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“Toda nossa ciência, comparada com a realidade, é 

primitiva e infantil – e, no entanto, é a coisa mais 

preciosa que temos”. 
Albert Einstein (1879 – 1955)  
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 RESUMO 

   A investigação de agentes terapêuticos para o tratamento de doenças neurodegenerativas e 
neurotraumas recebeu um grande impulso nas últimas décadas, em virtude do desenvolvimento de 
técnicas que permitiram a clonagem de moléculas com reconhecida ação neurotrófica. O emprego de 
modelos experimentais para o estudo de processos neurodegenerativos contribuiu significativamente 
ao conhecimento dos mecanismos de ação e especificidade dessas moléculas. O fator neurotrófico 
ciliar (CNTF) despertou grande interesse com a descoberta do seu efeito neuroprotetor sobre 
motoneurônios após secção de nervos periféricos em ratos neonatos e camundongos adultos. Contudo, 
os testes clínicos em pacientes com esclerose lateral amiotrófica revelaram efeitos colaterais 
importantes associados às diferentes doses e esquemas de tratamento com CNTF recombinante 
humano. Estes resultados tiveram como conseqüência a interrupção dos testes clínicos e estimularam 
a busca de vias alternativas para a administração do CNTF com o objetivo de eliminar os efeitos 
colaterais indesejáveis. Uma via alternativa muito promissora parece ser a administração do CNTF 
conjugado com peptídeos que possuem domínio de transdução ou translocação de proteínas (PTD-
protein transduction domain). Neste estudo investigamos o efeito do CNTF conjugado com um PTD 
derivado do vírus HIV-1 (Tat-CNTF) quando administrado a ratos neonatos (P2) após secção do 
nervo ciático. Um grupo de ratos (Wistar) teve o nervo ciático esquerdo seccionado e recebeu um 
fragmento de gelfoam embebido em CNTF (6µg), Tat-CNTF (6µg ou 3µg) ou PBS. Outro grupo 
sofreu o mesmo tipo de lesão e foi tratado diariamente, durante 5 dias, com doses subcutâneas de 
CNTF (1,2µg/g), Tat-CNTF (1,2, 0,6 ou 0,3µg/g) ou PBS. O peso corporal foi registrado diariamente 
entre P2 e P7. Na idade de P7 os animais foram perfundidos (paraformaldeído 4%) e a medula lombar 
foi embebida em parafina para obtenção de cortes seriais transversais. Os cortes foram corados com 
cresil violeta e os motoneurônios do grupamento ventrolateral de ambos os lados foram contados. A 
razão entre o número de motoneurônios do lado lesado e do lado íntegro correspondeu ao índice de 
sobrevivência neuronal (ISN). Uma série de 9 cortes de cada animal foi reagida para investigação 
imunoistoquímica da expressão de GFAP pelos astrócitos. Nossos resultados mostraram que o ISN de 
todos os grupos tratados com Tat-CNTF, local e subcutaneamente, foi similar aos dos grupos tratados 
da mesma forma com CNTF e maior que nos grupos tratados com PBS. O acompanhamento do ganho 
de peso dos animais entre P2 e P7 mostrou que aqueles que receberam tratamento local com CNTF ou 
Tat-CNTF apresentaram crescimento semelhante ao do observado nos animais do grupo controle. Por 
outro lado, a curva de crescimento dos animais tratados com doses subcutâneas diárias de CNTF 
(1,2µg/g), revelou que estes tiveram ganho de peso significativamente inferior ao dos animais tratados 
com a mesma dose, ou com as doses inferiores, de Tat-CNTF. O menor crescimento dos animais 
tratados com CNTF foi significativo a partir do segundo dia de tratamento. Na idade P7 o peso 
corporal desses animais foi 25% e 30% inferior aos dos animais tratados com Tat-CNTF e aos animais 
controle, respectivamente. Não houve diferença significativa de ganho de peso entre os animais 
tratados com as diferentes doses de Tat-CNTF e os animais tratados com PBS subcutaneamente. Além 
disso, a administração subcutânea de CNTF provocou intensa mobilização da gordura marrom 
interescapular, fenômeno não verificado nos animais tratados com Tat-CNTF. Os dados da análise 
imunoistoquímica para GFAP revelaram que a resposta astroglial nos animais tratados com Tat-CNTF 
foi menos intensa que a observada nos animais que receberam tratamento subcutâneo com CNTF. 
Nossos resultados revelaram que a Tat-CNTF além de possuir ação neuroprotetora não produziu os 
efeitos colaterais indesejáveis do CNTF, mesmo quando administrado em dose igual à deste último. 
Estes dados suportam a hipótese que a adição do domínio PTD a moléculas neurotróficas é uma 
estratégia de neuroproteção eficaz e abre perspectivas para possível emprego da Tat-CNTF em 
moléstias neurodegenerativas que afetam os motoneurônios espinhais, tais como a esclerose lateral 
amiotrófica. 
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 ABSTRACT  
 

The investigation of therapeutical agents for the treatment of neurodegenerative diseases 
and neurotrauma received a great attention in the last decades due to cloning techniques for 
neurotrophic molecules. Experimental models contributed to the knowledge of the 
mechanisms of action and specificity of such molecules. Ciliary neurotrophic factor 
(CNTF) is known as a neuroprotective agent on motoneurons after peripheral nerve section 
in neonatal rats and adult mice. However, clinical trials with human recombinat CNTF 
showed dose dependent-side effects. Consequently, new approaches for avoiding those side 
effects have been investigated, such as CNTF fused with domain transduction protein 
(PTD). In the present work, we studied the effects of CNTF fused with the PDT of the 
HIV-1 (Tat-CNTF) in neonatal rats (P2) after sciatic nerve transection. Wistar rats had their 
left sciatic nerve cut and embedded in gelfoam with either CNTF (6µg), Tat-CNTF (6µg or 
3µg) or PBS. Other lesioned rats were treated subcutaneously with either CNTF (1.2µg/gr), 
Tat-CNTF (1.2, 0.6 or 0.3µg/gr) or PBS, once a day, for 5 days. The body weight was 
registered from P2 to P7. At P7 the rats were perfused (4% paraformaldehyde) and the 
lumbar spinal cord was infiltrated with paraffin. Serial transverse sections were stained 
with cresyl violet and used for ventrolateral motoneuron counting. The ratio between the 
number of motoneurons counted in the operated and control sides was defined as neuronal 
survival ratio (NSR). From each animal, a series of nine sections was used for 
immunohistochemical detection of glial fibrillary acidic protein (GFAP) expressed by 
astrocytes. The animals that received either local or subcutaneous Tat-CNTF showed NSR 
similar to those observed in CNTF groups and higher than the registered in the controls 
(PBS). Body weight of rats from P2 to P7 treated with a local dose of CNTF or Tat-CNTF 
was similar to that of the control groups. On the other hand, rats treated with subcutaneous 
daily doses of CNTF had lower body weight than the observed in the other groups. Animals 
treated with CNTF had lower weight gain from the second day on. At P7 the body weight 
of CNTF treated animals was 25% and 30% lower than those receiving Tat-CNTF and 
PBS, respectively. The animals treated with different subcutaneous doses of Tat-CNTF had 
similar body growth as the control groups. Moreover, only subcutaneous administration of 
CNTF led to fat mobilization from the intrascapular brown adipose tissue. Immunostaining 
for GFAP showed that astrocytic response was less intense after Tat-CNTF administration 
in comparison with subcutaneous treatment with CNTF. Our results showed that Tat-CNTF 
is a neuroprotective agent not associated with the side effects attributed to CNTF, even 
when administered in similar doses. These data support the hypothesis that the addition of 
PTD to neurotrophic molecules is an efficient neuroprotective strategy and opens up 
perspectives for using Tat-CNTF in neurodegenerative diseases that affect the spinal 
motoneurons, such as the amyotrofic lateral sclerosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A investigação de agentes terapêuticos para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas e neurotraumas recebeu um grande impulso nas últimas décadas em 

virtude do desenvolvimento de técnicas que permitiram a clonagem de moléculas com 

reconhecida ação neurotrófica (Moris e Vega, 2003). Paralelamente, o emprego de modelos 

experimentais, in vitro e in vivo, para o estudo de processos neurodegenerativos 

contribuíram significativamente ao conhecimento dos mecanismos de ação e especificidade 

dessas moléculas  (Vantini e Skaper, 1992; DiStefano, 1993; Lindsay e cols., 1994; Riggs, 

1995; Blesch e cols., 1998; Neuhaus  e cols., 2003;  Pradat, 2003; Salehi e cols., 2003). 

Os trabalhos pioneiros de Rita Levi-Montalcini (1964) e a descoberta de novos 

fatores neurotróficos revelaram que populações diferentes de neurônios são sensíveis a 

moléculas neurotróficas diferentes. Este conhecimento permitiu também compreender 

melhor as causas da eliminação de grande número dos neurônios gerados durante a 

embriogênese (Kuno, 1990; Oppenheim, 1991; Korsching, 1993; Gordon, 1995; Levi-

Montalcini, 2000; Bennet e cols., 2002). Em particular, diversos laboratórios obtiveram 

evidências de que a eliminação de aproximadamente 50% dos neurônios motores, 

sensitivos e interneurônios espinhais gerados durante a embriogênese seja decorrente, em 

grande parte, da competição dessas células pelos fatores neurotróficos produzidos por seus 

respectivos alvos (Kashihara e cols., 1987; Kuno, 1990; Sendtner e cols., 1990; 

Oppenheim, 1991; Lowrie e Vrbová, 1992; Deckwerth e Johnson, 1993; Johnson e 

Deckwerth, 1993; Greensmith e Vrbová, 1996; Pettmann e Henderson, 1998; Whiteside e 

cols., 1998; Oliveira e cols., 1997; Sendtner, 2000; Beck, 2001; Oliveira e cols., 2002). 
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  De acordo com estudos prévios, é interessante notar que durante a primeira 

semana após o nascimento, os neurônios motores e sensitivos de ratos e camundongos são 

particularmente vulneráveis à lesão axonal. Por exemplo, a secção do nervo ciático de ratos 

no dia do nascimento (P0) leva à morte de aproximadamente 75% dos neurônios sensitivos 

e de praticamente 100% dos motoneurônios atingidos. A morte neuronal pode ser notada 

poucas horas após a lesão e acentua-se gradativamente no decorrer dos dias. Contudo, essa 

vulnerabilidade à axotomia diminui com a idade do animal, ou seja, pode não mais se 

manifestar nos motoneurônios de animais adultos quando a lesão é produzida relativamente 

distante do corpo celular (Schmalbruch, 1984,1987a,1987b,1988,1990; Lowrie e Vrbová, 

1992; Lowrie e cols., 1994). 

Acredita-se que uma possível causa da morte neuronal, induzida pela axotomia 

durante a primeira semana de vida, seja a grande dependência que estas células - ainda 

imaturas - tenham dos fatores neurotróficos fornecidos pelo seu respectivo território de 

inervação. Além disso, durante esse período as células não neurais do nervo, especialmente 

as células de Schwann, seriam ainda incapazes de prover quantidades adequadas de fatores 

neurotróficos aos neurônios axotomizados, como ocorre na idade adulta. Embora os 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos nestes fenômenos ainda não estejam 

esclarecidos, esta hipótese tem sido corroborada por observações de diferentes laboratórios 

(Kashihara  e cols., 1987; Kuno, 1990; Sendtner e cols., 1990; Lowrie e Vrbová, 1992; 

Sendtner e cols., 1992a,b; Yan e cols., 1993; Funakoshi e cols., 1993; Friedman e cols., 

1995; Greensmith e Vrbová, 1996; Lowrie e Lawson, 2000; Oliveira e cols., 2002). 
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 Sabe-se também que a administração de fatores neurotróficos aos nervos 

periféricos lesados reduz significativamente a morte de diferentes populações de neurônios, 

quer em animais neonatos, quer em animais adutos (Da-Silva e Langone, 1989; Sendtner e 

cols., 1992a,b; Yan e cols., 1992; Ip e Yancopoulos, 1995; Ip e Yancopoulos, 1996; 

Vejsada e cols., 1995; Lewin e Barde, 1996; Semkova e Krieglstein, 1999; Yuan e cols., 

2000; Oliveira e cols., 2002). Interessantemente, trabalhos recentes mostraram que a lesão 

do nervo ciático em ratos, além de provocar a morte dos motoneurônios e dos neurônios 

sensitivos diretamente afetados pela axotomia, causa também a morte de populações de 

interneurônios espinhais (Oliveira e cols., 1997; Whiteside e cols., 1998; Oliveira e cols., 

2002). Dentro deste contexto, é importante destacar que a morte de neurônios espinhais 

após axotomia em ratos neonatos parece ocorrer por apoptose, de maneira semelhante ao 

que se observa durante o desenvolvimento (Oppenheim, 1991; Pettmann e Henderson, 

1998; Lawson e Lowrie, 1998; Oliveira e cols., 2002).  

Corroborando as hipóteses referidas acima, recentemente Oliveira e cols., (2002) 

mostraram que a aplicação local do fator de crescimento do nervo (NGF) e o fator 

neurotrófico ciliar (CNTF) sobre o coto proximal do nervo ciático de ratos neonatos 

reduziu significativamente o número de neurônios motores, sensitivos e interneurônios 

apoptóticos. Além disso, o efeito neuroprotetor seletivo do NGF e do CNTF sobre 

neurônios sensoriais e neurônios motores, respectivamente, manifestou-se também sobre 

diferentes populações de interneurônios distribuídos nas lâminas de Rexed. Este dado 

sugeriu que os interneurônios são troficamente dependentes de seus neurônios alvo e 
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 aferentes específicos, e que a aplicação local de fatores neurotróficos sobre nervo 

lesado pode contribuir para manutenção dos circuitos espinhais.  

 Os fatores neurotróficos podem ser agrupados em classes segundo sua estrutura 

molecular e tipos de receptores de membrana. Uma das classes é a das neurotrofinas, cujo 

protótipo é o NGF encontram-se outras proteínas, tais como o fator neurotrófico derivado 

do cérebro (BNDF), a neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrofina 4/5 (NT-4/5), que atuam sobre 

diferentes populações de neurônios sensitivos e motores através do receptor p75 e dos 

receptores de membrana da família tirosina quinase TrkA, TrkB e TrkC (Barbacid, 1994; 

Bothwell, 1995; Chao, 2003). Por sua vez, na classe das neurocinas ou neuropoetinas, 

encontram-se o CNTF e o fator inibidor de leucemia (LIF), moléculas altamente 

relacionadas com as citocinas, e a própria interleucina 6 (IL-6). Estas atuam sobre 

diferentes populações de neurônios através de receptores localizados na membrana 

plasmática e formados por três subunidades, dentre as quais está sempre presente a 

subunidade gp130 (Stalh e Yancopoulos, 1994; Inoue e cols., 1996; Ip e Yancopoulos, 

1996). 

 O CNTF foi inicialmente identificado como um fator capaz de garantir a 

sobrevivência de neurônios parassimpáticos do gânglio ciliar de pintainho (Varon e cols., 

1979). Posteriormente, o estudo da sua expressão, purificação e clonagem foi realizado por 

diferentes autores (Barbin e cols., 1984; Manthorpe e cols., 1986; Stockli e cols., 1989; Lin 

e cols., 1989; Negro e cols., 1991a,b).  Atualmente sabe-se que o CNTF é produzido por 

células de Schwann associadas a fibras mielínicas e por subpopulações de astrócitos, sendo 

amplamente distribuído no sistema nervoso central (Stockli e cols., 1991; Friedman e cols., 
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 1992; Rende e cols., 1992; Henderson e cols., 1994b; Kirch e Hofmann, 1994; 

Richardson, 1994). Além disso, essa molécula é capaz de promover a sobrevivência de uma 

variedade de populações de células nervosas e de atuar na proliferação e diferenciação de 

células gliais no sistema nervoso central durante o desenvolvimento (Hughes e cols., 1988; 

Lillien e Raff, 1990; Lillien e cols., 1990; Stockli e cols., 1991).  

 Ao longo dos últimos anos foram obtidas diversas evidências que reforçam a 

hipótese de que o CNTF desempenhe um papel importante na resposta do tecido nervoso à 

lesão (Thoenen, 1991; Sendtner e cols., 1997). Neste sentido, observou-se que após lesões 

no sistema nervoso central ou periférico são desencadeadas dramáticas alterações nos 

níveis de CNTF nas regiões afetadas. Lesões mecânicas provocadas no cérebro, por 

exemplo, levam a um expressivo aumento na quantidade de mRNA para CNTF bem como 

da própria proteína no local lesionado (Ip e cols., 1993; Asada e cols., 1995). 

Interessantemente, este aumento na expressão do mRNA para CNTF foi localizado em 

astrócitos reativos presentes no tecido cicatricial originado no local da lesão (Rudge e cols., 

1992; Ip e cols., 1993; Henderson e cols.,1994b; Asada e cols., 1995). Desta forma, é 

possível que o CNTF tenha uma dupla função no processo pós-lesional, atuando como 

molécula trófica para os neurônios e como estimulador de resposta glial (Rudge e cols., 

1992; Winter e cols., 1995; Dallner e cols., 2002).   

 No sistema nervoso periférico íntegro são detectados altos níveis de mRNA para 

CNTF e desta proteína no citoplasma das células de Schwann (Stockli e cols., 1991; Rende 

e cols., 1992; Friedmenn e cols., 1992). Porém, após uma lesão traumática os níveis de 

mRNA para CNTF diminuem drasticamente no coto distal e aumenta a quantidade desta 
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 proteína no espaço extracelular (Smith e cols., 1993). Desta forma, acredita-se que o 

CNTF estocado nas células de Schwann seja abundantemente liberado em resposta à lesão 

para atuar como um agente neuroprotetor rápido (Friedman e cols., 1992; Sendtner e cols., 

1992c; Smith e cols., 1993). Têm-se também evidências que o CNTF possa ser 

internalizado e retrogradamente transportado pelos axônios até o corpo celular após uma 

lesão nervosa periférica, assim como outros fatores neurotróficos (Sendtner e cols., 1990; 

Curtis e cols., 1993; Curtis e DiStefano, 1994). É interessante notar que as células de 

Schwann passam a expressar novamente CNTF à medida que estabelecem contato e 

iniciam a mielinização dos axônios em regeneração (Sendtner e cols., 1992c; Lee e cols., 

1995). A sinalização molecular responsável por esse processo ainda permanece 

desconhecida (Friedman e cols., 1999). 

O CNTF despertou grande interesse de diversos laboratórios com a descoberta de 

seu efeito neuroprotetor sobre motoneurônios após a secção de nervos periféricos em ratos 

neonatos e em modelos experimentais de neuropatologias motoras (Hagg e cols., 1992; 

Sendtner e cols., 1990; Sendtner e cols., 1992a,b; Lindsay, 1995; Kuzis e Eckenstein, 

1996). Particularmente, Sendtner e cols (1990) demonstraram que a aplicação local de 

CNTF sobre o coto proximal do nervo facial de ratos recém nascidos impede efetivamente 

a morte de motoneurônios. Adicionalmente, Sendtner e cols. (1992b) observaram que a 

injeção intraperitoneal de células geneticamente modificadas para expressar CNTF em 

camundongos mutantes (pm/pm), que desenvolvem uma neuropatia motora progressiva, 

retardou significativamente a degeneração dos motoneurônios e a manifestação dos sinais 

clínicos. Esta estratégia experimental empregada por estes autores foi motivada pelo fato do 
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 CNTF apresentar uma vida média plasmática de 2 a 3 minutos e o animal empregado 

pudesse não suportar repetidas injeções diárias dessa substância (Dittrich e cols., 1994). 

Trabalhos posteriores investigaram a viabilidade da administração sistêmica do CNTF 

empregando outros modelos experimentais. Sua ação neurotrófica foi observada, porém, 

em virtude das doses empregadas, essa ação foi acompanhada de inesperada perda de peso 

e caquexia (Henderson e cols., 1994a; Kwon e Gurney, 1994; Zhang e cols., 1995).  

Não obstante, os efeitos colaterais observados em animais, a ação protetora do 

CNTF sobre os motoneurônios, confirmada em diversos modelos experimentais de 

neurotrauma e neurodegeneração, motivou a investigação do possível emprego desse fator 

neurotrófico no tratamento de doenças neurodegenerativas de seres humanos (Sendtner e 

cols., 1994).   

Na década passada foram realizados testes clínicos em pacientes com esclerose 

lateral amiotrófica para verificar a toxicidade, a tolerabilidade e a farmacocinética do 

CNTF (Miller e cols., 1993; Brooks e cols., 1993; Sendtner e cols., 1994; Miller e cols., 

1996a,b). O estudo multicêntrico relatado por Miller e cols. (1996b) revelou efeitos 

colaterais importantes associados às diferentes doses e esquemas de tratamento com CNTF 

recombinante humano. Particularmente, assim como nos animais, a administração de doses 

acima de 10µg/kg/dia nesses pacientes produziu anorexia e perda de peso, além de 

estomatite por herpes labial, tosse, aumento de secreções oral e fadiga.  

Estes resultados tiveram como conseqüência a interrupção dos testes clínicos. Por 

outro lado, além de revelarem outras funções importantes do CNTF (Espat e cols., 1996; 

Martin e cols., 1996; Matthys e Billiau, 1997), estimularam a busca de vias alternativas 



 

10

 para a administração do CNTF com o objetivo de eliminar os efeitos colaterais 

indesejáveis (Tan e cols., 1995; Aebischer e cols., 1996; Penn e cols., 1997; Haase e cols., 

1999; Bachoud-Levi e cols., 2000). 

Uma via alternativa muito promissora parece ser a administração do CNTF 

conjugado com peptídeos que possuem um domínio de transdução ou translocação de 

proteínas (PTD-protein transduction domain). Sabe-se que proteínas que possuem esse 

domínio são capazes de cruzar a membrana celular através de mecanismos independentes 

de receptores específicos (Schwarze e cols., 1999, 2000; Becker-Hapak e cols., 2001; Dietz 

e Bähr, 2004).  

A transdução ou translocação de proteínas para o interior de células foi descrita 

independentemente por Green e Loewenstein (1988) e por Frankel e Pabo (1988) com a 

descoberta que a proteína Tat ( Transcriptional activator of transcription) do vírus HIV 

poderia atravessar membranas celulares e transativar o genoma viral. Em 1994, Fawell e 

cols., demonstraram que proteínas heterólogas ligadas a uma seqüência de 36 aminoácidos 

da Tat, contendo o domínio PTD, eram capazes de serem translocadas para o interior de 

células. Após a descoberta destas propriedades da Tat do HIV, outras proteínas que 

possuem domínios de transdução foram identificadas: a proteína Antenapedia (Antp) da 

Drosophila (Derossi e cols.,1994) e a proteína HSV VP22  do vírus herpes simples (Elloit e 

O’Hare, 1997). É importante mencionar que o domínio de translocação originalmente 

identificado na Tat do HIV não contém material infeccioso (Becker-Hapak e cols., 2001).   

Uma grande variedade de tipos de células em cultura, primárias ou transformadas, 

foi utilizada para estudos de translocação de proteínas ligadas a uma seqüência de 
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 aminoácidos contendo o PTD da Tat do HIV (Nagara, 1998; Lissy e cols., 1998, Ho e 

cols., 2001). Os estudos in vivo, mais recentes na sua maioria, geraram dados 

particularmente importantes no que refere ao possível emprego desta estratégia para 

fornecer proteínas neurotróficas ao sistema nervoso central com finalidade terapêutica. Foi 

demonstrado que proteínas relativamente grandes acopladas à seqüência PTD da Tat do 

HIV, são capazes de cruzar a barreira hematoencefálica e de serem translocadas para o 

interior de células do tecido nervoso central (Schwarze e cols., 1999; Schwarze e Dowdy, 

2000; Cao e cols., 2002; Kilic e cols., 2003). Particularmente, Kilic e cols. (2003) 

demonstraram, pela primeira vez, que a administração endovenosa de fator neurotrófico 

derivado da glia (GDNF) acoplado a uma seqüência de 11 aminoácidos contendo o PTD da 

Tat do HIV pode ser uma poderosa estratégia terapêutica de neuroproteção no tratamento 

da isquemia cerebral focal.  

Embora os mecanismos de internalização das proteínas associadas com o PTD da 

Tat do HIV não estejam ainda completamente elucidados, o grande número de 

investigações realizadas nos últimos anos forneceu evidências para a proposição de três 

modelos básicos: i) penetração direta através da porção lipídica da membrana, ii) 

penetração através da formação de micelas invertidas na membrana e iii) penetração por 

endocitose. Contudo, os três modelos propostos levam em conta  a interação eletrostática 

não específica do PTD com a porção lipídica da membrana que, uma vez ocorrida, induz o 

desencadeamento dos mecanismos de internalização. De fato, os aminoácidos arginina (R) 

e lisina (K) da seqüência PTD da Tat (YGRKKRRQRRR) lhe conferem natureza eletro-

positiva que a capacita interagir com a porção eletronegativa dos lipídios da membrana.  
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 Porém, outro fator que parece ser determinante para internalização de proteínas 

associadas a Tat-PTD é a interação desta com as glicosaminoglicanas sulfatadas heparan 

sulfato e heparina (para revisão vide Dietz, 2004). 

Recentemente, o laboratório do Prof. Alessando Negro, do Centro di Biotecnologie 

Innovative (CRIBI) da Universidade de Padova (PD, Itália), acoplou ao CNTF 

recombinante humano uma seqüência de 15 aminoácidos contendo o PTD da Tat do HIV 

(Tat-CNTF). Experimentos in vitro mostraram que esta molécula é capaz de internalizar-se 

em células de ovário de hamster em cultura (CHO, Chinese Hamster Ovarian Cell) e de 

exercer ação neurotrófica sobre culturas de neurônios sensoriais de gânglios da raiz dorsal 

de embrião de galinha (Langone e cols., 2004).  

Conforme já considerado, a axotomia produzida pela secção do nervo ciático em 

animais neonatos induz acentuada morte de motoneurônios e neurônios sensitivos. Pela sua 

reprodutibilidade este modelo experimental é muito útil para investigar a possível ação 

neuroprotetora de diferentes moléculas in vivo (Vejsada e cols., 1995; Sendtner e cols., 

1990, 1992; Yan e cols, 1992, Vergani e cols.,1998; Oliveira e cols., 2002; Rogério e cols., 

2002, 2005). Empregando-se esse modelo experimental, o presente estudo representa a 

primeira investigação in vivo dos efeitos da Tat-CNTF administrada local e sistemicamente 

sobre os motoneurônios axotomizados, com o objetivo de dar subsídios para seu possível 

emprego no tratamento de doenças neurodegenerativas e neurotraumas.  
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2. OBJETIVOS 

 

O presente estudo teve como objetivo geral investigar a ação neuroprotetora do 

CNTF e da Tat-CNTF sobre os neurônios espinhais após a lesão do nervo ciático e os 

possíveis efeitos colaterais causados por estas moléculas. 

 

Os objetivos específicos foram: 

 

1) Avaliar o efeito neurotrófico da administração local de CNTF e Tat-CNTF na 

sobrevivência de motoneurônios espinhais após a secção do nervo ciático de ratos 

neonatos (P2). 

 

2) Avaliar o efeito neurotrófico da administração subcutânea de CNTF e Tat-

CNTF na sobrevivência de motoneurônios espinhais após secção do nervo ciático de 

ratos neonatos (P2). 

 

3) Investigar se o efeito neurotrófico obtido pela administração local ou 

subcutânea do CNTF na sobrevivência de motoneurônios espinhais, após 

secção do nervo ciático de ratos neonatos (P2), possa ser produzida por doses 

inferiores de Tat-CNTF.   
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 3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Animais e grupos experimentais 

          Foram empregados ratos Wistar com idade de dois dias (P2) fornecidos pelo Centro 

de Bioterismo da Unicamp (CEMIB). Os animais foram mantidos junto à mãe durante todo 

o período de experimentação, sob condições controladas de luz (ciclo de 12 horas de 

claro/escuro) e temperatura (21ºC). Foram estabelecidos 9 grupos experimentais, de acordo 

com tratamento (Tabelas 1 e 2). Os procedimentos de manipulação experimental dos 

animais foram realizados de acordo com as normas estabelecidas pelo “Colégio Brasileiro 

de Experimentação Animal” (COBEA), e aprovadas pelo comitê de Ética em Pesquisa do 

Instituto de Biologia da Unicamp (Proc.509/1).  

 

TABELA 1:  Animais que receberam tratamento local 

GRUPOS 
 

LESÃO TRATAMENTO  Duração do 
Tratamento 

Sobrevida 
após lesão 

 Secção  CNTF  
Local 
6µg 

Tat-CNTF  
Local 
6µg 

Tat-CNTF  
Local 
3µg 

PBS (0,1M) 
Local 

 

  

1 (n=7) X X    5 dias 5 dias 
2 (n=7) X  X   5 dias 5 dias 
3 (n=6) X   X  5 dias 5 dias 
4 (n=5) X    X 5 dias 5 dias 

 
 
TABELA 2:  Animais que receberam tratamento subcutâneo 

GRUPOS LESÃO TRATAMENTO 
Duração do 
Tratamento  

Sobrevida 
após lesão 

 Secção CNTF 
Subcutâneo 
1,2µg/gr/dia 

Tat-CNTF 
Subcutâneo 
1,2µg/gr/dia 

Tat-CNTF 
Subcutâneo 
0,6µg/gr/dia 

Tat-CNTF 
Subcutâneo 
0,3µg/gr/dia 

PBS (0,1M) 
Subcutâneo 

  

5 (n=5) X X     5 dias 5 dias 
6 (n=5) X  X    5 dias 5 dias 
7 (n=8) X   X   5 dias 5 dias 
8 (n=6) X    X  5 dias 5 dias 
9 (n=5) X     X 5 dias 5 dias 
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 3.2. Procedência e caracterização do CNTF e Tat-CNTF  

As moléculas de CNTF e Tat-CNTF foram fornecidas pelo Dr. Alessandro Negro, 

do Centro di Biotecnologie Innovative (CRIBI) da Universidade de Padova (PD, Itália). A 

proteína CNTF foi produzida a partir da clonagem de cDNA para o CNTF humano, 

segundo descrito por Negro e cols. (1991). Por sua vez, a Tat-CNTF foi obtida a partir da 

construção de um vetor de expressão de bactéria E. coli capaz de expressar a proteína 

CNTF humana fundida à seqüência Tat, formada por 15 aminoácidos. Esta seqüência 

contém o domínio PTD que permite a translocação da proteína Tat do HIV para o interior 

das células. Ambas proteínas CNTF e Tat-CNTF se mostraram homogeneamente puras, 

quer em gel de eletroforese, quer em HPLC analítico, e possuem pesos moleculares de 24 

kDa e 28 kDa, respectivamente. 

 

3.3. Procedimentos cirúrgicos para a secção do nervo ciático e tratamento 

 Os animais (P2) foram anestesiados por hipotermia e imediatamente posicionados 

em decúbito ventral sob microscópio cirúrgico (D.F. Vasconcelos, M90). A pele da coxa 

esquerda foi incisada e, afastando-se a musculatura, o nervo ciático foi exposto. Com 

auxílio de microtesoura (Vannas, Steel Inox-S. OF3212) o nervo foi dissecado até sua 

emergência no forame isquiático, onde foi totalmente seccionado. Após a secção do nervo 

ciático, foi retirado um segmento de aproximadamente três milímetros do coto distal, no 

sentido de assegurar a ausência de contato com o coto proximal. Nos animais dos grupos 1, 

2 e 3 foi aplicado um fragmento de gelfoam embebido em 20µl de uma solução de tampão 

fosfato de sódio (PBS) contendo CNTF ou Tat-CNTF, nas concentrações indicadas na 

Tabela 1. Os animais do grupo 4 receberam igual fragmento de gelfoam contendo 20µl de 
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 PBS (0,1M).   A seguir, a musculatura foi reposicionada e a pele suturada com fio de 

seda 8-0 (Ethicon). Os animais foram colocados em local aquecido até despertarem da 

anestesia e serem devolvidos à mãe. 

 Para os animais que receberam doses subcutâneas de CNTF ou Tat-CNTF (grupos 

5, 6, 7 e 8), o primeiro dia de tratamento correspondeu ao dia da lesão. Nesse dia, os 

animais receberam três doses de igual valor de CNTF (1,2µg/g) ou Tat-CNTF (1,2µg/g, 

0,6µg/g ou 0,3µg/g) de acordo com o grupo aos quais pertenciam. A primeira aplicação foi 

realizada 30 minutos antes da cirurgia, a segunda imediatamente após e a terceira 2 horas 

depois. A partir do dia seguinte, o tratamento seguiu com uma aplicação diária, 

administrada no mesmo horário (13 horas), durante 5 dias. Os animais do grupo 9  receberam 

doses equivalentes do veículo de diluição e seguiu-se o mesmo protocolo de tratamento.  

As doses para o tratamento local e subcutâneo, respectivamente, foram escolhidas 

com base nos resultados por nós obtidos em experimentos anteriores (Oliveira e cols. 2002) 

e de acordo com o relatado por outros autores em experimentos similares (Sendtner e cols., 

1990;  Dittrich e cols., 1994; Kwon e Gurney, 1994; Yuan et cols., 2000).  

 

3.4. Avaliação do Peso Corporal 

 Todos os animais foram pesados diariamente, desde a idade P2 até a idade P7 tanto nos 

grupos que receberam tratamento local como naqueles que receberam tratamento subcutâneo. 

Para a avaliação estatística da influência do tempo e do tratamento sobre o ganho de peso 
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 corporal foi realizada análise da variância (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do 

teste de Duncan, utilizando o programa estatístico SAS® (SAS Institute Inc.).  

 

 3.5. Sacrifício dos animais e processamento dos espécimes   

Os animais foram sacrificados após os tempos de sobrevida mencionados nas 

Tabelas 1 e 2. Após anestesia com Pentobarbital sódico 3% (0,1ml/20g, i.p.) foram 

submetidos à toracotomia e perfundidos com paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1 M 

(pH 7,4). Após a fixação, os animais foram eviscerados e mantidos na mesma solução 

fixadora por 24 h. A seguir a intumescência lombar da medula espinhal foi dissecada e 

processada para inclusão em parafina. Foram obtidos cortes semi-seriados transversais da 

intumescência lombar, com 8 µm de espessura, coletados em lâminas gelatinizadas. Um 

conjunto de 20 cortes, representativos dos segmentos L4, L5 e L6 da intumescência lombar 

de cada animal, foram corados com cresil violeta. Outro conjunto de 9 cortes, 

representativos dos níveis medulares mencionados de cada animal, foi destinado para 

análise imunoistoquímica da reação astrocitária.  

 

3.6. Análise quantitativa 

 A análise quantitativa do efeito dos tratamentos com CNTF e Tat-CNTF foi 

realizada através da contagem dos motoneurônios do grupamento ventrolateral da 

intumescência lombar. Para isso foram empregados os cortes representativos dos segmentos 

L4, L5 e L6 corados com cresil violeta mencionados acima. O processamento dos cortes 
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 seguiu o protocolo padrão para coloração de neurônios com cresil violeta 5% (Sigma). 

A seguir, foram desidratados em bateria de álcool-xilol e a lâminas montadas com Entelan 

(Merck). 

 Embora a distância entre os cortes seja superior a 100µm, para contagem dos 

motoneurônios foram considerados apenas aqueles com nucléolo evidente, evitando-se, 

com segurança, a dupla contagem. O lado contralateral, não lesado, foi considerado como 

controle no respectivo corte. O procedimento foi realizado pelo experimentador sem 

conhecimento prévio do grupo ao qual pertencia o espécime.  

 O efeito dos tratamentos foi representado pelo índice de sobrevivência neuronal que 

corresponde à razão entre o número de motoneurônios computados no lado lesado e o 

número de motoneurônios no lado não lesado (Rogério e cols., 2002). A avaliação 

estatística dos resultados foi realizada através da análise da variância (ANOVA) seguida do 

teste de Student-Newman-Keuls, assumindo-se um nível de significância igual a 0,05, 

utilizando-se o programa estatístico InStat® (GraphPad Software Inc.). 

 

3.7. Análise imunoistoquímica  

Considerando que a reação astrocitária decorrente da lesão de nervos periféricos é 

um fenômeno bem estabelecido, inclusive em animais neonatos, e que a ação 

neuroprotetora do CNTF e Tat-CNTF podem modificar essa resposta, foi avaliada a 

expressão de GFAP (Glial Fibrillary Acid Protein) pelos astrócitos bem como sua 

morfologia (Adskogius e Kozlova, 1998; Rogério e cols., 2002).  
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 Os conjuntos de cortes, representativos dos níveis medulares de cada animal, 

mencionados acima foram inicialmente desparafinizados em xilol e re-hidratados em 

bateria de álcoois e finalmente lavados em água destilada. Para o bloqueio da peroxidase 

endógena, os cortes foram incubados em solução de H2O2 (3%) e metanol por 15 minutos. 

A recuperação do antígeno foi realizada empregando-se solução Tris-HCl 50mM (pH 9,5) e 

uréia (5%) em forno microondas (Panasonic NNS53BK Junior) por dois períodos de 3 

minutos (com intervalo de 1 minuto) em potência máxima. Após, foi realizado bloqueio dos 

grupos aldeídos com tampão Tris-Gli 0,1M por 30 minutos e, em seguida, bloqueio dos 

sítios inespecíficos com solução de leite em pó desnatado (5%) em tampão PBS (pH 7,4) e 

soro de cabra (1:6) por 3 horas. Os cortes foram incubados com anticorpo primário anti-

GFAP (1:300; rabbit polyclonal antibody; Dako – USA, cat # Z0334), diluído em tampão 

de bloqueio em câmara úmida por 24 horas à temperatura ambiente. Posteriormente, os 

cortes foram incubados com anticorpo secundário (1:200) por 1 hora. A imunorreatividade 

foi amplificada com o kit ABC (complexo avidina-biotina) por 1 hora e revelada pela 

reação com H2O2 e DAB (diaminobenzidina). Os cortes foram contracorados com 

hematoxilina de Harris e montados com Entelan (Merck). 

 

3.8. Processamento e Análise da Gordura Marrom Interescapular (GMI) 

 A gordura marrom inter-escapular (GMI) foi coletada dos animais operados e 

tratados com doses diárias subcutâneas de CNTF (1,2µg/gr), Tat-CNTF (1,2µg/gr) ou PBS, 

por 5 dias. Imediatamente após a coleta a GMI foi pesada e mergulhada em uma solução de 

paraformaldeído 4% (PBS 0,1M; pH 7,4), onde permaneceu por 24hs a 4ºC. A seguir foram 
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 lavados em PBS, desidratados em gradiente crescente de etanol e embebidos em 

glicolmetacrilato (Historesina, Leica). De cada espécime foram obtidos cortes com 2µm de 

espessura, e semi-seriados, empregando-se micrótomo equipado com navalha de vidro 

(LKB, Bromma 8800). Os cortes foram corados com azul de toluidina, montados com 

Permount® (Ficher Scientific). Os mesmos foram examinados e documentados através de 

microscópio de luz (Leica-DMLB) equipado com vídeo câmera digital (Leica, DC 300F). 

Os valores do peso da GMI, bem como dos quocientes entre estes valores e os respectivos 

pesos corporais de cada animal (Índice de GMI; GMIi=PG/PC) foram analisados 

estatisticamente através da análise da variância (ANOVA) seguida do teste de Student-

Newman-Keuls, assumindo-se um nível de significância igual a 0,05 (GraphPad InStat). 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Efeito dos tratamentos sobre o Índice de Sobrevivência Neuronal (ISN) 

      A análise dos valores dos ISN registrados nos grupos que receberam tratamento 

local ou subcutâneo com Tat-CNTF foi similar aos dos animais tratados com CNTF e 

superior aos registrados nos grupos controles correspondentes. Por sua vez, os grupos 

tratados com CNTF ou Tat-CNTF não apresentaram ISN significativamente diferentes 

quando comparados entre si na mesma condição de tratamento, subcutâneo ou local. 

Contudo, os animais tratados subcutaneamente com 1,2µg/g/dia de CNTF ou Tat-CNTF 

apresentaram ISN estatisticamente superior ao daqueles que receberam tratamento local 

com 6µg de CNTF ou Tat-CNTF. Além disso, os animais tratados com 0,6µg/g/dia e 

0,3µg/g/dia de Tat-CNTF tiveram ISN significativamente maior que o observado naqueles 

que receberam 6µg de CNTF local (Fig. 1).  

        A avaliação morfológica revelou que em todos os grupos tratados com CNTF ou 

Tat-CNTF os motoneurônios possuíam morfologia e dimensões semelhantes aos 

motoneurônios contralaterais não axotomizados, com corpos celulares poligonais e núcleos 

centralizados. Contrariamente, nos grupos controle houve uma nítida predominância de 

neurônios motores com dimensões inferiores, quando comparados aos do lado contralateral 

(não lesado) e aos axotomizados dos animais tratados com CNTF ou Tat-CNTF (Figs. 2 e 3). 
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Figura 1 
Efeito da administração local e subcutânea de CNTF e Tat-CNTF durante 5 dias após
axotomia do nervo ciático de ratos neonatos (P2) sobre o ISN (média±epm). Notar que os
valores dos ISN registrados nos grupos que receberam tratamento local ou subcutâneo com
Tat-CNTF foram similares aos dos animais tratados com CNTF e superior aos registrados
nos grupos controles correspondentes (*p<0,05). Contudo, os animais tratados
subcutaneamente com 1,2µg/g/dia de CNTF ou Tat-CNTF apresentaram ISN superior ao
daqueles que receberam tratamento local com 6µg de CNTF ou Tat-CNTF (**p<0,05).
Além disso, os animais tratados com 0,6µg/g/dia e 0,3µg/g/dia de Tat-CNTF tiveram ISN
significativamente maior que o observado naqueles que receberam 6µg de CNTF local. 
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Figura 2 

 

Cortes transversais da região da intumescência lombar da medula representativos dos 

animais que receberam doses únicas de 6µg CNTF, 6µg Tat-CNTF, 3µg Tat-CNTF ou 

PBS, respectivamente, administradas localmente sobre o coto proximal do nervo ciático. 

Note a presença do maior número de motoneurônios do grupamento ventrolateral no lado 

lesado de todos os animais tratados com fator neurotrófico, comparativamente aos que 

receberam PBS 5 dias após axotomia (P7). Note também que a dimensão dos 

motoneurônios nos animais tratados com CNTF ou Tat-CNTF é semelhante aos presentes 

no lado contralateral não lesado, ao passo que nos animais que receberam PBS tendem a ser 

menores. Coloração: cresil violeta. Barras: 500µm – panorâmica; 100µm – detalhes da 

região ventral. As setas indicam motoneurônios alfa pertencentes ao grupamento ventro-

lateral da intumescência lombar.  
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Figura 3 

 

Cortes transversais da região da intumescência lombar da medula representativos dos 

animais que receberam tratamento com doses diárias subcutâneas com CNTF (1,2µg/g), 

Tat-CNTF (1,2µg/g), Tat-CNTF (0,6µg/g), Tat-CNTF (0,3µg/g) ou PBS, respectivamente, 

durante 5 dias (P2-P7). Note a presença do maior número de motoneurônios do grupamento 

ventrolateral no lado lesado de todos os animais tratados com fator neurotrófico, 

comparativamente aos que receberam PBS 5 dias após axotomia (P7). Note também que a 

dimensão dos motoneurônios nos animais tratados com CNTF ou Tat-CNTF é semelhante 

aos presentes no lado contralateral não lesado, ao passo que nos animais que receberam 

PBS tendem a ser menores. Coloração: cresil violeta. Barras: 500µm – panorâmica; 100µm 

– detalhes da região ventral. 
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 4.2. Avaliação imunoistoquímica 

 A análise da imunomarcação para GFAP revelou que os astrócitos localizados na 

região correspondente aos motoneurônios axotomizados (lamina IX) se mostravam 

hipertróficos. Estas células apresentavam forte imunoreatividade no citoplasma e 

prolongamentos celulares, que possuíam abundantes ramificações distribuídas pelo 

neurópilo ao redor dos motoneurônios. Este padrão contrastava fortemente com o 

observado no lado contralateral, onde a imunomarcação para GFAP foi pouco evidente nos 

astrócitos evidenciados pela contracoloração com hematoxilina de Harris. Por sua vez, os 

astrócitos localizados na região dorsal da medula espinhal ipsilateral à lesão exibiam 

evidente imunoreatividade para GFAP, superior à verificada no lado contralateral. Contudo, 

tal imunoreatividade foi menos intensa que a observada na região dos motoneurônios 

axotomizados (ipsilateral).  Na substância branca puderam ser observados prolongamentos 

imuno-positivos para GFAP distribuídos de maneira radial e uniforme em todos os 

funículos de ambos os lados da medula. (Figs. 4 e 5) 

Este padrão da imunomarcação para GFAP foi semelhante em todos os animais 

tratados e controle, com exceção daqueles que receberam doses subcutâneas diárias de 

1,2µg/g de CNTF (Fig. 5). Interessantemente, nestes animais a imunomarcação para GFAP 

foi muito intensa e homogênea em toda região ventral da medula, abrangendo tanto o lado 

lesado quanto o lado não lesado, e estendendo-se até os funículos laterais. Embora não 

tenhamos realizado a avaliação morfométrica dos astrócitos GFAP positivos nestes 

animais, a dimensão de mesmos parecia ser semelhante em ambos lados, bem como à dos 

astrócitos observados nas regiões acima mencionadas nos demais grupos. 
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Figura 4 

 

Marcação imunoistoquímica para GFAP de cortes transversais da região da intumescência 

lombar da medula representativos dos animais que receberam tratamento local com doses 

únicas de 6µg CNTF, 6µg Tat-CNTF, 3µg Tat-CNTF ou PBS, respectivamente. Observe 

que os astrócitos localizados na região correspondente aos motoneurônios axotomizados se 

mostram hipertróficos exibindo forte imunoreatividade no citoplasma e nos 

prolongamentos celulares, possuindo abundantes ramificações distribuídas pelo neurópilo 

ao redor dos motoneurônios. Note ainda, uma imunomarcação na região dorsal da medula 

espinhal ipsilateral à lesão. Barras: 500µm – panorâmica; 100µm – região ventral lesada; 

30µm – detalhe (objetiva 100X). A seta vermelha indica a imunomarcação para GFAP 

presente no citoplasma de um astrócito; a seta azul indica um motoneurônio alfa; as setas 

pretas indicam prolongamentos de astrócitos imunomarcados distribuídos pelo neurópilo e 

ao redor do corpo celular de motoneurônios. 
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Figura 5 

 

Marcação imunoistoquímica para GFAP de cortes transversais da região da intumescência 

lombar da medula representativos dos animais que receberam tratamento com doses diárias 

subcutâneas com CNTF (1,2µg/g), Tat-CNTF (1,2µg/g), Tat-CNTF (0,6µg/g), Tat-CNTF 

(0,3µg/g) ou PBS, respectivamente, durante 5 dias (P2-P7). Observe que os astrócitos 

localizados na região ventrolateral se mostram hipertróficos exibindo forte 

imunoreatividade no citoplasma e nos prolongamentos celulares, possuindo abundantes 

ramificações distribuídas pelo neurópilo ao redor dos motoneurônios. Astrócitos 

hipertróficos também podem ser observados na região ipsilateral dorsal à lesão. Note que o 

grupo tratado com CNTF exibe imunorreatividade para GFAP mais intensa na região 

ventral da medula que os demais grupos. Barras: 500µm – panorâmica; 100µm – região 

ventral lesada; 30µm – detalhe (objetiva 100X). 
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 4.3. Efeito dos tratamentos sobre o crescimento ponderal dos animais 

      O acompanhamento do ganho de peso dos animais entre P2 e P7 mostrou que aqueles que 

receberam tratamento local com CNTF ou Tat-CNTF apresentaram crescimento semelhante ao 

do observado nos animais do grupo controle (Fig. 6). Por outro lado, a curva de crescimento dos 

animais tratados com doses subcutâneas diárias de CNTF (1,2µg/g), revelou que estes tiveram 

ganho de peso significativamente inferior aos dos animais tratados com a mesma dose ou com as 

doses inferiores de Tat-CNTF. O menor crescimento dos animais tratados com CNTF foi 

significativo a partir do segundo dia de tratamento. Na idade P7 o peso corporal desses animais 

foi 25% e 30% inferior ao dos animais tratados com Tat-CNTF e aos dos animais controle, 

respectivamente. Não houve diferença significativa de ganho de peso entre os animais tratados 

com as diferentes doses de Tat-CNTF e os animais tratados com PBS subcutaneamente (Fig. 6).  

 

4.4. Avaliação da Gordura Marrom Interescapular 

O GMIi dos animais que receberam doses subcutâneas diárias Tat-CNTF 

(0,005±0,0001) foi semelhante ao registrado nos animas tratados com CNTF (0,004±0,0002) e 

inferior aos animais tratados com PBS (0,006±0,0004) (Fig. 7; p<0,001). Contudo, deve-se notar 

que o GMIi dos animais tratados com Tat-CNTF se aproxima do observado nos animais 

controle. Além disso, a análise histológica revelou que os animais tratados com Tat-CNTF 

exibiram GMI  com morfologia semelhante aos dos animais controle, formada por adipócitos 

contendo abundantes gotículas lipídicas de variados tamanhos (Figs. 8C e 8D). Esta morfologia 

contrastou fortemente com o observado nos animais tratados com CNTF, que apresentavam 

células gordurosas quase totalmente depletadas de gotas lipídicas (Fig. 8B). 



 

33

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 

  

Efeito da administração local e subcutânea de CNTF e Tat-CNTF sobre o crescimento 

ponderal de ratos neonatos entre as idades P2 e P7, após secção do nervo ciático em P2. As 

curvas mostram que os animais que receberam tratamento local com CNTF ou Tat-CNTF 

tiveram crescimento semelhante ao do observado nos animais do grupo controle. Por outro 

lado, a curva de crescimento dos animais tratados com doses subcutâneas diárias de CNTF 

(1,2µg/g) revelou que estes tiveram ganho de peso significativamente inferior ao dos 

animais tratados com a mesma dose ou com as doses inferiores de Tat-CNTF. O menor 

crescimento dos animais tratados com CNTF foi significativo a partir do segundo dia de 

tratamento. Na idade P7 o peso corporal desses animais foi 25% e 30% inferior aos dos 

animais tratados com Tat-CNTF e aos animais controle, respectivamente. Não houve 

diferença significativa de ganho de peso entre os animais tratados com as doses de Tat-

CNTF e os animais tratados com PBS subcutaneamente. 
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Figura 7 
 A) Gráfico do peso da Gordura Marrom Interescapular (GMI) de ratos neonatos tratados
com doses diárias subcutâneas de CNTF (1,2 µg/g), Tat-CNTF (1,2 µg/g) ou PBS, entre as
idades P2 e P7, depois da secção do nervo ciático em P2. Note que a média do peso da GMI
nos animais tratados com Tat-CNTF (75±2mg) é superior  (*p<0,05) à dos animais tratados
com CNTF (53±4mg). Observe também que em ambos grupos tratados o peso da GMI foi
inferior aos dos animais controle (104±6mg; **p<0,001).  
B) Gráfico do índice de Gordura Marrom Interescapular (GMIi). Observe que o GMIi dos
animais tratados com Tat-CNTF é semelhante ao dos animais tratados com CNTF, embora
se aproxima dos observado nos animais controle (*p<0,001).  
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Figura 8 
 
Ratos neonatos operados na idade P2 e tratados subcutaneamente com 1,2µg/g/dia de 

CNTF ou Tat-CNTF durante 5 dias (A). Cortes do tecido adiposo marrom interescapular de 

ratos na idade P7 tratados com doses diárias subcutâneas de 1,2µg/g de CNTF (B), 1,2µg/g 

de Tat-CNTF (C) ou PBS (D). Observe que os animais tratados com CNTF (B) exibem 

adipócitos com poucas e pequenas gotas lipídicas, ao passo que a gordura marrom dos 

animais tratados com Tat-CNTF ou PBS (C e D) possui abundantes gotas lipídicas de 

tamanhos variados. (B, C e D, barras=50µm; detalhe, barras=20µm). 
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 5. DISCUSSÃO  

O presente estudo representa a primeira investigação sobre o efeito da administração 

local e sistêmica do CNTF acoplado a uma seqüência de 15 aminoácidos contendo o PTD 

da Tat do HIV (Tat-CNTF) na sobrevivência de motoneurônios espinhais após axotomia.  

O modelo experimental da axotomia em ratos neonatos empregado neste trabalho 

tem sido escolhido por vários autores para o estudo de agentes neurotróficos e/ou 

neuroprotetores (Sendtner e cols., 1990, 1992; Yan e cols, 1992, Vergani e cols.,1998; 

Rogério e cols., 2002, 2005). É sabido que a axotomia produzida pelo esmagamento ou 

secção de nervos periféricos em roedores no período da primeira semana de vida é capaz de 

acarretar a morte de um grande número dos motoneurônios lesados. Esse efeito é tanto mais 

drástico quanto mais jovem for o animal, podendo acarretar a morte de praticamente 100% 

dos motoneurônios quando a axotomia é realizada na idade P0 (Lowrie e Vrbova, 1992; 

Snider e cols., 1992; Vejsada e cols 1995). Além disso, durante a primeira semana de vida 

as células de Schwann parecem não expressar CNTF, já que sua detecção através de 

imunoistoquímica, bem como do seu mRNA através de Northern blot, só foi possível após 

esse período em ratos (Stöckli e cols. 1991; Dobrea e cols, 1992; Sendtner e cols., 1997).    

Nossos resultados mostraram que a administração de Tat-CNTF, local ou 

subcutânea, reduziu de maneira significativa a morte dos motoneurônios do grupamento 

ventrolateral da intumescência lombar de ratos, 5 dias após secção do nervo ciático. Além 

disso, esse efeito neuroprotetor foi observado mesmo quando a dose de Tat-CNTF foi 75% 

inferior àquela de CNTF administrada subcutâneamente. Tais achados mostraram de 
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 maneira consistente que a adição da seqüência de 15 aminoácidos contendo o PTD da 

Tat do HIV ao CNTF não modificou seu potencial neurotrófico.     

Por outro lado, vale destacar que o tratamento com doses diárias subcutâneas de 

CNTF ou Tat-CNTF produziu ISN superior aos observados com a sua administração local. 

Este dado pode ser explicado pelo fato da administração subcutânea diária ter determinado 

uma maior disponibilidade de CNTF ou Tat-CNTF para os motoneurônios axotomizados, 

comparativamente ao tratamento local. Estas moléculas, quando aplicadas direta e uma 

única vez sobre o coto proximal do nervo, devem ter sido degradadas após um curto 

período de tempo (Dittrich e cols., 1994). Mesmo se considerarmos que tenham entrado na 

circulação sistêmica, certamente elas não alcançaram e nem se mantiveram em 

concentrações plasmáticas semelhantes às produzidas pela administração diária. Desta 

forma, o efeito neurotrófico do CNTF e da Tat-CNTF administrados localmente deveu-se 

sobretudo à sua captação pelas extremidades dos axônios lesados e de seu transporte 

retrógrado (Curtis e cols., 1993; Curtis e DiStefano, 1994). 

A constatação do efeito neurotrófico da Tat-CNTF sugere fortemente que esta 

manteve sua afinidade pelos receptores do CNTF presentes nos motoneurônios. Estes 

receptores são complexos protéicos compostos por três subunidades: CNTFRα, LIFRβ e 

gp130.  Além disso, a própria presença do PTD da Tat do HIV na seqüência de 

aminoácidos acoplada à molécula de CNTF pode ter contribuído para que esse efeito tenha 

sido produzido mesmo quando administrada subcutaneamente em doses 50% e 75% 

inferiores a de CNTF. Ou seja, tal seqüência ao realizar a translocação da proteína para o 

interior da célula, por inserção na matriz lipídica da membrana, aumentaria a probabilidade 
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 da região ligante da Tat-CNTF interagir com os receptores do CNTF na superfície 

extracelular na membrana.  

É plausível supor ainda que este mesmo mecanismo poderia facilitar a interação da 

região ligante da Tat-CNTF com receptores do LIF (LIFRβ e gp130), o qual exerce 

importante efeito neurotrófico e cuja expressão aumenta significativamente nos 

motoneurônios após axotomia (Li e cols., 1995;Haas e cols., 1999). De fato, tem sido 

proposto que o CNTF poderia também se ligar ao receptor dimérico do LIF especialmente 

quando administrado em altas concentrações (Monville e cols., 2001). Além disso, 

verificou-se que o CNTF pode exercer efeitos biológicos mesmo sobre células que não 

expressam seu receptor específico (CNTFRα), mas apenas receptor para o LIF (Schooltink 

e cols., 1992; Davis e cols., 1993b; Gearing e cols., 1993). 

 Não podemos descartar também a possibilidade do CNTF e da Tat-CNTF se terem 

ligado ao CNTFRα solúvel após alcançar a circulação sistêmica. Para a Tat-CNTF isto 

pode ter representado um fator facilitador adicional da sua ação neurotrófica 

comparativamente ao CNTF (Davis e cols., 1993a; Sleeman e cols., 2000).  

Outro importante dado, já mencionado acima, foi o fato da ação neuroprotetora da 

Tat-CNTF ter se manifestado mesmo na dose subcutânea diária de 0,3µg/gr. Considerando-

se que certa quantidade de Tat-CNTF pode ter sido internalizada pelas células do animal, 

reduzindo assim sua disponibilidade para os motoneurônios, este dado revela o alto 

potencial neuroprotetor dessa molécula. Este fato se reveste ainda de maior importância se 

considerarmos que o tratamento com Tat-CNTF não produziu, ou minimizou, os efeitos 

colaterais observados nos animais tratados com CNTF, conforme discutiremos abaixo. 
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 A morte dos motoneurônios induzida pela axotomia é também dependente da 

resposta das células gliais. Sabe-se que após secção de um nervo periférico ocorre ativação 

dos astrócitos, sendo que a magnitude da reação varia com a idade e espécie animal 

(Aldskogius e Kozlova, 1998). Esta reação astrocitária na medula espinhal é um fenômeno 

bem estabelecido em ratos recém nascidos, caracterizada pelo aumento da síntese de 

proteína ácida fibrilar (GFAP) e pela hipertrofia dos astrócitos (Adskogius e Kozlova, 

1998; Rogério e cols., 2002). Embora os mecanismos da resposta dos astrócitos não sejam 

bem conhecidos, considera-se que elas sejam as primeiras células gliais a sinalizarem a 

perturbação da homeostase provocada pela lesão (Adskogius e Kozlova, 1998).  

É sabido também que, além de células de Schwann associadas a fibras mielínicas, 

subpopulações de astrócitos também produzem CNTF (Stöckli e cols., 1991; Friedman e 

cols., 1992; Rende e cols., 1992; Dallner e cols., 2002). Após lesões no sistema nervoso 

central ou periférico ocorrem dramáticas alterações na expressão de CNTF e do seu 

receptor nos astrócitos das regiões afetadas (Rudge e cols., 1992; Ip e cols., 1993; 

Henderson e cols., 1994b; Kirsch e Hofmann, 1994; Richardson, 1994; Asada e cols., 1995; 

Duberley e cols., 1995). Desta forma, consideramos importante investigar os efeitos que o 

tratamento com CNTF e Tat-CNTF tiveram sobre as características morfológicas dos 

astrócitos e a sua imunorreatividade para a GFAP.  

Vários trabalhos apresentaram evidências de que o CNTF atue como um potente 

regulador da resposta dos astrócitos à lesão. Quando injetado diretamente no neocórtex de 

ratos neonatos e adultos, o CNTF promove aumento da reatividade astrocitária (Winter e 

cols, 1995; Kahn e cols, 1995, 1997; Ridet e cols, 1997; Aldskogious e Kozlova, 1998; 
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 Martin e cols, 2003; Ye e cols, 2004). Por sua vez, Albrecht e cols. (2002, 2003) 

verificaram esse mesmo efeito quando o CNTF foi injetado na medula espinhal de ratos 

adultos. Estes mesmos autores mostraram que o CNTF exerce uma potente ação direta nos 

astrócitos in vitro,  provocando hipertrofia do citoplasma, aumento do volume nuclear e da 

expressão de GFAP. Além disso, verificaram que o CNTF estimulou a expressão e 

liberação de FGF-2 pelos astrócitos em cultura. Estes autores propuseram que este efeito do 

CNTF sobre a fisiologia dos astrócitos revele o lado neuroprotetor da resposta glial, 

importante para o restabelecimento funcional dos neurônios após lesões.  

 Nossos resultados sobre a imunomarcação para GFAP evidenciaram que a secção 

do nervo ciático promoveu no lado ipsilateral à lesão uma astrogliose intensa na região 

ventrolateral e moderada na região dorsal. As características morfológicas dos astrócitos 

reativos foram semelhantes em todos os grupos, independentemente do tratamento, e 

concordes com as relatadas por outros autores (Aldskogious e Kozlova, 1998; Rogério e 

cols., 2002). Contudo, nos animais tratados subcutaneamente com CNTF a 

imunoreatividade para GFAP foi mais intensa na região ventral da medula que os demais 

grupos. Além disso, esta se distribuiu em ambos lados, revelando a presença de astrócitos 

hipertróficos ipsi e contralaterais à lesão. Interessantemente, em condições normais os 

astrócitos expressam CNTF, porém não expressam o CNTFRα, bem como seu mRNA. Ao 

entrarem em estado reativo aumentam a expressão do CNTF e passam a expressar o 

CNTFRα (Ip e cols., 1993; Rudge e cols., 1994; Duberley e cols., 1995). É razoável supor 

que a lesão do nervo ciático em nosso modelo induziu a expressão CNTFRα predispondo-

os à ação do CNTF, principalmente quando administrado por via subcutânea. Além disso, 
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 tem sido proposto que o CNTF pode atuar sobre os astrócitos através de sua ligação 

com receptores do LIF (Monville e cols, 2001). Desta forma, o CNTF administrado 

subcutaneamente pode ter ativado seu receptor específico e também o receptor para o LIF, 

desencadeando assim a intensa resposta astrocitária observada.  

Por outro lado, é particularmente intrigante o fato dos grupos que receberam 

tratamento diário subcutâneo com Tat-CNTF não terem exibido resposta astroglial tão 

intensa quanto à apresentada pelos animais tratados com CNTF. Este dado indica que um 

maior número de astrócitos foi ativado pelo CNTF ao ser administrado subcutaneamente e 

na mesma concentração da Tat-CNTF (1,2µg/g). Recentemente, Ye e cols. (2004) 

mostraram que a reação astrocitária é dependente da concentração de CNTF quando 

administrado exogenamente após lesão medular em ratos adultos.  Conforme já referimos 

acima, a internalização da Tat-CNTF pelas células do animal deve reduzir sua 

disponibilidade no meio extracelular. Assim, é plausível supor que seu efeito sobre a 

resposta astrocitária tenha sido limitado por esse fato, quando comparado ao induzido pelo 

CNTF administrado na mesma concentração.   

 Contudo, não podemos descartar a possibilidade do efeito neuroprotetor da Tat-

CNTF, assim como do CNTF, ter-se realizado indiretamente através da sua ação sobre a 

resposta astrocitária. Neste sentido, Ozog e cols. (2002a, 2004) mostraram que o CNTF 

associado ao CNTFRα solúvel ativa a via JAK/Stat nos astrócitos em cultura e aumenta a 

expressão da conexina 43 (Cx43).  As conexinas são proteínas constituintes das junções 

comunicantes (gap junctions) que permitem aos astrócitos se manterem altamente 

acoplados (Kumar and Gilula, 1996). Vários estudos, utilizando modelos in vitro e in vivo, 
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 demonstraram que esse acoplamento tem importante papel na manutenção da 

homeostase no tecido nervoso. Defeitos na construção das junções comunicantes e/ou na 

expressão da Cx43 pelos astrócitos aumenta a vulnerabilidade dos neurônios a lesões 

diversas (Blanc e cols., 1998; Siushansian e cols., 2001; Naus e cols., 2001; Ozog et al., 

2002b; Nakase e cols., 2003; Lin e cols., 2003). 

Embora não tenhamos realizado avaliações sobre a expressão da Cx43 em nosso 

modelo, é provável que tanto CNTF como Tat-CNTF, administrados subcutaneamente, 

tenham estimulado o aumento da expressão desta nos astrócitos. Tal efeito pode ter sido 

induzido através da sua interação com o CNTFRα que passou a ser expresso pelos 

astrócitos ativados, ou com CNTFRα solúvel (Rudge e cols., 1994;Ozog e cols., 2004). A 

favor desta hipótese, verificamos recentemente que o tratamento de animais neonatos 

durante 5 dias (P2 a P7) com Tat-CNTF ou CNTF  aumentou significativamente a 

expressão do gene da Cx43 no cérebro desses animais (dados não publicados).  Deste 

modo, a ação neuroprotetora do CNTF e da Tat-CNTF pode também ser atribuída à sua 

capacidade de ampliar o acoplamento entre os astrócitos e de manter a homeostasia no 

microambiente medular (Aldskogious e Kozlova, 1998). Esse último efeito pode ter sido 

ainda mais abrangente no que se refere ao CNTF, considerando a maior extensão da 

imunoreatividade para GFAP observada nos animais tratados com o mesmo. Contudo, 

análises mais detalhadas sobre a ativação astrocitária em nosso modelo experimental são 

necessárias. 

No conjunto dos nossos resultados é particularmente relevante o fato da 

neuroproteção proporcionada pela administração subcutânea de 1,2µg/g/dia de Tat-CNTF 
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 não ter sido acompanhada pela redução do ganho de peso e pela intensa mobilização 

de lipídeos da GMI observadas nos animais tratados com igual dose de CNTF. Este dado 

sugere fortemente que a conjugação da seqüência Tat ao CNTF foi responsável pela 

eliminação ou redução significativa de efeitos colaterais importantes do CNTF (Henderson 

e cols., 1994a; Kwon e Gurney, 1994; Zhang e cols., 1995; Ulenkate e cols. 1996; Miller e 

cols., 1996a,b). 

Recentemente vários autores obtiveram evidências de os efeitos do CNTF sobre o 

metabolismo decorrem de sua capacidade de ativar processos de sinalização intracelular 

que envolve a via JAK/Stat, análogos àquelas usadas pela leptina (Haas e cols. 1999; 

Dolcet e cols., 2001; Lambert e cols., 2001; Ott e cols., 2002; Jiao e cols., 2003; Zvonic e 

cols., 2003). Dentro desse cenário tem recebido particular atenção o estudo da ação do 

CNTF sobre a fisiologia dos adipócitos. Verificou-se que essas células possuem o 

complexo-receptor específico para CNTF e que sua ativação pode modificar a expressão 

gênica nas mesmas (Gloaguen e cols., 1997; Lambert e cols., 2001; Ott e cols., 2002; 

Zvonic e cols., 2003).  

Conforme já mencionado, nossos resultados evidenciaram que os animais tratados 

subcutaneamente com 1,2µg/g/dia de CNTF apresentaram significativa redução no ganho 

de peso quando comparados àqueles tratados com igual dose de Tat-CNTF ou PBS. Por sua 

vez, os animais destes dois últimos grupos apresentaram curvas de crescimento 

semelhantes. Além disso, é interessante notar que o peso da peso da gordura marrom inter-

escapular (GMI) foi superior nos animais tratados com Tat-CNTF quando comparado aos 

dos animais que receberam CNTF. Embora, o quociente entre o peso da GMI e o peso 
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 corporal (GMIi) tenha sido semelhante entre os animais tratados com CNTF ou Tat-

CNTF, a análise histológica da GMI revelou que os animais tratados com CNTF 

apresentaram adipócitos com poucas e pequenas gotas de gordura, ao passo que nos 

animais tratados com Tat-CNTF estas células exibiam abundantes gotas lipídicas de 

tamanhos variados, semelhantes às observadas nos animais tratados com PBS.  

Interessantemente, não obstante o aspecto histológico da GMI ser o mesmo nos animais 

tratados com Tat-CNTF e nos animais controle (PBS), e do fato de não ter havido diferença 

entre as curvas de crescimento desse grupos, o  peso e o GMIi foi maior nos animais 

controle (PBS) quando comparado o dos grupos tratados com CNTF ou Tat-CNTF. Embora 

não tenhamos realizado a morfometria da GMI e/ou quantificado os lipídeos armazenados 

pela mesma, estes resultados sugerem que a Tat-CNTF pode ter atuado sobre os seus 

adipócitos promovendo a mobilização de lipídios. Contudo, é importante notar que tal 

mobilização foi expressivamente inferior à promovida pelo CNTF. 

É necessário considerar também que o CNTF pode induzir perda de peso através de 

uma ação central, reduzindo a expressão do neuropeptídio Y (NPY) em neurônios do 

núcleo arqueado do hipotálamo envolvidos no controle alimentar (Xu e cols., 1998). 

Evidências dessa possibilidade foram recentemente obtidas por Duff e cols. (2004). Estes 

autores mostraram que a injeção intra-cérebro-ventricular de CNTF em ratos adultos foi 

capaz de induzir a morte de adipócitos no tecido gorduroso do epidídimo e das regiões 

inguinais, retro-peritoniais e inter-escapular. Esse efeito foi significativamente mais potente 

que o produzido pela administração de leptina pela mesma via. Nesta mesma linha de 

investigação, Jho e cols. (2004) mostraram que a administração intra-cérebro-ventricular de 



 

47

 CNTF em ratos adultos, durante 5 dias, produziu perda de peso corporal, diminuição 

da ingesta calórica e aumento da concentração de mioglobina sérica. Interessantemente, os 

autores verificaram que esses animais apresentaram aumento da atividade do proteassomo 

20S hepático, bem como do seu mRNA. Jho e cols. (2004) propuseram então que os efeitos 

de CNTF seriam decorrentes de uma combinação da inibição do apetite ao nível central e 

da supra-regulação (upregulation) da via ubiquitina-proteassomo.  

Nossos dados sobre os efeitos colaterais a neuroproteção produzidos pelo CNTF em 

ratos neonatos são concordes com as observações realizadas em ratos adultos e adultos 

jovens (Henderson e cols., 1994a; Kwone e Gurney, 1994; Zhang e cols., 1995; Ulenkate e 

cols. 1996). Particularmente, dentre esses estudos destacamos o realizado por Ulenkate e 

cols. (1996) com ratos adultos jovens ainda em crescimento. A administração de CNTF 

subcutâneamente nestes animais produziu redução de ganho de peso semelhante ao 

observado nos animais recém nascidos em nossos experimentos.  

No momento podemos apenas supor que em nosso modelo experimental os 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos nos efeitos colaterais do CNTF sejam os 

mesmos propostos na literatura para animais adultos. Certamente, investigações futuras 

deverão ser realizadas a fim de confirmar tal hipótese. Além do mais, o fato da Tat-CNTF 

não ter produzido, ou reduzido, os efeitos colaterais do CNTF tornam ainda mais 

importantes futuras investigações para testar essa hipótese.  

Paralelamente, considerando as propriedades da Tat-CNTF nossos dados permitem 

supor que a rápida internalização da mesma pelas células do animal tenha levado sua 

concentração extracelular para valores nos quais sua ação sobre os adipócitos é 

minimizada. Isto parece ser um aspecto muito importante do ponto de vista farmacológico 
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 já que a Tat-CNTF, mesmo na dose de 0,3µg/g/dia, exerceu importante efeito 

neuroprotetor sobre os motoneurônios axotomizados.  

Outra faceta interessante das propriedades do CNTF e da Tat-CNTF, relacionadas 

com os efeitos observados em nosso modelo experimental, foi verificada em recentes 

experimentos in vitro realizados no Laboratório de Metabolismo e Pâncreas Endócrino do 

Departamento de Fisiologia e Biofísica da Unicamp.  Estes experimentos mostraram que a 

presença de CNTF (20 ng/ml) em culturas de ilhotas pancreáticas de ratos neonatos (P2) 

causou diminuição da secreção de insulina em resposta à glicose. Interessantemente, a 

presença Tat-CNTF também causou redução da secreção de insulina em resposta a glicose, 

porém menor que a produzida pelo CNTF (dados não publicados).  

Também foi verificado que altas concentrações de CNTF (50 e 250ng/ml) inibem a 

secreção da insulina em culturas de ilhotas pancreáticas de ratos adultos induzida pela 

estimulação aguda com glicose (Wadt e cols., 1998). Por sua vez, estudos in vivo também 

constataram que o CNTF causou atenuação da hiperinsulinemia em camundongos 

C57BL/6J (ob/ob), que não possuem o gene da leptina (Gloaguen e cols., 1997; Lambert e 

cols., 2001).  

Desta forma, a inibição da secreção de insulina pelo CNTF verificada em culturas 

de ilhotas pancreáticas e in vivo pode explicar, pelo menos em parte, nossas observações 

sobre o crescimento ponderal e a mobilização de lipídios da gordura marrom em ratos 

neonatos. De fato, a exposição de neonatos à insulina exógena durante o período posnatal, 

leva à obesidade, uma vez que ela promove, quando em excesso, a síntese e 

armazenamento de lipídios (Dorner e Plagemann, 1994; Wilson e cols., 1998; Blüher e 
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 cols., 2002). Por outro lado, a falta da mesma leva à lipólise das reservas de gordura, 

liberando na circulação sanguínea grande quantidade de ácidos graxos e glicerol (Wilson e 

cols., 1998; Holm, 2003). Desta forma, os dados observados em culturas de ilhotas 

pancreáticas parecem indicar que a mobilização da gordura marrom nos animais tratados 

com 1,2µg/g de CNTF foi também devido à diminuição da secreção de insulina pelas 

células β pancreáticas. Paralelamente, sabe-se que a insulina promove a formação de 

proteínas e impede a sua degradação (Wilson e cols., 1998). Assim, a inibição da secreção 

de insulina pelo CNTF pode ter contribuído para a redução do ganho de peso corporal. 

Neste contexto, nossas observações sobre os efeitos da Tat-CNTF em nosso modelo 

experimental incitam futuras investigações para o melhor conhecimento dos seus 

mecanismos de ação, considerando especialmente a distribuição sistêmica e internalização 

da mesma pelas células in vivo. De fato, nossas presentes observações não permitem 

privilegiar qualquer dos modelos propostos para os mecanismos de internalização de 

proteínas associadas com o PTD da Tat do HIV (Dietz e Bähr, 2004). 

 Finalizando, nossos resultados mostram pela primeira vez que a Tat-CNTF têm 

efeito neuroprotetor sobre motoneurônios axotomizados em ratos neonatos e não produz os 

efeitos colaterais do CNTF. Além disso, levantam novas e importantes questões cujas 

respostas deverão contribuir para julgar adequadamente o possível emprego dessa estratégia 

terapêutica no tratamento de doenças neurodegenerativas e neurotraumas em seres 

humanos. 
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6. CONCLUSÕES 

O presente estudo mostrou que:  

- A adição da seqüência de 15 aminoácidos contendo o PTD da Tat do HIV ao CNTF 

(Tat-CNTF) não modificou a ação neuroprotetora deste fator neurotrófico sobre 

motoneurônios axotomizados de ratos neonatos (P2). 

- A ação neuroprotetora da Tat-CNTF ocorreu mesmo em doses 50% (local e s.c.) e 75% 

(s.c.) inferiores às administradas de CNTF. 

- O efeito neuroprotetor da Tat-CNTF não foi acompanhado pela redução do 

crescimento corporal entre as idades P2 e P7 observada nos animais que receberam 

tratamento subcutâneo com CNTF. 

- Os animais tratados com Tat-CNTF não apresentaram a intensa mobilização de GMI 

observada no grupo tratado com CNTF subcutaneamente. 

- A resposta astroglial nos animais tratados com Tat-CNTF foi menos intensa que a 

observada nos animais que receberam tratamento subcutâneo com CNTF.  

 

Assim sendo: 

- Os resultados obtidos suportam a hipótese que a adição do domínio PTD a moléculas 

neurotróficas representa uma estratégia promissora para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas e neurotraumas. 

-   Em particular, nossos resultados revelaram que a Tat-CNTF além de possuir ação      

neuroprotetora não produziu os importantes efeitos colaterais do CNTF, mesmo 

quando administrado em igual dose deste último. Este dado é especialmente relevante e 

abre perspectivas para seu possível emprego em moléstias neurodegenerativas que 

afetam os motoneurônios espinhais, como a esclerose lateral amiotrófica.      
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