (Rehen et al., 1996,
Varella, 1997), assim como outras fun¢des observadas no sistema nervoso como a
diferenciagdo neuronal (Fujioka et al., 2004), interferéncia na dire¢do do cone de
crescimento (Song et al. 1997), sobrevivéncia neuronal (Hanson et al., 1998) e
regeneragdo axonal no sistema nervoso central (Cai et al., 1999).

Nesta presente investigacdo, com a finalidade de se verificar a importancia do
cAMP sobre motoneurdnios axotomizados de ratos neonatos com dois dias de vida,
empregamos o Rolipram, um inibidor seletivo de fosfodiesterase tipo 4, o qual promove
o aumento indireto dos niveis de cAMP. Ainda, estudamos a associagdo do Rolipram
com o CNTF, reconhecido agente neuroprotetor de motoneuronios nestas condigdes
experimentais (Rezende et al., 2008).

No presente estudo, a evolugdo ponderal dos animais foi avaliada durante seis
dias apos a secc¢do do nervo isquiatico. Dados prévios do nosso laboratério mostraram
que a administrag@o subcutanea diaria de CNTF na dose de 1,2ug/g resultou em perda
expressiva de massa corporea de ratos neonatos submetidos a axotomia periférica
(Rezende et al., 2009). Além disso, resultados preliminares também de nosso laboratorio
mostraram que a administragdo subcutdnea, diaria e conjunta de CNTF na concentra¢do

de 1,2png/g com Rolipram (2ug/g), a ratos neonatos submetidos a axotomia do nervo
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isquiatico no segundo dia de vida, prejudicou sensivelmente o crescimento e ganho
ponderal dos animais, culminando com a morte de todos os animais estudados, a partir
do terceiro dia de tratamento. Com a finalidade de se verificar se a redugdo no ganho
ponderal e se os efeitos deletérios do CNTF seriam atenuados, foi utilizada, no presente
trabalho, uma concentragdo menor de CNTF (0,3ug/g) sozinho ou associado ao
Rolipram. Interessantemente, constatamos que, nestas condig¢des, os animais do grupo
tratado com CNTF e Rolipram em associa¢do ndo evoluiram a obito, porém, foram os
que apresentaram menor ganho de massa corporea ao longo do experimento. De fato,
comparado com os grupos tratados com PBS ou CNTF, os animais que receberam CNTF
e Rolipram apresentaram ganho ponderal significativamente inferior. Até onde sabemos,
das substancias que foram administradas concomitantes no presente estudo ou em nossos
experimentos preliminares, apenas o CNTF prejudicaria o ganho ponderal, visto que ndo
foram encontrados relatos relacionando a administracdo de Rolipram a déficit ponderal.
A hipotese que pode ser proposta para justificar o prejuizo do ganho ponderal
determinado pelo tratamento com Rolipram e CNTF seria uma interferéncia do
Rolipram sobre o metabolismo do CNTF, potencializando o conhecido efeito
anorexigénico desta neurocina (Henderson et al., 1996; Rezende et al., 2009).

Com o objetivo de se estudar a acdo do CNTF e Rolipram, administrados
isolados ou em associagdo, sobre vias intracelulares relacionadas com neuroprotecgéo,
investigamos a expressdo de pSTAT3, STAT3, pBAD, BAD, pCREB e CREB na
intumescéncia lombar de ratos neonatos trés horas apds a sec¢éo do nervo isquiatico.

O tratamento com CNTF induziu maior fosforilacio da proteina STAT3
(pSTAT3). Esse resultado corrobora com o que se tem presente na literatura, pois, sabe-
se que a STAT3 e sua forma fosforilada sdo componentes-chave ativados na via de

sinalizacdo do CNTF, via complexo receptor CNTFRa, LIFRB e gp130. Lee at al.
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(2004) mostraram que a pSTAT3 € rapidamente detectada em motoneurdnios, neuronios
sensoriais € no segmento distal de nervo isquiatico transeccionado. Uma vez ativada, a
STAT3 atua como fator de transcricdo neuroprotetor apos ser retrogradamente
transportada até o corpo celular do neurdnio a partir do local da lesdo (Lee et al., 2004).
De fato, como visto por Haas et al. (1999), ocorre fosforilagdo de STAT3 dentre as
primeiras 24 horas e mantida por cinco dias nos motoneurdnios do nucleo facial de ratos
adultos apos axotomia do nervo facial. De maneira similar, Kirsch et al. (2003)
mostraram que STAT3 ¢ rapidamente fosforilada, apds transeccdo do nervo facial de
camundongos C57BL/6, em motoneuronios do mesmo nucleo supracitado, nos quais o
CNTF age como uma molécula sinalizadora retrograda a partir do local da lesdo.
Schweizer et al. (2002) demonstraram que a ativagdo da STAT3 em motoneurdnios de
ratos esta relacionada exclusivamente a regeneracdo e ndo ao desenvolvimento
embrionario. Assim, € possivel que, no presente trabalho, o tratamento com CNTF tenha
induzido efeito protetor por um curto periodo apds a sec¢do do nervo isquidtico nos
neurdnios motores da intumescéncia lombar. Além disso, sabe-se que 0 CNTF promove
a sobrevivéncia de interneurdnios da medula espinal de ratos neonatos apos a axotomia
do isquiatico (Oliveira et al., 2002). Deste modo, ¢ possivel também que o aumento da
expressdo da forma fosforilada da STAT3 que detectamos no presente estudo seja
decorrente da acdo da neurocina neste outro tipo de neuronio. Finalmente, o restante dos
tratamentos no presente trabalho ndo exerceu efeito sobre a fosforilagdo da STAT3.

O tratamento com CNTF na quantidade total de STAT3 causou efeito similar ao
observado na forma fosforilada dessa proteina. Isso, do ponto de vista bioldgico, sugere
que o tratamento com CNTF desencadeou tanto transcrigdo da proteina STAT3 quanto
sua ativagdo na forma fosforilada. E interessante notar que a dose utilizada de CNTF foi

de 0,3pg/g, inferior as previamente utilizadas neste mesmo modelo experimental (Vieira
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et al., 2009; Rezende et al., 2008). Isso sugere que o CNTF, administrado nessa dose, foi
capaz de iniciar os mecanismos de sobrevivéncia na maquinaria bioquimica das células
nervosas da medula espinal. Além dessa acdo da STAT3 em neur6nios motores, outros
tipos celulares na intumescéncia lombar de ratos neonatos poderiam ter apresentado
ativagdo da STAT3. Corrobora com essa hipdtese o relato de Tripathi e McTigue (2008),
de que hd maior expressdo de CNTF e fosforilagdo de STAT3 em astrécitos apos
contusdo espinal moderada em ratos adultos. De forma semelhante, como descrito no
trabalho de Lee et al. (2004), foi observada fosforilagdo de STAT3 em motoneurdnios e
neurdnios sensoriais apos transec¢do do nervo isquiatico de ratos adultos. Dominguez et
al. (2008) observaram que a ligacdo de nervos espinais L5 e L6 de ratos adultos gerou
acumulo da forma fosforilada de STAT3 em células microgliais na por¢do posterior da
medula. Nota-se, assim, a ativagdo de STAT3 em outros tipos celulares, o que
contribuiria com maior sobrevivéncia celular na intumescéncia lombar, inclusive a de
motoneurdnios. Outra forma possivel de ativagdo da STAT3 em neur6nios motores ¢
terminagdes nervosas sensoriais na intumescéncia lombar de ratos adultos se da através
do CNTF liberado no espago extracelular do local lesado. Isso ocorre, pois acredita-se
que o CNTF estocado nas células de Schwann seja abundantemente liberado (Sendtner
et al. 1992c; Smith et al., 1993), internalizado e retrogradamente transportado pelos
axdnios até o corpo celular apos uma lesdo nervosa periférica, assim como outros fatores
neurotroficos (Curtis et al. 1993). Porém, sabe-se que a transcrigdo de CN'TF ¢ baixa nas
medulas espinais de ratos neonatos e de adultos nas condigdes integras e apds lesdo
(Nakamura e Bregman, 2001). Por isso, a aplicagdo exogena de CNTF ¢
comprovadamente eficaz na protegdo de motoneurdnios, além de aumentar a expressao
de genes relacionados a regeneragdo em modelo de transec¢do e ligacdo de nervo

1squiatico de ratos adultos em tubo de silicone (Xu et al., 2009).
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Apos os tratamentos com Rolipram e a associagdo entre CNTF e Rolipram ndo
foram observados fosforilagdo de STAT3 ou aumento de sua quantidade total. Tal
observagao pode ter ocorrido pelo fato de que o cAMP, mesmo sendo capaz de estimular
processos de neuroprotecdo, ndo seja fundamental na promogdo de sobrevivéncia
neuronal e regeneragdo axonal, como discutido no trabalho de Muller em modelo de
lesdo de RGC (Muller et al., 2009). Nesse trabalho, os autores ainda ressaltaram o papel
do CNTF aplicado isoladamente, o qual é efetivo na regeneragdo axonal, sem estrita
dependéncia do cAMP como colaborador. Sabe-se, também, que a elevacdo de cAMP
em modelo de axotomia de RGC ndo ¢ suficiente para aumentar a expressdo de pSTAT3
(Park et al., 2004). Han et al. (2004) estudaram o papel do db-cAMP em modelo de lesdo
de nervo isquiatico e ndo observaram aumento na taxa de regeneracdo de neurdnios.
Esse autores também descreveram que ndo houve aumento da capacidade regenerativa
de neurdnios centrais mesmo na auséncia de substancias inibidoras (enxerto de nervo
periférico na medula espinal apds transec¢do da coluna dorsal). Tais autores sugerem
ndo haver efeito do Rolipram sobre a STAT3, isolado ou em associagdo com CNTF. E
importante ressaltar que até o presente momento ndo ha dados na literatura relativos a
influéncia de Rolipram sobre a STAT3 em modelos de lesdo nervosa periférica e central.

Por fim, ao contrario da administragdo de CNTF apenas, ndo observamos
alterag¢do na expressdo de STATS3 total ou fosforilada apos a administragdo conjunta de
CNTF e Rolipram. Possivel interferéncia negativa de uma substancia sobre a outra
permanece como ponto a ser investigado.

Com relacdo a proteina BAD o tratamento associado entre CNTF e Rolipram
elevou significativamente sua fosforilacdo, mesmo nao tendo sido observada nos demais
grupos experimentais. A importancia biologica da fosforilagdo da BAD reside em sua

inibi¢do e, portanto, interrupgdo das atividades pro-apoptéticas desencadeadas por ela. O
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tratamento associado de CNTF e Rolipram foi capaz de desencadear resposta anti-
apoptdtica ja num curto periodo apos a lesdo e o tratamento. Em ratos recém-nascidos
foram observados diminui¢do da fosforilagdo e aumento dos niveis totais de BAD em
neurdnios do hipocampo apds asfixia dos ratos por imersdo. Tal fato refor¢a o papel da
BAD sobre a morte neuronal (Morales et al., 2008). Por esse motivo o tratamento com
fatores neurotréficos, em conjun¢do ou ndo com outras drogas, é importante para a
manutengdo de mecanismos anti-apoptoticos apos um estimulo lesivo. Ainda que nédo
existam dados na literatura relativos a influéncia do Rolipram sobre a atividade da BAD
no sistema nervoso, nossos resultados mostram que, pelo menos seu tratamento conjunto
com CNTF, foi capaz de fosforilar e inibir a BAD. Além disso, o CNTF, sozinho, exerce
seus efeitos neuroprotetores através da redugdo da expressdo da proteina pré-apoptorica
Bax assim como sua heterodimerizagdo com a Bcl-2, inibindo, assim, a via apoptotica
desencadeada pela Bax (Rezende et al., 2008). O tratamento associado entre Rolipram e
CNTF provavelmente potencializou os efeitos anti-apoptoticos de cada uma dessas
moléculas, ainda que o tratamento somente com Rolipram ndo tenha resultado em maior
fosforilacdo, agindo pela via da BAD, de maneira sinérgica.

O envolvimento da BAD no processo de morte apos estimulo lesivo no sistema
nervoso central € visto, também, através de sua forma fosforilada (pBAD). Os niveis de
BAD aumentam apos lesdo traumatica em cérebro de ratos (Yao et al., 2005) e sua
fosforilagdo com consequiente retengdo citosolica foi observada um dia apds lesdo de
medula espinal de ratos (Yu et al., 2005). Sakurai et al. (2009) observaram, em modelo
de isquemia de medula espinal de coelho, que tanto a BAD total quanto sua forma
fosforilada estavam presentes nos motoneuronios em processo de morte celular. Esses
autores discutem que a inducdo de pBAD logo apds a reperfusdo da medula pode ser um

fator importante na promoc¢do da morte neuronal tardia observada apos o estimulo

45



lesivo. Nossos resultados permitem concluir que o tratamento com CNTF e Rolipram foi
capaz de desencadear processos anti-apoptdticos pela fosforilagdo da BAD. Além disso,
nenhum tratamento resultou em expressdo significativamente maior da quantidade total
de BAD.

Corroborando com a agdo anti-apoptdtica da BAD fosforilada, Koriyama et al.
(2006) observaram que os niveis de pBAD sdo rapidamente diminuidos na retina de
peixes-dourados apos lesdo do nervo dptico devido a perda das RGC’s. De maneira
semelhante, Homma et al (2007) também observaram rapida queda na fosforilagdo de
BAD além de morte de RGC’s seis dias apds a lesdo do nervo dptico. Em ambos
trabalhos foi observada maior expressdo da proteina Bax apos a lesdo das RGC's,
contribuindo para a morte dessas. Nesse contexto de morte por apoptose, Nnossos
resultados sdo interessantes no sentido de que a fosforilagdo da BAD inibiria a perda
celular na intumescéncia lombar. Além disso, ¢ importante ressaltar que ndo ha estudos
prévios relatando os achados referentes a proteina BAD observados no presente modelo
experimental. Na literatura atual ndo se descreve atuagdo do CNTF e do Rolipram,
isolados, sobre a BAD. E possivel propor que tanto o CNTF quanto o Rolipram néo
estejam envolvidos diretamente com vias intracelulares de inibi¢do da BAD no modelo
experimental aqui estudado.

Para a proteina CREB e sua forma fosforilada (pCREB) nédo foi observada
diferenga estatistica entre os diferentes tratamentos. De forma semelhante, Herdegen et
al. (1994) mostraram ndo haver aumento de pCREB em diferentes modelos de axotomia
em ratos (nervos isquiatico, hipoglosso e facial, feixe prosencefalico medial e trato
mamilo-talamico). Porém, mostraram ocorrer fosforilagdo de CREB em células da glia
vizinhas ao corpo celular dos motoneurdnios lesados, majoritariamente, micréglia.

Particularmente, tais autores também notaram que a fosforilagdo é aumentada na regido
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superficial do corno dorsal do nivel lombar entre 40 minutos e 24 horas apos axotomia.
E importante ressaltar que essa referéncia ¢ a unica que descreve alteragdes da proteina
CREB apos axotomia periférica. Nossos resultados sugerem que a proteina CREB néo
tenha seus niveis elevados nem seja fosforilada apos a sec¢do do nervo isquidtico, ao
menos durante o periodo estudado. Outra possibilidade ¢ que a glia no microambiente
lombar no periodo pds-natal ndo possua as condi¢des celulares necessarias para induzir
e/ou fosforilar o CREB em decorréncia de axotomia de nervo periférico.

Conforme exposto acima, os tratamentos a curto prazo apresentaram resultados
variados. Sabendo-se que na medula espinal ha diferentes populagdes celulares, os dados
de expressdo para cada proteina analisada ndo se aplicam exclusivamente aos
motoneurdnios, o principal objetivo de estudo na presente investigagdo. Assim, € preciso
considerar que os resultados obtidos ndo sdo necessariamente decorrentes de eventos
envolvendo apenas motoneuronios, mas podem também ser decorrentes de eventos
ocorridos em outros tipos celulares como células da glia, interneur6nios e terminagdes
centrais de neuronios sensitivos. Por sua vez os resultados do tratamento a longo prazo
no presente trabalho mostraram que a administragdo de CNTF e/ou Rolipram ndo foi
capaz de desencadear resposta de neuroprote¢do, visto que ndo houve diferenga
estatistica entre os grupos estudados, apds os calculos dos ISN's. Uma explicacdo para
essa observacdo consiste na possibilidade de que as doses utilizadas de CNTF tenham
sido baixas. Especificamente, a dose empregada de CNTF pode ndo ter sido capaz de
desencadear efeitos sobre motoneurénios ou outras populagdes celulares. O fato
observado no presente estudo e que corrobora com esta hipotese ¢ a auséncia de
influéncia do CNTF sobre o ganho ponderal dos animais. De fato, o padrdo de evolugcdo
ponderal observado no grupo CNTF se assemelha ao dos grupos controle, sendo que, em

doses altas, essa neurocina induz intensa perda de massa corpdrea (Rezende et al., 2009).
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Outra possivel explicacdo para os resultados obtidos apos o tratamento prolongado seria
o tempo decorrido entre a aplicagdo da lesdo e a analise da intumescéncia lombar. E
possivel que, apos cinco dias de tratamento, as alteragdes nas vias de sinalizagdo celular
ndo tenham sido suficientes para garantir a sobrevivéncia dos motoneurdnios lesados.
Deve-se considerar, conforme mencionado anteriormente, que o ambiente medular ¢
constituido por diferentes populagdes celulares (neurdnios e glia). Especificamente, ¢
descrito que, tanto astrocitos cerebrais quanto espinais, reagem a estimulos lesivos
mudando suas caracteristicas morfologicas e secretando fatores neurotroficos e
moléculas imunorregulatorias (Chadi et al., 1998). Em modelo de lesdo do sistema
nervoso central, os astrocitos sdo responsaveis pela liberacdo de fatores inibitdrios do
crescimento axonal em ratos adultos (McKeon et al., 1991). Em ratos neonatos observa-
se, também, esse tipo de reagdo astrocitaria, denominada gliose, apds lesdo da medula
espinal (Firkins et al., 1993). As proteinas GFAP (do inglés, glial fibrillary acidic
protein) e vimentina sdo especialmente aumentadas em astrocitos reativos. O controle da
expressao dessas proteinas, tanto por vetores lentivirais quanto por transgenia, constitui-
se importante estratégia do controle da gliose (Ribotta et al., 2004; Desclaux et al.,
2009). Assim como a reagdo astrocitaria e a consequente formagdo da cicatriz glial
ocorre apos lesdo nervosa central, a mesma reagdo pode ser induzida apos lesdo nervosa
periférica. Murray et al. (1990) observaram que ocorre aumento da sintese de GFAP em
astrocitos reativos apds lesdo de nervo isquidtico de ratos adultos tanto no corno ventral
quanto no dorsal das medulas espinais desses animais. Essa altera¢do ¢ também vista trés
dias apos a intervengdo cirurgica no lado contralateral da medula espinal, ou seja, os
astrécitos respondem a estimulos tanto derivados da degeneracdo Walleriana
(degenera¢do de nervos periféricos decorrente de uma lesdo) quanto de alteragdes

retrogradas e transganglionares. Em modelo de lesdo de nervo tibial de ratos adultos,
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Lee et al. (2009) observaram que, além da reducdo de interneurénios GABAérgicos,
houve aumento na expressdo de GFAP em astrocitos dos cornos ventral e dorsal da
medula espinal dos animais, tanto ipsi quanto contralateralmente. Sabe-se que, no
modelo experimental que estudamos, a axotomia resulta em reagdo glial ispilateral a
lesdo (Rogério et al., 2002). A natureza detalhada da resposta astrocitaria ¢ controversa.
Alguns autores argumentam que essa resposta possui um papel benéfico, como a
estabilizacdo do tecido nervoso apos a lesdo, prevencdo da agdo inflamatoria, reparo da
barreira hematoencefalica, dentre outros (Silver e Miller, 2004; Sofroniew, 2009). Ao
contrario, outros autores defendem que a reacdo astrocitaria ndo tenha repercussao
positiva sobre os diferentes tipos celulares no sistema nervoso central, como a restrigdo
do crescimento axonal, demonstrado por Bush et al. (1999) em modelo de lesdo cerebral
em camundongos. Wanner et al. (2008) realizaram experimento in vitro no qual
mimetizaram a formag@o de uma cicatriz glial e observaram que, além da expressdo
aumentada de GFAP e marcadores associados a gliose (fosfacan, neurocan e tenascinas),
inibiram o crescimento de neuritos colocados junto a cultura. De fato, Nikulina et al.
(2004) reportaram que a administragdo de Rolipram atenuou a marcagdo de GFAP na
medula espinal apos hemissec¢do cervical em ratos, denotando uma diminui¢do na
ativagdo dos astrocitos reativos. Tais autores discutem no trabalho que a cicatriz glial
formada constitui uma barreira fisica para o crescimento axonal. E possivel que, no
presente estudo, ocorreram alteracdes substanciais na populagdo glial das medulas dos
animais estudados, levando, assim, a um padrdo de inibi¢do tanto do crescimento axonal
quanto da sobrevivéncia celular.

Como visto em outros trabalhos, doses baixas de Rolipram (0,1 ou 0,3ug/g)
foram mais eficientes em promover sobrevivéncia neuronal em modelos de isquemia e

lesdo medular (Block et al., 1997; Nikulina et al., 2004; Atkins et al., 2007) em
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comparagdo a doses maiores. Foi visto ainda que alta concentracdo de Rolipram pode
causar letargia e outros efeitos colaterais em camundongos (Barad et al., 1998). A dose
utilizada no presente estudo foi, possivelmente, alta e pode ter sido ineficiente e incapaz
de promover a sobrevivéncia de neurdnios da intumescéncia lombar. Resultados
similares foram observados por Nikulina et al. (2004), que testaram diferentes doses de
Rolipram em modelo de lesdo medular de ratos jovens e observaram que altas doses ndo
determinavam a mesma resposta de extensdo de neuritos, comparando-se com doses
menores.

Em especial, o tratamento com CNTF e Rolipram em associa¢do ndo garantiu a
sobrevivéncia dos motoneurdnios lombares no presente estudo. Apesar de ter sido
descrito que a elevagdo de cAMP junto da aplicagdo de fatores troficos em
motoneurdnios ¢ capaz de promover sua sobrevivéncia em cultura por até trés semanas
(Hanson et al., 1998), Rakowicz et al. (2002) observaram que o CPT-cAMP ndo foi
capaz de aumentar a sobrevivéncia de motoneuronios tratados com BDNF, CNTF e
GDNF na intumescéncia lombar in vivo. Nota-se, assim, que o cCAMP pode apresentar
um comportamento diferente quando aplicado em conjunto com fatores troficos, a
depender do modelo experimental estudado. Wu et al. (2007) observaram que a
administra¢do intraganglionar conjunta de CNTF e db-cAMP em DRG de ratos adultos
ndo produziu efeitos sinérgicos sobre a regeneragdo axonal. Estes autores levantaram a
hipdtese de que o CNTF néo teria alcangado concentragdo adequada nos DRG's. Porém,
ao considerarem que essas vias estdo associadas a sintese de diferentes moléculas
implicadas na regeneragdo neuronal, interpretaram os resultados obtidos como uma
evidéncia de que as vias de sinalizagdo do CNTF e do cAMP sejam convergentes mais
no inicio do que no final das mesmas, antes de envolverem os efetores finais das vias

relacionadas, pelo fato de que, ao se iniciar, uma cascata de sinalizacdo celular ¢
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possivel amplificar o sinal gerado através do recrutamento sucessivo e direcionado de
proteinas intracelulares. Sendo assim, as proteinas finais envolvidas nas duas vias,
STAT3 e CREB, ndo teriam participagdo sinérgica no fenomeno neuroprotetor. Wu et al.
(2007) mostraram, ainda, que a inibicdo da sinalizagdo da JAK2 (uma proteina
participante do inicio da via de sinalizagdo do CNTF) por AG490, diminui
neuroprotecdo mediada por cAMP, o qual estimularia a sintese de neurocinas por
neurdnios e células ndo-neuronais adjacentes (Cao et al., 2006). Ou seja, logo no comego
da sinalizagdo intracelular iniciada pelo CNTEF, ¢ possivel influenciar negativamente a
acdo neuroprotetora do cAMP através da interrupcdo da via da JAK/STAT.

A capacidade de se aumentar as respostas regenerativas de células nervosas tem
sido alvo de intensa investigacdo com o objetivo de contribuir com estratégias de reparo
do sistema nervoso. Com esse intuito, estudamos os efeitos da administragdo sistémica
de CNTF e/ou Rolipram apds a seccdo do nervo isquidtico de ratos neonatos. Nas doses
utilizadas no presente trabalho, ndo foi observado efeito neuroprotetor em
motoneurdnios da intumescéncia lombar. A utilizagdo de diferentes doses das drogas
utilizadas, bem como mudanga do esquema e de vias de administragdo, poderiam
contribuir com a investigagdo de novas abordagens para tratamento de lesdes

traumaticas nervosas periféricas.
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6. Conclusoes

1 - O tratamento por cinco dias com CNTF (0,3pug/g) e Rolipram (2pug/g) em associagdo
potencializa o efeito de perda de massa corporea nos animais. Por outro lado, a
administragdo apenas de CNTF (0,3ug/g) ndo influenciou a evolugdo ponderal dos

animais, diferentemente do observado com doses superiores em outros estudos prévios.

2 - CNTF e Rolipram, isolados ou associados, foram capazes de estimular diferentes vias
de sinalizagdo em um curto periodo de tempo analisado, apds a sec¢do do nervo
isquiatico de ratos neonatos.

O CNTF estimulou a transcri¢do e fosforilagdo de STAT3, sugerindo agdo protetora
sobre as células da intumescéncia lombar no periodo neonatal.

O tratamento associado entre Rolipram ¢ CNTF foi capaz de estimular a fosforilagdo de
BAD, possivelmente inibindo a morte celular por apoptose. Para a quantidade total de
BAD nio houve diferenc¢a entre os tratamentos.

Para o fator de transcricdo CREB e sua forma fosforilada (pCREB) néo foi observada
alteragdo apds os tratamentos, o que sugere que, durante o intervalo do periodo neonatal
estudado, ele ndo possua um papel relevante neste modelo experimental de axotomia

periférica.

3 - Néo se observou influéncia dos tratamentos cronicos na morte de motoneurdnios na
medula espinal de ratos neonatos submetidos a axotomia periférica. Essa observagdo
pode ter sido decorrente do esquema de tratamento estudado e/ou alteragGes inibitorias

de regeneragdo no microambiente medular.
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