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RESUMO

Atualmente, muito se sabe sobre o acometimento muscular na DMD, mas poucos estudos
estao voltados para os efeitos no Sistema Nervoso Central (SNC), mais especificamente no
microambiente do motoneuronio medular. Sabe-se que durante a evolugdo da doenca, o
terminal axonal, na juncdo neuromuscular, entra em um ciclo de denervagdo (retragao) e
reinervagdo (brotamento). A possibilidade de modulacao do MHC I se apresenta como uma
nova estratégia de influenciar positivamente o processo de plasticidade sinaptica apos
lesdes do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e SNC. Tal modulagdo pode ser realizada
através da utilizacdo ou desenvolvimento de drogas especificas. O fator estimulador de
colonias glanulocitarias (G-CSF) ¢ uma glicoproteina que foi descrita ha mais de vinte
anos, possui aprovacdo do ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e ¢
comumente utilizada para tratar neutropenia, ou para transplantes de medula 6ssea. O G-
CSF possui um efeito neuroprotetor aparentemente multimodal, incluindo-se a atividade
anti-apoptoptica em neurdnios, regeneragdo da vascularizagdo, efeito antiinflamatorio e
estimulagdo de neurogénese enddgena, sendo capaz de atuar efetivamente no processo de
regeneragao do sistema nervoso. No presente trabalho, foram utilizados camundongos
MDX. Os camundongos foram distribuidos em 4 grupos (axotomia + G-CSF; Axotomia;
Controle + G-CSF e Controle), com n=10. Incluiu-se para imunoistoquimica o grupo
placebo, onde os animais receberam uma dose didria de 200um, via subcutanea, de glicose
a 25%. Nossos resultados indicam que redug¢do de sinapses nos motoneurdnios alfa-
medulares e aumento da astrogliose circunjacente aos neurdnios alfa-medulares, seja
decorrente da desconexao parcial entre o orgdo alvo e o corpo neuronal durante o periodo
de ciclos de degeneracao/regeneracao muscular que ocorrem a partir das primeiras semanas
de vida nos camundongos MDX. Estes ciclos podem repercutir retrogradamente nos corpos
celulares dos motoneurdnios alfa-medulares, provocando uma série de alteracdes
denominadas cromatolise. A axotomia do nervo isquiatico resulta num aumento
significativo da expressao de MHC I nas duas linhagens estudadas. Contudo, nos animais
MDX, este aumento ¢ menor, comparativamente a linhagem C57BL/10. Quando tratados
com G-CSF a expressao de MCH I ficou maior em relacao aos grupos nao tratados e, isso
pode indicar um papel ativo da droga no potencial regenerativo apos a lesdo. Também
podemos sugerir que, apesar dos animais MDX apresentarem uma menor fungdo motora
em relagdo aos animais controle, os resultados indicam que o tratamento com G-CSF ¢
capaz de reduzir os efeitos inflamatorios e atuar positivamente no processo de regeneragao
nervosa periférica apos esmagamento do nervo isquiatico.
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ABSTRACT

Currently, much is known about the muscular involvement in DMD, but few studies have
focused on the effects on the central nervous system (CNS), specifically in the
microenvironment of spinal motor neurons. It is known that during the course of the
disease, the axon terminal at the neuromuscular junction, enters a cycle of denervation
(retraction) and reinnervation (sprouting). The possibility of modulation of MHC I presents
itself as a new strategy to positively influence the process of synaptic plasticity after injury
Peripheral Nervous System (PNS) and CNS. Such modulation may be accomplished
through the use or development of special drugs. The granulocyte colony-stimulating factor
(G-CSF) is a glycoprotein which was first described more than twenty years, has approval
from ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) and is commonly used to treat
neutropenia, or bone marrow transplants. The G-CSF has a multimodal neuroprotective
effect 1, including the anti-apoptotic activity in neurons, regeneration of vascularization,
anti-inflammatory effect and stimulation of endogenous neurogenesis, being able to act
effectively in the process of regeneration of the nervous system. In this study, we used
MDX mice. The mice were divided into 4 groups (axotomy + G-CSF; axotomy, Control +
G-CSF and Control), with n = 10. Included immunohistochemistry to the placebo group,
where the animals received a daily dose of 200um, subcutaneously, glucose 25%. Our
results indicate that reduction of synapses in the alpha motoneurosn and increased
astrogliosis , either due to partial disconnection between the target organ and the neuronal
body during the cycles of degeneration /regeneration muscle that occur from first weeks of
life in MDX mice. These cycles can pass retrogradely in alpha motoneurons cell bodies,
causing a series of changes called chromatolysis. The sciatic nerve axotomy results in a
significant increase of MHC I expression in both strains studied. However, in MDX strain,
this increase is smaller, compared to C57BL/10. After treatment with G-CSF the expression
of MCH I got bigger compared to untreated groups, and this may indicate an active role in
the regenerative potential of the drug after injury. Also we suggest that while the animals
present MDX a smaller motor function compared to control animals, the results indicate
that treatment with G-CSF is capable of reducing the inflammatory effects and act
positively on peripheral nerve regeneration process after nerve crush sciatic. Also our
results indicate that treatment with G-CSF is able to reduce the inflammatory effects and
act positively on peripheral nerve regeneration process after nerve crush sciatic.



1. INTRODUCAO

1.1 O Sistema Nervoso

Anatomicamente, o Sistema Nervoso (SN) pode ser dividido em duas partes: uma localizada
dentro da cavidade craniana e canal vertebral, denominada de Sistema Nervoso Central (SNC); e
a outra parte, denominada de Sistema Nervoso Periférico (SNP), localizada fora dos condutos

citados acima (TESTUT & LATARIET, 1986).

O desenvolvimento embriondrio do SNC se d4 por um complexo processo iniciado pela
formacao da placa neural, que € constituida por um espessamento do folheto embriondrio
ectoderma. A placa neural cresce progressivamente até formar um sulco longitudinal
denominado de sulco neural, o qual se aprofunda para formar a goteira neural. Os l4dbios da
goteira neural se fundem para formar o tubo neural. Apds a formag¢do do tubo neural, o
ectoderma que nao se diferenciou envolve o tubo neural, isolando-o, assim, do meio externo. A
partir do ponto em que o ectoderma nao diferenciado encontra os l1dbios da goteira neural forma-
se de cada lado a crista neural, que se encontra dorso-lateralmente em relacdo ao tubo neural. O
tubo neural d4 origem aos elementos do sistema nervoso central, enquanto a crista neural da

origem aos elementos do sistema nervoso periférico MACHADO, 2000).

Desde o seu inicio, o tubo neural apresenta calibre ndo uniforme. A parte cranial, que da
origem ao encéfalo, apresenta um maior calibre em relagdo a parte caudal, que apresenta com

calibre uniforme e que constitui a medula espinal (MACHADO, 200).



O SNC pode ainda ser dividido, morfologicamente, em substancia branca e substincia
cinzenta. A substincia branca estd constituida por células da glia (astrdcitos, oligodendrdcitos e
microglia), células ependimadrias e fibras nervosas mielinizadas. J4 a substincia cinzenta estd
constituida por corpos celulares de neurdnios, fibras amielinicas, células da glia (astrécitos e
microglia) e células ependimdrias. (MACHADO, 2000). No sistema nervoso suprasegmentar a
substancia branca esté localizada centralmente, em relagdo a substancia cinzenta, a qual forma o
cortex cerebral. J4 no SN segmentar, uma divisdo metamérica do SNC, que inclui a medula
espinal, a substancia branca estd localizada na periferia e a substancia cinzenta, numa posi¢ao
central. Assim, num corte transversal da medula espinal, nota-se que a substincia cinzenta
apresenta a forma aproximada de um “H”, podendo ser identificadas duas colunas (anterior e
posterior) de cada lado do plano sagital mediano. A coluna posterior possui neurdnios
responsaveis por receber estimulos sensitivos advindos das raizes dorsais dos nervos espinhais.
A coluna anterior possui motoneurdnios responsdveis pela inervacdo dos musculos estriados
esqueléticos. Essas duas colunas encontram-se interligadas por uma zona intermedidria, que nos
segmentos tordcicos e nos segmentos lombares altos apresentam-se em continuidade com as
colunas laterais, as quais contém neurdnios motores pré-ganglionares responsdveis pela

inervacao simpdtica das visceras (KANDEL et al., 2000).



1.2 Motoneuronios Medulares

Os motoneurdnios constituem-se em um proeminente grupo de neurdnios colinérgicos do
SNC (WENDELL-SMITH et al., 1966). Os neur6nios motores medulares podem ser
classificados em dois tipos: motoneurdnios-alfa, que possuem grande corpo celular, com
didmetro aproximado de 35um no camundongo e inervam as fibras musculares extra-fusais; e
motoneurdnios-gama, que sao menores, possuem axOnios mais finos e inervam as fibras
musculares intra-fusais (KANDEL et al., 2000). Os motoneurdnios alfa e gama estdo
circundados por dendritos e terminais sindpticos (WENDELL-SMITH ef al., 1966). Os
motoneurdnios-alfa apresentam uma drvore dendritica que pode receber até 100.000 terminacdes
sindpticas (ULFHAKE & CULLHEIM, 1988). Na regido da intumescéncia lombar da medula
espinal ha um intimo contato entre dendritos e motoneur6nios adjacentes com terminais
sindpticos (CONRADI, 1969). O complexo sindptico € definido, assim, como uma juncdo
especializada entre duas partes neuronais: a membrana do terminal pré-sindptico (que contém
vesiculas sindpticas) e a membrana pds-sindptica, que contém uma quantidade varidvel de

material eletrondenso (GRAY & GUILLERY, 1966).

Os terminais pré-sindpticos dos motoneurdnios localizados na medula espinal podem ser
classificados em vérios tipos, de acordo com a morfologia e tamanho de suas vesiculas sindpticas
(CONRADI, 1969). Os terminais sindpticos do tipo C, excitatorios e colinérgicos, estdo
localizados na superficie do corpo celular e regido proximal dos dendritos, possuindo entre 3 e
7um de comprimento. S3o os maiores terminais em aposi¢do a superficie dos motoneurdnios e

apresentam grande nimero de vesiculas esféricas com 35 e 50nm de diametro. Apresentam,



também, uma cisterna localizada sob a membrana pds-sindptica denominada de cisterna sub-
sindptica, estando esta, em continuidade com o reticulo endoplasmético granular (caracteristica
que difere estes terminais sindpticos dos demais). Os terminais C ndo sdo observados em todos
os motoneurdnios. Por isso, a sua presenca € suficiente para classificar uma célula nervosa como
sendo um motoneurdnio alfa (BODIAN, 1964; GRAY & GUILLERY, 1966; CONRADI, 1969).
Mais quatro tipos de terminais sindpticos podem ser encontrados: S, T, F e M. Os terminais do
tipo M (mono synaptic) sdo encontrados exclusivamente na porcdo proximal dos dendritos
(CONRADI, 1969). Os terminais do tipo S (Spherical) contém vesiculas esféricas com diametro
entre 35-50nm. Os terminais do tipo T (7Taxi) possuem as mesmas caracteristicas, porém a fenda
sindptica (espaco de 20-30nm que separa as duas membranas em Oposi¢ao) apresenta-se mais
espessa. O neurotransmissor encontrado nas vesiculas sindpticas dos terminais S é o aminoécido
excitatério glutamato. Os terminais do tipo F (Flattened) apresentam vesiculas achatadas, sendo
o neurotransmissor predominante a glicina e/ou GABA. Os terminais M possuem vesiculas
esféricas de 35 a 50nm de didmetro, tendo como neurotransmissor o glutamato. (CONRADI,

1969; BRANNSTROM & KELLERTH, 1998).



1.3 Alteracoes neuronais apos lesao nervosa periférica

O Sistema Nervoso Central (SNC) € sensivel a agressdes e sua capacidade regenerativa €
limitada. Ap6s uma lesdo, na maioria dos casos, o tecido nervoso ndo se regenera. Quando hd um
processo reparativo, este ocorre de forma incompleta, deixando danos irreversiveis (MORAN &

GRAEBER, 2004).

A estabilizacdo e a manutencdo dos circuitos neuronais do SNC constituem-se num
processo complexo e pouco conhecido, o qual envolve milhares de neur6nios interconectados
precisamente por meio de sinapses (HUH er al, 2000; BOULANGER et al., 2001). A
plasticidade no SNC esta relacionada com a atividade neuronal e esta desempenha a funcdo de
estabilizar ou eliminar as conexdes quando necessdrio. Isso parece ser uma propriedade
fundamental do SN. Dessa forma, apds uma agressdo, a plasticidade que ocorre no SNC
promove uma remodelagdo estrutural e funcional de seus circuitos. Uma das modifica¢des mais
siginficativas apds uma agressao que resulte na interrup¢do do contato entre 0 motoneurdnio e as
fibras musculares € a retracdo dos terminais pré-sindpticos da célula axotomizada (PURVES &
LICHTAM, 1978; BRANNSTROM & KELLERTH, 1998). Imediatamente apés a lesdo, os
neurdnios axotomizados apresentam uma perda significativa de inputs, diminuindo, ou até
mesmo, cessando temporariamente a transmissao sindptica (TAKATA & NAGAHAMA, 1983).
Ultraestruturalmente observa-se uma reducdo do nimero de contatos sindpticos no corpo dos
motoneurdnios alfa e na regido proximal de seus dendritos, sendo os terminais excitatérios do
tipo glutamatérgico os mais afetados (LINDA et al., 2000). A eliminacdo preferencial de

terminais glutamatérgicos pode ser interpretada como uma forma de se evitar a excitotoxicidade



mediada por este neurotransmissor. (LIND/OX et al., 2000; CULLHEIM et al., 2002; OLIVEIRA
et al., 2004). Nesta condi¢do, o motoneurénio lesionado apresenta um dominio de inputs
inibitérios. As alteragdes sindpticas observadas refletem uma reorganizacdo ativa destas em
resposta a lesdo, o que leva a uma mudancga metabdlica de um estado de transmissdo sindptica

para um estado de recuperacdo dos axdnios comprometidos pela lesdo (LINDA et al., 1992;

PIEHL et al., 1993; PIEHL et al., 1998; LINDA er al., 2000).

Com isso, a retracdo sindptica estd relacionada a uma acao reparadora do motoneurdnio a
fim de bloquear a excitotoxicidade causada por terminais glutamatérgicos apos lesdes (LINDA et

al; 2000).



1.4 Astrocitos e a astrogliose reativa

A glia, presente no microambiente medular, merece destaque durante os processos de
plasticidade sindptica. Até pouco tempo, as células gliais eram consideradas apenas como
elementos estruturais passivos, desempenhando papel pouco relevante na homeostasia do SN.
Porém, novos estudos indicam que estas células sdo capazes de atuar efetivamente durante os
eventos de transmissdo e plasticidade sindptica (DEROUICHE er al., 2002; ARAQUE &
PEREA, 2004). A ativacdo das células gliais é uma caracteristica subseqiiente a lesdes no SNC e
no SNP. A proliferacdo de astrécitos e microglia, decorrentes de processos degenerativos no
SNC, tem como objetivo fagocitar fragmentos axonais e reestabelecer a homeostasia do tecido
nervoso. Notadamente, hd evidéncias de que as mesmas condi¢des que ativam a microglia,
também sdo responsaveis pela ativagdo dos astrécitos (ECHEVERRY et al., 2007). Esta resposta
pode ser reconhecida pela hipertrofia da macroglia e aumento da expressio de GFAP (glial
fibrillary acidic protein). Funcionalmente, essa ativagdo € caracterizada pelo aumento de fatores
troficos e uma variedade de citocinas (ECHEVERRY et al., 2007). A liberacdo desses fatores
pode contribuir para a formacao de tecido cicatricial no SNC (ALDSKOGIUS & KOZLOVA,

1998).

Os astrdcitos apresentam projecdes citoplasmaticas que representam de 70 a 80% de sua
superficie de membrana, sendo particularmente abundantes ao redor das terminagdes nervosas
(WOLF, 1970), onde formam processos perissindpticos (DEROUICHE & FROTSHER, 2001).
As projecOes citoplasmaticas astrocitdrias t€ém a capacidade de alterarem rapidamente os seus

volumes, regulando, assim, o ambiente perissindptico (HANSON & RONNBACK, 1995).



Assim, had evidéncias de que tais projecdes astrocitirias sejam de grande importincia na
modulacdo da excitabilidade neuronal e, conseqiientemente, na transmissdo nervosa (KANG et
al., 1998; GROSCHE er al., 1999; ARAQUE & PEREA, 2004), conferindo a essas células um
alto grau de sensibilidade a mudancas no microambiente do neurépilo (CASTONGUAY et al.,
2001). Ou seja, os astrécitos possuem uma influéncia direta na estabilizacdo e manutencio de
contatos sindpticos, fornecendo, assim, um microambiente favordvel ao processo de regeneracao

dos neuro6nios lesionados (EMIRANDETTI et al., 2006).

Acredita-se que os astrocitos, através de suas amplas fungdes, bem como da plasticidade
(reestruturacdo) de suas projecdes citoplasmaticas, sejam elementos fundamentais nos processos
de plasticidade sindptica apds uma les@o nervosa (ALDSKOGIUS et al., 1999). Paralelamente as
alteracdoes observadas nos motoneurdnios axotomizados, os astrécitos também apresentam
alteragcdes morfoldgicas e funcionais caracteristicas, que em conjunto, sdo denominadas de
astrogliose, gliose reativa ou astrogliose reativa (McGRAW et al., 2001; PEKNY, 2001). Entre
as mudancgas celulares estd o aumento da expressdo de GFAP (ECHEVERRY et al., 2007),
constituinte da rede de filamentos intermedidrios dos astrécitos concomitantemente ao aumento

do RNAm dessa proteina (TETZLAFF et al., 1988).

Em reposta a lesdo nervosa, os astrécitos também aumentam a expressdo de moléculas de
MHC I, de maneira semelhante aos neur6nios axotomizados, o que parece ter importante funcao
no processo de eliminagcdo sindptica. A importancia deste fendmeno foi verificado por
OLIVEIRA et al. (2004), onde descreveram que camundongos deficientes para a expressdo de

MHC I apresentavam uma astrogliose reativa mais intensa apds a axotomia do nervo isquiatico.



Dessa forma, pode-se inferir que a expressdo de moléculas de MHC I € capaz de influenciar o
nivel de resposta astroglial apds a lesdo, interferindo, portanto, no processo de plasticidade e

regeneracdo sindptica (REIER et al., 1989).

Como a expressdo da proteina GFAP ¢ aumentada, caracteristicamente, em astrocitos
proximos de motoneurdnios lesionados (GRAEBER & KREUTZBERG, 1986; NORTON,
1999), esta se constitui num eficiente marcador de seus processos citoplasmaticos (PEKNY,

2001).
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1.5 Complexo de histocompatibilidade principal de classe I (MHC I) no Sistema Nervoso

Central

O complexo MHC I é um heterodimero formado por uma cadeia polipeptidica alfa e
outra cadeia beta, além de uma subunidade, a microglobulina beta 2 (THORSBY, 1999). Estas
moléculas sdo proteinas transmembrana polimorficas encontradas na superficie de quase todas as
células nucleadas (PLOEGH et al., 1981). BABBIT ef al. (1985) propuseram que no SNC
intacto, a expressdao do MHC I € varidvel, sendo normalmente baixa. Em contraposicdo, HUH et
al. (2000) observaram a expressdao de moléculas MHC I em vérias populagdes neuronais e, em
seu estudo, apesar dos mecanismos intrinsecos do processo de plasticidade do SNC serem ainda
virtualmente desconhecidos, propuseram um mecanismo envolvendo a expressio de MHC L
Esses autores demonstraram que camundongos transgénicos, incapazes de expressar MHC 1,
apresentavam uma falha no processo de segregacdo das aferéncias provenientes da retina para o
corpo geniculado lateral, durante o desenvolvimento do sistema visual. Com esta observagdo os
autores chegaram a conclusdao de que o sinal proveniente do MHC I, produzido tanto pelos
neurdnios quanto pela glia circunjacente, ¢ de fundamental importincia para a remociao de

conexoes sindpticas extranumerdrias durante o desenvolvimento do sistema visual.

Alguns estudos mostram que o trofismo do tecido nervoso também pode estar
relacionado com a interag@o entre os neurdnios e os linfécitos (HAMMARBERG et al., 2000). O
reconhecimento dos antigenos pelos linfécitos T € mediado por moléculas de MHC 1. Os genes
de MHC classe I sdo induziveis em células gliais e neurdnios durante infec¢des virais,

N

inflamagdo, tumores e exposi¢do a citocinas, como por exemplo, interferon-beta (IFN-f)
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(ZANON & OLIVEIRA, 2006). Esses mesmos autores demonstraram que o tratamento com
IFN-B em camundongos C57BL/6J ndo interfere no nivel basal de MHC I e ndo levou a qualquer
efeito colateral que pudesse ser detectado em termos de mudancas comportamentais e
morfolégicas. Por outro lado, apdés uma axotomia do nervo isquidtico, esses camundongos
apresentavam uma elevacdo de 40% da expressdo de MHC I em relacdo aos camundongos nao

tratados com IFN- f.

OLIVEIRA et al. (2004) investigaram a hip6tese de que a eliminacdo sindptica apds a
axotomia do nervo isquidtico fosse, pelo menos em parte, dependente da presenca do MHC 1.
Para isso, realizaram a transec¢do do nervo isquidtico em camundongos deficientes para a
expressdao da proteina microglobulina beta-2, uma subunidade do complexo de MHC I. Uma
semana apos a lesdo, os motoneurdnios foram identificados e os terminais sindpticos em contato
com o corpo celular analisados em nivel ultraestrutural, calculando-se assim, a cobertura
sindptica remanescente. Os resultados obtidos indicaram que os camundongos deficientes para a
microglobulina beta-2 apresentaram uma maior eliminagdo sindptica, principalmente de
terminais inibitérios, em comparacdo com os camundongos controle, indicando que em
camundongos adultos, ap6s uma lesdo nervosa, o MHC I desempenha um papel fundamental na
estabilizacdo seletiva das sinapses inibitdrias, contribuindo para que o processo de retracdo
sindptica ocorra de forma especifica. Tais alteracdes podem ter implicagdes funcionais, como por
exemplo, o aumento de morte neuronal e/ou diminuicdo da capacidade regenerativa dos
neur6nios lesionados (OLIVEIRA ef al., 2004). SABHA et al. (2008) propuseram que a
expressdo precoce de MHC I promove eventos de plasticidade sindptica logo apds a lesdo,

permitindo que os neurdnios concentrem seu metabolismo na regeneracao axonal, uma vez que
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ocorre uma reducdo significativa dos “inputs” pré-sindpticos. Esses mecanismos podem ter
grande importancia para a determinacdo da capacidade regenerativa axonal do neurdnio

axotomizado entre as linhagens MDX e C57BL/10.
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1.6 Distrofia Muscular de Duchenne

As distrofias musculares fazem parte de um grupo de doencas degenerativas do sistema
muscular, as quais sdo caracterizadas por degeneracdo muscular e alteracdes estruturais na
junc¢do neuromuscular. A forma mais comum é a Distrofia Muscular de Duchenne (DMD)
(WHITEHEAD et al., 2006), que atinge aproximadamente 1 em cada 3500 nascidos vivos
(BALABAN et al., 2005; JUDGE et al., 2005; WITHEHEAD et al., 2006; RADLEY et al.,

2007). E uma doenca determinada geneticamente onde o cromossomo X apresenta mutacdes na

regido Xp21 que codifica o gene responsavel pela producdo da distrofina (PEARCE, 2005).

A distrofina € uma proteina que estd localizada adjacente ao sarcolema dos midcitos
(ARAHATA et al., 1988; CHELLY et al., 1988; CARRETTA et al., 2001). Junto com o
complexo glicoproteina-distrofina, tem as funcdes de manter as ligagdes entre o citoesqueleto e a
matriz extracelular, manter a integridade da membrana celular, distribuicdo de forcas laterais
entre as fibras musculares e comunicar o meio intra e extracelular (LOWE et al., 2006). A sua
auséncia € caracterizada por degeneracdo progressiva e fraqueza da musculatura esquelética, e
uma inabilidade de reparacdo adequada do tecido muscular, sendo que este vai sendo substituido

gradualmente por tecido adiposo e conectivo (WHITEHEAD et al., 2006).

A DMD ¢ normalmente diagnosticada entre 2 e 5 anos de idade (BALABAN et al., 2005)
¢ inexoravelmente fatal e geralmente os pacientes morrem por volta da segunda década de vida,
devido ao comprometimento do musculo cardiaco e/ou do diafragma (JUDGE et al., 2005;

WHITEHEAD et al., 2006).
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A distrofia muscular de Duchenne € caracterizada, em camundongos MDX (sigla em
inglés para distrofia muscular com mutac¢do no cromossomo X), por um conjunto de degeneracao
de fibras musculares com intenso infiltrado inflamatério (NONAKA, 1998). A mionecrose nos
camundongos MDX, frequentemente € precedida por um colapso e desprendimento do sarcolema
da lamina basal e subsequente degeneracdo da fibra muscular associada com extenso processo
inflamatério. Macréfagos, linfocitos T CD4+ e T CD8+ representam os principais constituintes
da populacdo de células inflamatérias que cercam o processo de degeneracdo das miofibras
(McDOWALL et al., 1990; SPENCER et al., 2001). Nesse aspecto, LAGROTA-CANDIDO et
al. (2002) demonstaram que, durante o processo de degeneracdo muscular, hd um actimulo de
células T CD4+ e T CD8+ nos musculos esqueléticos de camundongos MDX com 4 semanas de
vida. Além disso, durante o periodo de regeneracdo muscular, hd proliferacao de linfécitos B e

producdo de IFN- pelos linfécitos.

Atualmente, muito se sabe sobre o acometimento muscular ao longo do curso da DMD,
mas poucos estudos estdo voltados para os efeitos no SNC, mais especificamente no
microambiente do motoneurdnio medular. Sabe-se que durante a evolucdo da doenca, os
terminais axonais entram num ciclo de denervacdo (retragdo) e reinervagdo (brotamento). Este
ciclo pode repercutir de forma retr6grada nos corpos celulares dos motoneuronios alfa-
medulares, ou seja, apés uma lesdo que resulte na interrup¢cdo do contato entre 0 motoneurdnio
com suas fibras musculares alvo, uma série de alteragdes ocorre no corpo celular do neurénio
(como por exemplo, presenca de edema no corpo celular, deslocamento do nicleo para a

periferia do corpo celular e a diminui¢cdo da eletrondensidade juntamente com a dissolucdo dos
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corpusculos de Nissl), sendo, em conjunto, denominadas cromatélise (ROMANES, 1946;

LIEBERMAN, 1971; ALDSKOGIUS & SVENSSON, 1993).

PASTORET & SEBILLE (1995) demonstraram que, em camundongos MDX, a partir da
segunda semana de vida algumas alteracdes nas fibras musculares sdao detectadas, como por
exemplo, nuicleo central (indicativo de regeneracdo da fibra muscular apds uma degeneracdo) e
infiltrados celulares. Isso ocorre, provavelmente, devido ao primeiro ciclo de
degeneracdo/regeneracio muscular. Na terceira semana de vida, essas alteragdes sdo
disseminadas na maioria dos musculos. Esses mesmos autores mostraram que na sexta semana
de vida os musculos dos membros posteriores possuem por volta de 50% das suas fibras

musculares com nucleos centrais.

No SNC de humanos e de outros primatas a expressao da distrofina foi demonstrada por
HUARD et al. (1992) no cerebelo, no cértex cerebral, no hipocampo e na medula espinal. No
entanto, LIDOV et al. (1993) demonstraram que nos camundongos a distrofina é expressa quase
que exclusivamente nas células piramidais e nos demais neur6nios do cértex cerebral e nas
células de Purkinje. SBRICCOLI et al. (1995) sugeriram que a distrofina localizada no SNC tem
uma importante fun¢do no desenvolvimento e manutencdo nas propriedades estruturais e
funcionais nas interligagdes entre os neurdnios. Uma evidéncia de conexdes anormais em
cérebro de camundongos MDX adultos foi demonstrada, primeiramente, por CARRETTA et al.

(2001).
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SBRICCOLI et al. (1995) demonstraram que em camundongos MDX hd uma diminui¢do
do nimero de axonios do tracto cortico-espinal. Essa alteragdo no tracto cortico-espinal pode ser
justificada através do papel desempenhado pela distrofina no cortex cerebral e pela completa
perda da sua expressdo no cérebro dos camundongos MDX. Ou seja, ela desempenha um

importante papel na migracao e maturacio das células neuronais no cortex cerebral.
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1.7 Fator Estimulador de Celulas Granulocitas (G-CSF).

O fator estimulador de colonias granulocitarias (G-CSF) € uma glicoproteina com 19,6
kilodaltons e membro da familia de citocinas de fatores de crescimento, descrita ha mais de vinte
anos, inicialmente como uma indutora da diferenciacdo da célula leucémica monocitaria WEHI-
3B (BEGLEY et al., 1986 e BURGESS & METCALF, 1980). Possui aprovacdo da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) e é comumente utilizada para tratar neutropenia,
(BURGESS & METCALF, 1980) ou para transplantes de medula 6ssea (WELTE et al., 1985;
BEGLEY et al. 1986). Incluem-se como fontes de G-CSF os mondcitos, células mesoteliais,
fibroblastos e células endoteliais. O G-CSF estimula o crescimento de precursores de neutréfilos
e regula crucialmente a sobrevivéncia de neutréfilos maduros, pds-mitdticos, através da inibicado
de apoptose (WELTE et al., 1985; BEGLEY et al. 1986; HU & YASUI, 1997). A administracao
de G-CSF mobiliza células-tronco e progenitoras da medula dssea para o sistema circulatdrio,
que por sua vez atravessam a barreira hemato-encefalica e se dirigem a area acometida no SNC.
Além disso, possui um efeito neuroprotetor aparentemente multimodal, incluindo-se a atividade
anti-apoptoptica em neurdnios, regeneracdo da vascularizacdo (LEE et al., 2005), efeito
antiinflamatério (HARTUNG, 1998 e PIAO et al., 2009) e estimulacdo de neurogénese endégena

(PIAO et al., 2009) .

Desde o inicio desta década, alguns trabalhos tém demonstrado a atividade do G-CSF no
sistema nervoso central (SNC). LEE et al. (2005) analisaram os efeitos do G-CSF sobre a
angiogénese € a recuperagdo neurologica apds isquemia cerebral em ratos tratados. Seus

resultados demonstraram que, ap6s a lesdo, o0 G-CSF aumentou a producdo de células endoteliais
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e o comprimento vascular na drea isquémica. Concomitantemente, houve uma recuperacao
neuroldgica funcional induzida pelo G-CSF. Além disso, esses autores chegaram a conclusdo que
0o G-CSF exerce um efeito neuroprotetor, o qual reduz a extensdo do infarto e o infiltrado
inflamatério. Em outro estudo ZAVALA et al. (2002) demonstraram redu¢do dos sinais clinicos
da esclerose miultipla em camundongos induzidos a EAE (encefalomielite autoimune
experimental) tratados com G-CSF antes e durante o aparecimento dos primeiros sinais clinicos
da doenca. Entre os efeitos promovidos pelo G-CSF esté a integridade da bainha de mielina de
axonios localizados no cerebelo, reducdo no recrutamento de células T para o SNC, discretos
sinais de processos inflamatérios e também limitagdo na producao de citocina TNF-a, a qual esté

associada a infiltrados e déficits neurolégicos precoces.

BALDO et al., (2008) demonstraram que o pré-tratamento de G-CSF em ratos infartados
diminuiu a extensao da lesdo no musculo cardiaco, promovendo sua reestruturagdo e recuperacao
em relagdo aos camundongos nao tratados. Além disso, esses mesmo autores demonstraram que
em camundongos pré-tratados com G-CSF houve um aumento mais intenso dos niveis de Cx43
(proteina de juncdo gap) na musculatura ventricular, quando comparados aos camundongos

controle, promovendo dessa forma, um aumento da estabilidade elétrica no miocardio isquémico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

— Investigar, através de técnicas de imunohistoquimica, microscopia eletronica de transmissao,
cultura primdria e imunocitoquimica, as possiveis alteracdes sindpticas dos motoneurdnios alfa-
medulares e a resposta astrocitaria no microambiente medular em camundongos MDX tratados
com G-CSF e submetidos a axotomia do nervo isquidtico apds o primeiro ciclo de

degeneracdo/regeneracdo muscular.

— Estudar a regeneracdo nervosa periférica apos esmagamento do nervo isquidtico associada ao

tratamento com G-CSF.

— Analisar as possiveis alteracdes histolégicas no misculo s6leo em camundongos MDX tratados
com G-CSF e compari-los com camundongos ndo tratados apds o primeiro ciclo de

degeneracao/regeneracdo muscular.
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2.2 Objetivos Especificos

® Analisar a possivel retragdo sindptica nas linhagens C57BL/10 e MDX apds o primeiro
ciclo de degeneracao/regeneracdo muscular, subseqiiente a axotomia do nervo isquidtico

e tratamento com G-CSF;

¢ Analisar a modulacdo da expressdo de GFAP, G-CSFR e MHC I em culturas primadrias
(tratadas e ndo tratadas com G-CSF) de astrécitos oriundos das linhagens C57BL/10 e

MDX;

e Analisar a disposi¢do e comportamento dos inputs dos motoneuronios alfa medulares na

intumescéncia lombar, através da microscopia eletronica de transmissao;

e Avaliar o nimero e parametros morfométricos referentes aos axdnios em regeneracao de

camundongos MDX, ap6s les@o de nervo periférico e tratamento com G-CSF;

e Estudar e comparar ultraestruturalmente os nervos (tratados e ndo tratados com G-CSF)

submetidos a lesdo por esmagamento;

® Analisar a recuperacdo funcional do nervo isquidtico comparativamente entre o grupo

tratado e o grupo nio tratado com G-CSF;
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e Realizar a contagem de fibras musculares degeneradas e regeneradas de camundongos
MDX tratados e nao tratados com G-CSF apdés o primeiro ciclo de

degeneracao/regeneracdo muscular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimentos “in vivo”

Foram utilizados camundongos C57BL/10 e MDX, machos com 6 semanas (Tabela 1 e
2), obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade
Estadual de Campinas. Os camundongos foram agrupados em gaiolas plésticas, com livre acesso
a racdo e agua ad libitum, com controle de luminosidade (ciclo claro/escuro de 12h) e a
temperatura de 21°C. Os experimentos foram conduzidos seguindo-se as normas de ética na
experimentagdo animal, de acordo com a Comissio de Etica no Uso de Animais, projeto n°

1776-1.

Os camundongos foram divididos em 4 grupos (axotomia tratado, axotomia/sem
tratamento, sem lesdo/tratado e sem lesdo/sem tratamento), totalizando 220 camundongos —
tabela 1 e 2. Nos grupos tratados foram administrados, por via subcutanea, 200 pg/kg/dia de G-

CSF durante sete dias antes e sete dias apds a axotomia do nervo isquidtico.
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Grupo Experimentos Técnica (n)
Imunoistoquimica Microscopia Eletrénica
C57BL/10 MDX C57BL/10 MDX
Axotomia + G-CSF
1 (6 semanas) o o o o
Axotomia + Placebo
2 (6 semanas) S S - -
Axotomia
3 (6 semanas) S S S S
Controle + G-CSF
4 (6 semanas) S S o S
5 Controle 5 5 5 5

(6 semanas)

Tabela 1: Resumo dos grupos e técnicas utilizadas nos camundongos submetidos a axotomia do nervo

isquidtico
Grupo Experimentos Técnica (n)
Imunoistoquimica Microscopia Eletrénica Funcgéo Motora
C57BL/10  MDX C57BL/10  MDX C57BL/10  MDX
1 i T g 55 5 s 5
2 Esmagzgrg:rr:gn;sP)lacebo 5 5 5 5 5 5
3 e 3 E 5 5
! ey E 5 s - -
5 (eCsZE§L°n'is) 5 5 5 S — -

Tabela 2: Resumo dos grupos e técnicas utilizadas nos camundongos submetidos ao esmagamento do

nervo isquidtico
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3.1.1 Lesao do nervo isquiatico

Os camundongos foram anestesiados intraperitonealmente em condi¢des de assepsia com
mistura de Vetaset (cetamina, Fort Dodge, 50mg/kg) e Kensol (xilazina, Kornig, 10mg/kg), na
quantidade de 0,12 ml/25g de peso corpdreo. Apds a tricotomia da face posterior da coxa
esquerda, foi realizada a incisdo da pele (aproximadamente 1,5cm de comprimento) na regido
média da coxa, utilizando-se um bisturi. A pele e a musculatura da coxa foram cuidadosamente
afastadas, expondo-se o nervo isquidtico para realizacdo da lesdo ao nivel do forame obturado

(Figura 1).

A transec¢do do nervo isquidtico foi realizada com uma microtesoura, sendo um
segmento de 3mm do coto distal do nervo removido e o coto distal desviado de sua direcio

natural no intuito de evitar-se um realinhamento entre os cotos (Figura 1C).

O esmagamento do nervo esquerdo foi realizada ao nivel do forame obturado com o
auxilio de uma pinga n° 4 com pressdo constante e padronizada para todos os camundongos
durante 10 segundos (XIN et al.,, 1990). Um n6 cirdrgico no tecido muscular adjacente ao local

da lesdo foi realizado para marcagdo do local onde o nervo foi esmagado (Figura 1D).

Ao final de cada experimento a musculatura foi reposicionada e a pele suturada. Apds a
cirurgia os camundongos foram mantidos no biotério do Laboratério de Regeneracao Nervosa do

Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia da Unicamp até o momento da eutandsia.
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Figura 1 — Figura A — Tricotomia na regifio da face posterior da coxa esquerda e realiza¢do de uma incisdo na pele

na regido média da coxa, paralela e posteriormente ao fémur, utilizando-se um bisturi. Figura B — A pele e a
musculatura da coxa foram cuidadosamente afastadas, expondo-se o nervo isquidtico para a realiza¢@o das lesdes ao
nivel do forame obturado. Figura C — Figura mostrando o nervo isquidtico transeccionado. Observe a seta indicando
o segmento do nervo isquidtico transeccionado. Figura D — Figura mostrando o nervo isquidtico apds ser esmagado

com pinga n° 4.
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3.1.2 Eutanasia dos camundongos e processamento para imunohistoquimica

Ap6s os periodos de sobrevida pré-determinados, os camundongos foram submetidos a
eutandsia. Para isso, estes foram primeiramente anestesiados com uma mistura de Vetaset
(cetamina, Fort Dodge, 50mg/kg) e Kensol (xilazina, Kornig, 10mg/kg), na quantidade de 0,12
ml/25g de peso corpdreo e, em seguida, submetidos a toracotomia. Visando a lavagem total dos
vasos e orgdos, os camundongos foram perfundidos transcardiacamente com auxilio de uma
bomba de infusdo contendo 20 ml de solu¢do de salina (NaCl 0,9% em tampao fosfato de sddio,
pH 7,38). Para a fixagdo foi realizada a perfusdo de 20 ml de uma solu¢do de formalina (10%)

em tampao fosfato de sédio, pH 7,38.

Posteriormente a fixacdo, os espécimes foram dissecados e mantidos em fixador por 12
horas a uma temperatura de 4°C. Passado este periodo, as medulas e nervos isquidticos direito e
esquerdo foram congelados e incluidos em Tissue-Tek (Miles Inc., USA). Cortes histolégicos
com 12 um de espessura foram obtidos em criostato. Para a medula espinal, foram obtidos cortes
transversais e cortes longitudinais foram obtidos dos nervos isquidticos. As secgdes foram entdo

transferidas para laminas e estocadas a -20°C até a realizacdo das imunomarcacoes.

Para a realizacdo da imunoistoquimica, as laminas foram inicialmente climatizadas e
imersas em PBS 0,01M + Triton X100 (3%), sendo posteriormente incubadas em cdmara umida
com 150 ul de solug@o contendo BSA 5% em PBS por 30 minutos. A seguir as sec¢des foram
lavadas em PBS 0,01M e os anticorpos primdrios foram aplicados, sendo o periodo de incubacao

de 18 horas. Foram empregados os seguintes anticorpos primdrios para a medula espinal: cabra
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anti-GFAP (1:100, Santa Cruz), coelho anti-Sinaptofisina (1:100, Dako), coelho anti-Iba-1
(1:600, Wako) e rato anti-MHC 1, (1:100, Serotec). Para os nervos isquidticos foram usados:
camundongo anti-Neurofilamento (1:100, Chemicon) e cabra anti-p7SNTR (1:200, Santa Cruz) .
Em seqiiéncia a primeira incubagdo, as laminas foram lavadas em PBS 0,01M e incubadas com
os anticorpos secundarios CY-2 e/ou CY-3 (Jackson Lab., USA) por 45 minutos. Os espécimes
foram lavados em PBS 0,01M e montados em glicerol/PBS 0,01M (3:1), sendo observados em
microscopio de fluorescéncia utilizando-se os filtros para fluoresceina (CY-2) e rodamina (CY-

3).

3.1.3 Eutanasia dos camundongos e processamento dos espécimes para microscopia

eletronica

Apoés anestesia com a mistura de Vetaset (cetamina, Fort Dodge, 50mg/kg) e Kensol
(xilazina, Kornig, 10mg/kg), na quantidade de 0,12 ml/25g de peso corpéreo, os camundongos
foram submetidos a toracotomia e a seguir perfundidos transcardiacamente com auxilio de uma
bomba de infusdo. Inicialmente, visando a lavagem total dos vasos e 6rgios, os camundongos
foram perfundidos com 20 ml de uma solucdo salina tamponada e heparinizada (NaCl 0,9% em
tampao fosfato de sédio, pH 7,38). A fixacao foi realizada pela subsequente perfusao de 20 ml de
uma solu¢@o contendo glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em tampao fosfato de sédio,

pH 7,38.

Ap6s fixacdo, o conjunto contendo a intumescéncia lombar e raizes nervosas € 0s nervos

isquidticos foram dissecados e imersos na mesma solugdo fixadora por 12 horas, mantidas a uma
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temperatura de 4°C. Passado esse periodo, os elementos do referido conjunto foram lavados em
tampao fosfato 0,01M e dissecados sob lupa, sendo a medula espinal reduzida de forma a serem
obtidos fragmentos correspondentes a regido ipsilateral e contralateral. O nervo isquidtico
esquerdo foi dividido em quatro fragmentos (proximal 1 e 2; distal 1 e 2) e o direito foi dissecado
integralmente. Os fragmentos foram colocados individualmente em frascos contendo tampao
fosfato de sodio, pH 7,38. Foram entdo pds-fixados por um periodo de 2 horas em solugdo de
tetroxido de 6smio a 1%, diluido em tampdo fosfato de sédio, pH 7,38. Seguindo-se a pos-
fixagdo, os fragmentos foram lavados em dgua destilada e contrastados com acetato de uranila a
0,5% em solucdo aquosa de sacarose, por 12 horas. Apds a passagem pelo acetato de uranila, os
fragmentos foram desidratados em série crescente de acetona e incluidos em resina (Durcupan
Fluka). Os blocos foram desbastados e sec¢des semifinas (I um) obtidas e coradas com azul de
toluidina 0,25% (Figura 1) para a observacdo ao microscopio de luz. A seguir, algumas regides
foram selecionadas e os blocos desbastados novamente para serem realizados os cortes ultrafinos
(5001&; ultramicrétomo LKB, Bromma 8800) os quais foram coletados em telas de cobre. Apds
contraste com acetato de uranila e citrato de chumbo, os espécimes foram observados ao
microscopio eletronico Tecnai G? Spirit Bio Twoen (FEI Company, Holanda), operando a

120KV.
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C57BL/10

MDX

Figura 2 - Fotomicrografias de sec¢des semi-finas coradas com Azul de Toluidina (AT), em aumento de
20X. Motoneurdnios alfa-medulares ipsilaterais (IL) da coluna ventral da medula espinal (Figuras A e C) e
contralaterais (CL) 4 axotomia do nervo isquidtico (Figuras B e D) sdo evidenciados. As setas indicam os

corpos celulares dos motoneurdnios alfa-medulares. Escala = 50 um.
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3.1.4 Analise das seccoes ultrafinas

Na medula espinal neurdnios com grandes corpos celulares (>25 um em diametro),
encontrados no grupo dorso-lateral da coluna anterior da medula e seccionados ao nivel do plano
nuclear foram identificados como a-motoneurdnios pela presenca de terminais nervosos do tipo
C. Os neurdnios foram identificados como axotomizados baseado na ocorréncia de modificagoes
cromatoliticas no corpo celular. A superficie das células foi entdo digitalizada em um aumento
de 11000X empregando-se uma video-camera Eagle 2K (FEI Company, Holanda) conectada a
um sistema computadorizado. As imagens foram montadas seqiiencialmente num software
vetorial e os terminais sindpticos em contato com o corpo celular dos motoneur6énios foram
identificados (F, S e C) e quantificados por 100 um de membrana. Adicionalmente, a
porcentagem de cobertura da membrana e pelo nimero de terminais pré-sindpticos parcialmente
retraidos foram obtidos. Também foram medidas as distancias, na superficie do corpo neuronal,

entre terminais nervosos consecutivos.

Para os nervos isquidticos foi utilizada a magnifica¢do de 1200X e foram considerados os
seguintes parametros: nimero de axdonios mielinicos nos nervos normais, nimero de axonios
mielinicos em regenerag¢do, nimero de axonios mielinicos em degeneracdo, diametro das fibras
mielinicas [DFM], diametro dos axdénios mielinicos [DAM], espessura da bainha de mielina

[EBM] e razdo "g" [RZG] (RZG = DAM/DFM).

As medidas do diametro das fibras e dos ax6nios mielinicos foram obtidas a partir dos
valores dos respectivos perimetros (P), aplicando-se a férmula D=P/n. A diferenca entre o

didmetro das fibras mielinicas [DFM] e o didmetro dos axdnios mielinicos [DAM] forneceu a
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espessura da bainha de mielina [EBM] (MAYHEW & SHARMA, 1984). A RZG corresponde ao
quociente entre DAM e DFM, e € um parametro morfométrico que expressa a regeneracao
funcional do nervo (Smith e Koles, 1970). Para os procedimentos morfométricos seré utilizado o

software Image Tool versdo 3.0 (UTHSCSA, USA).

3.1.5 Avaliacdo Motora e Recuperacao Funcional do Nervo Isquiatico

Inicialmente foi realizada uma avaliacdo funcional através do “Walking Track Test”

(CatWalk), (http://www.noldus.com/animal-behavior-research/products/catwalk), com o0s

camundongos normais para obter um padrdo normal da marcha do animal. Os camundongos
foram submetidos a avaliacdes funcionais, sendo realizadas diariamente nos primeiros 10 dias
apos a lesdo e, posteriormente, em dias intercalados até o 21° dia apds o esmagamento do nervo

isquidtico.

O “Walking Track Test” consta de uma passarela com assoalho de vidro (100cm
comprimento X 15cm largura x 0,6cm espessura) instalado em uma sala escura onde os
camundongos foram habituados a andar ao longo do percurso (Figura 3). Uma lampada
fluorescente marcou somente onde houve pressdo das patas dos camundongos caminhando. O
assoalho desse corredor € monitorado por uma camera Pulnix TM-765E CCD equipada com uma
objetiva (Cosimar 8,5 mm) que detecta a média de intensidade em pixels. A intensidade do sinal
variou de acordo com a pressdo aplicada pela pata do animal. Os sinais adquiridos foram

N

digitalizados pelo PCImage-SG quadro a quadro (Matrix vision GmH, Oppenheimer,.
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Alemanha). O programa CatWalk adquiriu, armazenou e posteriormente analisou os videos dos
camundongos caminhando, fornecendo parametros para posterior quantificacdo e andlise em

planilhas especificas.
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Figura 3: Sistema "CatWalk”(Walking Track Test), Figura A - Imagem do equipamento com a cimera de alta

resolucdo em destaque no interior do circulo. Figura B - Plataforma onde os camundongos realizaram as corridas.
Figuras D e E - Sistema em funcionamento. Destaque para as impressdes plantares. Figuras F e G - Tela do software
enquanto o teste estd ocorrendo. Destaque para os graficos 3D e os resultados estatisticos fornecidos pelo sistema ao

final do teste.

Fonte: http://www.noldus.com/animal-behavior-research/products/catwalk
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As medig¢des foram feitas de acordo com o seguinte parametro:

— Indice de recuperacido motora do nervo isquidtico. As medicdes foram feitas de acordo
com dois parametros: a distancia entre o primeiro e o quinto dedo (toe spread, TS) e a distancia
entre o terceiro dedo e o calcanhar (print length, PL). Estes parametros foram utilizados para a
medicdo das pegadas das patas posterior esquerda (lesada) e posterior direita (normal) e os
valores foram utilizados na seguinte férmula descrita por deMedinaceli et al. (1982):

SFI=118.9(ETS-NTS/NTS)-51.2(ELP-NLP/NLP)-7.5 (E=lado lesionado, N=lado normal).
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3.1.6. Analise morfologica das fibras musculares do misculo séleo

Ap6s a perfusdo e fixagdo em formalina 4% em PBS, os musculos foram dissecados e
processados para inclusdo em paraplast. Sec¢des de 5 pm foram obtidos em micrétomo rotativo,
desparafinizados como de rotina e corados em hematoxilina e eosina (H&E) para anélises
morfoldgicas. As fibras foram identificadas como integras ou sem lesdo, fibras em processo de
degeneracdo e fibras regeneradas. As fibras musculares integras ou sem lesao foram identificadas
como aquelas em que ndo hé presenca de turgescéncia celular e presenca de um ou mais ntcleos
localizados na regido periférica da célula muscular (PASTORET & SEBILLE, 1995). As fibras
musculares, em processo de degeneracdo, foram identificadas como aquelas com presenga de
infiltrado e turgescéncia celular. As fibras musculares regeneradas foram identificadas pela

presenca de nucleo ndo periférico (PASTORET & SEBILLE, 1995).

3.2 Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A andlise de eventuais

diferencgas entre os grupos foi realizada pela Anova, seguido pelo teste t -Student. Em todas as

andlises foram consideradas uma significancia minima de p<0,05.
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3.3 Experimentos “in vitro”

3.3.1 Cultura purificada de astrécitos

Culturas purificadas de astrdcitos foram estabelecidas através da dissociagdo do cortex
cerebral (McCARTY & De VELLIS, 1980) de camundongos C57BL/10 e MDX neonatos
(primeiro ou segundo dia pds-natal) obtidos no CEMIB/UNICAMP. O procedimento foi
realizado com material cirdrgico estéril. Desta forma, procedeu-se a dissec¢do e fragmentacdo do
tecido, o qual foi lavado em PB (0,1M, pH 7,4, Nutricell, Brasil) e imerso em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) sem célcio e magnésio (pH 7,7, Nutricell, Brasil). Em
seguida foi realizada a tripsinizacdo (70 pl de tripsina em 4 ml de PB por trés minutos) e
posterior adicao de soro fetal bovino para bloqueio da a¢do enzimadtica. A solucdo resultante foi
colocada sobre um coxim de BSA (bovine serum albunin, albumina bovina 4% em DMEM) e
submetida a centrifugacdo (1.300 RPM por 10 minutos). O precipitado foi ressuspendido em
meio de cultura para células gliais, previamente preparado e aquecido a 37°C. As células foram
aplicadas em placa para cultura (Costar, USA) contendo 96 pocos (100 ul em cada poco). As
placas com as culturas de astrécitos foram mantidas em incubadora sob temperatura de 37°C e
atmosfera de 5% de CO,. Apds 24 horas, deu-se inicio ao tratamento com G-CSF nas dosagens
de 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml e 1000 pg/ml durante sete dias consecutivos (ABARCA-
HEIDEMANN et al., 2002). Culturas ndo tratadas foram utilizadas como controle. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.
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3.3.2 Curva de crescimento celular

ApOs a terceira passagem as células foram semeadas, em triplicata, em placas de 96 wells
(Costar, USA). Cada placa foi dividida para que fossem incluidos todos os grupos tratados
(controle, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/mle 1000 pg/ml). Para cada grupo foram semeados trés
pocos, onde cada poco recebeu uma quantidade inicial de dez mil células e, apés 24 horas do
plaqueamento, foi iniciado o tratamento com G-CSF. As placas com as culturas de astrdcitos
foram mantidas em incubadora sob temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO, As culturas
foram fixadas trés, cinco e sete dias apds o inicio do tratamento. Apds a fixagdo, os nuicleos
celulares foram corados com DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol — Sigma), que identifica o
nucleo celular ligando-se as moléculas de DNA, durante dez minutos, e digitalizados utilizando
microscopio de fluorescéncia (Nikon TS100) com filtro para luz ultravioleta. Apds serem
digitalizadas, as fotos contendo os nucleos corados com DAPI foram analisadas no programa
Photoshop CS5 para contabilizar o nimero total de nucleos contidos em cada foto. Foram

quantificadas dez fotos para cada grupo.
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3.3.3 Imunocitoquimica

Finalizado o periodo de tratamento, as células foram fixadas com paraformaldeido 4%
em DMEM. Apdés a fixacdo, as células foram lavadas em PB sem célcio e magnésio (0,1M, pH
7,4, Nutricell, Brasil) e incubadas durante duas horas com anticorpo primério cabra anti-GFAP
(1:100, Santa Cruz), coelho anti-G-CSF receptor (1:200, Santa Cruz) e rato anti-MHC I, (1:100,
Serotec). Foram, entdo, novamente lavadas em PB estéril e incubadas durante 45 minutos com
anticorpos secunddrios anti-cabra, anti-coelho e anti-rato, respectivamente, conjugados com CY-
3 ou CY-2 (Jackson Lab., USA). Concluido o tempo de incubacdo, as células foram lavadas e foi
realizada citoquimica com DAPI. Desse modo foi possivel a quantificagdo do ndmero de células
bem como do acompanhamento do crescimento celular. Apos finalizagdo da técnica, as culturas

foram mantidas em glicerol/PB 0,01M (3:1) para anélise em microscépio de fluorescéncia.

Para cada grupo (controles e dosagens experimentais) trés culturas de células foram
incubadas com cada anticorpo, num total de doze pogos por grupo. A quantificacdo foi realizada
de maneira similar ao procedimento in vivo, utilizando-se o software IMAGEJ (versao 1.33u,
National Institutes of Health, USA). Assim, seis dreas representativas de cada cultura foram
documentadas para quantificacdo da densidade integrada de pixels. Uma média aritmética foi
calculada para cada cultura e, através da anélise desses valores, foram realizadas as comparagdes

entre 0S grupos.
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4. RESULTADOS

4.1 Expressio de MHC I em camundongos sem lesao e submetidos a axotomia do nervo

isquiatico com e sem tratamento com G-CSF.

A expressao de MHC 1 foi mensurada em camundongos sem lesdo do nervo isquidtico e
sete dias apOs serem submetidos a axotomia do nervo isquiatico. Os camundongos que ndo foram
submetidos a axotomia do nervo isquidtico foram divididos em dois grupos: sem lesdo/sem
tratamento e sem lesdo + G-CSF (Fig.4) Os camundongos submetidos a axotomia do nervo
isquidtico foram divididos em trés grupos: axotomia sem tratamento; axotomia + placebo e
axotomia + G-CSF (Fig.5). Na Figura 5 observou-se a imunorreatividade na regido do nucleo
motor lateral na coluna ventral da medula espinal. A linhagem C57BL/10 demonstrou uma
acentuada reatividade na expresdo de MHC I em todos os grupos, em relagdo a linhagem MDX.
Os grupos lesionados sem tratamento apresentaram similaridade de expressao de MHC I com o
grupo lesionado + placebo (C57BL/10 axotomia sem tratamento, 24,46 + 0,26; C57BL/10
axotomia + placebo, 23,46 + 0,25, p>0,05 — MDX axotomia sem tratamento, 17,45 + 0,25; MDX
axotomia + placebo, 16,46 + 0,26, p>0,05, média + erro padrdo). Quando comparamos 0s
resultados entre as linhagens pudemos constatar uma acentuada reducdo da expressdao nos
camundongos MDX (p<0,001 para o grupo sem tratamento e p<0,001 no grupo placebo). Apds
tratamento com G-CSF pudemos observar um aumento mais intenso da expressao de MHC I nas
duas linhagens, sendo que nos camundongos MDX houve um aumento de 24% em relagdo ao

grupo MDX + placebo. A linhagem C57BL/10 apresentou um aumento de 14% em relagdo ao

grupo C57Bl/10 + placebo. Pudemos observar, também, um aumento mais intenso na expressao
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de MHCI no grupo C57BL/10 tratado em relacdo ao grupo MDX tratado (MDX lesionado + G-
CSF, 21,67 + 0,21; C57BL/10, 27,16 £ 0,23, p<0,001). Também foi possivel observar que a
expressdo basal de MHC I no grupos estudados € baixa (contralateral a lesdo) e, geralmente, estd

restrita as regides perivasculares (Figuras 4A e 4B).
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MHC-I

C57BL/10

pasEEEEy,

Sem lesao/sem tratamento

Sem lesao + G-CSF

Figura 4 — Imunomarcagdo anti-MHC I em camundongos ndo submetidos a axotomia do nervo isquidtico. Figuras
A e B, mostrando camundongos sem lesdo/sem tratamento (C57BL/10 e MDX, respectivamente) e figuras C e D
camundongos sem lesdo tratados com G-CSF. As dreas circuladas demonstram o niicleo motor do nervo isquidtico e

os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Escala: 50um.
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Figura 5 — Imunomarcagdo anti-MHC I uma semana apds axotomia do nervo isquidtico. Figuras A e C, mostrando a
regido ipsilateral (IL) e contralateral da coluna ventral da medula espinal da linhagem C57BL/10 sete dias apds a
axotomia do nervo isquidtico; Figuras B e D, mostrando ipsilateral e contralateral da linhagem MDX sete dias apds a
axotomia do nervo isquidtico; Figuras E e G, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo C57BL/10 axotomia +
placebo sete dias apds a axotomia do nervo isquidtico; Figuras F e H, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo
MDX axotomia + placebo sete dias apds a axotomia do nervo isquidtico; Figuras I e L, mostrando ipsilateral e
contralateral no grupo C57BL/10 axotomia + G-CSF sete dias ap6s a axotomia do nervo isquidtico; Figuras J e M,
mostrando ipsilateral e contralateral no grupo MDX axotomia + G-CSF sete dias apds a axotomia do nervo
isquidtico. Repare que hd aumento da expressdo de MHC I no lado lesionado nas duas linhagens estudadas (4reas
demarcadas com um circulo nas figuras A e B). A linhagem C57BL/10 apresentou uma marcag¢do mais intensa de
MHC I em relagdo a linhagem MDX. As setas nas figuras C e D indicam os corpos celulares dos motoneurdnios. As
dreas circuladas demonstram o nicleo motor do nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem.
Figura N, andlise quantitativa da densidade integrada de pixels entre os lados esquerdos dos grupos estudados.

Escala = 50pm.
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4.2 Imunorreatividade para sinaptofisina em camundongos sem lesdo e submetidos a

axotomia do nervo isquiatico com e sem tratamento com G-CSF.

A imunorreatividade da proteina sinaptofisina no nucleo motor lateral da coluna ventral
da medula espinal, nos camundongos que ndo foram submetidos a axotomia e sete dias apds a
axotomia do nervo isquidtico, estdo demonstradas nas Figura 6 e 7, respectivamente. Na Figura
6A destaca-se a marcacdo adjacente ao corpo celular dos grandes motoneurdnios, onde foi
possivel observar uma densa reatividade a qual € atribuida ao grande niimero de sinapses com
outros neurdnios do SNC. Entretanto, nenhuma distin¢do da natureza dessas sinapses € possivel
nesse nivel, uma vez que todo terminal pré-sindptico ativo apresenta em seu interior vesiculas
contendo sinaptofisina. Porém, foi possivel a realizacdo de uma estimativa da cobertura sindptica
em relacio a membrana do motoneurénio baseando-se no nivel da imunomarcagdo para

sinaptofisina, como foi descrito por OLIVEIRA et al. (2004).

Os grupos sem lesdo/sem tratamento e sem lesdo + G-CSF estdo representados na figura
6 A-B e 6 C-D, respectivamente. A linhagem MDX apresentou uma perda significativa da
expressdo de sinaptofisina, aproximadamente 25%, em relacdo a linhagem C57BL/10 (MDX
sem tratamento, 7,25 + 0,23; C57BL/10, 9,11 £+ 0,18, p<0,01). Apds o tratamento com G-CSF os
camundongos MDX apresentaram um aumento da expressdo de sinaptofisina, aproximadamente
80%, em relagdo aos camundongos MDX sem tratamento (p<0,01 — Figura 6 E). O mesmo pode
ser observado com a linhagem C57BL/10, sendo que houve um aumento mais intenso da
expressdo de sinaptofisina, aproximadadmente 53%, apés o tratamento (p<0,01). Mesmo com o

aumento da expressdo de sinaptofisina apds tratamento com G-CSF os camundongos MDX
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apresentaram um perda significativa da expressdo de sinaptofisina, aproximadamente 7%, em
relagdo aos camundongos C57BL/10 (MDX + G-CSF, 13,05 + 0,04; C57BL/10, 13,95 + 0,08,

p<0,01, Figura 6C — D, respectivamente).

A andlise contralateral apds a axotomia do nervo isquidtico demonstrou uma perda
significativa da expressdo de sinaptofisina nos camundongos MDX em relacao aos camundongos
C57BL/10 (MDX sem tratamento, 6,78 + 0,08; C57BL/10, 9,91 + 0,10, p<0,001, Figura 7C — D,
respectivamente: MDX + placebo, 6,98 + 0,07; C57BL/10, 9,50 £ 0,05, p<0,01, Figura 7G — H,
respectivamente: MDX + G-CSF, 12,20 + 0,21; C57BL/10, 14,30 + 0,10, p<0,01, Figura 7L —
M, respectivamente). Ao comparar o grupo tratado com os grupos sem tratamento e placebo,
pudemos observar um aumento da expressao de sinaptofisina nas duas linhagens, sendo que esse
aumento foi mais evidente na linhagem MDX (aproximadamente 80% em relagdo ao grupo sem
tratamento e de 79% em relacdo ao grupo placebo). Na linhagem C57BL/10 pudemos notar um
aumento aproximadamente de 45% em relagdo ao grupo sem tratamento e 50% em relacdo ao

grupo placebo.

A andlise ipsilateral notamos uma menor imunorreatividade de sinaptofisina nos
camundongos MDX (MDX sem tratamento, 4,80 + 0,05; C57BL/10, 6,67 + 0,14, p<0,01, Figura
7A — B, respectivamente: MDX + placebo, 4,89 + 0,08; C57BL/10, 6,77 £ 0,11, p<0,001, Figura
7E — F: MDX + G-CSF, 9,21 + 0,37; C57BL/10, 10,50 £+ 0,10, p<0,01, Figura 7L — M,
respectivamente). A andlise entre o grupo tratado e os grupos sem tratamento e placebo
demonstrou um aumento mais intenso na linhagem MDX (aproximadamente 92% em relacdo ao

grupo sem tratamento € 89% em relagdo ao grupo placebo). Na linhagem C57BL/10 pudemos
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notar um aumento aproximado de 57% em relagcdo ao grupo sem tratamento e 55% em relagcdo ao

grupo placebo.

Ao analisarmos a razdo ipsi/contralateral pudemos constatar que ndo houve diferenca
entre os grupos e linhagens estudadas (MDX sem tratamento, 0,71 + 0,01; C57BL/10, 0,70 +
0,01, p>0,05, Figura 7N: MDX + placebo, 0,70 + 0,01; C57BL/10, 0,72 + 0,01, p>0,05, Figura

7N: MDX + G-CSF, 0,74 £ 0,01; C57BL/10, 0,73 + 0,01, p>0,05, Figura 7N).
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Figura 6 — Imagens qualitativas para imunomarcac¢do anti-Sinaptofisina em camundongos ndo submetidos a
axotomia do nervo isquidtico. Figuras A e B, mostrando camundongos sem lesdo/sem tratamento (C57BL/10 e
MDX, respectivamente). Nessas imagens foi utilizado anticorpo secundério conjugado com CY3. Figuras C e D
camundongos sem lesdo + G-CSF. Nessas imagens foi utilizado anticorpo secunddrio conjundo CY2. As dreas
circuladas demonstram o nicleo motor do nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Figura

E, andlise quantitativa da densidade integrada de pixels. Escala = 50um.
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Figura 7 — Imunomarcacio anti-sinaptofisina uma semana apés axotomia do nervo isquidtico. Figuras A e C,
mostrando ipsilateral (IL) e contralateral (CL) da coluna ventral da medula espinal da linhagem C57BL/10 sete dias
apods a axotomia do nervo isquidtico; Figuras B e D, mostrando ipsilateral e contralateral da linhagem MDX sete dias
apds a axotomia do nerco isquidtico; Figuras E e G, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo C57BL/10
axotomia + placebo sete dias apds a axotomia do nervo isquidtico; Figuras F e H, mostrando ipsilateral e
contralateral no grupo MDX axotomia + placebo sete dias ap6s a axotomia do nervo isquidtico; Figuras I e L,
mostrando ipsilateral e contralateral no grupo C57BL/10 axotomia + G-CSF sete dias ap6s a axotomia do nervo
isquidtico; Figuras J e M, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo MDX axotomia + G-CSF sete dias apds a
axotomia do nervo isquidtico. Note que hd uma menor cobertura sindptica na linhagem MDX em relag@o a linhagem
C57BL/10 em todos os grupos. Porém, no grupo tratado com G-CSF houve um aumento da imunomarcagdo de
sinaptofisina tanto CL e IL. Figuras N e O, andlise quantitativa da densidade integrada de pixels entre razdo
ipsi/contralateral e os lados direito e esquerdo, respectivamente. As dreas circuladas demonstram o nicleo motor do

nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Escala = 50um.
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4.3 Astrogliose reativa em camundongos sem lesdo e submetidos a axotomia do nervo

isquiatico com e sem tratamento com G-CSF.

As Figuras 8 e 9 mostram a imunorreatividade das linhagens estudadas para GFAP. As
imunomarcagdes foram utilizadas para analisar o grau de astrogliose reativa ao nivel do nicleo

motor lateral da coluna ventral da medula espinal apds axotomia do nervo isquidtico.

Nos grupos sem lesdo (Figura 8), pudemos observar um aumento da imunorreativade
para GFAP nos camundongos MDX sem lesdo/sem tratamento, em relagdo aos camundongos
C57BL/10 do mesmo grupo (MDX sem tratamento, 7,10 = 0,35; C57BL/10, 4,74 + 0,22,
p<0,001, Figura 8A-B). Quando tratados com G-CSF a imunomarcagdo apresentou-se
aumentada nas duas linhagens, sendo que os camundongos MDX continuaram com maior
expressdo em relacdo aos camundongos C57BL/10 (MDX + G-CSF 15,64 + 0,04; C57BL/10,
9,53 £ 0,25, p<0,001, Figura 8C-D). Na andlise entre os dois grupos, pudemos notar um aumento
mais intenso nos camundongos tratados com G-CSF, especialmente os da linhagem MDX
(aproximadamente 120% em relacdo ao grupo sem tratamento). Na linhagem C57BL/10 notamos

um aumento aproximadamente de 100% em relacdo ao grupo sem tratamento.

Nos grupos axotomizados (Figura 9) houve uma menor ocorréncia de imunorreatividade
contralateral em relacdo ao lado axotomizado, que demonstra elevada imunomarcacdo para
GFAP, demonstrada pela presenca de prolongamentos astrocitirios GFAP-positivos no
microambiente proximo aos grandes motoneurdnios do nervo isquidtico. Contralateral a lesdo, a

linhagem MDX apresentou um aumento mais intenso, em torno de 31%, em relacdo a linhagem
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C57BL/10 (MDX sem tratamento, 11,45 + 0,39; C57BL/10, 8,58 + 0,10, p<0,05, Figura 9C-D).
No grupo placebo esse aumento foi de 30% em relacdo aos camundongos C57BL/10 (MDX +
placebo, 10,64 + 0,16; C57BL/10, 8,21 + 0,11, p>0,001, Figura 9G-H), e no grupo tratado com
G-CSF pudemos observar um aumento aproximado de 24% em relagdo a linhagem C57BL/10

(MDX + G-CSF 16,34 + 0,36; C57BL/10, 13,25 £ 0,37, p<0,01, Figura 9L-M).

Ao compararmos o grupo tratado com o0s grupos sem tratamento e placebo, pudemos
observar que houve um aumento da expressdo de GFAP nas duas linhagens, sendo que nos
camundongos MDX esse aumento foi de, aproximadamente, 43% em relacdo ao grupo sem
tratamento e de 53% em relac@o ao grupo placebo. Na linhagem C57BL/10 notamos um aumento

aproximado de 45% em relag¢do ao grupo sem tratamento e 54% em relagcdo ao grupo placebo.

Ipsilateral, observamos um aumento mais intenso na expressao de GFAP em todos os
grupos estudados da linhagem MDX. No grupo sem tratamento encontramos um aumento
aproximado de 30% (MDX sem tratamento, 19,91 + 0,22; C57BL/10, 15,41 + 0,42, p<0,001,
Figura 9A-B). No grupo placebo houve um aumento aproximado de 32% (MDX + placebo,
18,02 + 0,32; C57BL/10, 13,73 + 0,31, p>0,001, Figura 9E-F), e no grupo tratado com G-CSF
encontramos um aumento de 31% (MDX + G-CSF 28,65 + 0,26; C57BL/10, 21,95 + 0,10,
p<0,001, Figura 91-J). Ao compararmos o grupo tratado com os grupos sem tratamento e
placebo, notamos um aumento da expressdo de GFAP nas duas linhagens, sendo que nos
camundongos MDX esse aumento foi, aproximadamente, de 44% em relacdo ao grupo sem
tratamento e de 59% em relac@o ao grupo placebo. Na linhagem C57BL/10 notamos um aumento

aproximado de 43% em relag¢do ao grupo sem tratamento e 60% em relagcdo ao grupo placebo.
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Ao analisarmos a razdo ipsi/contralateral pudemos constatar que ndo houve diferenca
entre os grupos e linhagens estudadas (MDX sem tratamento, 1,74 + 0,05; C57BL/10, 1,77 +
0,04, p>0,05, Figura 9N: MDX + placebo, 1,68 + 0,04; C57BL/10, 1,68 + 0,02, p>0,05, Figura

9N: MDX + G-CSF, 1,76 + 0,03; C57BL/10, 1,66 + 0,05, p>0,05, Figura 9N).
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Figura 8 — Imunomarcagéo anti-GFAP em camundongos ndo submetidos a axotomia do nervo isquidtico. Figuras A
e B, mostrando camundongos sem lesdo/sem tratamento (C57BL/10 e MDX, respectivamente). Repare que a
linhagem MDX apresenta uma maior reatividade astrocitdria, demonstrada pela imunomarcacdo de GFAP. Figuras
C e D camundongos sem lesdo + G-CSF. Repare que hd um aumento da reatividade astrocitdria na linhagem MDX
apés o tratamento em relacio a mesma linhagem no grupo sem lesdo sem tratamento. As dreas circuladas
demonstram o niicleo motor do nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Figura E, andlise

quantitativa da densidade integrada de pixels Escala = 50pm.
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Figura 9 — Imunomarcagdo anti-GFAP uma semana ap6s axotomia do nervo isquidtico. Figuras A e C, mostrando
ipsilateral (IL) e contralateral da coluna ventral da medula espinal da linhagem C57BL/10 sete dias apds axotomia
do nervo isquidtico; Figuras B e D, mostrando ipsilateral e contralateral da linhagem MDX sete dias apds axotomia
do nervo isquidtico; Figuras E e G, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo C57BL/10 axotomia + placebo
sete dias apds axotomia do nervo isquidtico; Figuras F e H, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo MDX
axotomia + placebo sete dias apds axotomia do nervo isquidtico; Figuras I e L, mostrando ipsilateral e contralateral
no grupo C57BL/10 axotomia + G-CSF sete dias apds axotomia do nervo isquidtico; Figuras 9J e 9M, mostrando
ipsilateral e contralateral no grupo MDX axotomia + G-CSF sete dias apds axotomia do nervo isquidtico. Note que
h4 uma maior expressdao de GFAP ipsi e contralateral na linhagem MDX em relacdo a linhagem C57BL/10 em todos
os grupos. Além disso, o grupo tratado com G-CSF apresentou marcacdo mais intensa. As dreas circuladas
demonstram o nicleo motor do nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Figuras N e O,
andlise quantitativa da densidade integrada de pixels entre razdo ipsi/contralateral e os lados direito e esquerdo,

respectivamente. Escala = 50pum
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4.4. Imunorreatividade para IBA-I em camundongos sem lesao e submetidos a axotomia do

nervo isquiatico com e sem tratamento com G-CSF.

Ao analisarmos a imunorreatividade para IBA-I pudemos observar que sua expressao
manteve-se basal nos grupos sem lesdo/sem tratamento e sem lesio + G-CSF (MDX sem
lesdo/sem tratamento, 5,48 + 0,02; C57BL/10, 5,36 + 0,02, p>0,05, Figura 10A-B: MDX sem

lesdo + G-CSF, 4,85 = 0,07; C57BL/10, 4,80 + 0,03, p>0,05, Figura 10C-D).

Apés a axotomia do nervo isquidtico, ao analisarmos contralateral a lesdao pudemos
observar que a imunorreatividade dos grupos sem tratamento e placebo estdo similares ao do
grupo sem lesdo/sem tratamento (MDX sem tratamento, 4,59 + 0,05; C57BL/10, 4,25 + 0,03,
p>0,05, Figura 11C-D: MDX + placebo, 4,61 + 0,06; C57BL/10, 4,00 + 0,05, p>0,05, Figura
11G-H). No grupo tratado com G-CSF ndo houve diferenca significativa entre as linhagens
(MDX + G-CSF, 5,51 £ 0,17; C57BL/10, 5,23 + 0,32, p>0,05, Figura 11L-M), porém quando a
linhagem MDX foi comparada com os grupos sem tratamento e placebo pudemos observar um
aumento mais intenso da imunorreatividade de microglia (21% em relacio ao grupo sem

tratamento e 20% em relagdo ao grupo placebo).

Ipsilateralmente pudemos observar um aumento mais intenso na expressdao de IBA-I em
todos os grupos estudados da linhagem MDX e C57BL/10 (MDX sem tratamento, 18,36 + 0,20;
C57BL/10, 16,84 + 0,14, p<0,001, Figura 11A-B: MDX + placebo, 18,63 + 0,11; C57BL/10,
17,32 £ 0,10, p>0,05, Figura 11E-F: MDX + G-CSF 20,94 + 0,17; C57BL/10, 19,69 + 0,11,

p<0,01, Figura 11I-J). Ao compararmos o grupo tratado com os grupos sem tratamento e
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placebo, observamos que houve um aumento da expressao de IBA-I nas duas linhagens, sendo
que nos camundongos MDX esse aumento foi de, aproximadamente, 14% em relagdo ao grupo
sem tratamento e de 13% em relacdo ao grupo placebo. Na linhagem C57BL/10 notamos um
aumento aproximado de 17% em relagdo ao grupo sem tratamento e 14% em relacdo ao grupo

placebo.



59

IBA-1
MDX

B E 67

C57BL/10

Sem lesao/sem tratamento

Densidade integrada de pixels (x10%)
w
1

TR

n

o

O 14

+

o

ug

[

2 -

£ & & &

£ & o
(] & & 4%
R Q

A S O
o &
W~

Figura 10 — Imunomarcacio anti-IBA1 em camundongos néo submetidos a axotomia do nervo isquidtico. Figuras A
e B, mostrando camundongos sem lesdo/sem tratamento (C57BL/10 e MDX, respectivamente). Nessas imagens foi
utilizado anticorpo secunddrio conjugado com CY3. Figuras C e D camundongos sem lesdo + G-CSF. Nessas
imagens foi utilizado anticorpo secundério conjugado com CY2. As dreas circuladas demonstram o nicleo motor do
nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Figura E, andlise quantitativa da densidade

integrada de pixels Escala = 50um
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Figura 11 - Imunomarcacdo anti-IBA1 uma semana ap6s axotomia do nervo isquidtico. Figuras A e C, mostrando
ipsilateral (IL) e contralateral da coluna ventral da medula espinal da linhagem C57BL/10 sete dias apds axotomia
do nervo isquidtico; Figuras B e D, mostrando ipsilateral e contralateral da linhagem MDX sete dias apds axotomia
do nervo isquidtico; Figuras E e G, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo C57BL/10 axotomia + placebo
sete dias apds axotomia do nervo isquidtico; Figuras F e H, mostrando ipsilateral e contralateral no grupo MDX
axotomia + placebo sete dias apds axotomia do nervo isquidtico; Figuras I e L, mostrando ipsilateral e contralateral
no grupo C57BL/10 axotomia + G-CSF sete dias apés axotomia do nervo isquidtico; Figuras J e M, mostrando
ipsilateral e contralateral no grupo MDX axotomia + G-CSF sete dias apds axotomia do nervo isquidtico. As dreas
circuladas demonstram o ntcleo motor do nervo isquidtico e os neurdnios alfa-medulares de cada linhagem. Figuras
N e O, andlise quantitativa da densidade integrada de pixels entre razdo ipsi/contralateral e os lados direito e

esquerdo, respectivamente. Escala = 50um
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4.5. Alteracoes ultraestruturais na medula espinal em camundongos sem lesao e submetidos

a axotomia do nervo isquiatico com e sem tratamento com G-CSF.

As imagens ultraestruturais foram montadas seqiiencialmente conforme mostra a Figura
12. Apds a reconstru¢do dos motoneurdnios, os seus terminais pré-sindpticos foram classificados

em botdes do tipo F, S ou C.

Figura 12: Sequéncia de fotomicrografias eletronicas utilizadas para a reconstrucdo de um motoneuronio alfa

medular.



63

Foram considerados para o estudo, apenas os motoneurdnios identificados como alfa pela
presenca de pelos menos um terminal pré-sindptico colinérgico (tipo C) em aposi¢do a superficie

da membrana neuronal.

A localizacdo dos neurdnios estudados na medula espinal e as diferencgas ultraestruturais

entre os grupos sem lesdo, contralateral e ipsilateral estio demonstradas nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13: Ultraestrutura da superficie de motoneurdnios alfa medulares. Figura A — desenho esquemadtico de um
segmento lombar da medula espinal demonstrando o nicleo motor lateral onde se encontram os motoneurdnios que
fazem parte da constituicdo do nervo isquidtico. Em detalhe, um motoneurdnio (Mn) com terminais pré-sindpticos
(T) em aposicdo a membrana neuronal. Figura B — cobertura de um neurénio nao lesionado/sem tratamento da
linhagem C57BL/10. Figura C — cobertura sindptica de um neurdnio nio lesionado/sem tratamento da linhagem
MDX. Figura D - cobertura de um neur6nio nio lesionado + G-CSF da linhagem C57BL/10. Figura E - cobertura de

um neur6nio nio lesionado + G-CSF da linhagem MDX. Note algumas retragdes e projecdes astrocitdrias (setas)

entre os terminais e a membrana do neurdnio na figura C. Aumento: 11000X. Escala: 2um
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Figura 14: Ultraestrutura da superficie de motoneur6nios alfa medulares uma semana apds axotomia do nervo
isquidtico. Figura A — cobertura sindptica de um neurdnio do grupo C57BL/10 contralateral a lesdo sem tratamento.
Figura B — cobertura sindptica de um neur6énio do grupo C57BL/10 axotomia sem tratamento. As retracdes e
projecdes astrocitdrias nesse grupo expressam um aumento mais intenso em rela¢do ao lado contralateral da mesma
linhagem uma semana apds a lesdo. Figura C — cobertura sindptica de um neurdnio do grupo C57BL/10 contralateral
a lesdo + G-CSF. Figura D — cobertura sindptica de um neurdnio do grupo C57BL/10 axotomia + G-CSF. Figura E —
cobertura sindptica de um neurénio do grupo MDX contralateral a lesdo sem tratamento. Figura F — cobertura
sindptica de um neurdnio axotomizado da linhagem MDX sem tratamento. Figura G — cobertura sindptica de um
neur6nio do grupo MDX contralateral a lesdo + G-CSF. Figura H — cobertura sindptica de um neurdnio axotomizado
da linhagem MDX + G-CSF. Note os processos de retraciio e gliose exacerbados nos grupos sem tratamento. Nos

grupos tratados com G-CSF os processos de retracio e apresentam-se reduzidos. Aumento: 11000X. Escala 2pum
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A andlise ultraestrutural de tecidos provenientes de camundongos nao lesionados revelou
uma ampla cobertura sindptica da membrana neuronal (Figuras 13B-E). Porém, nos
camundongos MDX sem tratamento foram observadas algumas alteracdes ultraestruturais ao
redor dos motoneur6nios alfa medulares (Figura 13C). Em contrapartida, nos camundongos
MDX tratados com G-CSF essas alteracdes ultraestruturais foram encontradas com menor

frequéncia em relagdo aos camundongos sem tratamento (Figura 13E).

Evidentes alteracOes ultraestruturais foram observadas no microambiente adjacente aos
motoneurdnios alfa-medulares nos camundongos MDX que passaram pelo primeiro ciclo de
degeneracdo/regeneracdo nervosa € nos camundongos que foram submetidos a axotomia do
nervo isquidtico. Além disso, os neurdnios afetados pela lesdo apresentaram alteracdes que
indicavam cromatdlise, como por exemplo, o deslocamento do nticleo para a periferia do corpo
neuronal e diminui¢do da eletrondensidade do citoplasma, compativel com a dissolu¢cdo dos
corpusculos de Nissl. Ainda pudemos observar que muitos terminais pré-sindpticos estavam
parcialmente ou totalmente retraidos. Projecdes gliais delgadas também foram frequentemente
identificadas em contato com a membrana pds-sindptica, preenchendo o espaco entre os
terminais sindpticos € a membrana pds-sindptica. Essas estruturas foram identificadas como

astrocitos devido a sua baixa eletrodensidade.

J4 a andlise ultraestrutural no microambiente medular nos camundongos que foram
submetidos ao tratamento com G-CSF mostrou uma neuroprote¢do apds a transec¢do do nervo
isquidtico, como por exemplo, uma maior porcentagem de cobertura sindptica € maior nimero de

terminais pré-sinapticos em aposi¢do com a membrana neuronal.
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4.5.1. Cobertura sinaptica total

A andlise quantitativa nos grupos sem tratamento mostrou uma reducdo da cobertura
sindptica nos camundongos MDX em relagdo aos C57BL/10. As diferencas foram mais
expressivas para o grupo ipsilateral sem tratamento (MDX ipsilateral sem tratamento, 33,62 +
2,09, C57BL/10, 40,84 + 0,47, p<0,01), resultando, portanto, em uma reducdo de 21% na
cobertura sindptica na linhagem MDX. Nos grupos sem lesdao/sem tratamento e contralateral sem
tratamento, a linhagem MDX apresentou cobertura sindptica significativamente menor em
relagcdo a linhagem C57BL/10 (MDX sem lesdo/sem tratamento, 39,94 + 1,55; C57BL/10, 52,79
+ 1,43, p<0,001 e MDX contralateral sem tratamento, 39.95 + 1,10; C57BL/10, 53,82 + 0,75,
p<0,001, Figura 15 A). Ainda no estudo comparativo, ao se analisar os grupos MDX sem
lesdo/sem tratamento e MDX contralateral sem tratamento os mesmos ndo apresentaram
diferenca estatistica (Figura 15A). Porém, quando esses grupos foram comparados ao grupo
MDX ipsilateral sem tratamento os resultados mostraram uma significativa reducdo de cobertura
sindptica nos camundongos lesionados (MDX sem lesdo/sem tratamento, 39,94 + 1,55; MDX
ipsilateral sem tratamento, 33,62 + 2,09, p<0,01 e MDX contralateral sem tratamento, 39.95 +
1,10; MDX ipsilateral sem tratamento, 33,62 + 2,09, p<0,01). Na linhagem C57/BL10 foi
observado resultado estatistico semelhante ao encontrado na linhagem MDX, quando
comparados os grupos sem lesdo/sem tratamento e contralateral sem tratamento (Figura 15A).
Ao se analisar as comparacdes entre os grupos ipsilateral sem tratamento e sem lesdo/sem
tratamento, e ipsilateral sem tratamento e contralateral sem tratamento, pudemos constatar menor

cobertura sindptica com diferenca significativa (p<0,001 e p<0,001, respectivamente).
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Porém, apds andlise com os camundongos tratados com G-CSF, notamos preservagdo da
porcentagem da cobertura sindptica total uma semana apds a transeccdo do nervo isquidtico
(MDX ipsilateral + G-CSF, 47,34 + 2,07; MDX ipsilateral sem tratamento, 33,62 + 2,09, p<0,01:
MDX ipsilateral + G-CSF, 47,34 + 2,07; C57BL/10 ispilateral + G-CSF, 52,89 + 0,71, p> 0,05:
C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 52,89 + 0,71, C57BL/10 ipsilateral sem tratamento, 40,84 + 0,47,

p<0,01).

Ainda pudemos observar um aumento mais intenso da cobertura sindptica nos
camundongos MDX sem lesdo e contralateral a lesdo, quando tratados com G-CSF (MDX sem
lesdo + G-CSF, 49,49 +1,77; MDX sem lesdo/sem tratamento, 39,94 + 1,55, p<0,001: MDX
contralateral + G-CSF, 54,94 +1,87; MDX contralateral sem tratamento, 39.95 + 1,10, p<0,001).
O mesmo pdde ser observado na linhagem C57BL/10 (C57BL/10 sem lesdao + G-CSF, 60,37 +
1,82; C57BL/10 sem lesao/sem tratamento, 52,79 + 1,43, p<0,01: C57BL/10 contralateral + G-

CSF, 62,47 + 1,82; C57BL/10 contralateral sem tratamento, 53,82 + 0,75, p<0,001).
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Figura 15: A — Andlise quantitativa da ultraestrutura das sinapses. Mostra em porcentagem a cobertura
sindptica nos grupos sem lesdo, contralateral e ipsilateral, sem tratamento e tratado com G-CSF. B: Anilise
quantitativa da ultraestrutura do nimero de terminais pré-sindpticos em aposi¢do em 100um membrana neuronal

entre os grupos sem lesdo, contralateral e ipsilateral, sem tratamento e tratados com G-CSF.
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4.5.2. Porcentagem da cobertura sinaptica de terminais F

A andlise quantitativa da porcentagem da cobertura sindptica de terminais F foi
significativamente menor nas duas linhagens apds a axotomia do nervo isquidtico, sendo mais
acentuada na linhagem MDX em relacdo a linhagem C57/BL10. (MDX sem lesdo sem
tratamento, 25,05 + 0,85; C57/BL10, 31,44 £+ 0,97, p<0,01: MDX contralateral sem tratamento,
24,45 + 1,24; C57/BL10, 33,11 + 1,18, p<0,001: MDX ipsilateral sem tratamento, 20,60 + 0,86;
C57/BL10, 25,00 = 0,85, p>0,05, Figura 16A). A andlise entre os grupos sem lesdo e
contralateral sem tratamento nas duas linhagens estudadas ndao mostrou diferenca significativa de
terminais F (Figura 16A). Porém, as andlises entre os grupos lesado e sem lesdo, € os grupos
lesado e controle mostraram redu¢do acentuada de terminais F  (p<0,01 e

p<0,01,respectivamente), Figura 16A.

Por outro lado, os camundongos MDX tratados com G-CSF apresentaram um maior
nimero de terminais pré-sindpticos do tipo F apds a axotomia do nervo isquidtico em relagao aos
camundongos ndo tratados. (MDX sem lesdo sem tratamento, 25,05 + 0,85; MDX sem lesdo +
G-CSF, 37,73 = 1,45, p<0,001: MDX contralateral sem tratamento, 24,45 + 1,24; MDX
contralateral + G-CSF, 42,92 + 1,77, p<0,001; MDX ipsilateral sem tratamento, 20,60 + 0,86;
MDX ipsilateral + G-CSF, 34,63 + 1,45, p<0,001). O aumento da cobertura dos terminais F
apoOs o tratamento com G-CSF também foi observado na linhagem C57BL/10 (C57/BL10 sem
lesdo sem tratamento, 31,44 + 0,97; C57/BL10 sem lesdao + G-CSF, 47,79 + 1,14, p< 0,001;

C57/BL10 contralateral sem tratamento, 33,11 + 1,18; C57/BL10 contralateral + G-CSF, 48,68 +
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1,79, p<0,001: C57/BL10 ipsilateral sem tratamento, 25,00 + 0,85; C57/BL10 ipsilateral + G-

CSF, 40,74 + 1,05, p<0,001).

4.5.3. Porcentagem da cobertura sinaptica de terminais S

A andlise da porcentagem de cobertura sindptica de terminais do tipo S nas linhagens
estudadas demonstrou diferenca significativa entre os grupos estudados, sendo menor nos
camundongos MDX (MDX sem lesdo/sem tratamento, 13,44 + 0,86; C57BL/10, 17,29 + 0,42,
p<0,01: MDX contralateral sem tratamento, 14,59 + 0,63; C57BL/10, 16,89 + 0,57, p<0,05 e
MDX ipsilateral sem tratamento, 8,46 + 0,76; C57BL/10, 14,45 £ 0,51, p<0,001, Figura 16B). A
andlise entre os grupos sem lesdo/sem tratamento e contralateral sem tratamento nas duas
linhagens estudadas ndo demonstrou diferenca estatistica. Porém, quando foram analisados os
grupos ipsilateral sem tratamento e sem lesdo/sem tratamento, e ipsilateral sem tratamento e
contralateral sem tratamento, as redu¢des da porcentagem de terminal S foram significativas
(C57BL/10 - p<0,01 e MDX — p<0,001, respectivamente, Figura 16B). A mesma situacdo ficou
evidenciada ao se analisar os grupos ipsilateral sem tratamento e sem lesdo sem tratamento, e
ipsilateral sem tratamento e contralateral sem tratamento na linhagem C57/BL10 (p<0,01

respectivamente, Figura 16B).

Por outro lado, o tratamento com G-CSF promoveu uma reducdo mais acentuada na
porcentagem de terminais S em aposi¢cdo com a membrana neuronal nas duas linhagens (MDX

sem lesdo/sem tratamento, 13,44 + 0,86; MDX sem lesdo + G-CSF, 8,04 + 0,55, p<0,001: MDX
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contralateral sem tratamento, 14,59 + 0,63; MDX contralateral + G-CSF, 7,33 + 0,50, p<0,001:
MDX ipsilateral sem tratamento, 8,46 + 0,76; MDX ipsilateral + G-CSF, 6,82 + 0,61, p<0,5:
C57BL/10 sem lesdo/sem tratamento, 17,29 + 0,42; C57BL/10 sem lesdao + G-CSF, 11,99 + 1,27,
p<0,05: C57BL/10 contralateral sem tratamento, 16,89 + 0,57; C57BL/10 contralateral + G-CSF,
10,12 £ 0,81, p<0,001: C57BL/10 ipsilateral sem tratamento, 14,45 + 0,51; C57BL/10 ipsilateral

+ G-CSF, 6,97 + 0,48, p<0,001, Figura 16B).

4.5.4. Porcentagem da cobertura sinaptica de terminais C

A andlise da porcentagem de cobertura sindptica de terminais do tipo C nas linhagens
estudadas demonstrou diferenca estatistica entre MDX contralateral sem tratamento e C57/BL10
contralateral sem tratamento (MDX, 3,20 + 0,42; C57/BL10, 5.87 + 0,26, p<0,05, Figura 9C),
bem como entre os grupos sem lesdo/sem tratamento e contralateral sem tratamento da linhagem
C57/BL10 (C57/BL10 sem lesdo/sem lesdo, 3,81 + 0,65; C57/BL10 contralateral sem
tratamento, 5,87 + 0,26, p<0,05, Figura 16C). Nos demais casos niao houve diferenca estatistica

significativa (Figura 16C).

Ap6s o tratamento com G-CSF, a cobertura de terminal C demonstrou um ligeiro
aumento, ndo sendo significativo na maioria dos grupos estudados. Porém, houve um aumento
mais intenso da cobertura de terminais C nos grupos contralateral e ipsilateral na linhagem MDX
(MDX contralateral sem tratamento, 3,20 + 0,42; MDX contralateral + G-CSF, 4,68 + 0,69,
p<0,05: MDX ipsilateral sem tratamento, 3,42 + 0,25; MDX ipsilateral + G-CSF, 5,19 + 1,17,

p<0,05, Figura 16C).
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4.5.5. Numero de terminais pré-sinapticos/100um em aposicio com a membrana neuronal

O niimero de terminais pré-sindpticos/100um em aposicdo com a membrana neuronal no
grupo MDX axotomia/sem tratamento foi significativamente menor em relagdo ao grupo
C57BL/10 axotomia/sem tratamento (MDX ipsilateral sem tratamento, 32,21 + 2,94
terminais/100 um de membrana neuronal; C57BL/10, 39,56 + 0,55, p<0,001 Figura 15B).
Porém, os camundongos tratados com G-CSF apresentaram uma menor perda de contato
sindptico uma semana apds a lesio (MDX ipsilateral + G-CSF, 43,73 = 1,36; C57BL/10
ipsilateral + G-CSF, 49,88 + 1,88, p> 0,01). Essa preservacdo de terminais pré-sindpticos nos
camundongos tratados com G-CSF ficou mais evidente quando comparados com os
camundongos sem tratamento (MDX ipsilateral sem tratamento, 32,21 + 2,94; MDX ipsilateral +
G-CSF, 43,73 + 1,36, p<0,001). Logo, pudemos constatar que nos camundongos MDX sem
tratamento apresentaram uma perda de, aproximadamente, 35% maior que os camundongos

tratados com G-CSF.

Ja na linhagem C57BL/10, os camundongos sem tratamento apresentaram uma perda de,
aproximadamente, 25% maior que os camundongos tratados com G-CSF (C57BL/10 ipsilateral
sem tratamento, 39,56 = 0,55; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 49,88 + 1,88, p<0,001). Nos
grupos sem lesdo/sem tratamento, contralateral sem tratamento e contralateral + G-CSF, a
linhagem MDX apresentou acentuada reducdo de terminais em aposicdo com a membrana
neuronal em relacdo a linhagem C57BL/10 (MDX sem lesdo/sem tratamento, 42,37 + 2,05;
C57BL/10 sem lesdo/sem tratamento, 50,76 + 0,84, p<0,001: MDX contralateral sem tratamento,

45,61 = 0,73; CS7BL/10 contralateral sem tratamento, 49,51 = 0,42, p<0,001 ¢ MDX
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contralateral + G-CSF, 46,32 + 0,91; C57BL/10 contralateral + G-CSF, 54,06 + 0,93, p<0,001,

Figura 15B).

Ao analisarmos os grupos MDX sem lesdo/sem tratamento e MDX contralateral sem
tratamento os mesmos nao apresentaram diferenca estatistica (p>0,05). No entanto, quando estes
foram comparados com o grupo MDX ipsilateral sem tratamento os resultados mostraram uma
acentuada reducdo de terminais pré-sindpticos nos camundongos lesionados (MDX sem
lesdo/sem tratamento, 42,37 + 2,05; MDX ipsilateral sem tratamento, 32,21 + 2,94, p<0,001 e
MDX contralateral sem tratamento, 45,61 + 0,73; MDX ipsilateral sem tratamento, 32,21 + 2,94,
p<0,001, Figura 15B). Quando comparados com o grupo ipsilateral + tratamento pudemos
constatar uma menor perda de terminais pré-sindpticos nos camundongos tratados com G-CSF
(MDX ipsilateral sem tratamento, 32,21 + 2,94; MDX ipsilateral + G-CSF, 43,73 + 1,36,
p<0,001: C57BL/10 ipsilateral sem tratamento, 39,56 + 0,55; C5S7BL/10 ipsilateral + G-CSF,

49,88 + 1,88, p<0,001).

Na comparagdo entre os grupos sem lesdo/sem tratamento e controle sem tratamento com
o grupo lesdo sem tratamento, na linhagem C57BL/10, pudemos constatar diferencas
significativas com menor ndmero de terminais pré-sindpticos no grupo axotomizado sem
tratamento (C57BL/10 sem lesdo/sem tratamento, 50,76 + 0,84, C57BL/10 ipsilateral sem
tratamento, 39,56 + 0,55, p<0,001 e C57BL/10 contralateral sem tratamento, 49,51 + 0,42,

C57BL/10 ipsilateral sem tratamento, 39,56 + 0,55, p<0,001).
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4.5.6. Numero de terminais pré-sinapticos F/100 um de membrana neuronal

A anélise do nimero de terminais pré-sindpticos do tipo F em aposicao em 100 um de
membrana neuronal mostrou uma diferenca significativa entre os grupos sem lesdo/sem
tratamento e contralateral sem tratamento nas linhagens estudadas, sendo menor nos
camundongos MDX (MDX sem lesdo/sem tratamento, 26,36 + 0,51; C57/BL10, 31,78 + 0,63,
p<0,01 e MDX contralateral sem tratamento, 26,24 + 0,47; C57/BL10, 29,52 + 0,40, p<0,01,
Figura 16D). Porém, a analise ndo demonstrou diferenca estatistica entre os grupos MDX
ipsilateral sem tratamento e C57/BL10 ipsilateral sem tratamento (MDX, 21,19 + 043;
C57/BL10, 24,69 + 0,61, p>0,05, Figura 16D). A andlise entre os grupos sem lesdo/sem
tratamento e contralateral sem tratamento na linhagem MDX demonstrou diferencga estatistica
com p<0,05. O grupo MDX ipsilateral sem tratamento, quando comparado com o grupo MDX
sem lesdo/sem tratamento, apresentou uma reducdo acentuada de terminais F pré-sindpticos em
aposicado em 100um de membrana neuronal (p<0,001, Figura 16D). O mesmo pdde ser
evidenciado, porém com menor significancia estatistica, entre os grupos MDX ipsilateral sem

tratamento e o grupo MDX contralateral sem tratamento (p<0,01, Figura 16D).

J4 na linhagem C57/BL10 houve reducdo acentuada de terminais F pré-sindpticos em
aposicado em 100um de membrana neuronal entre os grupos sem lesdo/sem tratamento e
contralateral sem tratamento (p<0,01, Figura 16D) e, ainda, entre os grupos ipsilateral sem
tratamento e sem lesdo/sem tratamento (p<0,001), e entre os grupos ipsilateral sem tratamento e

contralateral sem tratamento (p<0,001, Figura 16D).
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Ap06s o tratamento com G-CSF, pudemos observar uma menor quantidade de retracio de
terminais apds a axotomia do nervo isquidtico, sendo os terminais F menos afetados.
Consequentemente, observamos um aumento mais intenso na quantidade de terminais F em
aposicao por 100um de membrana neuronal em relagdo aos grupos ndo tratados (MDX sem
lesdo/sem tratamento, 26,36 + 0,51; MDX sem lesdao + G-CSF, 36,09 + 1,02, p<0,001: MDX
contralateral sem tratamento, 26,24 + 0,47; MDX contralateral + G-CSF, 36,92 + 1,01, p<0,001:
MDX ipsilateral sem tratamento, 21,19 + 0,43; MDX ipsilateral + G-CSF, 35,53 + 1,80,
p<0,001: C57/BL10 sem lesdao/sem tratamento, 31,78 + 0,63; C57/BL10 sem lesao + G-CSF,
40,96 = 1,11, p<0,001: C57/BL10 contralateral sem tratamento, 29,52 + 0,40; C57/BL10
contralateral + G-CSF, 42,84 + 1,22, p<0,001: C57/BL10 ipsilateral sem tratamento, 24,69 +
0,61; C57/BL10 ipsilateral + G-CSF, 38,30 = 2,19, p<0,001). Ainda pudemos observar que,
ipsilateral, apds a axotomia do nervo isquidtico ndo houve diferencga estatistica entre a linhagem
MDX e C57BL/10 (MDX ipsilateral + G-CSF, 35,53 + 1,80; C57/BL10, 38,30 + 2,19, p>0,05,

Figura 16D).

4.5.7 Namero de terminais pré-sinapticos S/100 #m de membrana neuronal

A andlise do nimero de terminais pré-sindpticos do tipo S em aposicdo em 100um de
membrana neuronal mostrou redugdo significativa entre os grupos estudados (MDX sem
lesdo/sem tratamento, 14,68 + 0,31; C57/BL10, 16,92 + 0,85, p<0,01: MDX contralateral sem
tratamento, 15,69 + 0,48; C57/BL10, 17,14 £ 0,53, p<0,05 e MDX ipsilateral sem tratamento,

10,21 £+ 0,30; C57/BL10, 14,47 £+ 0,41, p<0,001, Figura 16E). A andlise entre os grupos sem
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lesdo e controle na linhagem MDX ndo apresentou diferenca estatistica (Figura 16E). Porém, a
andlise entre os grupos MDX lesado e MDX sem lesdo, apresentou uma acentuada redugdo de
terminais S pré-sindpticos em aposi¢ao em 100um de membrana neuronal (p<0,001, Figura 16E).
O mesmo pdde ser evidenciado entre os grupos MDX lesado e MDX controle (p<0,001, Figura
16E). Ja na linhagem C57/BL10 a andlise entre os grupos sem lesdo e controle ndo apresentou
diferenca estatistica (p>0,05) e, a andlise entre os grupos lesados e sem lesdo, e entre os grupos
lesado e controle, mostrou reducdes mais intensas de terminais S em aposi¢ao (p<0,001 e

p<0,001, respectivamente, Figura 16E).

Apo6s o tratamento com G-CSF, pudemos observar um menor nimero de terminais do
tipo S em aposicdo com 100um de membrana neuronal em relagdo aos grupos ndo tratados
(MDX sem lesdao/sem tratamento, 14,68 + 0,31; MDX sem lesdo + G-CSF, 8,48 + 0,56, p<0,001:
MDX contralateral sem tratamento, 15,69 + 0,48; MDX contralateral + G-CSF, 8,16 + 0,52,
p<0,001: MDX ipsilateral sem tratamento, 10,21 + 0,30; MDX ipsilateral + G-CSF, 7,57 + 0,67,
p<0,01: C57/BL10 sem lesao/sem tratamento, 16,92 + 0,85; C57/BL10 sem lesdo + G-CSF,
10,61 £+ 1,10, p<0,001: C57/BL10 contralateral sem tratamento, 17,14 + 0,53; C57/BL10
contralateral + G-CSF, 9,37 + 0,55, p<0,001 e C57/BL10 ipsilateral sem tratamento, 14,47 +

0,41; C57/BL10 ipsilateral + G-CSF, 8,10 £ 0,69, p<0,001, Figura 16E).
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4.5.8 Numero de terminais pré-sinapticos C/100 um de membrana neuronal

Durante andlise do nimero de terminais pré-sindpticos do tipo C em aposi¢dao em 100um
de membrana neuronal nos grupos sem tratamento, pudemos constatar diferenca estatistica entre
os grupos MDX contralateral sem tratamento e C57/BL10 contralateral sem tratamento (MDX,
1,51 £0,24; C57/BL10, 2,34 + 0,27, p<0,05, Figura 16F). Nos demais casos ndo houve diferenca

estatistica significativa (Figura 16F).

A mesma situagdo foi observada durante a andlise dos grupos tratados com G-CSF, onde
somente houve aumento mais intenso no grupo MDX ispilateral + G-CSF em relacdo ao grupo
MDX ipsilateral sem tratamento (MDX ipsilateral sem tratamento e MDX ipsilateral + G-CSF
(MDX ipsilateral sem tratamento, 1,83 + 0,31; MDX ipsilateral + G-CSF, 2,44 + 0,50, p<0,05,
Figura 16F). Nos demais casos, as diferencas ndo foram estatisticamente significantes (Figura

16F).
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Figura 16: Representacdo da andlise ultraestrutural quantitativa da porcentagem de cobertura sindptica dos
terminais F, S e C e da andlise ultraestrutural quantitativa do nimero de terminais F, S e C em aposi¢do/100pm.
Figuras A, B e C — mostram em porcentagem, a cobertura dos terminal F, S e C, respectivamente, nos grupos sem
tratamento e tratados com G-CSF nas duas linhagens estudadas. Figuras D, E e F — mostram o nimero de terminais
pré-sindpticos F, S e C, respectivamente, em aposi¢do em 100um de membrana neuronal entre oS grupos sem

tratamento e tratados com G-CSF nas duas linhagens estudadas.
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4.5.9. Espacos de membrana neuronal entre terminais pré-sinapticos

Os espacos entre os terminais pré-sindpticos que se mantiveram em aposi¢ao a membrana
pré-sindptica foram medidos, calculando-se a sua distribuicdo de freqii€éncia em intervalos de
1,0um. Esses intervalos foram identificados na avalia¢do ultraestrutural como sendo projecdes
citoplasmaticas dos astrocitos. Por meio desta andlise observou-se que, nos grupos sem
lesdo/sem tratamento e contralateral sem tratamento da linhagem MDX, apresentaram um
aumento da freqii€ncia de espagcos maior tamanho entre os terminais sindpticos em relacdo ao
grupo C57BI/10 sem tratamento. Tal fato ficou mais evidente no grupo MDX ipsilateral sem

tratamento (Figura 17J) devido a maior retragdo sindptica ocorrida.

Nos grupos tratados com G-CSF, notamos um aumento no nimero de espacos entre 0s
terminais pré-sindpticos de menor tamanho e uma reducdo no nimero de espacos entre oS
terminais pré-sindpticos de maior tamanho nas duas linhagens estudadas, sendo mais evidente

nos camundongos MDX (Figuras 17 D, H e M).
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Figura 17: Gréficos mostrando a distribui¢do de frequéncia (em micrometros) dos espagos entre os terminais
sindpticos retraidos ao longo da membrana do corpo dos motoneurdnios. Figura A — C57B1/10 sem lesdo/sem
tratamento. Figura B — MDX sem lesdo/sem tratamento. C — C57B1/10 sem lesdo + G-CSF. D — MDX sem lesdo +
G-CSF. Figura E — C57B1/10 contralateral sem lesdo. Figura F — MDX contralateral sem lesdo. Figura G — C57Bl/10
contralateral + G-CSF. Figura Figura H — MDX contralateral + G-CSF. Figura I — C57B1/10 ipsilateral sem lesao.
Figura J — MDX ipsilateral sem lesdo. Figura L — C57Bl/10 ipsilateral + G-CSF. Figura M — MDX ipsilateral + G-

CSF.
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4.6 Analise estrutural apés esmagamento do nervo isquiatico.

Ap6s duas semanas do esmagamento unilateral dos nervos isquidticos os camundongos
C57BL/10 e MDX, do grupo sem tratamento, foram sacrificados e o0s nervos isquidticos
processados para microscopia eletronica de transmissdo (MET) e posterior andlise morfométrica
e contagem dos axoOnios regenerados. Durante andlise ultraestrutural pudemos observar um
aumento do nimero total de axdnios em camundongos MDX apés o tratamento com G-CSF
(MDX sem tratamento - 2295,77 + 280,52, MDX + G-CSF - 3668,80 + 398,15, p <0,05), embora
o perimetro axonal tenha diminuido nos camundongos tratados com G-CSF (MDX sem
tratamento - 4,37 £ 0,08 , MDX + G-CSF - 3,65 + 0,04, p <0,001 e C57BL/10 sem tratamento -
4,02 + 0,04, C57BL/10 + G-CSF - 3.81+0.05; p<0.001). As duas linhagens apresentaram uma
reducao do razdo "g" apos o tratamento com G-CSF (MDX sem tratamento - 0,81 + 0,01, MDX
+ G-CSF - 0,78 £ 0,01, p <0,001 e C57BL/10 sem tratamento - 0,80 + 0,01, C57BL/10 + G-CSF

-0,76 £0,01, p <0,001).
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Figura 18: Fotomicrografias eletronicas representativas do nervo isquidtico pré e pds lesdo nas duas linhagens
estudadas. Figuras A-C: nervos sem lesdo (contralagteral) de camundongos C57BL/10. Figuras D-F: nervos
lesionados (ipsilateral) de camundongos C57BL/10. Figuras G-I: nervos sem lesdo de camundongos MDX. Figuras

J-M: nervos lesionados de camundongos MDX. Escala: 1pm (Figuras A-C e G-I) e 2 um (Figuras D-F e J-M).
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4.7 Parametros Morfométricos

Para o estudo morfométrico dos nervos foram considerados: Didmetro das Fibras
Mielinicas (DFM), o qual corresponde ao diametro contendo o axdnio e sua bainha de mielina;
Didmetro dos Axodnios Mielinicos (DAM), correspondendo ao didmetro do axdnio sem sua
bainha de mielina; Espessura da Bainha de Mielina (EBM) e Razado “g” (RZG), a qual foi obtida

a partir do quociente DAM/DFM.

4.7.1 Diametro das Fibras Mielinicas

A figura 19 mostra a quantificagdo total das fibras mielinicas de nervos submetidos ao
esmagamento sem tratamento e tratados com G-CSF. Quando analisamos contralateral a lesdo
em camundongos MDX que ndo foram submetidos ao tratamento com G-CSF, observamos
fibras mielinicas com diametro variando de 2,16 a 22,44 um. As maiores percentagens de fibras
foram observadas nos intervalos de 5,5 a 10,5 um, correspondendo a 72,16% do total de fibras.
As demais fibras mielinicas, 27,83%, estavam distribuidas nas demais classes. Ja nos
camundongos C57BL/10, observamos fibras mielinicas com didmetro variando entre 1,36 e
19,44 um. As maiores porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 3,5 a 8,5 um,
correspondendo a 76,87% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 23,13%, estavam
distribuidas nas demais classes. A andlise ipsilateral a lesdo, em camundongos MDX que nao
foram submetidos ao tratamento com G-CSF, observamos fibras mielinicas com didmetro

variando de 1,13 a 13,18 um. As maiores porcentagens de fibras foram encontradas nos
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intervalos de 3,5 a 7,5 um, correspondendo a 83,7% do total de fibras. As demais fibras
mielinicas, 16,3%, estavam distribuidas nas demais classes. Nos camundongos C57BL/10
observamos fibras mielinicas com diametro variando entre 1,93 e 10,47 um. As maiores
porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 3,5 e 6,5 um, correspondendo a
85,57% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 14,42%, estavam distribuidas nas demais

classes.

Ao analisarmos o grupo MDX contralateral + placebo, foram observadas fibras
mielinicas com didmetro variando de 2,16 e 20,66 um. As maiores porcentagens de fibras foram
encontradas nos intervalos de 4,5 a 10,5 um, correspondendo a 75,13% do total de fibras. As
demais fibras mielinicas, 24,86%, estavam distribuidas nas demais classes. Nos camundongos
C57BL/10 observamos fibras mielinicas com didmetro variando entre 2,06 e 18,61 um. As
maiores porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 5,5 e 10,5 pm,
correspondendo a 67,54% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 32,45%, estavam
distribuidas nas demais classes. Durante a andlise no grupo de camundongos MDX ipsilateral +
placedo, encontramos fibras mielinicas com diametro variando de 2,13 e 12,55 um. As maiores
porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 4,5 a 7,5 um, correspondendo a
73,77% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 26,23%, estavam distribuidas nas demais
classes. Nos camundongos C57BL/10 observamos fibras mielinicas com didmetro variando entre
2,12 e 12,39 um. As maiores porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 4,5 e
7,5 um, correspondendo a 71,12% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 28,87%,

estavam distribuidas nas demais classes.
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Ap6s o tratamento com G-CSF em camundongos MDX, a andlise contralateral a lesao,
mostrou fibras mielinicas com diametro variando de 2,38 e 17,74 um. As maiores porcentagens
de fibras foram encontradas nos intervalos de 4,5 a 10,5, correspondendo a 74,41% do total de
fibras. As demais fibras mielinicas, 25,58%, estavam distribuidas nas demais classes. Nos
camundongos C57BL/10 observamos fibras mielinicas com didmetro variando entre 1,43 e 19,27
um. As maiores porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 4,5 e 10,5 pm,
correspondendo a 78,25% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 21,74%, estavam

distribuidas nas demais classes.

A andlise em camundongos MDX ipsilateral + G-CSF mostrou fibras mielinicas com
diametro variando de 1,66 e 12.55 pm. As maiores porcentagens de fibras foram encontradas nos
intervalos de 3,5 a 6,5 um, correspondendo a 80,94% do total de fibras. As demais fibras
mielinicas, 19,05%, estavam distribuidas nas demais classes. Nos camundongos C57BL/10
observamos fibras mielinicas com didmetro variando entre 1,77 e 10,80 um. As maiores
porcentagens de fibras foram encontradas nos intervalos de 3,5 e 6,5 um, correspondendo a
89,18% do total de fibras. As demais fibras mielinicas, 10,81%, estavam distribuidas nas demais

classes.
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Figura 19: Distribui¢do da frequéncia do didmetro das fibras mielinicas (DFM) em nervos lesionados e nédo

lesionados (contralateral), 21 dias apds a lesdo. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo.
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4.7.2 Diametro dos Axonios Mielinicos

A andlise morfométrica do didmetro dos axdnios mostrou uma reducdo mais acentuada
em camundongos MDX tratados com G-CSF em rela¢cdo ao grupo MDX néo tratado. Porém, ndo

observamos diferencas entre os grupos tratados e nao tratados nos camundongos C57BL/10.

A figura 20 mostra a quantificag¢do total dos axonios mielinicos de nervos submetidos ao
esmagamento sem tratamento e tratados com G-CSF. Na andlise do grupo de camundongos
MDX contralateral sem tratamento, observamos axonicos com didmetro variando de 1,11 a 15,64
um. As maiores percentagens de axOnios foram observadas nos intervalos de 4,5 a 9,5 pm,
correspondendo a 71,24% do total de fibras. Os demais axonios, 28,76%, estavam distribuidos
nas demais classes. J4 nos camundongos C57BL/10, pudemos observar axonios com didmetro
variando entre 1,28 e 14,83 um. As maiores porcentagens de fibras axonais foram encontradas
nos intervalos de 3,5 a 8,5 um, correspondendo a 81,73% do total de axdnios. Os demais
axonios, 18,26%, estavam distribuidos nas demais classes. Na andlise do grupo camundongos
MDX ipsilateral sem tratamento, pudemos observar axonios com didmetro variando de 1,13 a
11.26 uym. As maiores porcentagens de axonios foram encontradas nos intervalos de 2,5 a 6,5
um, correspondendo a 90,36% do total de axdnios. Os demais axodnios, 9,64%, estavam
distribuidos nas demais classes. Nos camundongos C57BL/10 pudemos observar axonios com
diametro variando entre 1,01 e 9,31 um. As maiores porcentagens de axonios foram encontradas
nos intervalos de 2,5 e 5,5 um, correspondendo a 90,77% do total de fibras axonais. Os demais

axonios, 9,23%, estavam distribuidos nas demais classes.
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Ao analisarmos o grupo MDX contralateral + placebo, pudemos observar axdnios com
diametro variando de 1,10 e 14,24 um. As maiores porcentagens de axdnios foram encontradas
nos intervalos de 2,5 a 8,5 um, correspondendo a 91,23% do total de fibras axonais. Os demais
axonios, 8,76%, estavam distribuidos nas demais classes. Nos camundongos C57BL/10 pudemos
observar axonios com didmetro variando entre 1,25 e 13,09 um. As maiores porcentagens de
axOnios foram encontradas nos intervalos de 2,5 e 7,5 pum, correspondendo a 87,79% do total de
axOnios. Os demais ax6nios, 12,21%, estavam distribuidos nas demais classes. Durante a analise
ipsilateral a lesdo nos camundongos MDX + placedo, pudemos observar axonios com didmetro
variando de 1,00 e 10,07 um. As maiores porcentagens de axoOnio foram encontradas nos
intervalos de 2,5 a 5,5 pm, correspondendo 81,29% do total de fibras axonais. Os demais
axonios, 18,71%, estavam distribuidos nas demais classes. Nos camundongos C57BL/10
pudemos observar axdnios com didmetro variando entre 1,14 e 10,87 pm. As maiores
porcentagens de fibras axonais foram encontradas nos intervalos de 2,5 e 6,5 um,
correspondendo a 89,32% do total de ax6nios. Os demais axdnios, 10,68%, estavam distribuidos

nas demais classes.

Ap6s o tratamento com G-CSF em camundongos MDX, a andlise contralateral a lesao,
mostrou axonios com diametro variando de 1,29 e 14,49 um. As maiores porcentagens de fibras
axonais foram encontradas nos intervalos de 2,5 a 7,5 um, correspondendo a 87,76% do total de
fibras axonais. Os demais axoOnios, 12,24%, estavam distribuidos nas demais classes. Nos
camundongos C57BL/10 pudemos observar axonios com diametro variando entre 1,13 e 13,65
um. As maiores porcentagens de axonios foram encontradas nos intervalos de 2,5 e 7,5 um,

correspondendo a 92,91% do total de fibras axonais. As demais fibras axonais, 7,09%, estavam
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distribuidas nas demais classes. Ipsilateral, a andlise em camundongos MDX tratados com G-
CSF mostrou axdnios com diametro variando de 1,10 e 10,07 um. As maiores porcentagens de
axonios foram encontradas nos intervalos de 2,5 a 4,5 pm, correspondendo a 76,29% do total de
axOnios. As demais fibras axonais, 23,71%, estavam distribuidas nas demais classes. Nos
camundongos C57BL/10 pudemos observar ax6nios com diametro variando entre 1,08 e 29,28
um. As maiores porcentagens de axOnios foram encontradas nos intervalos de 2,5 e 4,5 um,
correspondendo a 84,9% do total de fibras axonais. Os demais axoOnios, 15,1%, estavam

distribuidos nas demais classes.
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Figura 20: Distribui¢do da frequéncia do didmetro dos axdnios milinicos (DAM) em nervos lesionados e ndo

lesionados (contralateral), 21 dias apds a lesdo. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo.
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4.7.3 Espessura da Bainha de Mielina e Razao “g”

A analise morfométrica da espessura da bainha de mielina (EBM) mostrou uma redugdo

nas duas linhagens tratadas com G-CSF em relacao aos grupos ndo tratados.

A figura 21 e 22 mostram as quantificagdes totais da espessura da bainha de mielina e da

[IP=2)

razdo “g”, respectivamente, de nervos submetidos a lesdo sem tratamento e tratados com G-CSF.
A andlise contralateral a lesdo nos camundongos MDX que ndo foram submetidos ao tratamento
com G-CSF, pudemos observar a frequéncia da EBM variando de 0,37 a 6,1 um. As maiores
percentagens foram observadas nos intervalos de 1,7 a 2,7 um, correspondendo a 44,79%. As
demais frequéncias, 55,21%, estavam distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo
apresentou valores entre 0,43 e 0,92. J4 nos camundongos C57BL/10, pudemos observar a
frequéncia da EBM variando entre 0,44 e 8,8 um. As maiores porcentagens de frequéncias de
EBM foram encontradas nos intervalos de 1,9 a 3,3 um, correspondendo a 44,51% do total de

axonios. As demais frequéncias, 55,49%, estavam distribuidas nas demais classes. A razao “g

nesse grupo apresentou valores entre 0,16 e 0,92.

Durante andlise ipsilateral a lesdo nos camundongos MDX que nio foram submetidos ao
tratamento com G-CSF, pudemos observar que a frequéncia da EBM apresentou variacio entre
0,12 a 3,87 um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas nos
intervalos de 0,5 a 1,3 pum, correspondendo a 76% do total de axonios. As demais frequéncias,

24% estavam distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores entre

0,50 € 0,99. Nos camundongos C57BL/10 a frequéncia da EBM variou de 0,14 a 2,63 um. As
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maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas nos intervalos de 0,5 a 1,3 um,
correspondendo a 87,44% do total de axoOnios. As demais frequéncias, 12,56%, estavam

[IP=i]

distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores entre 0,41 e 0,99.

Durante a analise do grupo MDX + placebo, contralateral a lesdo, pudemos observar a
frequéncia da EBM variando de 0,43 a 5,03 pm. As maiores percentagens foram observadas nos
intervalos de 1,1 a 2,5 um, correspondendo a 49%. As demais frequéncias, 51%, estavam
distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores entre 0,37 e 0,87. Ja
nos camundongos C57BL/10, pudemos observar a frequéncia da EBM variando entre 0,18 e 7,95
um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas nos intervalos de 1,3 a
2,7 um, correspondendo a 49,4% do total de ax6nios. As demais frequéncias, 50,6%, estavam
distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores entre 0,26 e 0,96. A
andlise ipsilateral a lesdo no grupo MDX + placebo, pudemos observar a frequéncia da EBM
variando de 0,3 a 3,87 um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas
nos intervalos de 0,7 a 1,5 um, correspondendo a 73,25% do total de axdnios. As demais
frequéncias, 26,75% estavam distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo
apresentou valores entre 0,45 e 0,92. Nos camundongos C57BL/10 a frequéncia da EBM variou
de 0,41 a 4,7 um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas nos
intervalos de 0,9 a 1,9 um, correspondendo a 82,21% do total de axonios. As demais frequéncias,

17,79%, estavam distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores

entre 0,39 € 0,91.
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Ap6s o tratamento com G-CSF em camundongos MDX, a andlise contralateral a lesdo,
mostrou EBM variando de 0,1 e 8,51 um. As maiores percentagens foram observadas nos
intervalos de 0,1 a 8,51 um, correspondendo a 56,86%. As demais frequéncias, 43,14%, estavam
distribuidas nas demais classes. A razao “g” nesse grupo apresentou valores entre 0,39 e 0,99. J4
nos camundongos C57BL/10, pudemos observar a frequéncia da EBM variando entre 0,22 e 8,03
um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas nos intervalos de 0,9 a
2,9 um, correspondendo a 60,5% do total de axdnios. As demais frequéncias, 39,5%, estavam
distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores entre 0,21, e 0,97. A
andlise ipsilateral a lesdo no grupo MDX + G-CSF, pudemos observar a frequéncia da EBM
variando de 0,13 a 3,87 um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas
nos intervalos de 0,5 a 1,3 um, correspondendo a 77,12% do total de axdnios. As demais
frequéncias, 22,28% estavam distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo
apresentou valores entre 0,49 e 0,96. Nos camundongos C57BL/10 a frequéncia da EBM variou
de 0,24 a 2,75 um. As maiores porcentagens de frequéncias de EBM foram encontradas nos
intervalos de 0,5 a 1,3 um, correspondendo a 81,57% do total de axonios. As demais frequéncias,

18,43%, estavam distribuidas nas demais classes. A razdo “g” nesse grupo apresentou valores

entre 023, e 0,92.
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Figura 21: Distribui¢do da frequéncia da espessura da bainha de mielina (EBM) em nervos lesionados e ndo

lesionados (contralateral), 21 dias apds a lesdo. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo.
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Figura 22: Distribui¢do da frequéncia da razdo “g” (RZG) em nervos lesionados e ndo lesionados (contralateral), 21

dias ap6s a lesdo. Os valores estdo apresentados na forma de média e erro padrdo.
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4.8 Numero total de axonios mielinicos

A figura 23 mostra a quantificagdo do ntimero toral de axdnios mielinicos dos nervos
submetidos a lesdo sem tratamento, placebo e tratados com G-CSF. Na anélise contralateral a
lesdo dos camundongos MDX sem tratamento, pudemos observar um aumento de 13% e 9% no
numero total de fibras mielinicas em relagdo aos camundongos nao tratados e tratados com
placebo, respectivamente. O mesmo pode ser observado nos camundongos C57BL/10, os quais
apresentaram um aumento de, aproximadamente, 7% e 5% em relacdo aos camundongos nao
tratados e tratados com placebo, respectivamente. Quando analisamos os camundongos MDX
sem tratamento com os camundongos C57BL/10 sem tratamento, pudemos observar uma

redugdo de 13% no numero total de axdnios na linhagem MDX.

A andlise ipsilateral mostrou que o tratamento com G-CSF promoveu um aumento no
nimero de axdnios mielinicos nos camundongos MDX, onde que 0os mesmos apresentaram um
aumento de 21% e 20% em relacdo aos camundongos sem tratamento e tratados com placebo,
respectivamente. Na linhagem C57BL/10 pudemos observar aumento de 1% e 3% em relagcao

aos grupos sem tratamento e tratados com placebo, respectivamente.
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4.9 Numero de fibras degeneradas durante analise morfolégica do nervo isquiatico

A figura 24 mostra a quantificacdo do ntimero toral de fibras degeneradas durante a
andlise morfolégica dos nervos submetidos a lesdo sem tratamento, placebo e tratados com G-
CSF. A andlise ispislateral a lesdo nos camundongos MDX tratados com G-CSF mostrou uma
redugdo de 11% e 6% no numero de fibras degeneradas em relagdo aos grupos sem tratamento e
tratado com placebo, respectivamente. O mesmo pdde ser observado nos camundongos
C57BL/10, onde o tratamento com G-CSF reduziu em 6% e 4% o nimero de fibras degeneradas

em relag@o aos grupos sem tratamento e tratado com placebo, respectivamente.
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Figura 24: Andlise quantitativa do nimero de fibras degeneradas.
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4.10 Anadlise da funcio motora apdés esmagamento do nervo isquiatico

Para a andlise da recuperagdo da fung¢do motora, os camundongos foram monitorados
durante trés semanas, diariamente até o décimo dia apds a les@o e, em dias alternados, do décimo
primeiro até o vigésimo primeiro dia apés a lesd@o. Os resultados demonstraram que o0s
camundongos MDX, sem tratamento, placebo e tratados com G-CSF, apresentaram déficit motor
mais intenso em relagdo aos camundongos C57BL/10 antes mesmo da lesio (MDX sem
tratamento, -35,14 + 3,82, média da porcentagem da funcdo motora + EP; C57BL/10 sem
tratamento, -7,63 + 0,94, p<0,001, Figura 25F; e MDX + placebo, -35,82 + 1,57; C57BL/10 +
placebo, -10,01 £ 1,63, p<0,001, Figura 25E). O tratamento com G-CSF promoveu uma melhora
na funcdo motora nos camundongos MDX antes de serem submetidos a axotomia do nervo
isquidtico esquerdo. Consequentemente, ndo houve diferenca estatistica entre as linhagens (MDX
+ G-CSF, -17,58 + 2,85; C57BL/10 + G-CSF, -10,84 = 2,00, p>0,05, Figura 25D). Quando
comparamos os camundongos MDX sem tratamento com os camundongos MDX tratados com
G-CSF observamos um aumento da fun¢do motora nos camundongos tratados com G-CSF
(MDX sem tratamento, -35,14 + 3,82; MDX + G-CSF, -17,58 £ 2,85, p<0,001, Figura 25C). O
mesmo pode ser visto quando comparamos o grupo placebo com o grupo tratado (MDX +

placebo, -35,82 + 1,57; MDX + G-CSF, -17,58 + 2,85, p<0,01, Figura 25C).

Ao final de trés semanas, a curva de recuperagdo motora manteve-se similar entre as duas
linhagens, porém os camundongos MDX apresentaram reducao significativa da funcdo motora
(MDX sem tratamento, -36,92 + 6,70; C57BL/10 sem tratamento, -7,70 £+ 2,99, p<0,001, Figura

25F: MDX + placebo, -33,26 + 3,40: C57BL/10 + placebo, -15,76 + 2,55, p<0,001, Figura 25E:
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MDX + G-CSF, -18,71 £ 2,66; C57BL/10 + G-CSF, -9,50 + 3,70, p<0,05, Figura 25D). A
andlise entre os grupos sem tratamento e tratado também demonstrou uma maior fun¢do motora
nos camundongos MDX tratados em relagdao aos camundongos MDX sem tratamento (MDX sem
tratamento, -36,92 + 6,70; MDX + G-CSF, -18,71 + 2,66, p<0,001, Figura 25C). O mesmo pode
ser observado quando comparamos o grupo placebo com o grupo tratado (MDX + placebo, -

33,26 = 3,40: MDX + G-CSF, -18,71 £ 2,66, p<0,01, Figura 25C)



113

>

07 Antes da leséo: Apos lesdo U ocs 7 Antes da leséo Apés lesio CoTBL0 PLACERO
-104 —— C57BL/10 SEM TRATAMENTO 104 C57BLI10 SEM TRATAMENTO
Q I T MDX + G-CSF Q
2 i ] MDX PLACEBO )
G 204 i r ?—I MDX SEM TRATAMENTO & -204
3 i H =
g 0 il §
o ﬂ o
-404 -40+
5 g TAA T
< .50 < 50
3 S
= -60- = -60+
c <
S 70 S -704
g g
2 -804 2 -80
8 -0 8 904
® ®
= 100 = -1004
-110 T T T T T T T T T T T T T T T T -110 B s S s e S S R DU S S s s
12 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 123 456 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20
Dias de treinamento Dias de treinamento
07 Antes da leséo| Ap6s lesdo oo 7 Antes da lesao Apés lesdo ~—— C57BL/10 + G-CSF
~——— MDX SEM TRATAMENTO ~—MDX + G-CSF
o 10 o 104 i
= o ;
T -204 5 -204
© ©
= Fr i )
g [ 3 g
S -404 S -404
[} )
< -50 < .50
S S
E -60+ § -604
O -704 O -704
g 2
2 80 3 -80-
® ©
L 904 M—" .2 -904
i ]
= 100 = 1004
-110 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 -110 T T T T T T T T T 1) T T T T T T T T 1
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20 12345.67891011121314151617181920
Dias de treinamento Dias de treinamento
04 Antes da lesdo Apés lesio ——— C57BL/10 + PLACEBO 0 Antes da lesdo Apbs lesao oS TRATMENT
—— MDX + PLACEBO
o 10 o 104
2 S
F -20 l I F -20-
& F I 1 3
gof || g <o
o o
9 04 S -40-
@ [}
C .50 < 50
S 3
— -604 — -604
[ ©
c c
O -704 .Q -704
2 2
2 80 3 -804
@ ®
S 90 © 90
B ®
£ 1004 =100
B . -110 r r

[SE
wd
IS
o

1 2I 3I 4 5I 6I 7I 8I 9I '1IO 1I1 1‘2 1|3 1|4 1'5 1‘6 1'7 1‘8 1‘9 2‘0 1 5 6T 7[ B' 9' _1‘0 1'1 1'2 1‘3 1‘4 1‘5 1‘6 1T7 1rB 1’9 2‘0
Dias de treinamento Dias de treinamento



114

Figura 25: Gréficos mostrando a recuperagdo da fungdo motora entre as linhagens C57BL710 e MDX. Figura A —
comparagdo da recuperacdo funcional do nervo isquidtico entre os grupos sem tratamento, placedo e tratados com G-
CSF nas linhagens MDX e C57BL/10. Figura B - comparagado da recuperacao funcional do nervo isquidtico entre os
grupos sem tratamento, placebo e tratados com G-CSF na linhagem C57BL/10. Figura C - comparacdo da
recuperacdo funcional do nervo isquidtico entre os grupos sem tratamento, placedo e tratados com G-CSF na
linhagem MDX. Figura D - comparac¢do da recuperacdo funcional do nervo isquidtico entre os camundongos MDX e
C57BL/10 tratados com G-CSF. Figura E - comparagdo da recuperacdo funcional do nervo isquidtico entre os
camundongos MDX e C57BL/10 tratados com placebo. Figura F - comparacdo da recuperacdo funcional do nervo

isquidtico entre os camundongos MDX e C57BL/10 sem tratamento.
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4.11 Imunorreatividade para neurofilamento nos nervos lesionados nao tratados e tratados

com G-CSF

Dez dias ap6s ao esmagamento do nervo isquidtico a quantificagdo da imunoistoquimica
para neurofilamento, através da densidade integrada de pixels, demonstrou uma reducgdo
significativa em camundongos MDX sem tratamento (MDX contralateral sem tratamento, 11,21
+ 0,21, C57BL/10 contralateral sem tratamento, 14,52 + 0,90, p<0,001: MDX ipsilateral sem
tratamento, 7,19 + 0,18, C57BL/10 ipsilateral sem tratamento, 11,22 + 0,25, p<0,001 Figura 26).
Ap6s tratamento com G-CSF, constatamos que houve aumento mais intenso da expressao de
neurofilamento nos camundongos MDX (MDX contralateral sem tratamento, 11,21 + 0,21;
MDX contralateral + G-CSF, 13,85 + 0,14, p<0,001: MDX ipsilateral sem tratamento, 7,19 +
0,18; MDX ipsilateral + G-CSF, 11,27 £ 0,42, p<0,01: C57BL/10 contralateral sem tratamento,
14,52 £ 0,90; C57BL/10 contralateral + G-CSF, 15,31 + 0,28, p>0,05: C57BL/10 ipsilateral sem

tratamento, 11,22 + 0,25; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 11,56 £ 0,35, p>0,05, Figura 26).
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Figura 26: Imunomarcagdo anti-neurofilamento dez dias apds esmagamento do nervo isquidtico. Figuras A e B,
mostrando nervo ipsilateral (IL) sem tratamento; Figuras C e D, mostrando nervo contralateral sem tratamento;
Figuras E e F, mostrando nervo ipsilateral + G-CSF da; Figuras G e H, mostrando nervo contralateral + G-CSF.
Note que hd uma menor imunorreatividade na linhagem MDX em relagdo a linhagem C57BL/10 em todos os

grupos. Porém, no grupo tratado com G-CSF houve um aumento da imunomarcagdo de neurofilamento contra e

ipsilateral. Escala = 50pm.
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A anélise da imunoistoquimica do nervo isquidtico, 21 dias apds a lesdo, demonstrou um
aumento da imunorreatividade para neurofilamento nos grupos sem tratamento, placebo e
tratados com G-CSF (MDX contralateral sem tratamento, 11,49 + 0,27; MDX ipsilateral sem
tratamento, 6,49 + 0,59, p<0,001: MDX contralateral sem tratamento, 11,49 + 0,27; C57BL/10
contralateral sem tratamento, 15,99 + 0,72, p<0,01: MDX ipsilateral sem tratamento, 6,49 +
0,59; C57Bl/10 ipsilateral sem tratamento, 9,44 + 0,59, p<0,01: C57BL/10 contralateral sem
tratamento, 15,99 = 0,72; C57B1/10 ipsilateral sem tratamento, 9,44 + 0,59, p<0,001: MDX
contralateral + placebo, 10,94 + 0,28; MDX ipsilateral + placebo, 7,52 + 0,77, p<0,01: MDX
contralateral + placebo, 10,94 + 0,28; C57BL/10 contralateral + placebo, 14,31 + 0,55, p<0,01:
MDX ipsilateral + placebo, 7,52 + 0,77; C57BL/10 ipsilateral + placebo, 11,21 + 0,26, p<0,001:
MDX contralateral + G-CSF, 15,72 + 0,81; MDX ipsilateral + G-CSF, 11,42 + 0,83, p<0,01:
MDX contralateral + G-CSF, 15,72 + 0,81; C57BL/10 contralateral + G-CSF, 16,92 + 0,42,
p>0,05: MDX ipsilateral + G-CSF, 11,42 + 0,83; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 12,26 + 0,43,
p>0,05: C57BL/10 contralateral + G-CSF, 16,92 + 0,42; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 12,26 +
0,43, p>0,05, Figura 27). Ao compararmos 0s grupos sem tratamento com os grupos tratados,
pudemos observar que os camundongos tratados apresentaram um aumento mais intenso na
expressdo de neurofilamento e, também, na reorganizacdo das fibras regeneradas (MDX
contralateral sem tratamento, 11,49 + 0,27; MDX contralateral + G-CSF, 15,72 + 0,81, p<0,01:
MDX ipsilateral sem tratamento, 6,49 + 0,59; MDX ipsilateral + G-CSF, 11,42 + 0,83, p<0,01:
C57BI/10 ipsilateral sem tratamento, 9,44 + 0,59; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 12,26 + 0,43,

p>0,05, Figura 27).
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Figura 27: Imunomarcacio anti-neurofilamento trés semanas apds o esmagamento do nervo isquidtico. Figuras A e
B, mostrando nervo ipsilateral (IL) sem tratamento; Figuras C e D, mostrando nervo contralateral sem tratamento;
Figuras E e F, mostrando nervo ipsilateral + G-CSF da; Figuras G e H, mostrando nervo contralateral + G-CSF.
Note que hd uma maior imunorreatividade na linhagem C57BL/10 em relacdo a linhagem MDX em todos os grupos.
Porém, no grupo tratado com G-CSF houve um aumento da imunomarcacio de neurofilamento contra e ipsilateral.

Escala = 50pm.
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4.12 Imunorreatividade para p7SNTR nos nervos lesionados nao tratados e tratados com

G-CSF

Dez dias apds o esmagamento do nervo isquidtico a quantificagdo da imunoistoquimica
para p75NTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), através da densidade integrada de
pixels, demonstrou um aumento mais intenso em camundongos MDX sem tratamento (MDX
contralateral sem tratamento,1,25 + 0,31, C57BL/10 contralateral sem tratamento, 0,34 + 0,1,
p<0,001: MDX ipsilateral sem tratamento, 6,18 + 0,21, C57BL/10 ipsilateral sem tratamento,
3,47 + 0,21, p<0,001, Figura 28). Apds tratamento com G-CSF pudemos constatar que houve
aumento acentuado da expressdo de neurofilamento nos camundongos MDX (MDX contralateral
sem tratamento, 1,25 + 0,31; MDX contralateral + G-CSF, 4,36 = 0,31, p<0,001: MDX
ipsilateral sem tratamento, 6,18 + 0,21; MDX ipsilateral + G-CSF, 13,20 = 0,2, p<0,001:
C57BL/10 contralateral sem tratamento, 0,34 + 0,1; C57BL/10 contralateral + G-CSF, 1,98 +
0,15, p<0,001: C57BL/10 ipsilateral sem tratamento, 3,47 + 0,21; C57BL/10 ipsilateral + G-

CSF,11,71 % 0,40, p<0,01, Figura 28).
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Figura 28: Imunomarcagdo anti-p75SNTR dez dias apés o esmagamento do nervo isquidtico. Figuras A e B,
mostrando nervo ipsilateral (IL) sem tratamento; Figuras C e D, mostrando nervo contralateral sem tratamento;
Figuras E e F, mostrando nervo ipsilateral + G-CSF da; Figuras G e H, mostrando nervo contralateral + G-CSF.
Note que hd uma menor imunorreatividade na linhagem MDX em relagdo a linhagem C57BL/10 em todos os

grupos. Porém, no grupo tratado com G-CSF houve um aumento da imunomarcagdo de neurofilamento contra e

ipsilateral. Escala = 50pm.
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Ao analisarmos a imunorreatividade para p75NTR, 21 dias apds o esmagamento do nervo
isquidtico observamos maior reatividade nos camundongos MDX (MDX contralateral sem
tratamento, 2,42 + 0,38; MDX ipsilateral sem tratamento, 5,96 + 0,16, p<0,001: MDX
contralateral sem tratamento, 2,42 + 0,38; C57BL/10 contralateral sem tratamento, 0,85 + 0,17,
p<0,01: MDX ipsilateral sem tratamento, 5,96 + 0,16; C57BI/10 ipsilateral sem tratamento, 6,97
+ 0,23, p<0,01: C57BL/10 contralateral sem tratamento, 0,85 + 0,17; C57BI/10 ipsilateral sem
tratamento, 6,97 + 0,23, p<0,001, Figura 29). Apés tratamento com G-CSF pudemos observar
um aumento mais intenso na expressao de p7SNTR (MDX contralateral + G-CSF, 3,63 + 0,17;
MDX ipsilateral + G-CSF, 12,58 + 0,59, p<0,001: MDX contralateral + G-CSF, 3,63 + 0,17:
C57BL/10 contralateral + G-CSF, 1,80 + 0,21, p<0,001: MDX ipsilateral + G-CSF, 12,58 +
0,59; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 9,19 = 0,46, p<0,001: C57BL/10 contralateral + G-

CSF,1,80 = 0,21: C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 9,19 + 0,46, p<0,001, Figura 29).

Esse aumento ficou mais evidenciado quando comparamos os grupos sem tratamento
com os grupos tratados com G-CSF (MDX contralateral sem tratamento, 2,42 + 0,38; MDX
contralateral + G-CSF, 3,63 + 0,17, p<0,05: C57BL/10 contralateral sem tratamento, 0,85 £+ 0,17;
C57BL/10 contralateral + G-CSF, 1,80 + 0,21, p<0,05: MDX ipsilateral sem tratamento, 5,96 +
0,16; MDX ipsilateral + G-CSF, 12,58 + 0,59, p<0,001: C57BI/10 ipsilateral sem tratamento,

6,97 £ 0,23; C57BL/10 ipsilateral + G-CSF, 9,19 + 0,46, p<0,01, Figura 29)
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Figura 29: Imunomarcacdo anti-p7SNTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas) trés semanas apds o
esmagamento do nervo isquidtio. Figuras A e B, mostrando nervo ipsilateral (IL) sem tratamento; Figuras C e D,
mostrando nervo contralateral sem tratamento; Figuras E e F, mostrando nervo ipsilateral + placebo; Figuras G e H,
mostrando nervo contralateral + placebo. Figuras I e J, mostrando nervo ipsilateral + G-CSF; Figuras L e M,
mostrando nervo contralateral + G-CSF. Note que hd uma maior imunorreatividade na linhagem MDX em relagdo a
linhagem C57BL/10 em todos os grupos. Porém, no grupo tratado com G-CSF houve um aumento da

imunomarcag¢@o contra e ipsilateral. Escala = 50um.
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4.13 Analise morfolégica do miisculo séleo em camundongos MDX tratados com G-CSF

Durante a andlise das fibras musculares em camundongos que niao foram submetidos a
axotomia do nervo isquidtico, pudemos observar que os camundongos MDX tratados com G-
CSF apresentaram uma maior porcentagem de fibras musculares normais em relagdo aos
camundongos que ndo foram submetidos ao tratamento, 55% e 46%, respectivamente (Figura
30). Consequentemente, a porcentagem de fibras regeneradas foi menor no grupo tratado (45%)
em relacdo aos camundongos ndo tratados (54%). Nos camundongos C57BL/10 ndao foram
observadas diferencgas na porcentagem de fibras normais (98% para o grupo tratado e 99% para o

grupo sem tratamento).

Sete dias apds a axotomia do nervo isquidtico as fibras musculares contra e ipsilateral
foram quantificadas. Durante a andlise ipsilateral, pudemos observar um efeito protetor do
farmaco sobre as fibras musculares, onde que os camundongos tratados apresentaram 62% de
fibras ndo afetadas pela degeneragdo, enquanto que, nos camundongos que nao foram tratados
com G-CSF foi observado 51% de fibras preservadas. Consequentemente, encontramos 38% de
fibras regeneradas em camundongos MDX tratados com G-CSF e 49% de fibras regeneradas em
camundongos MDX ndo submetidos ao tratamento com G-CSF. Nos camundongos C57BL/10
ndo constatamos diferencgas entre os grupos sem tratamento e tradados com G-CSF, onde que

apresentaram 95,7% e 95,6% de fibras normais, respectivamente (Figura 30).
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Figura 30: Coloracdo por H&E. Figuras A e C, mostrando musculo séleo da linhagem C57BL/10 submetida a
axotomia do nervo isquidtico sem tratamento, ipsilateral e contralateral, respectivamente; Figuras B e D, mostrando
musculo séleo da linhagem MDX submetida & axotomia do nervo isquidtico sem tratamento, ipsilateral e
contralateral, respectivamente; Figuras E e G, mostrando mdusculo séleo da linhagem C57BL/10 submetida a
axotomia do nervo isquidtico + G-CSF, ipsilateral e contralateral, respectivamente; Figuras B e D, mostrando
musculo séleo da linhagem MDX submetida a axotomia do nervo isquidtico + G-CSF, ipsilateral e contralateral,

respectivamente Figura I, quantificacdo da porcentagem de fibras normais entre as linhagens. Figura J, quantificacdo

da porcentagem de fibras regeneradas entre as linhagens. Escala = 20pm.
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4.14 Efeitos in vitro do tratamento G-CSF em culturas primarias de astrécitos

Para confirmar os efeitos diretos do G-CSF sobre as células gliais, culturas purificadas de
astrocitos provenientes de cortex cerebral de camundongos MDX e C57BL/10 neonatos foram
estabelecidas. Baseando-se na literatura, diferentes concentracdes de G-CSF foram utilizadas e
os resultados a respeito das curvas de crescimento (Figura 31) e expressao de GFAP (Figuras 32,
33 e 34), G-CSF (Figuras 35, 36 e 37) e MHC-I (Figuras 38, 39 e 40) foram documentados e
quantificados. Pudemos observar que astrécitos de camundongos MDX apresentaram uma taxa
de crescimento 50% maior em relacdo aos camundongos C57BL/10. Apés serem tratadas com as
doses de 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml e 1000 pg/ml durante sete dias, pudemos observar um
aumento mais intenso do nuimero de células nas duas linhagens, porém a linhagem MDX
apresentou um maior nimero de células em relacdo a linhagem C57BL/10. No quinto dia de
tratamento observamos, nas células da linhagem MDX tratadas com G-CSF, um pico na curva de
crescimento celular, sendo que, a partir desse ponto a curva de crescimento comegou a declinar
(Figura 18). A linhagem C57BL/10 apresentou uma curva linear de crescimento ao longo do
tratamento, exceto para a dosagem de 1000 pug/ml onde, a partir do quinto dia de tratamento,

houve um declinio do crescimento celular (Figura 31G).
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Figura 31. Curvas de crescimento celular. Figuras A e B representam as curvas de crescimento de todos os grupos
estudados nas linhagens C57BL/10 e MDX, respectivamente; Figura C, comparagdo das curvas de crescimento do
grupo controle para os camundongos C57BL/10 e MDX; Figura D, comparagdo das curvas de crescimento do grupo
tratado com 100 pg/ml para os camundongos C57BL/10 e MDX; Figura E, comparacdo das curvas de crescimento
do grupo tratado com 250 pg/ml para os camundongos C57BL/10 e MDX; Figura F, comparag@o das curvas de
crescimento do grupo tratado com 500 pug/ml para os camundongos C57BL/10 e MDX; Figura G, comparacio das

curvas de crescimento do grupo tratado com 1000 ug/ml para os camundongos C57BL/10 e MDX
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ApOs os trés primeiros dias de tratamento, pudemos observar uma maior expressao de
GFAP nos astrécitos dos grupos controle e tratado com 100 pg/ml na linhagem MDX, em
relagdo a linhagem C57BL/10, (MDX controle, 12118,15 £ 916,28; C57BL/10 controle, 9216,33
+ 805,05, p<0,05, média + erro padrao; MDX + 100 pg/ml, 14101,8 + 1043,28; C57BL/10 + 100
ug/ml, 11843,51 + 787,91, p<0,05: MDX + 250 ug/ml, 15191,72 + 704,97; C57BL/10 + 250
ug/ml, 13910,24 + 793,61, p>0,05: MDX + 500 ug/ml, 16475,93 + 418,81; C57BL/10 + 500
ug/ml, 14702,24 + 754,64, p>0,05: MDX + 1000 pg/ml, 18084,3 + 450,02; C5S7BL/10 + 1000
pug/ml, 1724424 + 650,33, p>0,05, Figura 32). Quando analisamos a expressdao de GFAP entre
os grupos tratados dentro da mesma linhagem pudemos observar um aumento da
imunorreatividade de forma gradual nas duas linhagens (MDX controle, 12118,15 + 916,28;
MDX + 100 pg/ml, 14101,8 £ 1043,28, p>0,05; MDX + 250 pg/ml, 15191,72 £ 704,97, p<0,01;
MDX + 500 pg/ml, 16475,93 + 418,81, p<0,001; MDX + 1000 pg/ml, 18084,3 + 450,02,
p<0,001, Figura 19K e C57BL/10 controle, 9216,33 + 805,05; C57BL/10 + 100 pg/ml, 11843,51
+ 787,91, p<0,05: C57BL/10 controle, 9216,33 + 805,05; C57BL/10 + 100 pg/ml, 11843,51 +
787,91, p<0,001; C57BL/10 + 250 pg/ml, 13910,24 + 793,61, p<0,001; C57BL/10 + 500 pg/ml,
14702,24 £ 754,64, p<0,001; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 17244,24 + 650,33, p<0,001; Figura

32K).

Ap6s 5 dias de cultivo celular e tratamento com G-CSF observamos que a linhagem
MDX apresentou aumento acentuado da expressdo de GFAP em todos os grupos analisados
(MDX controle, 15746,52 + 524,44; C5S7TBL/10 controle, 12947,62 + 667,27, p<0,01, média +
erro padrao: MDX + 100 pg/ml, 17358,58 + 592,03; C57BL/10 + 100 pug/ml, 14037,87 + 846,79,

p<0,01: MDX + 250 pg/ml, 19267,36 + 862,6; C57BL/10 + 250 pg/ml, 16049,17 + 895,15,
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p<0,01: MDX + 500 pg/ml, 22136,8 + 656,76; C57BL/10 + 500 pg/ml, 17032,87 + 507,58,
p<0,001: MDX + 1000 pg/ml, 20907,2 + 862,44; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 17296,49 + 3784,

p<0,001, Figura 32K).



134

MDX

C57BL/10

JTO0™ULNOD

3° DIA

C57BL/10

MDX

(=]
™

T
w
N




135

Figura 32 — Imunomarcacgdo anti-GFAP para células cultivadas durante trés dias. Figuras A e B, mostrando células
de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras C e D, mostrando
células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F, mostrando células
de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 pg/ml de G-CSF. Figuras G e H, mostrando células de
C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J, mostrando células de
C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise quantitativa da

densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50pm.
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Ao analisarmos a expressdo de GFAP entre os grupos dentro da mesma linhagem apds
cinco dias de tratamento pudemos observar um aumento acentuado da imunorreatividade, de
forma gradual, nas duas linhagens, sendo que na linhagem MDX esse aumento foi
substancialmente maior (MDX controle, 15746,52 + 524,44; MDX + 100 pg/ml, 17358,58 +
592,03, p>0,05; MDX + 250 pg/ml, 19267,36 + 862,; MDX + 500 pg/ml, 22136,8 + 656,76,
p<0,001; MDX + 1000 pg/ml, 20907,2 + 862,44, p<0,001 e C57BL/10 controle, 12947,62 +
667,27; C57BL/10 + 100 pg/ml, 14037,87 £ 846,79, p>0,05; C5S7TBL/10 + 250 pg/ml, 16049,17
+ 895,15, p<0,01; C57BL/10 + 500 pg/ml, 17032,87 + 507,58, p<0,001; C57BL/10 + 1000

ng/ml, 17296,49 + 378.4, p<0,001, Figura 33K).
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Figura 33 — Imunomarcagdo anti-GFAP para células cultivadas durante cinco dias. Figuras A e B, mostrando
células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras C e D,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 pug/ml de G-CSF. Figuras G e H,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise

quantitativa da densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50um.
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Apo6s sete dias de cultivo celular, a expressio de GFAP apresentou um aumento em
relagdo aos dias anteriores, porém pudemos observar somente aumento mais acentuado da
imunorreatividade entre os grupos controles (MDX controle, 17048,33 + 757,18; C57BL/10
controle, 15655,42 + 607,39, p>0,05, média + erro padrao: MDX + 100 pg/ml, 19964,22 +
1064,27; C5S7BL/10 + 100 pg/ml, 17382,72 + 462,65, p<0,05: MDX + 250 ug/ml, 216024 +
963,41; C57BL/10 + 250 pg/ml, 19654,31 + 950,37, p>0,05: MDX + 500 pg/ml, 23082,55 +
525,8; C57BL/10 + 500 pg/ml, 20765,96 + 991,78, p>0,05: MDX + 1000 pg/ml, 22194,21 +
840,82; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 19742,26 + 1205,86, p>0,05, Figura 34K). A andlise entre os
grupos na linhagem MDX apresentou um aumento mais intenso entre os grupos tratados (MDX
controle, 17048,33 + 757,18; MDX + 100 pg/ml, 19964,22 + 1064,27, p<0,05; MDX + 250
pug/ml, 21602,4 £ 963,41, p<0,01; MDX + 500 pg/ml, 23082,55 + 525,8, p<0,001; MDX + 1000

ng/ml, 22194,21 + 840,82, p<0,001, Figura 34K).

Na linhagem C57BL/10 observamos, adicionalmente, aumento da expressao de GFAP
apos sete dias de tratamento (C57BL/10 controle, 15655,42 + 607,39; C57BL/10 + 100 pg/ml,
17382,72 + 462,65, p<0,05; C57BL/10 + 250 ug/ml, 16049,17 + 895,15, p>0,01; C57BL/10 +
500 pg/ml, 17032,87 + 507,58, p>0,001; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 17296,49 + 378.4, p>0,01

Figura 34K).
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Figura 34 — Imunomarcacio anti-GFAP para células cultivadas durante sete dias. Figuras A e B, mostrando células
de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras C e D, mostrando
células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F, mostrando células
de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 pg/ml de G-CSF. Figuras G e H, mostrando células de
C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J, mostrando células de
C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise quantitativa da

densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50pm.
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A andlise da imunorreatividade para o receptor de G-CSF revelou que a linhagem
C57BL/10 apresentou uma expressdo significativamente maior dessa molécula em todos os
grupos, em relagdo a linhagem MDX (MDX controle, 2734,04 + 251,97; C57BL/10 controle,
11837,17 £ 1153,47, p<0,001, média + erro padrao: MDX + 100 ug/ml, 6006,82 + 195,31;
C57BL/10 + 100 pg/ml, 15518,81 + 1376,1, p<0,001: MDX + 250 pg/ml, 8472,3 + 515,79;
C57BL/10 + 250 pg/ml, 16204,35 + 832,43, p<0,001: MDX + 500 pg/ml, 10102,6 + 318,22;
C57BL/10 + 500 pg/ml, 1849422 + 917,24, p<0,001: MDX + 1000 pg/ml, 11350,41 + 268,26;
C57BL/10 + 1000 pg/ml, 18972,91 + 467,78, p>0,001, Figura 35K). Entre os grupos da mesma
linhagem, observamos um aumento mais intenso para camundongos MDX (MDX controle,
2734,04 +251,97; MDX + 100 pg/ml, 6006,82 + 195,31, p<0,001; MDX + 250 pg/ml, 8472,3 +
515,79, p<0,001; MDX + 500 pg/ml, 10102,6 + 318,22, p<0,001; MDX + 1000 pg/ml, 11350,41
+ 268,26, p<0,001, Figura 35K). Enquanto que nos camundongos C57BL/10 obteve-se um
menor aumento, comparativamente aos camundongos MDX (C57BL/10 controle, 11837,17 +
1153,47; C57BL/10 + 100 pg/ml, 15518,81 £ 1376,1, p<0,05; C57BL/10 + 250 pg/ml, 16204,35
+ 832,43, p<0,01; C57BL/10 + 500 pg/ml, 18494,22 + 917,24, p<0,001; C57BL/10 + 1000

ug/ml, 18972,91 + 467,78, p>0,001, Figura 35K).
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Figura 35 — Imunomarcagdo anti-receptor de G-CSF para células cultivadas durante trés dias. Figuras A e B,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras
C e D, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 ug/ml de G-CSF. Figuras G e H,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise

quantitativa da densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50um.
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Cinco dias apds o inicio do tratamento o aumento continuou sendo mais intenso nos
camundongos MDX, os quais apresentam menor reatividade no grupo controle (MDX controle,
9665,13 + 355,43; C57BL/10 controle, 14531,3 + 658,13, p<0,001, média + erro padrao: MDX +
100 pg/ml, 12865,26 + 805,07; CS7BL/10 + 100 pg/ml, 17072,81 £ 939,78, p<0,001: MDX +
250 pg/ml, 14336,65 + 473,38; C57BL/10 + 250 pg/ml, 18606,7 + 490,96, p<0,001: MDX + 500
ug/ml, 15707,23 + 760,43; C57BL/10 + 500 pg/ml, 19449,92 + 838,97, p<0,001: MDX + 1000
ug/ml, 17791,26 + 1187,8; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 20038,87 + 306,28, p<0,05, Figura 36K).
Entre os grupos da mesma linhagem continuamos a observar um maior delta de aumento na
expressdo de G-CSF para camundongos MDX (MDX controle, 9665,13 + 355,43; MDX + 100
ug/ml, 12865,26 + 805,07, p<0,01; MDX + 250 pug/ml, 14336,65 + 473,38, p<0,001; MDX +
500 pg/ml, 15707,23 + 760,43, p<0,001; MDX + 1000 pg/ml, 17791,26 + 1187,8, p<0,001,
Figura 36K). Porém, os camundongos C57BL/10 continuaram a apresentar maior expressao de
receptor de G-CSF em relacdo aos camundongos MDX (C57BL/10 controle, 14531,3 + 658,13;
C57BL/10 + 100 pg/ml, 17072,81 £ 939,78, p<0,05; C57BL/10 + 250 ug/ml, 18606,7 + 490,96,
p<0,001; C57BL/10 + 500 pg/ml, 19449,92 + 838,97, p<0,001; C57BL/10 + 1000 pg/ml,

20038,87 + 306,28, p<0,001, Figura 36K).
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Figura 36 — Imunomarcacio anti-receptor de G-CSF para células cultivadas durante cinco dias. Figuras A e B,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras
C e D, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 ug/ml de G-CSF. Figuras G e H,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise

quantitativa da densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50um.
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Sete dias apds o inicio do tratamento pudemos observar aumento mais intenso da
expressdo de receptor de G-CSF na linhagem MDX, porém a reatividade ainda esteve abaixo em
comparacdo a linhagem C57BL/10 (MDX controle, 14830,81 + 273,31; C57BL/10 controle,
19162,87 + 564,02, p<0,001, média + erro padrio: MDX + 100 pug/ml, 17344,03 + 823,44,
C57BL/10 + 100 pg/ml, 21775,0 £ 303,05, p<0,001: MDX + 250 pg/ml, 19140,07 + 1063,79;
C57BL/10 + 250 pg/ml, 21303,79 + 272,67, p<0,05: MDX + 500 pg/ml, 21228,61 + 897,65;
C57BL/10 + 500 pg/ml, 23259,08 + 971,61, p>0,05: MDX + 1000 pg/ml, 21483,65 + 683,59;
C57BL/10 + 1000 pg/ml, 24342,37 + 765,99, p<0,01, Figura 37K). Sete dias apds o inicio do
tratamento pudemos observar que a linhagem MDX apresentou maior delta de aumento da

expressdo de receptor de G-CSF em relacdo aos camundongos C57BL/10 (MDX controle,

+

14830,81 + 273,31; MDX + 100 pg/ml, 17344,03 + 823,44, p<0,05; MDX + 250 pg/ml,

19140,07 + 1063,79, p<0,01; MDX + 500 pg/ml, 21228,61 + 897,65, p<0,001; MDX + 1000

+

pug/ml, 21483,65 + 683,59, p<0,001, Figura 37K). Mesmo com esse aumento, os camundongos
C57BL/10 apresentaram maior expressao de receptor de G-CSF ao final de sete dias (C57BL/10
controle, 19162,87 + 564,02; C57BL/10 + 100 pg/ml, 21775,0 + 303,05, p<0,01; C57BL/10 +
250 pg/ml, 21303,79 + 272,67, p<0,05; C5S7BL/10 + 500 pg/ml, 23259,08 + 971,61, p>0,001;

C57BL/10 + 1000 pg/ml, 24342,37 + 765,99, p<0,001, Figura 37K).
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Figura 37 — Imunomarcacdo anti-receptor de G-CSF para células cultivadas durante sete dias. Figuras A e B,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras
C e D, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 ug/ml de G-CSF. Figuras G e H,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise

quantitativa da densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50um.
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A andlise da expressao de MHC-I demonstrou uma menor reatividade nos camundongos
MDX (MDX controle, 4180,63 + 389,56; C57BL/10 controle, 8952,9 + 387,91, p<0,001, média
+ erro padrao: MDX + 100 pg/ml, 7819,18 + 841,83; C57BL/10 + 100 pg/ml, 11858,32 +
1131,08, p<0,001: MDX + 250 pg/ml, 9208,64 + 458,86; C57BL/10 + 250 ug/ml, 12789,89 +
1054,15, p<0,001: MDX + 500 pg/ml, 10640,94 + 259,54; C57BL/10 + 500 pug/ml, 13032,82 +
993,3, p<0,05: MDX + 1000 pg/ml, 11460,29 + 515,48; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 14173,18 +
714,83, p<0,01, Figura 38K). Quando analisamos cada dose de tratamento com o grupo controle
pudemos observar que o G-CSF promoveu um aumento na reatividade da expressio de MHC-I
nos camundongos MDX (MDX controle, 4180,63 + 389,56; MDX + 100 pg/ml, 7819,18 +
841,83, p<0,0016; MDX + 250 pug/ml, 9208,64 + 458,86, p<0,001; MDX + 500 pg/ml, 10640,94
+ 259,54, p<0,001; MDX + 1000 pg/ml, 11460,29 + 515,48, p<0,001, Figura 38K). Os
camundongos C57BL/10 apresentaram maior imunorreatividade para MHC-I em relacdo aos
camundongos MDX (C57BL/10 controle, 8952,9 + 387,91; C57BL/10 + 100 pg/ml, 11858,32 +
1131,08, p<0,05; C57BL/10 + 250 pg/ml, 12789,89 + 1054,15, p<0,01; C57BL/10 + 500 pg/ml,

13032,82 +993,3, p<0,01; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 24342,37 + 765,99, p<0,001, Figura 38K).
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Figura 38 — Imunomarcagdo anti-MHC-I para células cultivadas durante trés dias. Figuras A e B, mostrando células
de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle. Figuras C e D, mostrando
células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-CSF, Figuras E e F, mostrando células
de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 pg/ml de G-CSF. Figuras G e H, mostrando células de
C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pug/ml de G-CSF. Figuras I e J, mostrando células de
C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000 pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise quantitativa da

densidade integrada de pixels entre os grupos das linhagens. Escala = 50pm.
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Cinco dias apds o inicio do tratamento pudemos observar uma maior reatividade para o

+

MHC-I nas duas linhagens em relacdo ao terceiro dia (MDX controle, 6926,66 + 747,77,

C57BL/10 controle, 12861,87 + 668,77, p<0,001: MDX + 100 pg/ml, 9054,13 + 745,15;

+

C57BL/10 + 100 pg/ml, 15013,76 + 1305,79, p<0,001: MDX + 250 pug/ml, 12915,22 + 857,43;
C57BL/10 + 250 pg/ml, 18150,47 + 836,75, p<0,001,: MDX + 500 pg/ml, 12956,01 + 386,24;
C57BL/10 + 500 pg/ml, 19250,3 £ 1103,51, p<0,001: MDX + 1000 pg/ml, 13117,61 + 285,69;
C57BL/10 + 1000 pg/ml, 19812,37 + 645,73, p<0,001, Figura 39K). A anélise entre os grupos
da linhagem MDX demonstrou aumento da imunorreatividade de MHC-I apds tratamento com
G-CSF (MDX controle, 6926,66 + 747,77; MDX + 100 pg/ml, 9054,13 + 745,15, p<0,05; MDX
+ 250 pg/ml, 12915,22 + 857,43, p<0,001; MDX + 500 pg/ml, 12956,01 + 386,24, p<0,001;
MDX + 1000 pg/ml, 13117,61 + 285,69, p<0,001, Figura 39K). Também foi evidenciado
aumento da imunorreatividade para MHC-I nos camundongos C57BL/10 apds cinco dias de
tratamento (C57BL/10 controle, 12861,87 + 668,77; C57BL/10 + 100 pg/ml, 15013,76 +
1305,79, p>0,05; C57BL/10 + 250 pg/ml, 18150,47 + 836,75, p<0,001; C57BL/10 + 500 pg/ml,
19250,3 + 1103,51, p<0,001; C57BL/10 + 1000 pg/ml, 19812,37 + 645,73, p<0,001, Figura

39K).
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Figura 39 — Imunomarcacido anti-MHC-I para células cultivadas durante cinco dias. Figuras A e B,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle.
Figuras C e D, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-
CSF, Figuras E e F, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 pg/ml de
G-CSF. Figuras G e H, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pg/ml
de G-CSF. Figuras I e J, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000
pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise quantitativa da densidade integrada de pixels entre os grupos das

linhagens. Escala = 50pm.
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A imunorreatividade continuou a aumentar sete dias apds o inicio do tratamento, sendo
mais evidenciado nos camundongos C57BL/10 (MDX controle, 9233,68 + 318,3; C57BL/10
controle, 14779,12 + 545,17, p<0,001: MDX + 100 pg/ml, 11070,9 £ 1102,41; C57BL/10 + 100
ug/ml, 16364,46 + 486,16, p<0,001,: MDX + 250 pg/ml, 13064,47 + 721,92; C57BL/10 + 250
ug/ml, 19425,79 + 1090,72, p<0,001, ,: MDX + 500 pg/ml, 13236,89 + 1061,4; C57BL/10 + 500
ug/ml, 19004,06 £ 610,76, p<0,001,: MDX + 1000 pg/ml, 9274,19 + 487,34; C57BL/10 + 1000

ug/ml, 18464,49 + 754,93, p<0,001, Figura 40K).

A andlise entre 0s grupos mostrou que o tratamento continuo promoveu um aumento da
expressdao de MHC-I nas duas linhagens nas dosagens de 100 pg/ml, 250 pg/ml e 500 pg/ml. Na
dosagem de 1000 pg/ml pudemos observar uma reducdo na imunorreatividade de MHC-I nas
duas linhagens (MDX controle, 9233,68 + 318,3; MDX + 100 pg/ml, 11070,9 + 1102,41,
p>0,05; MDX + 250 pg/ml, 13064,47 + 721,92, p<0,01; MDX + 500 pg/ml, 13236,89 + 1061,4,
p<0,01; MDX + 1000 pg/ml, 9274,19 + 487,34, p>0,05 e C57BL/10 controle, 14779,12 +
545,17; C57BL/10 + 100 pg/ml, 16364,46 + 486,16, p>0,05; C5S7TBL/10 + 250 pg/ml, 19425,79
+ 1090,72, p<0,001; C57BL/10 + 500 pg/ml, 19004,06 + 610,76, p<0,001; C57BL/10 + 1000

ug/ml, 18464,49 + 754,93, p<0,01, Figura 40K).



158

C57BL/10
I

7° DIA

[
T 9
7 I X

7 " N
- 9,
_| 2,
%
%
%

T
(=] o] o Yol o
N

MDX

25

(:01X) sjexid ap epeibajul apepisuaq

X
[m]
@ = @
(1] 0S¢ 00S

T10MINOD
I-OHIN

C57BL/10

0001



159

Figura 40 - Imunomarcagdo anti-MHC-I para células cultivadas durante sete dias. Figuras A e B,
mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, sem tratamento, definidas como grupo controle.
Figuras C e D, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 100 pg/ml de G-
CSF, Figuras E e F, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 250 pg/ml de
G-CSF. Figuras G e H, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 500 pg/ml
de G-CSF. Figuras I e J, mostrando células de C57BL/10 e MDX, respectivamente, tratadas com 1000
pg/ml de G-CSF. Figura K, andlise quantitativa da densidade integrada de pixels entre os grupos das

linhagens. Escala = 50pm.
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5. DISCUSSAO

A maior parte dos estudos sobre a Distrofia Muscular de Duchenne estd voltada,
exclusivamente, para o sistema muscular. Em um desses estudos, PASTORET & SEBILLE
(1995) investigaram os ciclos de degeneracao/regeneracdo muscular, a partir da segunda semana
até 104 semanas de vida nos camundongos MDX, um dos modelos animais para estudo da
doenca. Seus resultados mostraram que j4 na segunda semana de vida algumas anormalidades
sdo encontradas nas fibras de misculos como tibial anterior (MTA), musculo extensor longo dos
dedos (MELD), miusculo plantar longo (MPL) e musculo séleo (MS). Dentre tais alteracdes
estavam pequenos focos dispersos de fibras musculares com degeneracdo cercados por
infiltrados celulares, fibras musculares “palidas” e pequenos grupos de fibras musculares
regeneradas com nucleo celular central. Ja na terceira semana de vida essas anormalidades se
tornaram evidentes e disseminadas em todos os miusculos estudados por esses autores. Esses
mesmos autores mostraram que na sexta semana de vida os musculos dos membros posteriores
apresentam por volta de 50% de suas fibras musculares com nticleos ndo periféricos € que na
oitava semana de vida todos os musculos, em camundongos MDX, apresentavam fibras
hipertrofiadas coexistindo com focos de pequenas fibras em vdrios estigios de maturacdo,

proporcionando um aumento na variedade do didmetro das fibras musculares.

No SNC, a expressdao da distrofina foi demonstrada por HUARD et al. (1992) no
cerebelo, no cortex cerebral, no hipocampo e na medula espinal de humanos e macacos. No
entanto, LIDOV et al. (1993) demonstraram que em camundongos normais a distrofina é

expressa em maior quantidade nos neur6nios do cortex cerebral e nas células de Purkinje.
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MYATAKE et al. (1991) propdem que a distrofina influencia na estabilidade da membrana
celular e, também, contribui para o transporte intracelular. Em outro estudo, SBRICCOLI et al.
(1995) estudaram a arquitetura do tracto cortico-espinal nos camundongos MDX com trés meses
de idade. Os resultados mostraram que ndo havia diferenc¢a na distribuicao das fibras desse tracto
entre as linhagens MDX e C57BL/10. Porém, o niimero absoluto de axdnios na linhagem MDX

constatado foi menor em relagdo ao grupo controle.

Tendo-se em vista as possiveis repercussdes do processo de degeneracdo/regeneracao
muscular no microambiente medular, o tratamento prévio e apds a axotomia do nervo isquidtico
com G-CSF foi abordado no presente estudo no intuito para reestabelecer a homeostasia do
microambiente medular e, posteriormente, podermos analisar a capacidade regenerativa dos
motoneurdnios alfa medulares. Assim, camundongos MDX foram submetidos a tratamento
diario com G-CSF, através de doses subcutaneas de 200 pg/kg/dia, durante sete dias antes e sete
dias apds a axotomia unilateral do nervo isquidtico com o intuito de analisar os possiveis efeitos
neuroprotetor e antiinflamatorio deste farmaco no sistema nervoso central, periférico e muscular
esquelético. Através da sua farmacodindmica no organismo, alguns trabalhos t€ém demonstrado
que o G-CSF possui uma surpreendente atividade no SNC, como por exemplo, efeito
neuroprotetor (ZAVALA et al., 2002; SCHABITZ et al., 2003; GIBSON et al., 2005; HENZE et
al., 2005; PITZER et al., 2008), angiogénico (LEE et al., 2005) e antiapoptdtico (SCHNEIDER
et al., 2005; SOLAROGLU et al., 2006; NISHIO et al., 2007). No sistema muscular, alguns
estudos tém demonstrado que o G-CSF diminui os efeitos inflamatérios e, consequentemente,

promove uma melhora na fun¢do motora (SUGANO et al., 2005; BALDO et al., 2008).
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A axotomia do nervo isquidtico € um modelo experimental bem estabelecido para o
estudo da correlagdo entre reatividade glial e a resposta neuronal a lesdo ao nivel da coluna
anterior da medula espinal (LUNDBERG et al., 2001). Isso se deve ao fato de que neste modelo
de lesdo, em particular, os tnicos elementos diretamente afetados pela lesdo sdao os axonios dos
neurdnios medulares. Assim, todas as alteracOes observadas nas adjacéncias dos corpos dos
motoneurdnios, incluindo-se a astrogliose reativa e a ativacdo das moléculas de MHC 1, sdo

reflexo de uma direta comunica¢io neuronio/glia.

A axotomia distal também induz de forma direta, adicionalmente a ativacao astroglial, a
retracdo dos terminais pré-sindpticos em contato com o corpo celular e dendritos de
motoneurdnios alfa medulares (BRANNSTROM & KELLERTH, 1998: ALDSKOGIUS et al.,
1999). Essa retragdo € mais intensa nos terminais que fazem sinapse com o corpo celular dos
motoneurdnios (BRANNSTROM & KELLERTH, 1998) e ocorre na fase aguda da lesdo, sendo
influenciadas pela alteracdo do estado fisiolégico dos neurdnios que passam de um estado de
transmissdo para uma condi¢do de sobrevivéncia e regeneracdo (PIEHL er al., 1998). REIER et
al. (1989), propuseram que os astrocitos atuam como barreira fisica ao crescimento dos axonios
através da formacdo do tecido cicatricial, porém podem promover a sua regeneracao liberando
fatores neurotréficos (BABA, 1998). Portanto, os astrécitos tém influéncia direta dindmica dos
contatos sindpticos (WALZ, 1989: ARAQUE & PEREA, 2004), podendo, assim, interferir nos

processos de reorganizagdo sindptica apos uma lesdo (ALDSKOGIUS et al., 1999).

Os resultados de imunohistoquimica e de microscopia eletronica de transmissao

demonstraram que a reatividade glial varia entre as duas linhagens estudadas. Nos experimentos
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de imunoistoquimica, no grupo contralateral sem lesdo/sem tratamento, observamos um
aumento, de aproximadamente 35%, da imunorreativade para GFAP nos camundongos MDX em
relagdo aos camundongos C57BL/10. Ipsilateral a lesdo, nos camundongos axotomizados sem
tratamento, houve um aumento acentuado na reatividade astrocitaria (GFAP), em relacdo ao
grupo contralateral, nas duas linhagens estudadas. Nesse aspecto, os experimentos de
imunoistoquimica revelaram que, no grupo MDX contralateral sem tratamento, foi evidenciada
uma maior atividade dos astrécitos, demonstrada por uma astrogliose na regido dos
motoneurdnios alfa-medulares. Esse aumento foi de aproximadamente 31% em relagdo ao
mesmo grupo da linhagem C57BL/10. Quando os camundongos foram tratados com G-CSF, a
imunomarcacio contralateral apresentou-se aumentada, sendo que os camundongos MDX
continuaram com maior expressao em relacdo aos camundongos C57B1/10, em torno de 24%.

Ipsilateral, esse aumento foi de 31% em relacdo a linhagem C57BL/10.

Ao analisarmos o grupo contralateral + G-CSF com os grupos contralateral sem
tratamento e contralateral + placebo, foi possivel observar que houve um aumento da expressao
de GFAP nas duas linhagens, sendo que nos camundongos MDX esse aumento foi de,
aproximadamente, 43% em relacdo ao grupo sem tratamento e de 53% em relacdo ao grupo
placebo. Na linhagem C57BL/10 pudemos notar um aumento aproximado de 45% em relacdo ao
grupo sem tratamento e 54% em relagdo ao grupo placebo. Ipsilateral a lesdo houve um aumento
de, aproximadamente, 44% em relacdo ao grupo sem tratamento e de 59% em relacido ao grupo
placebo, nos camundongos MDX. Na linhagem C57BL/10 pudemos notar um aumento de 43%
em relacdo ao grupo sem tratamento e 60% em relacdo ao grupo placebo. Alguns trabalhos

mostram que os astrécitos e microglia possuem papel negativo na plasticidade sindptica e
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regeneracdo nervosa apods lesdo nervosa (ALDSKOGIUS ef al, 1999; EMIRANDETTI et
al,2006). Porém, novas evidéncias demonstram que os astrocitos desempenham papel positivo
durante a regeneracdo nervosa (BARRETO er al, 2011), como por exemplo, neuroprotecao
(NEDERGAARD & DIRNAGL, 2005) reestabelecimento da barreira hematoencefalica (DEL
ZOPPO, 2009; KAUR & LING, 2008), absorcao de ions potassio (WALZ, 2000; BARRETO et
al.,2011), regulagcdo nos niveis de glutamato (OUYANG et al., 2007), producdo e secrecdo de
fatores antioxidantes (ANDERSON & SWANSON, 2000; DRINGEN, 2000; DRINGEN &
GUTTERER, 2000; LINDENAU et al., 2000; SIMS et al., 2004; SWANSON et al., 2004) e
secrecao de fatores neurotréficos (RIDET et al., 199771). Nossos resultados estdo de acordo com
trabalho anterior (KODA et al., 2007), onde os autores demonstraram maior expressao de GFAP
apods lesdo da medula espinal em camundongos tratados com G-CSF. Tais resultados indicam
que a reatividade glial estimulada pelo tratamento com G-CSF, pode ter um papel importante na

reorganizacdo do microambiente medular, especialmente em camundongos MDX.

No entanto, ao analisarmos a razdo ipsi/contralateral uma semana apds a axotomia do
nervo isquidtico, pudemos constatar que ndo houve diferenca significativa entre as linhagens
pesquisadas. Apesar da ndo diferenga estatistica entre as razdes ipsi/contralateral entre as duas
linhagens, sugerimos que a linhagem MDX apresente uma maior resposta astrocitdria em relacao
a linhagem C57BL/10 levando-se em conta a diferenca de astrogliose entre os lados ipsi e
contralateral de cada linhagem. Essa diferenca ficou mais evidenciada nos camundongos tratados

com G-CSF.
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Com o intuito de confirmar os nossos resultados de imunoistoquimica, foram realizadas
culturas primdrias de astrécitos provenientes do cortex cerebral de neonatos. Os resultados
mostraram que os camundongos MDX apresentaram uma reatividade astroglial mais intensa em
relagdo aos camundongos C57BL/10. Essa atividade ficou mais evidenciada quando tratamos as
células com G-CSF. A partir de doses crescentes e de dias de crescimento, vimos que o G-CSF,
além de possuir um efeito mitético, tem a capacidade de estimular a expressao de proteinas como
GFAP, MHC e receptor de G-CSF. Porém, pudemos constatar que o tratamento prolongado com
0 G-CSF pode promover citotoxicidade, como ficou evidenciado nas células tratadas com G-CSF

durante sete dias consecuctivos.

Também pudemos constatar que apds a axotomia do nervo isquidtico houve um aumento
mais intenso na expressio de IBA-1, principalmente apds tratamento com G-CSF em
camundongos MDX. Recentes estudos demonstraram que a microglia é capaz de estimular a
producdo de fatores neutréficos apds lesdo no SNC, exercendo fungdo ativa no processo
regenerativo e de reparacdo do tecido nervoso lesado (BATCHELOR et al., 2002), estimulando a
producdo de citocinas anti-inflamatdrias e fatores de crescimento (TNF- B), tendo, assim, papel
neuroprotetor (STREIT, 2005; HANISCH & KETTENMANN, 2007). CULHEIM & THAMS
(2007) sugeriram que a reatividade microglial e a expressio de MHC-I possuem papel
fundamental no processo de retracdo e eliminacao sindptica apds lesdo nervosa periférica. Isto foi
comprovado em nosso laboratério, que demonstrou tal correlacdo apds axotomia do nervo
isquidtico, analisando a dindmica sindptica nos motoneur6nios alfa medulares (EMIRANDETTI

et al., 2010)
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O fato dos camundongos MDX apresentarem niveis basais de GAFP superiores aos
camundongos C57/BL10 sugere que a evolucdo da doenca repercute diretamente no
microambiente medular, resultando em modificagdes importantes na citoarquitetura dos circuitos
medulares. Acreditamos que tais alteragdes, contribuam para o aparecimento da astrogliose
reativa observada nos camundongos sem lesao/sem tratamento e tratados com G-CSF (Figura 8),
bem como contralateralmente nos camundongos axotomizados sem tratamento e tratados com G-

CSF (Figura 9).

A andlise ultraestrutural das adjacéncias da membrana de motoneurdnios alfa demonstrou
a presenca de processos de eliminagcdo sindptica nos camundongos MDX sem lesdo/sem
tratamento e MDX contralateral e ipsilateral sem tratamento. Nos grupos ipsilateral sem
tratamento, as duas linhagens apresentaram acentuada retracdo sindptica, sendo que nos
camundongos MDX a eliminacdo sindptica foi menor ao se avaliar previamente a porcentagem
de cobertura sindptica e apds a axotomia do nervo isquidtico (MDX — 18% e C57/BL10 — 31%,
aproximadamente). Este fato demonstra que, além da eliminagdo sindptica resultante da evolucao
da doencga, os camundongos MDX provavelmente apresentam um menor potencial de resposta a
uma les@o nervosa periférica. Porém, ao analisarmos os grupos tratados com G-CSF, pudemos
observar uma preservagdo da porcentagem de cobertura sindptica total. Nos camundongos MDX
essa preservacao ficou mais evidente no grupo ipsilateral + G-CSF, em torno de 30% maior em
relacdo a linhagem MDX ipsilateral sem tratamento e 20% nos camundongos C57BL/10
ipsilateral + G-CSF em relagdo ao grupo C57BL/10 ipsilateral sem tratamento. A andlise
contralateral dos camundongos MDX tratados com G-CSF com os camundongos MDX sem

tratamento nao apresentou diferenca significativa, porém pudemos observar que os terminais pré-
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sindpticos, nos camundongos tratados com G-CSF, ndo apresentaram muitas retracdes parciais
em relacdo aos camundongos MDX sem tratamento. Portanto, pudemos supor que o G-CSF
promoveu um efeito neuroprotetor no microambiente medular durante o curso da distrofia
muscular de Duchenne. Essa neuroprotecdo foi refletida na preservacdo dos circuitos dos

motoneurdnios medulares e na redu¢ido no nimero de terminais parcialmente retraidos.

A andlise quantitativa da porcentagem de cobertura sindptica para cada tipo de terminal
pré-sindptico revelou que ha uma diminui¢do significativa de terminais inibitdrios (Tipo F) e
excitatdrios (Tipo S) em nos grupos sem tratamento da linhagem MDX (sem lesdo, contralateral
e ipsilateral) em relagdo aos mesmos grupos da linhagem C57/BL10. Ainda, tendo-se em vista as
diferencas entre os grupos estudados, notamos uma diferenca entre a perda de cobertura para os
terminais F e S antes e apds a axotomia do nervo isquidtico, sendo os do tipo S mais retraidos.
Nos camundongos tratados com G-CSF, notamos uma maior porcentagem de cobertura de
terminais do tipo F, aproximadamente 68% na linhagem MDX e 63% na linhagem C57BL/10.
Por outro lado pudemos observar uma reducio significativa da porcentagem de cobertura de
terminais do tipo S apds a axotomia do nervo isquidtico nos camundongos C57BL/10 tratados
com G-CSF (em torno de 48%) e, nos camundongos MDX, aproximadamente 10%. Nesse
aspecto, nossos resultados estio de acordo com SCHABITZ er al (2003) onde os autores
demonstraram que o G-CSF reduz os efeitos citotdxicos induzidos por glutamato. Esses fatos nos
indicam que o tratamento com G-CSF pode ser capaz de promover uma seletividade no processo
de eliminagdo sindptica, dando preferéncia na manuten¢do do contato sindptico dos terminais
tipo F (inibitérios). Nesse sentido, pudemos sugerir que o tratamento com G-CSF promoveu, aos

neuronios afetados pela lesdo periférica, um microambiente propicio para a regeneracio axonal.
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Completando a andlise ultraestrutural, quantificamos a quantidade do ndmero de
terminais pré-sindpticos/100um em aposi¢do com a membrana neuronal. Pudemos constatar que
nos camundongos tratados houve uma menor perda de contato sindptico em relacdo aos
camundongos sem tratamento, principalmente na linhagem MDX. Logo, pudemos sugerir que o
tratamento prévio com G-CSF proporcionou uma neuroprotecdo ao microambiente medular
durante o curso da distrofia muscular de Duchenne. Tal efeito protetivo se refletiu na
preservacdo dos circuitos medulares, bem como na reducdo do nimero de sinapses parcialmente

retraidas.

A maior imunorreatividade de GFAP nos camundongos sem lesdo/sem tratamento e
ipsilateral sem tratamento demonstra que, além da perda sindptica resultante da evolugdo da
doenca, os camundongos MDX provavelmente apresentam um menor potencial de resposta a
uma lesdo nervosa periférica. Tal fato pode estar relacionado ao fato desses camundongos
apresentarem uma menor expressao de MHC 1. Pudemos constatar que os camundongos MDX
apresentaram menor expressao de MHC-I nas culturas primadrias de astrdcitos. O tratamento com
G-CSF promoveu um aumento mais acentuado da expressio de MHC-I nos astrocitos de
camundongos MDX. Porém, camundongos C57BL/10 também apresentaram aumento acentuado
da expressao de MHC-I, sendo que esse aumento foi significativamente maior em relacdo aos
camundongos MDX. Portanto, pudemos sugerir que o G-CSF possui, possivelmente, papel de
agente regulador de MHC-I nos astrdcitos. Estudos mais detalhados deverdo ser realizados para

tentar saber de que forma o G-CSF interfere na expressdo de proteinas como MHC-I e GFAP.
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Sugerimos que a maior intensidade da reacao astroglial nos camundongos MDX, antes e
sete dias apds a axotomia do nervo isquidtico, esteja envolvida diretamente aos ciclos de
degeneracdo/regeneracdo muscular que esses camundongos sofrem a partir da segunda semana
de vida (PASTORET & SEBILLE, 1995), os quais podem promover uma situagcdo semelhante, e
menos intensa, a de uma axotomia periférica, quando ha desconexado parcial do nervo periférico

na placa neuromuscular durante o processo de degeneracdo muscular.

A comunicacdo entre neurdnio e glia, por intermédio da sinalizacio de MHC I,
provavelmente envolve receptores que podem ser capazes de traduzir o sinal do MHC I para os
neurdnios e, também, para os astrécitos e microglia. Procurando entender o papel funcional das
moléculas de MHC 1 no SNC, especificamente na plasticidade e na regeneracdo sindptica de
neurdnios em camundongos adultos, OLIVEIRA et al. (2004), realizaram a transeccdo do nervo
isquidtico em camundongos deficientes para a expressdo da proteina microglobulina -2, uma
subunidade do complexo de MHC 1. Neste trabalho, os autores demonstraram que o MHC 1
possui papel importante para a manutengdo seletiva dos terminais inibitérios em aposicao aos
neurdnios axotomizados. A auséncia ou uma menor expressdo de MHC I resulta em nao
seletividade de retragdo dos botdes pré-sindpticos, diminuindo, assim, o potencial regenerativo
dos neuro6nios lesionados (OLIVEIRA er al., 2004). Tal fato estd de acordo com o evidenciado
na linhagem MDX, tendo-se em vista a perda sindptica relativa apds a axotomia do nervo
isquidtico, como demonstrada anteriormente. Semelhantemente, SABHA et al. (2008),
demonstraram que a menor expressdo de MHC I em camundongos C57/BL6J resulta numa
menor capacidade regenerativa em relacdo aos camundongos A/J, que apresentaram uma maior

expressao de MHC 1. Neste aspecto, € possivel sugerir que os camundongos MDX apresentem
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um menor potencial regenerativo axonal apds lesdes periféricas, reflexo da evolucdo da doenga

associada a uma menor capacidade de expressar MHC 1.

Tal hipdtese foi testada através do esmagamento do nervo isquidtico, seguido pela andlise
da recuperacdo motora pelo “CatWalk TM” (Noldus Information Technology). A curva de
recuperagdo motora manteve-se similar entre as duas linhagens. Os resultados demonstraram que
os camundongos MDX sem tratamento, tratados com placebo e tratados com G-CSF apresentam
déficit motor mais acentuado em relagdo aos camundongos C57BL/10 antes mesmo da lesdo
(aproximadamente 92% menor no grupo sem tratamento, 80% menor no grupo placebo e 57%
menor no grupo tratado. O tratamento com G-CSF promoveu uma melhora significativa na
fun¢@o motora nos camundongos MDX, em torno de 20%, antes mesmo da lesdo em relacio ao
grupo sem tratamento e 15% em relagdo ao grupo placebo. Essa melhora foi constante durante as
trés semanas de andlise funcional e, no final do experimento, foi de 20% em relacdo ao grupo
sem tratamento e de 15% em relacdo ao grupo placebo. Pudemos sugerir que a reducdo da
fun¢do motora na linhagem MDX pode estar relacionada diretamente aos ciclos de degeneracao
muscular que afetam, de forma direta, as juncdes neuromusculares ao nivel dos sarcolemas. E
assim, consequentemente a diminui¢do do nimero de jungdes neuromusculares, hd uma reducdo
de fibras musculares para a realizacdo de movimentos, alterando a fung¢do motora nesses
camundongos. Tais observacdes estdo de acordo com a andlise morfolégica do musculo séleo,
que demonstrou uma reducdo significativa no nimero de fibras regeneradas e uma aumento no
nimero de fibras ndo atingidas pela degeneracdo muscular em camundongos MDX tratados com
G-CSF, em torno de 18% e 19%, respectivamente. Uma interpretacdo para esse fato, é que o

tratamento promoveu protecdo as fibras musculares atingidas pela degeneracdo muscular ou, até
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mesmo, pela axotomia do nervo isquidtico. Portanto, pudemos sugerir que o tratamento com G-
CSF atua diretamente na redu¢do da inflamacdo muscular e promove uma prote¢do das fibras

musculares apds o primeiro ciclo de degeneracdo muscular em camundongos MDX.

A andlise morfoldgica apds o esmagamento dos nervos isquidticos foi realizada através
de microscopia eletronica de transmissdo e imunoistoquimica. A andlise ultraestrutural foi
baseada no estudo do didmetro da fibra mielinica, do didmetro dos axdnios, da espessura da
bainha de mielina e da razdo “g”. Constatamos uma reduc¢io no nimero de axonios regenerados
camundongos MDX em relacdio aos camundongos C57BL/10 apdés a axotomia do nervo
isquidtico, sendo 21% menor nos grupos sem tratamento e tratado com placebo. Porém, a andlise

no grupo tratado com G-CSF mostrou uma reducdo significativa na diferenca de porcentagem de

fibras regeneradas entre as linhagens, passando para 1% apds a transec¢do do nervo isquidtico.

A espessura da bainha de mielina é uma indicagdo direta da recuperacdo funcional do
nervo, ja que esta relacionada com o nivel de atividade fisiologica das células de Schwann. Esse
parametro tem sido utilizado em varios estudos para avaliar a evolug@o do processo regenerativo
axonal (LEVI & BUNGE,1994; OLIVEIRA, 2000; PIERUCCI et al.,2008). O tratamento com
G-CSF promoveu uma reducdo na espessura da bainha de mielina e no didametro dos axonios nas
duas linhagens estudadas. Por outro lado, observamos um menor nimero de fibras em processo
de fagocitose € um maior nimero de axdnios em processo de remielinizacdo, em relagdo aos
grupos nao tratados com G-CSF. Através desses resultados pudemos sugerir que o tratamento
com G-CSF proporcionou um ambiente favordvel para regeneracdo nervosa periférica e, ao

mesmo tempo, atuando positivamente na atividade das células de Schwann.
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A razdo “g” (RZG) € estabelecida pelo quociente entre o didmetro dos axdnios e o
diametro da fibra de mielina. E utilizada como parimetro morfométrico que expressa a relacdo
que a célula de Schwann e o axdnio durante a regeneracdo funcional do nervo (RUSHTON,
1951; SMITH & KOLES, 1970; WAXMAN, 1980). As duas linhagens estudadas apresentaram
reducdo da razdo “g” apds tratamento com G-CSF, sendo que na linhagem MDX essa redugdo
foi 66% maior em relacdo a linhagem C57BL/10. Pudemos supor que essa diminui¢do possa
estar relacionada 4 diminui¢do dos espacgos internodais das fibras axonais mielinicas, devido a
proliferacdo e atividade aumentada das células de Schwann (IKEDA & OKA, 2012). Através
desses dados pudemos supor que as células de Schwann apresentam caracteristicas metabdlicas
nao semelhantes nas duas linhagens. Portanto, estes dados nos condizem que a menor capacidade

regenerativa axonal nos camundongos MDX pode estar diretamente relacionada com o

microambiente neural.

J4& na imunoistoquimica, foi observado um aumento da imunorreatividade para
neurofilamento e p75SNTR contralateral e ipsilateralmente a lesdo, em camundongos MDX sem
tratamento e tratados com G-CSF. Similarmente, a imunomarcacdo mostrou melhor
reorganizacdo de fibras regeneradas em camundongos tratados com G-CSF. Apesar dos
camundongos MDX apresentarem uma menor funcdo motora em relagdo aos camundongos
controle, os resultados indicam que o tratamento com G-CSF é capaz de reduzir os efeitos
inflamatérios e atuar positivamente no processo de regeneracdo nervosa periférica apds

esmagamento do nervo isquidtico.
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No que diz respeito a atividade sindptica, estudada indiretamente pela expressdo de
sinaptofisina, observou-se uma reduzida imunorreatividade na linhagem MDX, ipsilateral,
contralateral e nos camundongos sem lesdao. Os camundongos MDX sem lesdo e sem tratamento
apresentaram uma perda significativa da expressdo de sinaptofisina, aproximadamente 25%, em
relagdo a linhagem C57BL/10. No grupo sem lesdo tratado com G-CSF os camundongos MDX
apresentaram um aumento da expressao de sinaptofisina, aproximadamente 80%, em relagdo aos
camundongos MDX sem tratamento. A andlise contralateral ap6s axotomia do nervo isquidtico
demonstrou uma perda aproximada de 32% da expressdo de sinaptofisina nos camundongos
MDX sem tratamento em relacdo aos camundongos C57BL/10 sem tratamento. Porém, ao
compararmos o grupo tratado com os grupos sem tratamento e placebo, pudemos observar que
houve um aumento da expressao de sinaptofisina nas duas linhagens, sendo que esse aumento foi
mais evidente na linhagem MDX (aumento de, aproximadamente, 80% em relagdo ao grupo sem
tratamento e de 79% em relacdo ao grupo placebo). Na regido ipsilateral, a andlise entre o grupo
tratado e os grupos sem tratamento e placebo demonstrou um aumento mais acentuado na
linhagem MDX (aproximadamente 92% em relagdo ao grupo sem tratamento € 89% em relacdo

ao grupo placebo).

O fato dos camundongos MDX apresentarem uma menor expressdo de sinaptofisina
indica que essa reducdo de sinapses nos motoneurdnios alfa-medulares, seja decorrente da
desconexdo parcial entre o 6rgdo alvo e o motoneurdnio durante o periodo de ciclos de
degeneracdo/regeneracio que acontece a partir da segunda semana pds-natal. Ressalte-se que, na
sexta semana, idade em que os camundongos foram submetidos a axotomia do nervo isquidtico,

pode-se evidenciar nucleo central (um indicativo de regeneracdo) em aproximadamente 50% das
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fibras musculares (PASTORET & SEBILLE, 1995). Além disso, nos camundongos MDX hd
uma diminui¢cdo do nimero de células do tracto cortico-espinal (SBRICCOLI et al., 1995;). Isso
também poderia diminuir o ndmero de inputs aos motoneurdnios alfa-medulares e, assim,
provocar uma diminui¢do na cobertura sindptica nos corpos neuronais medulares. Logo, o
tratamento prévio com G-CSF pode ser crucial para aumentar a estabilidade dos terminais pré-
sindpticos nos motoneurdnios medulares e neutralizar parcialmente os efeitos deletérios da

doenca no sistema nervoso central.

Tendo-se em vista o descrito acima, os resultados obtidos, em relacdo a diminuicdo da
expressdo da proteina sinaptofisina e da cobertura sindptica quando comparados aos achados de
OLIVEIRA et al. (2004), estdo de acordo com a idéia de que o MHC I atua na estabilidade dos
terminais sindpticos. Ainda, levando-se em conta o seu papel na sinalizacio entre os terminais
pré-sindpticos e os neurdnios motores, bem como na comunicacdo destes com a glia, a maior
expressdo dessa proteina nos camundongos C57BL/10, pode favorecer o processo de

regeneragdo nervosa em relagdo aos camundongos MDX.

Como foi demonstrado por OLIVEIRA et al. (2004), ap6s uma lesdo nervosa, o MHC I
desempenha um papel fundamental na estabilizacdo seletiva das sinapses inibitorias,
contribuindo para que o processo de retracdo ocorra de forma especifica. SABHA et al. (2008)
correlacionaram a maior da expressao de MHC I com a intensifica¢do do processo de eliminacao
singptica apds sete dias da axotomia periférica no microambiente medular. Isso ficou
evidenciado nas duas linhagens, porém com uma menor expressdao de MHC I na linhagem MDX.

z

Uma hipétese para esse evento € o processo de degeneracdo/regeneracdo muscular desses
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camundongos ja na idade jovem (PASTORET & SEBILLE, 1995), promovendo uma
“desconexdo parcial” do nervo isquidtico com os seus orgaos-alvo, possivelmente estimulando o
aumento da expressdo das moléculas de MHC I nesses camundongos. Tal fato pode contribuir
para que os camundongos MDX respondam de maneira distinta daquela observada normalmente
num animal controle, como mostrado nos trabalhos de SABHA et al. (2008) e LINDA et al.
(1998), onde a expressdao de MHC I se manteve elevada num periodo de até 3 semanas apds a
axotomia do nervo isquidtico. Assim, o aumento nos niveis de MHC-I em camundongos MDX
através do tratamento com G-CSF, pode ser uma estratégia para melhorar a resposta a lesdo e
aumentar a estabilidade de terminais pré-sindpticos em camundongos MDX durante o curso da

distrofia muscular de Duchenne.

Em conjunto, esses resultados nos indicam que o tratamento com G-CSF € capaz de
estimular a reatividade glial sem a eliminacdo exarcebada de terminais pré-sindpticos. Essa
reatividade glial pode ser interpretada como neuroprotetora, contribuindo para a estabilizacdo do

microambiente medular adjancente aos motoneuronios alfa medulares.
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6. CONCLUSOES

1 — A axotomia do nervo isquidtico resulta em aumento acentuado da expressdao de MHC

I nas duas linhagens estudadas. Contudo, nos camundongos MDX, este aumento € menor,

quando comparado a linhagem C57BL/10;

2 — O aumento da expressdo de MHC I em camundongos MDX, tratados com G-CSF,

pode indicar um papel ativo da droga no potencial regenerativo apds a lesdo;

3 - O tratamento com G-CSF em camundongos MDX resulta em efeito neuroprotetor no

microambiente medular, apds a lesdo nervosa periférica;

4 — Camundongos MDX apresentam uma menor fun¢cdo motora em relacdo aos
camundongos C57BL/10; porém, o tratamento com G-CSF promove uma melhora na funcdo
motora em camundongos MDX. No entanto, a diminuicdo da fun¢cdo motora nos camundongos

MDX niao pode ser totalmente revertida com a utilizacao de G-CSF;

5 — O tratamento com G-CSF é capaz de reduzir os efeitos inflamatérios e atuar
positivamente no processo de regeneragdo nervosa periférica, apds esmagamento do nervo

isquidtico;

6 — O tratamento com G-CSF, em culturas primarias de astrécitos, aumenta a expressao

GFAP, MHC-I e do receptor de G-CSF em camundongos MDX. Esse aumento na reatividade
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glial e no MHC-I pode estimular a plasticidade sindptica in vivo, contribuindo positivamente na

estabilidade dos circuitos medulares durante o curso da distrofia muscular de Duchenne;

7 — A reducdo dos inputs dos motoneurdnios alfa medulares e o aumento da astrogliose
nos camundongos MDX podem estar relacionados aos ciclos de degeneracdo/regeneracao
muscular que ocorrem apds o nascimento. Adicionalmente, a menor expressao de MHC I nos
camundongos MDX pode indicar uma reduzida capacidade de reajuste de inputs pelos
motoneurdnios, 0 que sugere um menor potencial regenerativo apds lesdo em relacdo aos

camundongos C57BL10.
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Abstract

Background: G-CSF has been shown to increase neuronal survival, which may positively influence the spinal cord
microenvironment during the course of muscular dystrophies.

Methodology/Principal Findings: Male MDX mice that were six weeks of age received a left sciatic nerve transection and
were treated with intraperitoneal injections of 200 pg/kg/day of G-CSF 7 days before and 7 days after the transection. The
axotomy was performed after the cycles of muscular degeneration/regeneration, consistent with previous descriptions of
this model of muscular dystrophy. C57BL/10 mice were used as control subjects. Seven days after the surgery, the animals
were sacrificed and their lumbar spinal cords were processed for immunohistochemistry (anti-MHC I, anti-Synaptophysin,
anti-GFAP and anti-IBA-1) and transmission electron microscopy. MHC | expression increased in both strains of mice after
the axotomy. Nevertheless, the MDX mice displayed a significantly smaller MHC | upregulation than the control mice.
Regarding GFAP expression, the MDX mice showed a stronger astrogliosis compared with the C57BL/10 mice across all
groups. Both groups that were treated with G-CSF demonstrated preservation of synaptophysin expression compared with
the untreated and placebo groups. The quantitative analysis of the ultrastructural level showed a preservation of the
synaptic covering for the both groups that were treated with G-CSF and the axotomized groups showed a smaller loss of
synaptic contact in relation to the treated groups after the lesion.

Conclusions/Significance: The reduction of active inputs to the alpha-motoneurons and increased astrogliosis in the
axotomized and control groups may be associated with the cycles of muscle degeneration/regeneration that occur
postnatally. The G-CSF treated group showed a preservation of the spinal cord microenvironment after the lesion. Moreover,
the increase of MHC | expression in the MDX mice that were treated with G-CSF may indicate that this drug performs an
active role in regenerative potential after lesions.
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CD4+ and CD8+ accumulate in the MDX mice’s skeletal muscles,
especially from the fourth postnatal week [10]. In addition, during
muscle regeneration, B lymphocytes proliferate and the secretion
of IFN-B increases.

Apart from the characteristic muscle degeneration, due to the
absence of dystrophin, in MDX mice, the lack of such a protein in
the central nervous system (CNS) has also been implicated in
neuronal loss [11,12]. In this sense, it has been suggested that
dystrophin performs an important role in developing and
maintaining the structural and functional properties of neurons
[12]. Evidence of abnormal connections in the brains of adult
MDX mice was first demonstrated by Carreta et al. [13].
Previously, it had been demonstrated that there was a decrease

Introduction

The use of MDX mice is a well-established experimental model
for studying Duchenne Muscular Dystrophy[1-8]. During the
course of the disease, the MDX mice present degeneration/
regeneration muscle cycles [3,8,9]. Studies have demonstrated
that, on the first postnatal day, the MDX mice’s muscle fibers
already show a discontinuation of sarcomeres and disorganized
myofibrils, thus characterizing muscle degeneration processes [3].
In another study, the authors showed that two-week-old MDX
mice showed signs of muscle degeneration/regeneration such that
some of the muscle fibers displayed central nuclei and cellular
infiltrates. These changes were widespread in most of the muscles

during the animals’ third week of life [8]. The same authors have
showed that, during the sixth week of life, 50% of all muscle fibers
of the hind limbs presented central nuclei. This myonecrosis is
often preceded by the collapse and detachment of the basal lamina
of the sarcolemma and subsequent muscle fiber degeneration, and
it is associated with extensive inflammation. During such a process,
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in the number of axons in the corticospinal tract of MDX mice
[12]. This change indicated an important role for dystrophin in
the cerebral cortex, and the complete loss of dystrophin’s
expression in the CNS of the MDX mice also altered its neural
function [14].
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A previous study showed that MDX mice presented additional
spinal cord alterations [15]. Synaptic changes in alpha-motoneu-
rons during the course of the disease were described, especially a
decrease in synaptic inputs and an increased glial reaction in the
motor column. Associated with this, a decreased expression of the
major histocompatibility complex of class I (MHC I) was detected
in MDX mice. It has been shown that MHC I expression by
neurons and glial cells is correlated with post-lesion synaptic
plasticity and ultimately with the regenerative response following
mjury. Such changes were correlated with the course of the disease
and were regarded as additional contributors to the deterioration
of motor function and to the decrease in regenerative potential
that follows a lesion [15].

To date, although there is no consensus regarding DMD
treatment, glucocorticoid corticosteroid (prednisone and deflaza-
cort) prescriptions have been used as standard therapies [16].
However, it is possible that neuroprotective pharmacological
treatments may result in a positive response during the course of
the disease, which also reduces the inflammatory response at the
peripheral level. With respect to this possible positive response,
granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) has been shown to
have neurotrophic action [17,18], including anti-apoptoptic
activity in neurons [19,20,21,22], to stimulate neovascularization
[23-26], to present an anti-inflammatory effect[26-30] and to
stimulate neurogenesis [31,32].

G-CSF is a glycoprotein that contains 19.6 kilo Daltons and is a
member of the cytokine family of growth factors. G-CSF was
initially described more than twenty years ago as an inducer of cell
differentiation in leukemic monocytic WEHI-3B [34,35]. G-CSF
has received FDA (U.S. Food and Drug Administration) approval
and is commonly used to treat neutropenia[35-37] or to enhance
success in bone marrow transplants [34,38]. The known sources of
G-CSF are monocytes, mesothelial cells, fibroblasts and endothe-
lial cells. G-CSF stimulates the growth of neutrophil precursors
and critically regulates the survival of mature post-mitotic
neutrophils by inhibiting apoptosis [34,38,39].

The administration of G-CSF mobilizes stem and progenitor
cells from bone marrow into the circulatory system, which in turn
cross the blood-brain barrier and head toward the affected area in
the CNS. Thus, G-CSF promotes anti-apoptotic effects on alpha-
motoneurons after sciatic nerve axotomy in neonatal mice [40].
Moreover, this treatment induces upregulation of G-CSF recep-
tors in such neurons, which may improve the effectiveness of the
drug [40]. Studies of spinal cord injuries have shown that G-CSF
enhanced motor recovery[41-45] and increased the vasculariza-
tion of the lesioned microenvironment [44], which preserved the
microenvironment within the lesioned area. [46,47].

Lee et al. [22] showed that, after ischemic injury in the CNS,
G-CSF treatment increased the production of vascular endo-
thelial cells and decreased the length of the ischemic area.
Concomitantly, it induced neurological functional recovery by
providing a neuroprotective effect that reduced the extent of
infarction and inflammatory infiltration [22]. In another study,
the authors demonstrated a reduction in the signs of the disease
in mice that were induced to the experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE) following treatment with G-CSF [48].
The effects promoted by G-CSF that should be highlighted [48]
include the maintenance of the integrity of the myelin sheath of
the axons that were located in the cerebellum [48], a reduction
in the recruitment of T' cells to the CNS [48], discrete signs of
inflammation and a limiting of the production of TNF-o [48],
which is associated with early infiltration and neurological
deficits.
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Aims

Based on the literature noted above, the aim of this study was to
mnvestigate the possible neuroprotective effects of G-CSF on the
synaptic elements that related to spinal alpha-motoneurons
following an axotomy of the sciatic nerve in MDX mice.
Additionally, the immunomodulatory action of G-CSF on the
expression of MHC I by neurons and glial cells and on glial
reactivity-related markers was studied using immunohistochemis-
try. The overall benefit of the treatment was evaluated by
analyzing both the ultrastructure of the spinal cord and spinal
motoneurons and the pre-synaptic inputs that were located
opposite to the neuron cell body.

Materials and Methods

Experimental Animals

Six-week-old male (20-25 g) mice from the strains C57BL/10
and MDX were used. The mice were obtained from the
Multidisciplinary Center for Biological Research (CEMIB) at the
University of Campinas, Brazil. The animals were grouped in
plastic cages and were permitted free access to food and water.
The animals’ cages were maintained with a controlled light/dark
cycle (12 h) and at a temperature of 21°C. The experiments were
carried out in accordance with the ethical principles for animal
experimentation adopted by the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA) and were approved by the Ethics
Committee for Animal Experimentation (CEUA), protocol num-
ber 1776-1. The animals were divided into six groups (axoto-
mized/1ipsilateral+G-CSF-n = 10, axotomized/1ipsilateral/non
treated—n =10, axotomized/ipsilateral+placebo—n =5,
mized/contralateral+G-CSF treated—n = 10, axotomized/contra-
lateral/non treated—n =10, axotomized/contralateral+ placebo—
n =5 and normal animals—n = 10). In the treated groups, 200 mg/
kg/day of G-CSF was administered subcutaneously to the mice for
seven days before and seven days after axotomy. In the placebo
groups, the mice received subcutaneous injections of 200 ul of 5%
glucose (G-CSF vehicle) seven days before and seven days after
axotomy.

axoto-

Sciatic Nerve Injury

The mice were anesthetized with a mixture of Vetaset
(ketamine, Fort Dodge, 50 mg/kg) and kensol (xylazine, Kérnig,
10 mg/kg), totaling 0.12 ml/25 g of body weight. After trichot-
omy at the left mid-thigh, a skin incision approximately 1.5 cm
long was made using a scalpel. The skin and the thigh muscles
were carefully retracted, exposing the sciatic nerve, which was
injured at the level of the obturator foramen. The sciatic nerve
transection was performed with iris microscissors. A 2-mm
segment of the distal stump of the nerve was removed and
diverted from its natural direction to avoid realignment between
the stumps. The muscles were repositioned, and the skin was
sutured. After surgery, the mice were maintained in a vivarium at
the Nerve Regeneration Laboratory, Department of Anatomy,
Institute of Biology, Unicamp, until they were sacrificed. Following
sacrifice, the spinal cords were obtained and processed for
immunohistochemistry and transmission electron microscopy.
After fixation, the specimens were dissected and kept in fixative
for 12 hours at a temperature of 4°C.

Immunohistochemistry

For immunohistochemistry, the lumbar spinal cords were
embedded in Tissue-Tek (Miles Inc., USA) and frozen in liquid
nitrogen at —40°C for cryostat sectioning (12 um). Primary
rabbit anti-synaptophysin (1:100, Dako, Glostrup, Denmark),
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goat anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (1:100, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA), rabbit anti-
IBA-1 (1:600, Wako, Chuo-Ku, Osaka, Japan) and rat ant-
MHC class I (1:100, BMA Biomedicals AG, Augst, Switzerland)
anti-sera were used. The anti-sera were diluted in a solution
that contained BSA and Triton X-100 in 0.01 M PBS. The
sections were incubated overnight at 4°C in a moist chamber.
After being rinsed in 0.01 M PBS, the sections were incubated
with Cy3- or Cy2-conjugated secondary anti-sera (1:250,
Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) for 45 min
in a moist chamber at room temperature. The sections were
then rinsed in PBS, mounted in a mixture of glycerol/PBS (3:1),
and observed using a Nikon TS100 microscope that was
equipped with a digital camera (Nikon, Tokyo, Japan,
DXM1200i). For quantitative measurements, the lesioned
segments were first identified by decreased synaptophysin
immunolabeling in the motoneuron microenvironment, com-
bined with an increased glial reaction. Three alternate sections
(the ipsi and contralateral sides of the spinal cord) were chosen
from each animal (n =5 for each group). These sections were
used to capture images from the ventral horn at a final
magnification of x200 with all of the settings unchanged.
Quantification was performed using the enhance contrast and
density slicing feature of IMAGE] software (version 1.33u,
National Institutes of Health, USA). The integrated density in
pixels was measured in eight areas per motoneuron present on
the lateral motor nucleus from each side. Lesioned neurons
were visualized by the decreased synaptophysin labeling around
the cell body. The non lesioned/lesioned ratio of the integrated
density of the pixels was calculated for each section (for the
axotomy groups) and then as a mean value for each spinal cord.
The data were represented as the mean * standard error of the
mean (se).

Electron Microscopy

The lumbar spinal cords were dissected out and stored
overnight in fixative (1.5% paraformaldehyde, 2.5% glutaralde-
hyde in 0.1 M PB, pH 7.34) at 4°C. The specimens were then
trimmed, osmicated, dehydrated and embedded in Durcupan
(Fluka, Steinheim, Switzerland). Ultrathin sections from the L4—
L6 segments were placed on formvar-coated copper grids,
contrasted with uranyl acetate and lead citrate, and examined
under a Tecnai Biotwin G? Spirit transmission electron
microscope (FEI Company, The Netherlands), which was
operated at 120 kV. Neurons that possessed large bodies
(>35 um in diameter), which were found in the sciatic
motoneuron pool and cut in the nuclear plane, were identified
as alpha-motoneurons by the presence of C-type
terminals. Neurons were identified as axotomized based on
the occurrence of chromatolytic changes in the cell bodies. A
qualitative analysis was performed for all of the experimental
groups. The surfaces of the experimental animals’ cells were
photographed at a magnification of 11,000 by an Eagle 2 K
video camera (FEI Company, The Netherlands) that was
connected to a computer system. The images were then
mounted together using vector graphics software. The synaptic
terminals that opposed the
identified, and the membrane coverings of all of the terminals
were measured and calculated as both a percent of the
membrane length and their numbers per 100 um of cell
membrane. These measurements were carried out using the
measurement tool of the Image Tool software (Version 3.0, The
University of Texas, Health Center in Santo Antonio, USA).
The terminals were typed according to the nomenclature as S-

nerve

motor neuron somata were
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type (with spherical synaptic vesicles that contained glutamate as
the neurotransmitter), F-type (with flattened synaptic vesicles
alone or flattened and spherical vesicles that contained glycine/
gamma-aminobutyric acid (GABA) as the neurotransmitter) or
C-type (with a subsynaptic cistern that contained acetylcholine
as the neurotransmitter) [49]. The distance between consecutive
nerve terminals that covered the motoneurons was also
determined. A total of 120 alpha-motoneurons were studied.
Two motoneurons were analyzed from each nonlesioned mouse,
totaling 40 nonlesioned neurons (=20 for each strain-MDX
and C57BL/10). Additionally, two motoneurons were sampled
from each side of the spinal cord from the axotomized mice,
totaling four motoneurons per animal (axotomized/untreated:
n=20- ipsilateral, n=20- contralateral; axotomized+G-CSF:
n= 20— ipsilateral, n=20 contralateral).

Statistical Analysis
The data are presented as the mean = SEM and were analyzed
using one-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test for

multiple comparisons at P<<0.05 (*), P<0.01(**¥) and P<0.001

Results

MHC | Expression after Treatment with G-CSF

No differences in MHC I expression were observed in the
nonlesioned animals across the mice strains (Figure S1).

In the ipsilateral groups, increased immunoreactivity was
observed in the region of the lateral motor nucleus in the ventral
column of the spinal cord (Figure 1). The ipsilateral/untreated
group showed a similar MHC I expression to the ipsilateral+pla-
cebo group. Overall, the C57BL/10 strain showed a greater MHC
I expression in all experimental groups compared with the MDX
animals. After treatment with G-CSF, a significant increase in the
MHC I expression was observed in both strains, especially in the
MDX mice (a 31% increase was observed compared with the
placebo group and a 24% increase compared with the untreated
group). The C57BL/10 G-CSF treated mice showed an MHC I
expression increase of 15% compared with the placebo group and
an 11% increase compared with the untreated group. All of the
quantitative data that were described in this section are presented
as supporting information in Table S1.

Immunoreactivity Against Synaptophysin Following

Sciatic Nerve Axotomy and Treatment with G-CSF

Figure 2 shows the immunoreactivity for synaptophysin in the
ventrolateral motor nucleus of the anterior horn of the spinal cord
at seven days after axotomy of the sciatic nerve (for ipsi and
contralateral sides). The quantitative data revealed that the G-CSF
treatment enhanced the expression of synaptophysin in the
nonlesioned spinal cords (Figure S2). Such an increase in
immunoreactivity was proportionally greater in the C57BL/6]
mice than in the MDX animals.

After treatment with G-CSF, the MDX mice exhibited an
approximately 80% increased expression of synaptophysin com-
pared with the untreated group. This same pattern was observed
in the C57BL/10 strain and there was a significant increase in the
expression of synaptophysin, approximately 53% after treatment.
Even accounting for the increased expression of synaptophysin
after treatment with G-CSF, the MDX mice showed a significantly
lower expression of synaptophysin than the C57BL/10 mice.

In the axotomized groups, the MDX mice showed a
significant decrease in synaptophysin expression on the contra-
lateral side to the lesion compared with the C57BL/10 mice.
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Figure 1. Anti-MHC | immunostaining one week after axotomy. A and C, the ipsilateral (IL) and contralateral ventral column of the spinal cord
of the C57BL/10 strain seven days after axotomy; B and D, the ipsilateral and contralateral ventral column of the spinal cord of the MDX strain seven
days after axotomy; E and G, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ placebo group seven days after the axotomy; F and H, the
ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ placebo group; I and L, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ G-CCSF group;
J and M, the ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ G-CSF group. (N) the quantitative analysis of the integrated density of the pixels
between the left sides of the groups studied. In all experiments: n=5. In A-M, magnification, X200 (scale bar, 50 um). The alpha-motoneurons were

quantified in 3 distinct fields along the lumbar intumescence. In N, ***p<0.001 vs. CT, values are means = SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0042803.9001

The MDX mice showed decreased immunoreactivity against
synaptophysin on the ipsilateral side. Additionally, among the
MDX mice, the G-CSF treatment led to a greater preservation
of synaptic inputs after injury compared with the untreated and
placebo groups. Accordingly, in the C57BL/10 strain, an
increase of synaptophysin immunolabeling could be observed
after treatment. The analysis of the ipsi/contralateral ratio
indicated that there was no difference between the groups and
strains studied. All of the quantitative data that were described
in this section are presented as supporting information in Table
S1.

Reactive Astrogliosis after Treatment with G-CSF

An increase in GFAP immunoreactivity was observed in the
nonlesioned/untreated group of the MDX mice compared with
the same group of C57BL/10 mice. After treatment with G-CSF,
GFAP immunolabeling increased in both strains, although the
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MDX mice maintained a greater expression than the C57BL/10
mice (Figure S3).

In both strains, the ipsilateral side of the axotomized/untreated
groups presented increased immunoreactivity compared with the
contralateral side (Figure 3). Additionally, contralateral to the
lesion, the MDX strain showed significantly greater upregulation
of labeling than the C57BL/10 strain. The MDX mice showed
approximately 31% more upregulation than the C57BL/10 mice.
In the placebo group, the MDX mice’s increase was 30% greater
than the C57BL/10 mice. The treated MDX group presented an
increase of approximately 24% compared with the C57BL/10
strain.

The ipsilateral side of the axotomized groups showed a
significant increase in GFAP expression after the lesion, primarily
among the MDX strain. In the untreated group, there was an
increase of approximately 30% compared with the C57BL/10
group. The placebo group showed an increase of approximately
32%, and the G-CSF treated group displayed an increase of 31%.
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Figure 2. Anti-synaptophysin immunostaining one week after axotomy. A and C, the ipsilateral (IL) and contralateral ventral column of the
spinal cord of the C57BL/10 strain seven days after axotomy; B and D, the ipsilateral and contralateral ventral column of the spinal cord of the MDX
strain seven days after axotomy; E and G, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ placebo group seven days after the axotomy; F
and H, the ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ placebo group; I and L, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ G-
CSF group; J and M, the ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ G-CSF group. N and O, the quantitative analysis of the integrated density
of pixels between the ipsi/contralateral ratio and right and left sides, respectively. The circled areas show the motor nucleus of the sciatic nerve and
alpha-motoneurons of each lineage. In all experiments: n =5. In A-M, magnification, X200 (scale bar, 50 um). The alpha-motoneurons were quantified

in 3 distinct fields along the lumbar intumescence. In N, ***p<<0.001 vs. CT, values are means * SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0042803.9g002

A comparison of the G-CSF treated group with the untreated and
placebo groups found an increased expression of GFAP in both
strains among the treated group. The CG57BL/10 mice that were
treated with G-CSF displayed an increase of approximately 43%
compared with the untreated group and 60% compared with the
placebo group.

An analysis of the ipsi/contralateral ratio among the different
experimental groups indicated no difference between the groups
and strains studied. All of the quantitative data that were
described in this section are presented as supporting information

(Table S2).

Immunoreactivity for IBA-1 after Treatment with G-CSF

The immunoreactivity against IBA-1 remained at low levels in
the nonlesioned/untreated and nonlesioned+G-CSF  groups.
(Figure S4).

PLOS ONE | www.plosone.org

After axotomy, the immunoreactivity displayed by the
contralateral/untreated and contralateral+placebo groups was
similar to the immunoreactivity displayed by the non lesioned/
untreated group (Figure 4). In the contralateral+G-CSF group,
no significant differences were found between the strains.
However, for the contralateral side, the MDX mice that were
treated with G-CSF presented a significant increase in
immunoreactivity compared with the other two groups (21%
greater than the untreated group and 20% greater than the
placebo group). A non-significant increase in the expression of
IBA-I was depicted after axotomy. Interestingly, for the
ipsilateral side, the G-CSF-treated animals from both strains
displayed an increased expression of IBA-I (15% greater than
the untreated group and 12% greater than the placebo group in
the MDX mice and 17% greater than the untreated group and
14% greater than the placebo group for the C57BL/10 mice).
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Figure 3. Anti-GFAP immunostaining one week after axotomy. A and C, the ipsilateral (IL) and contralateral ventral column of the spinal cord
of the C57BL/10 strain seven days after axotomy; B and D, the ipsilateral and contralateral ventral column of the spinal cord of the MDX seven days
after axotomy; E and G, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ placebo group seven days after the axotomy; F and H, the
ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ placebo group; I and L, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ G-CSF group; J
and M, the ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ G-CSF group. In all experiments: n=5. In A-M, magnification, X200 (scale bar,
50 um).The alpha-motoneurons were quantified in 3 distinct fields along the lumbar intumescence. In N, ***p<<0.001 vs. CT, values are means = SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0042803.9g003

All of the quantitative data are presented as supporting
information (Table S2).

Ultrastructural Changes in Spinal Cord Injury after Sciatic
Nerve Axotomy and Subsequent Treatment with G-CSF

All of the motoneurons considered for this analysis displayed at
least one cholinergic pre-synaptic terminal (type C) in apposition
to the neuronal membrane surface. The ultrastructural analysis of
the samples from the non lesioned animals revealed a broad and
even covering on the membrane surface (Figure 5). However, in
MDX mice, some ultrastructural abnormalities were observed
concerning the pre-synaptic terminals located in opposition to the
spinal alpha-motoneurons. Such ultrastructural changes were
found less frequently in the non lesioned MDX mice that were
treated with G-CSF. Moreover, the neurons that were affected by
the lesion showed changes that indicated chromatolysis, such as a
displacement of the nucleus to the periphery of the cell body and a
decrease in cytoplasm electrondensity that was consistent with the
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dissolution of Nissl corpuscles. Thin glial projections that were in
contact with the postsynaptic membrane were also frequently
identified, filling the space between the synaptic terminal and
postsynaptic membrane (Figure 6). These structures were identi-
fied as astrocytes because of their low electrodensity.

All of the ultrastructural changes described after axotomy
were exacerbated in the MDX mice. A quantitative analysis of
the untreated MDX mice showed a reduction in synaptic
covering compared with the C57BL/10 mice (Figure 7A). The
differences were significant for the ipsilateral/untreated group,
resulting in a 21% reduction in synaptic covering in the MDX
strain. Among the nonlesioned/untreated and contralateral/
untreated specimens, those samples from the MDX mice
showed significantly less synaptic covering than the C57BL/10
strain. Additionally, no significant differences were found
between groups in the analysis of the nonlesioned/untreated
MDX and axotomized contralateral/untreated MDX groups.
However, when these two groups were compared with the
axotomized ipsilateral/untreated MDX group, a significant
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Figure 4. Anti-IBA1 immunostaining one week after axotomy. A and C, the ipsilateral (IL) and contralateral ventral column of the spinal cord
of the C57BL/10 strain seven days after axotomy; B and D, the ipsilateral and contralateral ventral column of the spinal cord of the MDX seven days
after axotomy; E and G, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10ipsilateral+ placebo group seven days after the axotomy; F and H, the
ipsilateral and contralateral of the MDX ipsilateral+ placebo group; I and L, the ipsilateral and contralateral of the C57BL/10 ipsilateral+ G-CSF group; J
and M, the ipsilateral and contra lateral of the MDX ipsilateral+ G-CSF group. In all experiments: n=5. In A-M, magnification, X200 (scale bar,
50 um).The alpha-motoneurons were quantified in 3 distinct fields along the lumbar intumescence. In N, *p<0.05, **p<<0.01, ***p<<0.001 vs. CT,

values are means = SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0042803.9004

reduction in synaptic covering could be observed along the
injured side. Interestingly, an analysis of the G-CSF-treated
mice showed important preservation of the synaptic covering at
one week after sciatic nerve transection (Table S3).

It is important to emphasize that a significant increase in
synaptic covering was also observed in the non lesioned MDX
mice that were treated with G-CSF. The same increase in synaptic
covering was observed for the C57BL/10 strain.

The quantitative analysis of the I bouton covering (boutons
containing flattened vesicles with glycine as the neurotransmitter)
revealed a significantly smaller number in both strains after
transection of the sciatic nerve. This decrease was more
pronounced in the MDX strain than in the C57BL/10 strain
(Figure 8A). However, the MDX mice that were treated with G-
CSF had a greater number of I presynaptic terminals after
axotomy than the untreated mice. An increased covering of I
terminals after treatment with G-CSF was also observed in the
C57BL/10 strain.

PLOS ONE | www.plosone.org

The percentage of S boutons (boutons containing spherical
vesicles with glutamate as the neurotransmitter) showed significant
differences between the groups. The percentage was lower in the
MDX mice than in the C57BL/10 mice (Figure 8B). The analysis
of the nonlesioned/untreated and the contralateral/untreated
groups showed no significant differences between groups for the
MDX strain. This lack of difference was also observed in the same
groups of the C57/BL10 strain. However, treatment with G-CSF
promoted a significant reduction in the percentage of S boutons in
apposition to the neuronal membrane for both strains. All of the
numerical data concerning synaptic covering are presented in the
supporting information (Table S4).

The number of boutons/100 pum in apposition to the neuronal
membrane in the MDX ipsilateral/untreated group was signifi-
cantly lower than the C57BL/10 (Figure 7B). However, mice that
were treated with G-CSF lost fewer synaptic contacts one week
after injury. This preservation of presynaptic boutons in the mice
that were treated with G-CSF was more evident when compared
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Figure 5. Synaptic covering of non lesioned mice. (A-D) Transmission electron microscopy images. (A) synaptic covering of non lesioned/
untreated neuron of the C57BL/10 strain. (B) synaptic covering of non lesioned/untreated neuron of the MDX strain. (C) synaptic covering of non
lesioned +G-CSF neuron of the C57BL/10 strain. (D) synaptic covering of non lesioned +G-CSF neuron of the MDX strain. Note some retractions and
astrocytic projections (arrows) between the terminals and the membrane of the neuron in Figure B. In all experiments: n=5. In A-D, magnification,
X4800 (scale bar, 1 um). In B and D, the arrows indicate that the alpha-motoneurons are partially detached, with a reduced area of apposition. In A-
D, T indicates the presynaptic terminals and MN indicates the alpha-motoneuron'’s cell body.

doi:10.1371/journal.pone.0042803.g005

with untreated mice. In the non lesioned/untreated groups, the
axotomized contralateral/untreated side and axotomized contral-
ateral+G-CSF side, a significant reduction in the number of
boutons in apposition to the neuronal membrane was observed in
the MDX strain compared with the C57BL/10 strain (Figure7B).

An analysis of the number of F boutons/100 um of neuronal
membrane in both strains showed a significant difference between
the nonlesioned/untreated and contralateral/untreated groups,
with a lower number in the MDX mice than in the C57BL/10
mice (Figure S5 - A). However, no significant differences were
observed between the MDX ipsilateral/untreated and the C57/
BL10 ipsilateral/untreated groups. After treatment with G-CSF, a
smaller decrease in F boutons after axotomy was observed.
Consequently, a significant increase in the number of F terminals
in apposition to the neuronal membrane/100 um was observed

PLOS ONE | www.plosone.org

for the G-CSF groups compared with the untreated groups (Iigure
S5-A).

An analysis of the number of S boutons in apposition/
100 um of neuronal membrane showed a significant reduction
between the strains after lesion (Figure S5 - B). For the MDX
mice, there was no significant difference between the nonle-
sioned/untreated mice and the contralateral/untreated mice.
However, a comparison between the non lesioned/untreated,
axotomized contralateral/untreated side and the axotomized
ipsilateral/untreated side showed a significant reduction of S
boutons in apposition to the neuronal membrane/100 pm. After
treatment with G-CSF, a lower number of S boutons in
apposition to the neuronal membrane/100 um were observed in
the G-CSF group compared with the untreated groups in both
strains (Figure S5-B). All of the numerical data concerning the
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C57BL/10

MDX

Figure 6. Surface ultrastructure of alpha-motoneurons one week after axotomy. (A-H) Transmission electron microscopy images. (A)
synaptic covering of neuron of the C57BL/10 contralateral/untreated group. (B) synaptic covering of neuron of the C57BL/10 ipsilateral/untreated
group. The astrocytic retractions and projections in this group express a significant increase compared with the contralateral side of the same strain
one week after injury. (C) synaptic covering of neuron of the C57BL/10 contralateral+G-CSF group. (D) synaptic covering of neuron of the C57BL/10
ipsilateral+G-CSF group. (E) synaptic covering of neuron of the MDX contralateral/untreated group. (F) synaptic covering of neuron of the MDX
ipsilateral/untreated group. (G) synaptic covering of neuron of the MDX contralateral+ G-CSF group. (H) synaptic covering of neuron of the MDX
ipsilateral+ G-CSF group. Note the retraction and gliosis processes exacerbated in the untreated groups. In the groups treated with G-CSF, the
retraction processes must be smaller. In all experiments: n=5. In A-H, magnification, X4800 (scale bar, 1 um). In B-H, the arrows indicate that the
alpha-motoneurons are partially detached, with a reduced area of apposition. In A-H, T indicates the presynaptic terminals and MN indicates alpha-

motoneurons cell body.
doi:10.1371/journal.pone.0042803.g006

number of boutons/100 um are presented in the supporting
information (Table S5).

The gaps between the clusters of terminals that were located in
apposition to the postsynaptic membrane were measured to
calculate the frequency of distribution at intervals of 1 um. This
analysis indicated a higher frequency of larger spaces between
synaptic terminals in the MDX nonlesioned/untreated and MDX
contralateral/untreated groups compared with the C57BL/10
mice. This difference was most evident after axotomy in the
untreated MDX mice due to the increased synaptic retraction that
occurred. Even with the exacerbated retraction of synaptic
boutons, the terminals still remained in small groups, which
indicated selectivity in the retraction process. Among the groups
that were treated with G-CSF, an increase in the number of spaces
between the presynaptic terminals of smaller size was noticed, and
a reduction was observed in the number of spaces between the
presynaptic terminals of larger size. This pattern was observed in
both strains studied, although it was more evident in the MDX
animals than in the C57BL/10 animals (Figure S6).

Discussion

Muscular dystrophy is a multifaceted disease that develops in
childhood and evolves into paralysis and death. Most of the
knowledge about MD focused on the muscular system because this
system is the primary target for potential treatments. Few studies
have been devoted to a better understanding of the absence of
dystrophy in the central nervous system (CNS). The current
authors have previously shown that MDX mice displayed
significant changes in the spinal cord circuits during the course

PLOS ONE | www.plosone.org

of Duchenne muscular dystrophy and that spinal motoneurons
were affected [15]. By studying the ultrastructure of the mputs to
the alpha-motoneurons, it was possible to show a retrograde loss of
inputs similar to the pattern triggered by peripheral nerve lesion.
The hypothesis was raised that adjustments occur in the synaptic
spinal motoneurons during the process of muscle degeneration/
regeneration, thereby promoting a partial disconnection of the
peripheral nerve with its target.

The presentation of a lower expression of synaptophysin among
the MDX mice indicates that this reduction of synapses in the
alpha-motoneurons could be due to a partial disconnection
between the motoneuron and the target organ during the cycles
of degeneration/regeneration that occur from the second postnatal
week. Moreover, in MDX mice, there was a decrease in the
number of cells in the corticospinal tract [12]. This decrease in
cells could also decrease the number of inputs to the alpha-
motoneurons and thus cause a reduction in synaptic covering to
the cell bodies. The same authors have also shown changes in the
architecture of the corticospinal tract in MDX mice at 3 months of
age [12]. These changes were related to a reduction in the size and
number of axons. Nevertheless, the number of motoneurons that
were retrogradely labeled in the lumbar ventral horn after
injections of wheat germ agglutinin in horseradish peroxidase
(WGA-HRP) was very similar in the MDX mice and the C57BL/
10 mice. Bearing in mind the possible repercussions of the muscle
degeneration/regeneration that occurred in the spinal cord
microenvironment, the pre-treatment and post-lesion administra-
tion of G-CSF has been addressed in this study as a pharmaco-
logical strategy to retard the evolution of the disease in the CNS
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Figure 7. Quantitative analysis. (A) quantitative analysis of the ultrastructure of the synapses showing the percentage of synaptic covering in the
non lesioned, ipsilateral and contralateral, untreated and treated with G-CSF groups. (B) quantitative analysis of the ultrastructure of the number of
presynaptic terminals in the neuronal membrane apposition/100 pm between the non lesioned, ipsilateral and contralateral, untreated and treated
with G-CSF groups. In all experiments: n=5. In A and B, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. CT, values are means = SEM.

doi:10.1371/journal.pone.0042803.g007

and to improve the regenerative potential of the lesioned neurons
after axotomy.

The overall distribution of the spinal cord synapses was studied
in terms of the expression of synaptophysin. There was reduced
immunoreactivity in the MDX strain. The MDX mice showed a
significant decrease in the expression of synaptophysin after the
lesion, approximately 25% lower compared with the C57BL/10
strain, which indicated a decreased ability to respond to injury.
However, the treated group displayed an increased expression of
synaptophysin compared with the placebo and untreated groups,
and the pattern was more pronounced in the MDX mice than the
C57BL/10 mice (an increase of approximately 80% compared
with the untreated group and 79% compared with the placebo
group). This difference may indicate that the G-CSF treatment is
neuroprotective by increasing the synaptic stability in the spinal
cord and partially counteracting the deleterious effects of the
disease. The effectiveness of G-CSF may also be related to the
expression of its receptor by spinal neurons, which are the primary
targets of such cytokines in the CNS [50].

As demonstrated after nerve injury, MHC I plays a key role in
the selective stabilization of inhibitory synapses and contributes to
the specificity of the input rearrangement [15,51-53]. SABHA et
al. [54] correlated the increased expression of MHC I with the
intensification of the synaptic elimination process after seven days
of peripheral axotomy in the spinal cord microenvironment. This
correlation appeared to be valid in the present work, although the
MDX mice presented a lower expression of MHC I than the
C57BL/10 mice. Thus, stimulating increased levels of the MHC 1
molecule in MDX mice via treatment with G-CSF may be a
strategy to improve the animals’ response to injury and to increase
the stability of the synapses in the spinal cord during the course of
the disease. The results herein indicate a way to improve the
response to injury in MDX mice, reinforcing the idea that
pharmacological treatments may delay worsening of the disease
and preserve the motor network.

The ultrastructural analysis was consistent with the results
discussed above in that the alpha-motoneurons showed synaptic
loss in the untreated MDX. The G-CSF treatment reduced such a
loss and also decreased the elimination of terminals after axotomy.
A quantitative analysis of the synaptic covering for each type of
presynaptic terminal revealed that there was a significant decrease
in inhibitory (F type) and excitatory (S type) terminals in the MDX
untreated groups (non lesioned, contralateral and ipsilateral).
Keeping in mind the differences between the groups, a difference
was 1dentified in the covering for the F and S terminals before and
after axotomy, such that the S type was the most affected type. In
mice that were treated with G-CSF, an increased percentage of F-
type terminal covering was observed (approximately 70% for the
ipsilateral group). A significant reduction in the percentage
covering of S-type terminals was observed after the peripheral
axotomy (approximately 11% for a). Such results indicate that
treatment with G-CSF may be able to promote a selective synaptic
elimination process with a preference for the maintenance of I-
type synaptic contacts. This preference may lead to neuroprotec-
tion because excitotoxicity is avoided due to most of the
glutamatergic terminals being retracted from the motoneuron cell
bodies. This result is in line with previous data [51,55].

In addition to the prevention of excitotoxicity, the amount of
presynaptic terminals/100 um in apposition to the neuronal
membrane was also increased in the MDX mice after G-CSF
treatment. Therefore, we suggest that the pretreatment with G-
CSF provided neuroprotection to the spinal cord microenviron-
ment during the course of Duchenne muscular dystrophy. This
protective effect was reflected in the preservation of spinal cord
motoneuron circuits and in the reduction of the number of
partially retracted synapses.

The expression of GFAP and IBA-1 demonstrated that glial
reactivity was further enhanced in MDX mice than in the
control animals. Surprisingly, the treatment with G-CSF
increased the immunolabeling of positive astrocytes for GFAP
and IBA-1 for microglial cells, which possibly indicated a higher
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Figure 8. Quantitative analysis. Representation of ultrastructural quantitative analysis of the synaptic covering percentage. (A) quantitative
analysis of the synaptic covering percentage of F terminals. (B) quantitative analysis of the synaptic covering percentage of S terminals. (C)
quantitative analysis of the synaptic covering percentage of C terminals. In all experiments: n=5. In A and B, *p<<0.05, **p<<0.01, ***p<<0.001 vs. CT,

values are means * SEM.
doi:10.1371/journal.pone.0042803.9g008
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astrogliosis and immunity response showed by the activated
microglia. Although astrocytes and microglia may play a
negative role on synaptic plasticity and neuronal regeneration
[56,57], new evidences opposing such ideas have been
demonstrated. Recent studies have shown that astrocytes may
develop a positive role during nervous system regeneration [58].
Among such effects, neuroprotection [59], reestablishment of the
blood-brain barrier [60,61], uptake of K+ [62,63], and
regulation of glutamate levels [64] may be highlighted.
Additionally, the production and release of important antioxi-
dant factors [65-70] and the secretion of neurotrophic factors
[71] are also of great importance. Therefore, astroglial
reactivity, which was stimulated by the G-CSIF treatment, may
play a key role the reorganization of the neuronal
microenvironment surrounding the motoneurons, especially in
MDX mice. Similarly, recent studies showed that microglia also
synthesize and release neurotrophic factors after injury to the
CNS by developing a role in repair and contributing to the
regenerative process in the CNS [72-74]. CULHEIM and
THAMS [75] suggested that microglia and MHC I expression
play an important role in the removal synaptic terminals after
nerve axotomy. Our results indicate that treatment with G-CSF
stimulates the glial reaction without an exacerbation of synaptic
loss. This pattern may be interpreted as the reactive glia being
driven towards a neuroprotective role by contributing to the
stability of the surrounding microenvironment of the motoneu-

in

rons.

Taken together, the present data indicate that the G-CSF
treatment is neuroprotective, acting at the spinal cord level and
increasing the stability of F-type terminals. The MDX mice
displayed a close-to-normal synaptic plasticity in response to
mjury after the G-CSF administration. Overall, our data suggest
that such an immunomodulatory drug may contribute to
delaying the course of DMD by preserving the spinal cord
microenvironment.

Supporting Information

Figure S1 Anti-MHC I immunostaining on non lesioned
mice. A, the ventral column of the spinal cord of the C57BL/10
strain without treatment; B, ventral column of the spinal cord of
the MDX strain without treatment; G, the ventral column of the
spinal cord of the C57BL/10 strain treated with G-CSF; D,
ventral column of the spinal cord of the MDX strain treated with
G-CSF. In all experiments: n=5. In A=D, magnification, X200
(scale bar, 50 um).

(TIF)

Figure $2 Anti-synaptophysin immunostaining on non
lesioned mice. A, the ventral column of the spinal cord of the
C57BL/10 strain without treatment; B, the ventral column of the
spinal cord of the MDX strain without treatment; G, the ventral
column of the spinal cord of theC57BL/10 strain treated with G-
CSF; D, the ventral column of the spinal cord of the MDX strain
treated with G-CSF. E, quantitative analysis of the integrated
density of pixels between the right and left sides. The circled areas
show the motor nucleus of the sciatic nerve and alpha-
motoneurons of each lineage. In all experiments: n=5. In A-M,
magnification, X200 (scale bar, 50 um). The alpha-motoneurons
were quantified in 3 distinct fields along the lumbar intumescence.
In E, #*p<<0.01 »s. CT, values are means = SEM.

(TTF)

Figure S3 Anti-GFAP immunostaining on non lesioned
mice. A, the ventral column of the spinal cord of the C57BL/10
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12

G-CSF Neuroprotection in MDX Mice

strain without treatment; B, ventral column of the spinal cord of
the MDX strain without treatment; G, the ventral column of the
spinal cord of the C57BL/10 strain treated with G-CSI; D,
ventral column of the spinal cord of the MDX strain treated with
G-CSF. E, quantitative analysis of the integrated density of pixels
between the right and left sides. In all experiments: n=5. In A-D,
magnification, X200 (scale bar, 50 um). The alpha-motoneurons
were quantified in 3 distinct fields along the lumbar intumescence.
In E, **p<<0.001 vs. C'T, values are means = SEM.

(TIF)

Figure S4 Anti-IBAl immunostaining on non lesioned
mice. A, the ventral column of the spinal cord of the C57BL/10
strain without treatment; B, ventral column of the spinal cord of
the MDX strain without treatment; G, the ventral column of the
spinal cord of the C57BL/10 strain treated with G-CSF; D, the
ventral column of the spinal cord of the MDX strain treated with
G-CSF. E, quantitative analysis of the integrated density of pixels
between the right and left sides. In all experiments: n =>5. In A-D,
magnification, X200 (scale bar, 50 pm). The alpha-motoneurons
were quantified in 3 distinct fields along the lumbar intumescence.
In E, p>0.05 vs. CT, values are means = SEM.

(TIF)

Figure S5 Synapse quantitative analysis. Representation
of the ultrastructural quantitative analysis of the number of
presynaptic terminals in neuronal membrane apposition/100 pum.
(A) quantitative analysis of the number of I terminals in neuronal
membrane apposition/100 um. (B) quantitative analysis of the
number of S terminals in neuronal membrane apposition/
100 pm. (C) quantitative analysis of the number of C terminals
in neuronal membrane apposition/100 um. In all experiments:
n=5. In A, *p<<0,05, *p<0,01, ***p<0.001 vs. CT. In B,
*#*p<<0.01, ¥**p<<0.001 vs. CT, values are means = SEM.

(TIF)

Figure S6 Frequency distribution (in microns) of the
spaces between the synaptic terminals retracted along
the membrane surface of the motoneurons. (A) C57B1/10
non lesioned/untreated. (B) MDX non lesioned/untreated. (G)
C57B1/10 non lesioned+G-CSF. (D) MDX non lesioned+G-CSF.
(E) C57B1/10 contralateral/non lesioned. (F) MDX contralateral/
non lesioned. (G) C57Bl/10 contralateral+G-CSF. (HMDX
contralateral+G-CSF. (I) C57Bl/10 ipsilateral/non lesioned. (J)
MDX ipsilateral/non lesioned. (L) C57B1/10 ipsilateral+G-CSF.
(M) MDX ipsilateral+G-CSF. In all experiments: n=5. In A-M,
values are means = SEM.

(TIF)

Table S1 MHC I and synaptophysin immunolabeling
quantification in non lesioned, untreated, placebo and
treated with G-CSF groups. The data represent the mean
value of the integrated density of pixels measured = SEM. The
different letters in each column represent the significant differences
among the experimental groups.

(DOCX)

Table $2 GFAP I and IBA 1 immunolabeling quantifi-
cation in non lesioned, untreated, placebo and treated
with G-CSF groups. The data represent the mean value of the
integrated density of pixels measured £ SEM. The different letters
in each column represent the significant differences among the
experimental groups.

(DOCX)

Table S3 Transmission electron microscopy quantifi-
cation for the percentage of covering and number of

August 2012 | Volume 7 | Issue 8 | e42803



boutons/100 im in non lesioned, untreated, placebo
and treated with G-CSF groups. The data represent the
mean value of the percentage covering and the number of
boutons/100 um = SEM. The different letters in each column
represent the significant differences among the experimental

groups.
DOCX)

Table S4 Transmission electron microscopy quantifi-
cation for the percentage of F, S and C boutons’ covering
in non lesioned, untreated, placebo and treated with G-
CSF groups. The data represent the mean value of the
percentage covering = SEM. The different letters in each column
represent the significant differences among the experimental

groups.
DOCX)
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