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Resumo

A transeccdo de um nervo periférico em ratos recém nascidos leva a extensa morte dos
neurdnios axotomizados. Neste estudo, demonstramos que a transeccdo do nervo ciatico em
ratos neonatos induz a TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labelling) marca¢do de motoneurdnios e de neurdnios sensitivos dos ganglios dorsais,
indicando que mecanismos apoptoticos estdo envolvidos. Tais resultados foram comprovados
pelas observagdes a microscopia eletrénica. Interessantemente, observamos também um grande
aumento da TUNEL marcag@o nos interneurdnios localizados nas laminas mais profundas da
coluna dorsal. Esta localizagdo sugere que para a sobrevivéncia dos mterneurénios, tanto a
integridade das aferéncias sensitivas como dos motoneurénios, suas provaveis células alvo, ¢
essencial. No mtuito de melhor compreender a importincia relativa da perda do alvo
(motoneurdnios) ¢ da aferéncia (neurbnios sensitivos) sobre a indugio da apoptose em
interneurénios, foram comparados os padrdes temporais e espaciais do aparecimento das
células apoptoticas na medula e nos ganglios espinhais apos a transeccdo do nervo ciatico em
ratos recém nascidos (P2). Os padres temporais da TUNEL marcacdo dos motoneurdnios e
interneur6nios induzidos pela lesdo foram semelhantes (pico entre 8-48 horas apos a lesdo),
enquanto que a marcagao dos neur6nios sensitivos ocorreu mais tardiamente (24-72 horas). Por
outro lado, sabe-se que a morte dos motoneurdnios e neurdnios sensitivos, resultante da
axotomia, pode dever-se & auséncia de fatores neurotroficos devido 4 perda do contato com as
células alvo. Assim, estudamos também, os efeitos do tratamento do coto proximal do nervo
lesado com CNTF e NGF, utilizados para impedir a morte dos motoneurdnios e neurdnios
sensitivos respectivamente. Tanto o NGF quanto o CNTF promoveram uma diminui¢do na
TUNEL marcagdo dos interneurénios. Contudo, o CNTF resgatou preferencialmente
interneurénios nas laminas mais profundas das colunas dorsais e nas ventrais. enquanto que o
NGF foi mais eficaz nas laminas superficiais. Os resultados obtidos ddo suporte 2 hipotese de
que os interneurdmios medulares, no neonato, sdo dependentes tanto do alvo quanto da

aferéncia para sua sobrevivéncia.
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Abstract

Transection of a peripheral nerve in neonatal rats induces an extensive death of
axotomized neurons. We demonstrate here that spinal motoneurons and sensory dorsal root
ganglia neurons become TUNEL-labeled (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labelling) after sciatic nerve transection in neonatal rats, thus indicating that apoptotic
mechanisms are involved in the death process. Interestingly, there is also a profound increase
of TUNEL-labeled mterneurons in the deep dorsal horn. This location suggests that an intact
afferent mput and/or contact with target organs are essential for interneuronal survival. Death
of motoneurons and sensory meurons could be a result of the injury per se and/or the
deprivation of neurotrophic substances, secondary to the loss of contact with target cells. In
order to define the relative importance of the loss of a potential target (motoneuron) and a
potential afferent input (dorsal root ganglion cell) for the induction of apoptosis in interneurons
in this situation, we have compared the distributions and time courses for TUNEL labeling in
the L5 segment of the spinal cord and the L5 dorsal root ganglion after sciatic nerve transection
in the neonatal (P2) rat. In additional experiments were studied the effects on TUNEL labeling
of interneurons after treatment of the cut sciatic nerve with either ciliary neurotrophic factor
(CNTF), in order to tescue motoneurons, or nerve growth factor (NGF) to rescue dorsal root
ganglion cells. The time courses of the TUNEL labeling in motoneurons and interneurons
induced by the lesion show large similarities (peak at 8-48h postoperatively), while the Iabeling
in dorsal root ganglion cells occurs later (24-72h). Both CNTF and NGF decrease the number
of TUNEL labeled interneurons, but there is a regional difference, in that CNTF preferentially
saves interneurons in deep dorsal and ventral parts of the spinal cord, while rescuing effects of
NGF are mainly seen in the superficial dorsal homn. The results are interpreted as signs of a
trophic dependence on both the target and the afferent input for the survival of interneurons

neonatally.
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Introducdo

1.1 Aspectos Gerais

Durante a embriogénese do Sistema Nervoso, neurdnios sdo gerados em
excesso e, atravées de um processo de ajuste finamente regulado, grande
porcentagem destes ¢ eliminada (Oppenheim & Chu-Wang, 1978; Oppenheim,
1991). De fato, muitos neurdénios entram em processo de morte celular programada
(MCP), pela ativacdo de determinados genes e sintese de proteinas especificas,
sendo eliminados sem que ocorra o desencadeamento de processo inflamatério. Por
sua vez, outros neurdnios estabelecerdo contatos sindpticos entre st e/ou com
orgdos alvo, sobrevivendo assim pelo adequado de suprimento de fatores

neurotroficos (Hamburger, 1958; Levi-Montalcini, 1987; Oppenheim, 1991).

Contudo, um fato muito interessante é que 0s neurdnios motores € sensitivos
de mamiferos recém nascidos sdo particularmente susceptivels a morte apos
sofrerem axotomia. Em ratos, a transec¢do do nervo cidtico no dia do nascimento
(P0), leva a morte de 53% a 89% dos neurdnios sensitivos axotomizados presentes
nos ganglios das raizes dorsais. Esta lesdo provoca ainda a perda de praticamente
todos os motoneurdnios atingidos (Schmalbruch, 1987; Schmalbruch, 1988).
Estudos de Lowrie & Vbrova (1992) propuseram que o fendmeno da morte de
motoneurdnios se inicia no terceiro dia pds lesdo, havendo um pico de morte
neuronal apds uma semana, tanto para motoneurdénios como para neurdnios

sensitivos.

Baseados nas caracteristicas e peculiaridades dos efeitos da transeccdo do
nervo clatico em ratos neonatos, a morte neuronal poderia ser resultante de dois
tipos basicos de morte celular: apoptose e necrose. A necrose é caracterizada por

uma rapida destruigdo celular, com aumento acentuado de suas dimensdes, mal
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funcionamento das organelas citoplasmaticas, culminando com a desintegragido
celular (Walker ef al, 1988). Tal desintegragdo promove extravasamento de
substidncia intracitoplasmética no espaco extracelular, causando afluxo de
macréfagos, ativagdo do sistema imunoldgico e inflamagio local (McConkey et al.,

1996).

A apoptose, por outro lado, constitui-se num processo de autodestruicdo
celular extensamente caracterizado por uma série de alteracdes morfoldgicas bem
definidas. E um processo ativo que necessita da transcricdo de DNA e sintese
protéica de moléculas especificas, as quais irdo aturar intracelularmente em
diferentes niveis, levando a completa destruicdo da célula (Adams & Cory, 1998;
Ashkenazi & Dixit, 1998; Thornberry & Lazebnik, 1998). Porém, ao contrario da
necrose, ndo ha ativacdo do sistema imunoldgico a ponto de ocorrer o

desencadeamento de processo inflamatorio.

Ha crescentes evidéncias na literatura que mecanismos apoptdticos podem
estar relacionados a morte neuronal observada apos transeccdo do nervo cigtico em
ratos recém nascidos (Oliveira ef al., 1997; Lawson & Lowrie, 1998). Além disso,
ha fortes indicios de que a perda dos motoneurdnios e neurdnios sensitivos
axotomizados induz apoptose de interneurénos medulares, indicando que esta lesdo
promove efeitos mais amplos do que o atualmente conhecido (Oliveira et al.,
1997). Assim, pela utilizagdo de uma técnica para detecgio do processo apoptotico,
através da marcagdo de fragmentos de DNA, buscamos, neste estudo, encontrar
evidéncias que subsidiem essa hipotese, empregando o modelo experimental de
transeccdo do nervo ciatico em ratos recém nascidos. Ainda, no intuito de melhor

compreender a importdncia da sobrevivéncia dos motoneurdnios e neurdnios

sensitivos sobre a preservagdo dos interneurbnios medulares, empregamos fatores
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neurotroficos capazes de atuar preferencialmente sobre os motoneurénios ou

neurdnios sensitivos.

1.2 Organizacdo morfofuncional da medula espinhal

Durante a embriogénese, o SNC origina-se a partir da placa neural a qual ¢é
formada por células neuroectodérmicas (Baker er al., 1997a). A placa neural
apresenta-se dilatada cranialmente e estreitada caudalmente. Desta forma, a porgdo
mais expandida ira originar o encéfalo ¢ a parte caudal a medula espinhal (Larsen,
1997). Durante a neurulagdo ocorre, pelo dobramento da placa neural no sentido
longitudinal, a formagdo do tubo neural. Das margens laterais da placa neural,
origina-se uma populagio especial de células constituindo a chamada crista neural.
Estas células irdo destacar-se do tubo neural, migrando para regides especificas do
corpo, diferenciando-se e originando diferentes tipos celulares (Larsen, 1997), tais
como as células de Schwann (Webster & Favilla, 1984) e os melanocitos. As
células derivadas da crista neural também originam importantes componentes do
SNP, tais como 0s ganglios das raizes dorsais, seus neurbnios e células gliais

(Larsen, 1997).

Os neurdnios medulares, células gliais da medula espinhal e as células do canal
do epéndima, por outro lado, t€m sua origem no neuroepitélio adjacente ao canal
central (Baker er al., 1997a; Baker er al, 1997b). Este epitélio recebe a
denominacdo de camada wventricular e produz inicialmente os chamados
neuroblastos 0s quals irdo originar os neurdnios do SNC. Os neuroblastos migram
perifericamente ao canal central, formando uma segunda camada chamada de
manto, externamente a camada wventricular. Esta camada, contendo células

nervosas, desenvolve-se para formar a substancia cinzenta do SNC. Os brotamentos
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axonais provenientes destes neurdnios crescem em direcio a periferia,
estabelecendo uma terceira camada que formara a substancia branca. Tdo logo as
células matriciais presentes na camada neuroepitelial encerram a produgdo de
neuroblastos, inicia-se a produgdo de um outro tipo celular denominado glioblasto.
Este wa diferenciar-se em tipos gliais distintos, incluindo os astrocitos, os

oligodendrocitos e as células ependimarias (Burt, 1993).

Ao final da neurulacdo, os neuroblastos contidos na camada do manto passam a
organizar-se em quatro colunas ao longo de toda a extensdo da medula espinhal,
sendo duas denominadas dorsais ou alares e duas ventrais ou basais. Lateralmente,
as colunas alares estdo separadas das basais pelo denominado sulco limitante.
Dorsal € ventralmente mostram-se separadas pelos futuros funiculos dorsal e
ventral, respectivamente. As células nervosas presentes nas colunas ventrais
originardo os motoneurdnios medulares, cujos axénios emergem do tubo neural
pelo sulco ventrolateral para inervarem os musculos estriados esqueléticos. As
células nervosas presentes nas colunas dorsais dardo origem aos neurdnios de

associagdo ou interneurdnios (Larsen, 1997).

Ao final do desenvolvimento ficam evidentes na medula, duas conspicuas zonas
denominadas substancias cinzenta e branca. A substincia branca, a qual constitui a
por¢do mais externa da medula, agrega uma grande quantidade de fibras nervosas
mielinicas as quais constituem os chamados tratos medulares que interconectam a
medula com outras regides do SNC, estando agrupados em trés funiculos (Kandel
et al., 1991). O primeire deles, no sentido dorso-ventral, ¢ o funiculo posterior ou

dorsal, presente entre o sulco lateral posterior e o sulco mediano posterior; o

segundo ¢ o funiculo lateral, situado entre os sulcos lateral anterior e posterior; o
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terceiro ¢ denominado funiculo anterior ou ventral, estando localizado entre a

fissura mediana anterior € o sulco lateral inferior.

A substdncia cinzenta, mais interna, apresenta uma domindncia de corpos
celulares de neurbnios, fibras amielinicas e capilares sangiiineos. Quando
observada em seccdo transversal, apresenta a forma aproximada de um H, podendo
ser identificadas duas colunas de cada lado da linha mediana; wma anterior ou
ventral e uma posterior ou dorsal, havendo uma barra transversal de substincia
cinzenta que as interliga, denominada de comissura cinzenta (Carpenter, 1988). A
coluna dorsal € relativamente longa e estreita, sendo que seus neurdnios recebem

fibras aferentes advindas das raizes dorsais.

A transmissdo da informagdo sensorial vinda da periferia inclui duas fungdes
diferentes: especificar as caracteristicas dos estimulos em termos de modalidades
funcionais ¢ informar o sistema nervoso central sobre a localizacdo dos estimulos.
Para isso, ha subpopulacbes de neurfnios sensitivos primarios dedicados a
transmitir tipos especificos de informagdes sensoriais, apresentando um padrio
citoarquitetonico especifico de suas conexdes medulares (Burt ef a/., 1993; Kandel
et al., 1991). Contudo, € importante ressaltar que a separacdo e processamento dos
diferentes estimulos ¢ realizado em varios niveis, incluindo o tronco cerebral, o

talamo e o cortex cerebral (Kandel e /., 1991).

Estudos eletrofisioldgicos e neuroanatdmicos comprovaram que fibras aferentes
de diferentes modalidades funcionais estdo comectadas a grupos distintos de
neurdnios de segunda ordem os quais diferem em sua localizagio dorsoventral no
interior da substancia cinzenta da medula espinhal (Willis & Coggeshall, 1978:

Brown, 1981). Ainda, as investiga¢des eletrofisiologicas sugerem um padrio
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somatotopico de localizagiio destes neurdnios secundérios, onde cada regido da
periferia € representado em um local especifico ao longo da extensdo mediolateral

da coluna dorsal (Light & Durovic, 1984; Wilson ef al., 1986).

A substincia cinzenta da medula espinhal mostra-se organizada em colunas e
laminas. Assim, a extremidade da coluna dorsal recebe as terminagdes sensoriais
primarias, transmitindo os estimulos para centros superiores do SNC tais como
talamo, cerebelo e tronco cerebral. Esta por¢do da substincia cinzenta também &
fundamental para o estabelecimento de arcos reflexos. Por outro lado, os cornos
ventrais da medula contém os neurbnios motores inferiores, responsaveis pela
inervagdo dos musculos estriados esqueléticos (Burt, 1993). Assim, levando-se em
conta a disposi¢do dos diferentes tipos neuronais na substincia cinzenta, admite-se
duas formas de sistematizagdo de sua estrutura, sendo a primeira em nucleos ¢ a
segunda em laminas. Esta ltima, proposta por Rexed (1952; 1954), constitui-se
num mapa citoarquitetonico da medula espinhal, obtida a partir da correlagio entre

as conexdes sinapticas e dados eletrofisiologicos.

Assim, pode-se verificar que dentro de um circuito medular, existem
interneurénios de primeira, segunda e terceira ordem, de acordo com a sua
localizagdo e conexdes sinapticas (Eccles ef al., 1956). Além disso, tem-se que um
mesmo neurdnio pode receber aferéncias provenientes de diferentes origens

sensoriais, podendo ser excitatorias e/ou inibitorias.

Um exemplo ilustrativo da variedade de aferéncias sobre um mesmo neurdnio,
seria o dos interneurdnios medulares que fazem sinapse com motoneurénios. Neste
caso, 0s interneurdnios recebem aferéncias advindas de fibras aferentes cutineas,

de fibras dos fusos musculares (la e tipoll), de fibras aferentes dos receptores
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tendineos de Golgi (Ib) e de fibras de receptores articulares (Lundberg, 1975;
1979a,b; Baldissera er al., 1987; Schomburg, 1990). Assim, a resposta final dos
motoneurdnios depende da somatdria de todas as suas aferéncias excitatorias e
inibitorias (Kandel ef al., 1967; Dale, 1985; Di Prisco ef al., 1990; Lacaille et al.,
1987; Konnerth ef al., 1988).

Contudo, além das evidéncias eletrofisiologicas sobre as conexdes dos
interneurdnios, estudos morfologicos foram de fundamental importincia para o
melhor conhecimento da organizag¢do neuroanatémica da medula espinhal. Porém,
a citoarquitetura medular s6 pdde ser amplamente investigada posteriormente ao
desenvolvimento de técnicas neuroanatomicas refinadas. Neste sentido, os estudos
introduzindo o método de transporte transgangliénico da peroxidase do rabano
silvestre (HRP — horseradish peroxidase) realizados por DeGroat er al. (1978);
Grant ef al. (1979) ¢ Messulan & Brushart (1979) facilitaram grandemente o

desenvolvimento desta area do conhecimento.

Este método ndo s¢ foi de grande valia para a investigacdo somatotopica da
organizagdo das projecOes de diferentes nervos sensitivos na coluna dorsal da
medula (Grant ef al., 1979; Mesulan & Brushart, 1979; Ygge & Grant, 1983; Swett
& Woolf, 198%) como também possibilitou o estudo da distribui¢do laminar total de
diversos nervos periféricos (Grant ef al., 1979; Smith, 1983; Ygge & Grant, 1983).
Neste contexto, Molander ef al. 1984, baseados nas descri¢des de Rexed (1952,
1954) no gato, geraram conhecimentos importantes sobre a representacdo laminar
dos nervos responsavels pela inervagdo tanto muscular quanto cutdnea dos

segmentos lombosacrais da medula espinhal no rato.
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Interneuronios dedicados a transmissio de informagdo proprioceptiva, os quais
fazem sinapses com fibras aferentes tipo la, foram encontradas nas laminas V, VI,
na parte dorsal da lamina VII, ao redor do nicleo motor (lamina IX) e na lamina
VIII (Harrison ef al., 1986). Interneurdnios que recebem sinapses de fibras tipo Ib
foram encontradas nas laminas V e VI e por¢do dorsal das laminas VII e VIIIL,
correspondendo  as regides de chegada das aferéncias advindas dos orgaos

tendineos de Golgi (Hongo er al., 1978, 1987: Ishizuka er af .. 1979).

Os mmterneurdnios em contato com fibras aferentes tipo II, principalmente
advindas de fusos musculares, foram encontrados nas laminas IV e Vede Via
VIII, principalmente nos segmentos 1.4 ¢ L5 (Fukushima & Kato, 1975; Lundberg
et al., 1987, Edgley & Jankowska, 1987). Os interneurdnios que recebem
aferéncias de fibras tipo Il e IV, localizam-se principalmente nas laminas I e IV a
VI (Hoheisel et al., 1989). Um dado neuroanatdmico importante é que os
mterneurdnios localizados na zona intermediaria e no inicio da coluna ventral da
medula espmbal (ldmina IV-VI, parte medial), projetam-se para os nucleos
motores. Eles recebem aferéncias de fibras Ia e fazem conexdes sinapticas sobre
motoneurdnios . Tais conexdes podem ser excitatdrias ou inibitorias, sendo que os

motoneurdnios alvo podem ser flexores ou extensores (Brown, 1991).

Ao contrario dos neurdnios relacionados 3 propriocepedo, 0s quais projetam-se
principalmente para as laminas mais internas da coluna dorsal e zona intermedisria
da medula espinhal, aqueles cuja funcio é a nocicepgdo, projetam-se
abundantemente para as laminas superficiais (I a II). As fibras que penetram a
zona marginal (lamimna I) sdo do tipo AS (tipo ITI; Ligth er al., 1979; Réthelyi et al.,
1982; Mense & Prahakar, 1986) e fibras amielinicas do tipo C (tipo IV: Gobel er

al., 1981). Ainda, terminacdes de fibras aferentes cutaneas embora projetando-se na
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lamina I, sdo mais proeminentes nas ldminas [I-IV (Grant & Ygge, 1981; Molander
& Grant, 1986). A ldmina II parece ser a maior 4rea de projecdo de fibras
amielinicas da pele (Sugiura et al., 1986). Ainda, as fibras mielinicas advindas dos
mecanoceptores de adaptagdo rapida e lenta terminam em diferentes partes das

laminas I1I a VI.

1.3 Morte neuronal em ratos recém nascidos

Durante o periodo correspondente a primeira semana pos-natal dos mamiferos,
os motoneurénios medulares e os neurdnios sensitivos presentes nos ganglios das
raizes dorsais, apresentam-se ainda imaturos morfologica e funcionalmente (Lowrie
& Vbrova, 1992). Nessas condigdes, uma axotomia ¢ capaz de induzir a morte de

praticamente toda a populagdo lesionada (Lowrie ef al., 1994).

A morte neuronal induzida pela lesdo axonal em ratos neonatos tem sido
extensivamente mvestigada, ¢ comparada & morte celular programada que ocorre
durante o desenvolvimento (Lowrie & Vbrovd, 1992). Sabe-se que para os
motoneurdnios, o periodo de MCP ocorre entre o 15° e 17° dias embrionarios (E15
¢ E17), enquanto que no caso dos neurdnios sensitivos, este processo se da entre
E17 e E19 (Oppenheim, 1991). Em ratos neonatos, ha uma perda natural de
aproximadamente cinqgiienta por cento da populagio de motoneurdnios medulares,
sendo que, morfologicamente, uma proporcdo destas células mostra grande
condensagdo da cromatina ao longo da superficie interna do envelope nuclear, um
fato caracteristico do processo de apoptose (Oppenheim & Chu-Wang, 1983;
Milligan er al, 1994). No caso da lesdo axonal no rato neonato, a desconexdo entre

o corpo celular do neurdnio € o 6rgdo alvo, provoca uma drastica diminuicio do




Inrroducdo 11

aporte de fatores neurotrdficos para o corpo celular, o que em ultima instincia
resulta na morte neuronal. Esta hipdtese foi comprovada no estudo realizado por
Kashihara ez a/. (1987), onde foram utilizados ratos com quatro dias de vida, os
quais tiveram o ramo do nervo tibial para o musculo gastrocnémio medial esquerdo
transeccionado. No grupo cuja reinervagdo do musculo foi permitida, a morte dos
motoneurénios foi grandemente reduzida. De fato, a amplitude e duracio da
atividade elétrica do nervo, nos animais cuja regeneracédo foi impedida decresceu
significativamente, enquanto que nos animais cuja reinervacio foi permitida, houve

uma gradativa recuperacio.

Além da hipétese da necessidade do aporte de substincias troficas para a
sobreviveéncia neuronal no periodo neonatal, existem fortes evidéncias de que a
interagdo dos cones de crescimento com as fibras musculares também sejam
fundamentais. Este contato induz o inicio do processo de estabelecimento das
Jungdes neuromusculares, fazendo com que os neur6énios passem de um periodo de
crescimento para um periodo de atividade sinaptica. Tais alteragdes fisiologicas sdo
fundamentais para o amadurecimento celular, resultando num estado relativamente
independente do ¢rglo alvo, no que diz respeito ao fornecimento de fatores

neurotroficos (Vbrova & Lowrie, 1989).

No sentido de dar subsidios a hipétese da necessidade do contato funcional com
o musculo para a sobrevivéncia de motoneurdnios, Burls er al. (1991) empregaram
a a-bungarotoxina (BTX) em ratos neonatos. Os resultados mostraram uma macica
morte de motoneurdnios medulares apds o esmagamento do nervo cigtico no quinto
dia pos-natal, nos ammais tratados com BTX. Em contraste, no grupo onde foi
apenas realizado o esmagamento, ndo ocorreu morte neuronal significativa. Além

disso, observaram que o tratamento com BTX no quinto dia pds-natal promoveu
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uma perda maior de motoneurdnios (86%) comparativamente a transecc¢do do nervo

ciatico no dia do nascimento (P0).

Uma explicacdo para este fato seria que, no caso do grupo tratado com BTX, as
aferéncias sensitivas continuariam a existir, podendo causar uma prolongada
despolarizacdo dos motoneurdnios, resultando numa maior morte celular. No caso
da transec¢do do cidtico em PO, o desenvolvimento do componente sensitivo
também seria afetado, reduzindo o numero de aferéncias excitatdrias e/ou
inibitérias sobre os motoneurénios. Tais resultados sdo consistentes com as
observagdes de Miyata ef al. (1986), os quais descreveram que a administracdo de
NGF, cujo principal efeito seria resgatar os neurénios sensitivos apds a lesdo
neonatal, aumentou o nivel de perda de motoneurGnios no mesmo segmento

medular.

Nesse contexto, ¢ fundamental inquerir quanto tempo os motoneurdnios
axotomizados sobrevivem apos sua desconexdo do misculo e qual seria o padrio
temporal de morte destas células. Lowrie er al. (1994), numa conftribuicdo
importante para responder essas questdes, realizaram o esmagamento do nervo
ciatico em ratos recem nascidos (P3) e analisaram o desenvolvimento do processo
de morte motoneuronal. Para isso, previamente a lesdo (P0), os animais receberam
uma injecdo de corante {luorescente nos misculos extensor longo dos dedos e tibial
anterior. O transporte retrogrado deste corante e seu actimulo no corpo celular dos

motoneurdnios permitiu estudar a cronologia da morte destas células.

Os resultados mostraram que, com o esmagamento do nervo cidtico, a morte dos
motoneurdnios acontece até o décimo segundo dia pos lesdo, sendo a maior perda

celular concentrada nos seis primeiros dias. Uma vez que os primeiros sinais de
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reinervagdo do misculo sdo apenas observados dez a doze dias pos lesdo, ¢
provavel que a maioria dos motoneurdnios morra antes de qualquer contato com o
orgio alvo. Além disso, foi observado que a perda inicial de motoneurdnios
concentra-s¢ na por¢do mais caudal da ldmina IX lateral. Como a maturacio da
medula espinhal ocorre em sentido rostro-caudal, pode-se dizer que os neurdnios
mais imaturos sdo 0s mais susceptiveis a morte apds a lesdo. Tal fato esta de acordo
com o conceito de que quanto mais maduro o animal, 0s neurdnios tornam-se
gradativamente mais resistentes a auséneia de suprimento trofico (Lowrie &

Vbrova, 1992).

Tem sido amplamente comprovada a ocorréncia da MCP em varios tipos
neuronais, incluindo-se motoneurdnios, neurdnios sensitivos, c¢élulas de Purkinje no
cerebelo e neurbnios do cértex cerebral (Oppenheim, 1991; Sanders & Wride,
1995; Clarke & Clarke, 1996). Contudo, este mecanismo de ajuste do ntimero de
neurdnios em relagdo ao orgdo alvo ndo foi evidenciado em todas as populacdes
neuronais, como por exemplo neurdnios da ponte e nicleo rubro (Armstrong &

Clarke, 1979; Oppenheim, 1981; McKay & Oppenheim, 1991).

Apenas recentemente, Lawson e a/. (1997), demonstraram a ocorréncia da
MCP em interneurdnios medulares. Isto foi possivel pela utilizacdo de uma técnica
capaz de identificar in sifu o processo de fragmentacdo do DNA caracteristico da
apoptose. Interessantemente, foi observado que os interneurdnios medulares de
ratos, entram em MCP a partir do altimo dia prénatal (E20), apresentando o pico no

dia do nascimento (P0O), sendo ainda detectavel até o oitavo dia pos-natal.

Uma possivel explicagdo para a maior perda interneuronal ocorrer em PO pode

ser a série de alteragbes abruptas que ocorrem durante ¢ logo apos o nascimento.
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Particularmente, as alteragdes no sistema sensorial, poderiam levar a um ajuste fino
das conexdes medulares. Apesar do extensivo conhecimento dos efeitos da
axotomia neonatal, pela seccdo de um nervo periférico, sobre os motoneurénios e
neurdnios sensitivos, pouco se sabe sobre a resposta dos interneurdnios medulares
relacionados com estas populagdes neuronais. Os resultados de Sugimoto et al.
(1990) indicam a presencga de neurdnios picndticos apos a perda da aferéncia ou do
componente eferente, sugerindo que os efeitos desta axotomia sdo bastante mais
extensos do que previamente imagimado. Desta forma, torna-se interessante um

melhor conhecimento da resposta dos interneurdnios medulares a lesdo periférica.

Nesta linha de raciocinio, Walters et al. (1998) investigaram influénecia de
mecanismos de excitoxicidade sobre a morte de motoneur6nios apos axotomia.
Para isso, realizaram dois tipos de lesdo: o esmagamento do nervo ciatico e o
esmagamento seletivo do nervo fibular. Desta forma, no primeiro tipo de lesio,
tanto oS motoneurénios quanto o0s neurfnios sensitivos que atuam sobre os
musculos antagonistas foram lesionados, havendo uma possivel diminuicdo das
aferéncias sensitivas sobre os motoneurdnios que inervam os misculos agonistas.
No caso da lesdo do nmervo fibular, foram preservadas as vias aferentes que se

projetam para os motoneurdnios axotomizados que inervam os musculos agonistas.

Os resultados mostraram que, no caso da lesdo do nervo ciatico, houve uma
morte de motoneurdnios cingiienta por cento menor, quando comparada a lesdo do
nervo fibular. Porém, € importante ressaltar que, em ambos o0s casos, a morte
neuronal atinge valores expressivos, superiores a setenta por cento da populacdo
total de motoneurdnios. Uma interpretacdo para este fato ¢ que a axotomia seletiva
do nervo fibular, por manter a inervagfo reciproca, poderia levar a uma ativagio

excessiva dos receptores de glutamato tipo NMDA, elevando os niveis de calcio
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intracelular. Isto desencadearia uma série de eventos intracelulares cujo resultado
seria a morte neuronal. Tais eventos poderiam estar ligados a ativagdo de
endonucleases tais como DNAse I e 11 (Peitseh er al., 1993: Zhivotovsky et al.,
1994), transglutaminases (Piacentini ef o/, 1991) e proteases diversas como as da
familia da enzima conversora de interleucina 1B (Zhivotovsky et al . 1994; Neanati

et al., 1995).

Recentemente, Lawson e al. (1998), também propuseram que a excitoxicidade
resultante da eliminagdo de sinapses inibitérias pode desencadear um processo de
morte neuronal por apoptose. Adicionalmente, observaram que os interneurdnios
medulares também foram afetados pela perda dos motoneurénios e neurdnios

sensitivos, entrando em apoptose.

1.4 Fatores neurotrdficos na sobrevivéncia e regeneracdo neuronal

Os fatores neurotréficos sdo proteinas caracterizadas pela seletividade de sua
agdo em certas populagdes de neur6nios do sistema nervoso central e periférico.
Sdo fundamentais para a diferenciagdo e sobrevivéncia neuronal durante o
desenvolvimento e¢ para a manutencdo da correta funcdo neuronal no adulto.
Atualmente, considera-se a existéncia de duas classes distintas de fatores
neurotroficos. A primeira constitui-se na familia das neurotrofinas, cujo protétipo é
o NGF (nerve growth factor). Além do NGF, esta familia compreende outras quatro
proteinas conhecidas: o BDNF (brain derived neurotrophic factor), a neurotrofina 3
(NT-3), a neurotrofina 4/5 (NT-4/5) e a neurotrofina 6 (NT-6), embora esta iltima

s0 tenha sido identificada e isolada em peixes (Gotz ef al., 1994). A segunda inclui

fatores neurotroficos estruturalmente distintos das neurotrofinas, sendo
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representada pelo CNTF (ciliary neurotrophic factor) o qual atua através de
receptores comuns a outras citocinas, tais como LIF (leukemia inhibitory factor) e

IL-6 (interleucina 6).

Todas as mneurotrofinas sdo polipeptideos homodiméricos formados por
aproximadamente 120 aminodcidos. Apresentam caracteristicas bioquimicas
similares, possuindo um grau de homologia de cinqiienta a sessenta por cento em
suas seqiéncias de aminoacidos (Angeletti & Bradshaw, 1971; Leibrock et al.,
1989; Ernfors ef al, 1990; Maisonpierre ef al., 1990; Berkemeier ef al., 1991;
Hallbook et al., 1991; Ip et al., 1992).

O NGF foi o primeiro fator neurotréfico identificado, tendo sido descoberto na
década de 50 (Levi-Montalcini, 1951), concretizando assim a teoria neurotrofica
proposta por Cajal (1928). Esta neurotrofina é responsavel pela regulagio da
sobrevivéncia, brotamento axonal e produgdo de neurotransmissores numa
populagdo neuronal particular: os neurénios do sistema autdnomo simpatico
(Korshing, 1993). O NGF produzido pelas células alvo liga-se a receptores
especificos presentes no cone de crescimento dos neurdnios, ¢ internalizado e
transportado retrogradamente até o corpo celular, aonde exerce suas fungdes (Levi-
Montalcini, 1987; Thoenen ef al., 1987). Além dos neurdnios do simpatico, sabe-se
que o NGF também atua sobre subpopulagdes de neurdnios sensitivos e, no sistema
nervoso central, em neurdnios colinérgicos septais e do corpo estriado, (Alderson et

al., 1990; Kniisel ef al., 1991; Ventimigha ef al., 1993).

Uma outra caracteristica do NGF € sua habilidade em direcionar o crescimento
dos axdnios de neurdnios sensitivos e simpaticos tanto durante o desenvolvimento

quanto no processo regenerativo. Isto ocorre como resultado do estabelecimento de
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um gradiente de concentragdo entre os cones de crescimento € o orgdo alvo,
consolidando a idéia do neurotropismo na hipdtese neurotrofica (Levi-Montalcini,

1987).

Apesar do conhecimento das propriedades neurotroficas do NGF, apenas na
década de 80 foram obtidas evidéncias satisfatorias sobre o mecanismo pelo qual
esta neurotrofina ¢ captada pelos neurdnios e que esta é produzida pelas células
alvo. Estas evidéncias foram obtidas a partir da observagio de que a administragdo
de 6-hidroxidopamina em ratos neonatos, cujo efeito € a destruicdo das terminagdes
adrenérgicas, ou vinblastina, que bloqueia o transporte axonal, provoca a morte da
maioria dos neurbnios simpéticos (Angeleti & Levi-Montalcini, 1970).
Interessantemente, os efeitos degenerativos causados por estas drogas sdo
comparaveis em magnitude, aos efeitos da aplicagdo de anticorpos anti-NGF.
Ainda, a transecgdo dos axOnios pos-ganglidnicos do ganglio cervical superior, em
ratos recém nascidos, resulta na morte de aproximadamente 90 por cente dos
neurdnios simpaticos presentes no ganglio (Hendry, 1975). Nestas situacdes, a
morte neuronal pode ser prevenida pela aplicacdo de NGF exégeno (Johnson er al.,

1980; Levi-Montalcini er al., 1975; Hendry, 1975, Aloe et al., 1975).

Um grande avango para o entendimento da seletividade de atuacdo das
neurotrofinas sobre diferentes populagdes neuronais foi a identificacdo do
protooncogene tirosino-quinase A (TrkA) como receptor do NGF (Kaplan et al.,
1991; Klemn ef al., 1991). Estudos subsequentes revelaram que outras neurotrofinas
utilizam diferentes receptores tipo Trk (Barbacid, 1993: Glass & Yancopoulos,
1993; Bothwell, 1995). Atualmente sabe-se que o NGF ¢ ligante especifico para o
TrkA, enquanto que BDNF e NT-4/5 sdo ligantes preferenciais do TrkB e que o
NT-3 liga-se ao TrkC (Ip et al., 1993; Barbacid, 1993; Bothwell, 1995),
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O CNTF € um membro da familia das citocinas a qual também inclui a
oncostatina M, o fator inibitorio de leucemia (LIF) e a interleucina 6 (IL-6) (Bazan,
1991; Rose & Bruce, 1991). E produzido por células de Schwann associadas a
fibras mielinicas no SNP e por subpopulagdes de astrocitos, sendo amplamente
presente no SNC (Stocklt ef al, 1991). Assim como o NGF e as outras
neurotrofinas . o CNTF ¢ internalizado e retrogradamente transportado até o corpo

celular apos urna lesdo periférica (Sendtner ef al., 1990).

Diversas evidéncias foram obtidas indicando que o CNTF desempenha um
papel fundamental no processo de resposta a lesdo no SNC. Observou-se que
subseqientemente a uma lesd3o a nivel de SNP ou SNC sdo desencadeadas
dramaticas altera¢Oes nos niveis de CNTF. Lesdes mecanicas provocadas no
cérebro, por exemplo, levam a um expressivo aumento na quantidade de mRNA
para CNTF bem como da propria proteina no local lesionado (Ip ef al., 1993; Asada
et al., 1995). Interessantemente, este aumento na expressdo do mRNA para CNTF
foi localizado em astrocitos reativos presentes no tecido cicatricial originado no
local da lesdo (Ip er al., 1993; Rudge ef al., 1992). Desta forma, é possivel que o
CNTF apresente uma fungdo dupla no desenvolvimento do processo pos-lesional,
atuando como molécula neurotrdfica para os neurdnios em regeneragio e como

estimulador da multiplicagdo ghial (Rudge er af., 1992).

No SNP normal, foram detectados altos niveis de RNA mensageiro ¢ de
CNTF no citoplasma das c€lulas de Schwann contidas no nervo ciatico (Stockli er
al., 1991; Rende ef al., 1992; Friedmann et @/., 1992). Porém, apés uma lesdo, os
niveis de mRNA para CNTF diminuem drasticamente no coto distal (Friedmann et

al., 1992) e aumenta a quantidade desta proteina no espaco extracelular (Sendtner
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et al., 1992a). Desta forma acredita-se que, no SNP, o CNTF é estocado nas células

de Schwann para ser liberado em resposta a lesdo.

Essa citocina despertou grande interesse apos a observacio de seus efeitos sobre
a sobrevivéncia de motoneur0nios tanto in vitro quanto in vive, durante o periodo
de embriogénese e apos lesdo periférica em ratos recém nascidos (Hagg ef al.,
1992; Sendtner er al., 1990; Sendtner et al., 1992a). Sendtner et al. (1990)
demonstraram em ratos recém nascidos que o tratamento com CNTF impede
efetivamente a morte de motoneurdnios apds a transecgdo do nervo facial.
Adicionalmente, Sendtner er al. (1992) observaram que o CNTF é um potente
neuroprotetor, evitando a morte de motoneur6nios em um modelo experimental de

neuropatia motora progressiva (Sendtner et al., 1992b).

1.5 Caracteristicas e mecanismos da apoptose

Embora o conceito de apoptose seja relativamente novo, ha mais de um século
acredita-se que a morte celular possa ser regulada por mecanismos celulares
intrinsecos, desempenhando papel fundamental para a homeostase dos diversos
orgdos. Além disso, ja se atribuia a este tipo de mecanismo de morte celular uma
importante  fungdo na regulagdo do desenvolvimento mnos organismos
multicelulares. Ainda, acoplado a este conceito, ja se postulava que deveria ocorrer
uma renovagdo celular constante, havendo, para isto, um mecanismo capaz de

balancear a razdo entre divisdo € morte celular (Zhivotonsky ef al., 1994).

Em diversos estudos classicos abordando a morte celular programada ou

induzida, pode-se encontrar descri¢des pormenorizadas dos eventos que atualmente
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se sabe estarem ligados & apoptose. Entre eles, as observages de Shader (1914)
que, ac estudar a mucosa uterina durante o periodo pré menstrual, descreveu
células fragmentadas com cromatina condensada. Tal ocorréncia foi por ele

denominada de picnose e interpretada como resultado da MCP.

Walter Flemming (1885), em seu estudo sobre a regressio dos foliculos
ovarianos em mamiferos, observou que este tipo de morte celular estava associado
a geracdo de pequenas cé€lulas e particulas celulares nas quais o nucleo estava em
processo de fragmentacfo. Este fendmeno foi por ele denominado cromatélise.
Posteriormente, Glicksmann (1951) e Sanders (1966) defenderam a idéia de que o
processo de morte celular exibiria um padrdo conservado, nas diferentes espécies,
de alteragdes morfologicas essenciais durante a embriogénese. Contudo, o conceito
¢ a magnitude da distribui¢do e o padrio da morte celular em tecidos adultos ainda

niao havia sido descrita.

Kerr, Willie e Currie (1972) propuseram a existéncia de um mecanismo geral
de morte celular, o qual denominaram apoptose. Isto foi possivel a partir de estudos
baseados na indugdo de atrofia hepatica causada por isquemia, bem como na
observacdo das alteragdes morfoldgicas da glandula adrenal na auséncia de ACTH.
Neste estudo classico, foram descritos em detalhes as caracteristicas fundamentais
do processo de morte celular por apoptose em diferentes tecidos. Propuseram que
as modificagdes estruturais ocorrem em dois estdgios distintos. O primeiro
compreenderia a condensagdo nuclear e citoplasmatica e a fragmentacdo da célula
em um numero variavel de partes relativamente bem preservadas
ultraestruturalmente, denominados corpos apoptéticos. Num segundo momento,

estes elementos seriam ativamente fagocitados por células vizinhas, havendo uma
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séric de alteragdes semelhantes & autdlise in vitro, ocorrendo no interior dos

fagossomos, sendo rapidamente degradados enzimaticamente.

Adicionalmente a definigdo de apoptose, observou-se que este processo ocorre
com extrema precisdo temporal, envolvendo sintese protéica. Neste sentido,
Lockshin & Beaulaton (1974), demonstraram que a morte celular durante a
metamorfose de insetos, ocorria temporalmente com precisdio, apds sinais
hormonais e neuroldgicos especificos. Também comprovaram que, neste ¢aso, a
morte celular por apoptose necessitava de sintese protéica, uma vez que a aplicagio
de iibidores de transcrigdo de mRNA ou de sintese protéica a impedia de ocorrer.
A partir destes estudos, Lockshin & Beanlaton (1974) propuseram o termo “morte
celular programada” fundamentando a idéia de que a morte celular fisiologica
poderia ser geneticamente regulada. Desta forma, é muito importante a
diferenciagdo do processo de MCP e apoptose. A MCP é um processo natural de
morte celular, cuja cronologia ¢ geneticamente regulada, que ocorre durante
processos de ajuste das dimensSes de uma determinada populacdo celular,
normalmente no periodo da embriogénese. Por outro lado, a apoptose é um
mecanismo de autodestruigdo caracterizado por wma involugdo morfolégica da
célula. Apesar da apoptose ser geneticamente regulada, seu desencadeamento pode

ser observado em qualquer periodo da vida do organismo.

As maiores evidéncias comprobatérias do controle genético da MCP foram
obtidos em importantes estudos realizados com C. elegans (Ellis ef al., 1991; Yuan

& Horvitz, 1992; Yuan er al., 1993; Hengartner & Horvitz, 1994). Durante o

desenvolvimento deste nematoda, 131 das 1090 células somaticas formadas no
hermafrodita entram em MCP. Estas mortes sfo precisamente controladas, sendo

que em todos os animais as mesmas células morrem, cada uma numa idade
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embrionaria caracteristica, exibindo condensagdo da cromatina, contra¢do
citoplasmatica, fragmentagdo nuclear, culminando com a formacdo de corpos

apoptéticos, os quais sdo fagocitados pelas células vizinhas.

Quatorze genes mostram-se envolvidos nas varias etapas de morte celular;
sendo que deste total, trés genes (ced-3; ced-4 e ced-9) sdo ativados na via final de
morte das 131 células. Pela mutagdo destes genes foi possivel deduzir-se que ced-3
e ced-4 sdo necessarios para a morte celular, enquanto que ced-9 é um bloqueador
deste processo. A clonagem dos genes ced-3; ced-4 e ced-9 revelaram alta
homologia estrutural e funcional entre diferentes espécies, refor¢ando o conceito da
existéncia de um mecanismo basico e conservado de morte celular (Ellis er al.,

1991).

O gene ced-3 apresenta homologia com a familia de proteases cisteina
especificas, onde os principais membros s30 a enzima conversora de interleucina
13 (ICE), a Ich-1/Nedd-2 e Ich-2. Tais proteases induzem a MCP em diferentes
tipos celulares, inclusive neurdnios, estando relacionadas portanto, a via efetora
final que leva a morte celular. O gene ced-4 gera uma proteina de 63Kda altamente
hidrofilica, cujo homologo ndo foi detectado em mamiferos, sendo sua funcdo
bioquimica desconhecida. Por outro lado, o gene ced-9 decodifica uma proteina
com alto grau de homologia com o produto do protooncogene Bel-2, cujo efeito é

anti-apoptotico (Yuan & Horvitz, 1992; Yuan ef al., 1993).

Subseqiientemente & descrigio original sobre a MCP e apoptose, uma série de
estudos buscou melhor entender os mecanismos intrinsecos relacionados a estes
processos (Walker er al., 1992; Brown ez al., 1993; Roy ef al., 1992; Oberhammer

et al., 1993). Para 1sso, diversas técnicas citoquimicas, imunocitoquimicas e
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bioquimicas foram desenvolvidas e aprimoradas. Em quase todos os casos onde
foram  detectadas  alteragdes  morfologicas, observou-se  fragmentacio
internucleossomal de DNA, sendo esta considerada um marcador bioguimico da
apoptose. Neste tipo de degradacdo, provocada pela ativagdo de endonucleases
endogenas, 0 DNA ¢ clivado na regido de ligacdo entre as histonas e os
nucleossomos. Como o DNA presente em torno das histonas apresenta uma
extensdo de 180 a 200 pares de bases, multiplos deste intervalo sdo freqilentemente

encontrados, sendo denominados fragmentos apoptoticos (“apoptotic ladering™).

Por outro lado, alguns estudos identificaram durante o processo apoptdtico, a
presenca de grandes fragmentos de DNA, cujo tamanho variava entre 50 e 300 kpb
(Walker ef al., 1993; Brown ef al., 1993). Timocitos de ratos induzidos a entrar em
apoptose via tratamento com dexametasona, por exemplo, apresentaram ndo apenas
fragmentacdo iternucleossomal, mas também grandes fragmentos de DNA (Brown
et al, 1993). De maneira semelhante, grandes fragmentos sem clivagem
internucleossomal foram observados em linfocitos cuja apoptose foi induzida pelo
tratamento com teniposida, um inibidor da topoisomerase 1I, enzima que atua na
transcrigdo do DNA (Roy ef al, 1992). Tal processo de geragio de grandes
fragmentos de DNA tem sido interpretados como possivel precursor da
fragmentacdo internucleossomal, sendo os dois processos portanto interligados
(Walker er al., 1992; Brown et al., 1993; Roy et al., 1992; Oberthammer et al.,
1993).

A endonuclease DNAse 1, cuja agdo é calcio e magnésio dependente, é uma
forte candidata a ser uma das responsaveis pelo processo de fragmentacdo
cromatinica. Anticorpos anti DNAse T bem como seus inibidores, reduzem

grandemente a fragmentacdo internucleossomal in vitro (Peitsch, 1993). Além
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disso, adicdo desta enzima em nucleos isolados resulta na formacio de fragmentos
de DNA os quals possuem terminagdes 5 -PO; e 3'-OH idénticas aquelas
encontradas em c€lulas apoptdticas in vivo. Apesar destas evidéncias, sabe-se que a
DNAse [ esta presente nas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, complexo
de Golgi e vesiculas secretorias pequenas, em células normais. Contudo, em células
apoptdticas, devido a perda de integridade do sistema de biomembranas, pode estar

presente no espago perinuclear e assim penetrar no nucleo.

Adicionalmente as endonucleases, também a atividade proteolitica &
fundamental durante o processo de fragmentacdo cromatinica. Interessantemente, a
cromatina normal apresenta-se organizada em subdominios de 50 (“loops™) e 300
kpb (rosetas) enquanto que o DNA associa-se aos complexos de histonas
originando nucleossomos com extensdo de 180 a 2060 pares de bases. Desta forma,
as proteinas associadas a cromatina provavelmente impedem a ac¢do das
endonucleases, por tornar inacessiveis os sitios de acdo destas enzimas (Walker et

al., 1993; Brown et al., 1993).

Sabe-se que a topoisomerase Il e a lamina B, as quais sfo substratos de
proteases implicadas na apoptose, ligam-se 4 cromatina com uma periodicidade de
300kpb e 30-50 kpb, respectivamente; enquanto que a histona HI1 esta disposta ao
longo da cromatina a cada 180-200 pb. Assim, uma digestio seqiiencial destes
polipetideos poderia explicar a formacdo dos grandes fragmentos de 50 e 300Kpb
observados no Inicio do processo apoptoético. Estes podem ser detectados através de

eletroforese (Walker er al., 1993; Brown er al., 1993; Cohen et al., 1992).

Levando-se em conta este processo de fragmentacdo internucleossomal do

DNA, Gavnieli ef al. (1992) propuseram uma técnica para a deteccfo in sifu, de
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células apoptoticas, a qual denominaram TUNEL (“terminal deoxynucleotidyl
transterase (TdT) dUTP nick end labeling™). O principio desta metodologia baseia-
se no emprego da enzima TdT, uma DNA polimerase encontrada em pré-linfocitos

e em estagios iniciais da diferenciacdo do tecido linfoide (Chang & Bollum, 1986).

A TdT catalisa um processo de adicdo seqiiencial de desoxiribonucleotideos tri-
fosfato (e.g. 11-dUTP), previamente marcados com digoxigenina, aos terminais 3 -
OH de fragmentos de DNA fita dupla ou simples. Apds a incorporagio dos
nucleotideos, estes sdo visualizados pela utilizagdo de anticorpos anti-digoxigenina
conjugados com um fluordgeno ou peroxidase. Como o DNA presente em células
normais ou em periodo proliferativo apresenta um quantidade insignificante de
terminais 3'-OH, estas células ndo sdo marcadas. Ainda, células em processo de
necrose, apesar de poderem apresentar um certo grau de fragmentagio cromatinica
que pode resultar em pequeno nivel de marcacgio, podem ser diferenciadas das
apoptoticas pela intensidade deste sinal, o qual é bastante forte nestas tultimas
(Gold, 1994).

Contudo, apesar da sensibilidade e confiabilidade da reagdo do TUNEL, a
analise morfologica em nivel ultraestrutural, constitui-se numa metodologia
fundamental para o estudo e deteccdo do processo de MCP e apoptose. Neste
sentido, as alteragOes ultraestruturais tipicas durante o processo apoptético incluem
condensa¢ao da cromatina, desorganizagdo do citoesqueleto e desestabilizacdo do
sistema celular de membranas. Este ltimo leva ac rompimento celular originando
COIpOs apoptoticos que contém organelas citoplasmaticas em seu interior.
Interessantemente, esta série de alteragdes ocorrem sem que haja ativagio
significativa do sistema imunologico, ndo havendo portanto desencadeamento de

processo inflamatorio. Além disso, a apoptose é caracterizada por ocorrer em



Introducio 26

células isoladas € que, no inicio do processo, perdem contato com as células

vizinhas.

A morfologia da apoptose mostra-se marcadamente em contraste com as
alteragdes observadas durante o processo de necrose celular. Este processo pode ser
evidenciado i vitro, ap0s a aplicacdo de altas doses de substancias citotoxicas no
meio de cultura. Nestas condigdes, as células rapidamente incham e se desintegram,
havendo uma caracteristica disfuncao das organelas citoplasmaticas e colabamento
mitocondnial.  Este processo resulta no  derramamento de  material
intracitoplasmatico no meio extracelular, o que causa inflamacdo, com influxo de
células imunocompetentes e fagociticas. A necrose in vivo também é observada
apos lesdes que levam ao rompimento celular ou da homeostase tecidual, podendo
ser caracterizada como um distirbio de carater irreversivel. Pode ser referida como
necrose coagulativa, onde células contiguas colapsam sem que haja perda de

contato com as vizinhas (para revisdio ver Zhivotonsky er al., 1994),
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OBJETIVOS

A partir dos dados presentes na literatura sobre os efeitos da transeccdo do nervo

ciatico em ratos recém nascidos, este estudo teve como objetivos:

- Obter evidéncias sobre o tipo de morte celular desencadeada pela transeccdo
do nervo ciatico neste modelo experimental, através da utilizacdo da técnica

do TUNEL e microscopia eletrdnica;

- Estudar o padrdo temporal da morte por apoptose de motoneurdnios,
neurOnios sensitivos e interneurdnios medulares apos a transecgdo do nervo

clatico;

- Estudar a importincia relativa dos motoneurdnios e neurdnios sensitivos na
sobrevivéncia dos interneurénios presentes nas laminas I a VL, através da

aplicagcdo de NGF e CNTF no coto proximal dos nervos lesionados.




2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Animais e grupos experimentais

Para este trabalho foram utilizados ratos Sprague-Dawley recém nascidos,
com idade de dois dias. Os animais foram divididos em trés lotes, levando-se em
conta a realizagdo dos seguintes estudos: 1) padrdo temporal da morte neuronal por
apoptose, apOs transec¢do do nervo cidtico; 2) influéncia da administragdo de
neurotrofinas sobre a morte neuronal apos transeccdo do nervo ciatico e 3) efeito da

transec¢ido das raizes dorsais sobre a morte de interneurénios medulares.

Estudo 1
Para este estudo, os animais foram divididos em subgrupos levando-se em
conta o tempo de sobrevida apds a cirurgia para a transecgdo do nervo ciatico,

como mostra a Tabela 1.

Tabela I — Divis8o dos grupos experimentais e controle para o estudo do padrio
temporal da morte neuronal por apoptose, apds transecgdo do nervo ciatico em

ratos recéem nascidos.

Grupo Sobrevida Animal operado Animal normal
(sobrevida)
1 4 horas 3 3 (P2+4h)
2 8 horas 3 3 (P2+8h)
3 12 horas 3 3 (P2+12h)
4 24 horas 3 3 (P2-+24h)
5 48 horas 3 3 (P2+48h)
6 72 horas 3 3 (P2+72h)
7 1 semana 3 3 (P2+1 semana)
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E importante ressaltar que, devido & existéncia de um periodo de morte
interneuronal poés-natal, foi empregado um grupo controle para cada periodo de
sobrevida, onde os animais possuiam a idade igual a dois dias de vida mais o

periodo pés-cirtirgico correspondente.

Ainda para este experimento, trés animais P2 tiveram seu nervo ciatico

transeccionado e, apds um periodo de vinte e quatro horas, foram sacrificados e

processados para estudo ultraestrutural.

Estudo 2
Para este estudo, ratos recém-nascidos com dois dias de vida foram

submetidos a transec¢do do nervo ciatico, sendo tratados com fatores neurotréficos

seguindo-se a Tabela I1.

Tabela II - Divisdo dos grupos experimentais e controle para o estudo da
influéncia da administragfo de neurotrofinas sobre a morte neuronal por apoptose,

apos transec¢do do nervo ciatico em ratos recém nascidos.

Grupo Tratamento N
1 NGF 3
2 CNTF 3
3 NGF+CNTF 3
4 PBS 0,1M (controle) 3

Estudo 3
Este experimento fot realizado empregando-se trés ratos P2, os quais foram

operados para a transecgdo de raizes dorsais correspondentes ao nervo ciatico, com
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o objetivo de mvestigar os efeitos da auséncia do componente sensitivo sobre a
morte de interneuronios medulares.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de

Etica do Instituto Karolinska, Estocolmo, Suécia.

2.2. Procedimento Cirdargico

2.2.1. Para a tanseccio do nervo ciatico

Sob hipotermia profunda, os animais foram colocados em decitibito ventral
sob microscépio cirurgico (Zeiss, Germany). A pele da coxa esquerda foi incisada
e, afastando-se a musculatura, procedeu-se a exposi¢do do nervo ciatico. Com o
auxilio de wma microtesoura, o nervo foi dissecado em sentido proximal, até sua
emergéncia no forame esquidtico. Neste ponto, procedeu-se & transeccdo do nervo
cidtico, retirando-se um segmento de aproximadamente trés milimetros do coto

distal, no sentido de assegurar-se a auséncia de contato com o coto proximal.

Concluida a cirurgia, a musculatura foi recolocada em posicdo e a pele
suturada com dois ou trés pontos cirurgicos com fio de seda 7-0 (Ethicon).
Subseqiientemente aos procedimentos cirtirgicos, os animais foram colocados em
local aquecido até que despertassem da anestesia. Em seguida foram devolvidos 3

companhia da mae, aonde permaneceram até o momento de serem sacrificados.
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2.2.2 Para o tratamento com fatores neurotréficos (NGF e CNTF)

Subseqiientemente aos procedimentos cirlrgicos para a transec¢io do nervo
ciatico, descritos no item 221, quando previsto no protocolo experimental,
procedeu-se o tratamento com solugdes contendo Nerve Growth Factor (NGF),

Cihary Neurotrophic Factor (CNTF) ou NGF+CNTF.

Para isso, um fragmento de gelfoam (4mm®) foi embebido em 15ul de
solugdo salina tamponada (PBS 0,1M) contendo NGF (10ug/ul), CNTF (25ug/ul)
ou uma mistura de NGF+CNTF. Apoés a total absorgio do volume de solucdo, o
fragmento de gel foi introduzido no leito muscular do nervo ciatico previamente

transeccionado, em contato direto com o seu coto proximal.

Trés animais receberam o fragmento de gel contendo 15ul de PBS 0.1M,
sendo utilizados como controle. Apds os procedimentos acima descritos, os animais
foram recolocados em companhia da méie por um periodo de vinte e quatro horas,

quando foram sacrificados.
2.2.3 Para a transecc¢ao das raizes dorsais

Trés ratos P2 foram anestesiados por hipotermia, sendo colocados em
decubito ventral ¢ mantidos numa placa de Petri contendo gelo triturado. Para a
exposi¢do da medula espinhal e raizes nervosas, a pele da regido do dorso do
amimal foi ncisada e a musculatura eretora da coluna vertebral foi rebatida,
expondo-se assim as l[dminas esquerdas das ltimas vértebras toracicas. Estas foram
entdo seccionadas com ¢ auxilio de uma microtesoura e retiradas com uma pinca de

relojoeiro numero 4.
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Uma vez exposta a medula espinhal, a dura-mater foi identificada e
seccionada logitudinalmente, dando acesso s diversas raizes nervosas presentes na
imtumescéneia lombar. Pelo menos trés raizes sensitivas foram identificadas e
transeccionadas na altura da conex@o com a medula espinhal. Em seguida, estas
foram giradas 180° e mantidas em seu leito. A musculatura foi recomposta, sendo a
pele suturada por meio de quatro ou cinco pontos cirdrgicos com fio de sutura 7-0
(Ethicon). Findos os procedimentos cirtirgicos, os animais foram recolocados em
companhia da mae por um periodo de vinte e quatro horas quando foram entdio

sacrificados.

2.3. Sacrificio dos animais

2.3.1. Para a realizacio da reacio do TUNEL

Apds os periodos de sobrevida de quatro, oito, doze, vinte e quatro, quarenta
e oito, setenta ¢ duas horas e uma semana, os animais pertencentes ao primeiro
protocolo experimental foram sacrificados. Os ratos pertencentes ao segundo e
terceiro grupos experimentais, foram sacrificados vinte ¢ quatro horas apos a
cirurgia. Todos os animais foram anestesiados profundamente com hidrato de cloral
(0,6g/10ml; lml/animal, 1p.), sendo em seguida submetidos a toracotomia e
exposi¢do do coracdo. Através do ventriculo esquerdo, foram perfundidos 20 ml de

formaldeido 4% em tampao fosfato de sédio (PBS) 0.1M.

Ap6s a fixagdo, a regido do dorso contendo a intumescéncia lombar (L4, L3,
L.6) e os ganglios espinhais L5, foram obtidas e imersas na mesma solugfio fixadora

por doze horas. Passado esse periodo, com o auxilio de uma lupa, a medula
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espinhal fo1 dissecada e a intumescéncia lombar, bem como o ganglio L5, foram
identificados ¢ separados em frascos individuais contendo PBS 0,01M. Apos duas
lavagens, o tampao foi substituido por uma selugdo de sacarose 10% em PBS 0,1M

e 0s especimes armazenados em geladeira a 4°C por 12 horas.

Passado o periodo em sacarose, os espécimes foram congelados em gelo
seco, embebidos em Tissue-Tek, sendo entdo armazenados em biofreezer (-70°C)
até posterior utilizaco. Na ocasifio da confecgdo dos cortes histoldgicos, os
espécimes foram retirados do biofreezer, montados em um suporte de metal e
levados a um criostado Micron. No caso das intumescéncias lombares, foram
obtidos cortes transversais (12um de espessura) alternados de forma a ser
preservada uma sec¢do a cada cinco obtidas. Seis cortes foram colocados em cada
lamina de vidro, previamente gelatinizada, sendo estes secos ao ar por trinta
minutos e, em seguida, acondicionados em caixas plasticas para armazenamento
em freezer (-20°C). No caso dos ganglios espinhais, sempre que possivel, foram
obtidos cortes seriados, transversais em relagio ao maior eixo da peca (14um).
Entre seis e oito secgdes foram colocadas em cada 1amina de vidro gelatinizada,

sendo a secagem € armazenamento idénticos as secgdes de medula espinhal.

2.3.2. Para o estudo ultraestrutural

No sentido de analisar as alteracdes ultraestruturais ligadas a morte celular
por apoptose, trés ratos P2 tiveram seu mnervo cidtico esquerdo transeccionado

sendo sacrificados vinte e quatro horas ap6s a cirurgia.
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Os animais foram anestesiados profundamente com hidrato de cloral
(0,6g/10ml; 1 ml/animal, ip.), sendo em seguida submetidos a toracotomia e
exposigdo do coragdo. Através do ventriculo esquerdo, foram perfundidos 20 ml de
solugdo contendo glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (1%) em tampdo fosfato de
sodio 0,1M, pH=7,38.

Em seguida a perfusdo, retirou-se a regido do dorso contendo a
intumescéncia lombar (L4,1.5,L.6) e os ganglios espinhais L5 esquerdo e direito,
sendo estes imersos na mesma solugdo fixadora por doze horas. Passado esse
periodo, a medula espinhal foi dissecada juntamente com os ganglios dorsais.
Identificou-se ¢ separou-se a intumescéncia lombar e os ganglios L5 esquerdo e
direito, transferindo-os para frascos individuais contendo PBS 0,01M. Apés quatro
lavagens em PBS 0,01M, os espécimes foram submetidos a um periodo de pos-
fixagdo em tetroxido de dsmio 1%, diluido em PBS, pH 7,38. Seguindo-se a pos-
fixacdo, os fragmentos foram lavados em agua bidestilada, desidratados em série

crescente de acetona e incluidos em resina Vestopal.

Apos a polimerizacio da resina, os blocos correspondentes a intumescéncia
lombar e glnglios LS esquerdo e direito foram aparados sob lupa e levados a um
ultramicrotomo (LKB, Bromma 8800) equipado com navalha de vidro, para
confecgdo de cortes transversais semi-finos com 0,5um de espessura. Estes foram
corados com azul de toluidina 0,5%, sendo utilizados para andlise ao microscopio
optico. Os mesmos blocos foram entdo aparados novamente para a confecgdo de
cortes ultrafinos (600A). As sec¢des foram colocadas sobre tela de cobre com furo
unico, previamente revestidas com Formvar e contrastadas com acetato de uranila
0,5% e citrato de chumbo. Os espécimes foram entfio observados e fotografados ao

microscopio eletrénico (Zeiss) operando a 60K V.
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2.4. Reacdo do TUNEL para deteccido de células apoptéticas

A deteccdo dos neurdnios apoptoticos foi realizada através da técnica do
TUNEL (teminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) dUTP nick end labeling). No
intaito de identificar-se os tipos celulares bem como estudar-se a morfologia das
células apoptoticas, foram empregadas duas técnicas distintas. A primeira baseou-
se no emprego de anticorpos anti-digoxigenina conjugados com fluoresceina. Desta

forma foi possivel uma detecgdo precisa dos nicleos apoptoticos TUNEL positivos.

O segundo protocolo baseou-se na técnica descrita por Gravieli er al. 1992,
empregando-se a peroxidase do rabano silvestre (horsehadish peroxidase - HRP)
para a visualizagdo dos nucleotideos incorporados enzimaticamente aos fragmentos
de DNA. Este protocolo foi escolhido pois possibilita a contra-coloragio com cresil
violeta, o que viabihizou a identificacdo dos tipos celulares apoptoticos bem como o

estudo de sua morfologia ao microscopio optico.

2.4.1. Utilizand o nucleotideos conjugados com fluoresceina

As secgOes foram retiradas do freezer aproximadamente vinte minutos
previamente a utilizagdo, para climatizacdo. Posteriormente, foram imersas e
lavadas em PBS 0,01M por duas vezes. retirando-se o meio de inclusdo. Em
seguida foram pos-fixadas em uma solugdo de etanol/acido acético (2:1) por cinco

minutos a -20°C e lavadas duas vezes por cinco minutos em PBS 0.01M.

As laminas foram entdo transferidas para uma cdmara umida e 100ul do

tampdo de equilibrio (Oncor, s7110-1) foram aplicados sobre os espécimes, 0s




Muaterial e Métodos 36

quais foram em seguida recobertos com um filme plastico (5¢cm?) e incubados por
cinco minutos em temperatura ambiente. O tampdo de equilibrio foi retirado e os
espécimes incubados por uma hora na solugdo de reacio contendo 16ul/5em” da
enzima TDT (Oncor, s7110-2) e 38ul de tampdo de reacdo (Oncor, s7110-3) em
uma estufa mantida a 37°C. A reacdo foi terminada pela transeferéncia das 1dminas
para um recipiente contendo 40ml da solugdo de interrupcdo e lavagem (Oncor,

s7110-4) por trinta minutos a 37°C agitando-se a cada 10 minutos.

Em seqiiéncia os espécimes foram lavados em PBS 0,01M por trés vezes
durante trés minutos, sendo novamente transferidos para uma cdmara umida.
Aplicou-se entdo a solugdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado com
fluoresceina (24,5 ul/Sem?; Oncor s71 10-6) e uma solucdo bloqueadora (28 ul/5em’;
Oncor s7110-5), sendo os cortes recobertos com um filme plastico (5 cm®) e

incubados no escuro em temperatura ambiente por trinta minutos.

Passado o periodo de reacdo, o plastico foi retirado e as ldminas lavadas em
PBS por trés vezes durante cinco minutos em temperatura ambiente sendo secas e
montadas em meio contendo glicerol. O material foi observado sob microscépio de

fluorescéncia (Leitz, DM RBE) utilizando-se o filtro para fluoresceina.

2.4.2. Utilizando nucleotideos conjugados com peroxidase (HRP)

Apos chimatizagfo das ldminas a temperatura ambiente, estas foram imersas
e lavadas em PBS 0,01M por duas vezes, retirando-se o meio de inclusdo. Em
seguida, os espécimes foram pés-fixados em etanol/acido acético (2:1) por cinco

minutos a -20°C e lavadas por duas vezes de cinco minutos em PBS 0,01M.
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As laminas foram entdo imersas em H,O, 2% em 4gua bidestilada por cinco
minutos no intuito de mativar-se a peroxidase endégena. Seguindo-se esta etapa, as
laminas foram lavadas em PBS 0,01M por duas vezes durante cinco minutos e
transferidas para uma camara umida previamente aquecida a 37°C. As secgdes
receberam entdo 50ul de uma solugdo contendo tampéo de reagdo (Tris 30mM, pH
7,2; cacodilato de sddio 140mM, cloreto de cobalto 1mM) e cobertas com um filme
plastico (Scmz) por cinco minutos. Em seguida a solugdo foi substituida por outra
contendo a enzima TdT (0,3U/ul) e o nucleotideo dUTP biotinilado (0,2nM/10U
TdT; Boehringer Mannheim) em tampdao de reagdo, sendo os espécimes incubados

por duas horas a 37°C.

Passada a etapa de incorporacdo do nucleotideo, a reacdo foi interrompida
pela transferéncia das 1&minas para um recipiente contendo 40 m] de uma solugdo
de cloreto de sddio 300mM e citrato de sodio 30mM em temperatura ambiente por
quinze minutos.

As secgdes foram entdo incubadas com uma solugfio de albumina bovina 2%
(Sigma) por dez minutos e, em seguida, com uma solugfo contendo anticorpos anti-
biotina conjugados a avidina-peroxidase (Santa Cruz ABC kit, sc-2017 ) por trinta
minutos em temperatura ambiente. A peroxidase incorporada nos fragmentos de
DNA fot vizualizada pela reagdo com uma solucio de 3,3°.5.5’-diaminobenzidina.
As ladminas foram lavadas em 4gua bidestilada por duas vezes durante 5 minutos,
contracoradas com cresil violeta e montadas com laminulas em DPX (Sigma) para

observacao ao microscopio optico.
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2.5. Anilise qualitativa e quantitativa das células apoptoticas evidenciadas

pela reacio do TUNEL

Para cada animal, a segunda sec¢do de cada lamina, num total de seis
laminas alternadas for utilizada para o mapeamento e contagem dos neurdnios
TUNEL positivos. Assim, cada corte foi analisado sob microscopio 6ptico (Leitz,
DM RBE) num aumento final de 400 vezes, sendo que os ntcleos contendo
fragmentagdo de DNA foram identificados por emitirem fluorescéncia no
comprimento de onda da fluoresceina. S6 foram considerados positivos os nucleos

contendo fluorescéncia intensa, sendo utilizados para o mapeamento e contagem.

Com o auxilio de um esbogo de uma sec¢do transversal da medula espinhal a
nivel lombar, os neurénios TUNEL positivos foram entdo registrados de acordo
com sua localizagdo in situ, sendo feita uma diferenciacdo para os motoneurdnios
em ralagdo aos mnterneurdnios. Portanto, para cada animal, seis mapeamentos de
seccdes representativas foram realizados, totalizando dezoito cortes por grupo
experimental e controle. Este procedimento foi realizado para o estudo do padrio
temporal da morte neuronal por apoptose e para o estudo do efeito da administragio
de neurotrofinas sobre a morte neuronal apds a transecciio do nervo ciatico em ratos

recém nascidos.

Em seguida a obtencdo do posicionamento dos neurdnios, obteve-se seu
numero total em cada seccdo, levando-se em conta o lado ipsilateral e contralateral
a lesdo realizada. Os valores obtidos nos seis cortes para cada animal (esquerdo e
direito) foram entdo somados e assim empregados para o calculo das médias em
cada grupo experimental e controle. Ainda, com o objetivo de melhor compreender

a influéncia da transeccdo do nervo cidtico sobre as diferentes populacdes
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interneuronais, foram realizadas contagens diferenciais nas ldminas I-1IT e ITV-V]1 na
coluna posterior da medula. Para isso, as secgdes foram registradas individual e
sequenciamente num unico corte representativo, com o auxilio de uma mesa
digitalizadora (Wacom Ultrapad, AS5) e software Adobe Illustrator 7.0 (Adobe
Systems Inc., USA), de forma a possibilitar sua visualizagdo em separado ou em
conjunto Ainda, no experimento empregando fatores neurotréficos, no sentido de
obter-se um valor relativo do numero de interneurénios TUNEL marcados no lado
ipsilateral e contralateral, calculou-se a razio (R) entre o numero de células

marcadas no lado esquerdo e direito (R=E/D).

A contagem dos neurdnios sensitivos apoptoticos foi realizada seguindo-se
os mesmos critérios adotados para os cortes transversais de medula espinhal. Neste
caso, foram utilizados quatro cortes alternados do ganglio L5 esquerdo ¢ direito de
cada animal, sendo os valores somados para obter-se o nitmero final por animal em

cada grupo experimental ¢ controle.

A analise qualitativa foi realizada pelo estudo das secgdes de medula e
ganglios espinhais empregando-se a técnica do TUNEL associado a HRP,
contracorando-se com cresil violeta. Desta forma foi possivel a identificacio de

neurdénios medulares bem como motoneurdnios e neurdnios sensitivos.

2.5.1. Avaliacio da area total dos ginglios dorsais

Devido & extensa morte neuronal sensitiva causada pela transeccdo do nervo

ciatico em ratos recem nascidos, pode ocorrer uma diminuicdo do volume total dos

ganglios espinhais associados a lesdo. Tal diminuigdo foi quantificada a partir de
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uma analise da area da seccio transversal dos ginglios espinhais em animais

normais e operados, vinte e quatro horas apos a lesio.

Assim, quatro cortes alternados, localizados na por¢do central de cada
ginglio L5, foram corados com cresil violeta e digitalizados com o auxilio de uma
videocdmera Kappa e software NIH Image. Através da utilizacdo de uma lente
reticulada e do software NIH Image, foi obtida a area das secgdes nos animais

operados e normais,

2.6. Tratamento estatistico

Os resultados quantitativos foram analisados empregando-se os valores das
médias e respectivos erros-padrio submetidos a analise da varidncia de uma via.
Para a analise posi-hoc das diferengas entre as médias dos diferentes grupos,
utilizou-se o teste de Newman Keuls, assumindo-se um nivel de significdncia igual
a 0,05. No estudo do efeito dos fatores neurotroficos na sobrevivéncia dos
interneurdnios medulares, utilizou-se o teste de Mann-Witiney, assumindo-se um

nivel de significancia igual a 0,05.
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3.1 Neurdnios TUNEL positivos presentes nos animais normais e operados

Os motoneurdnios ultraestruturalmente normais apresentavam, além do
proeminente reticulo endoplasmético rugoso (substincia de Nissl), ribossomos
livtes bem como polissomos. A substincia de Nissl em nivel ultraestrutural
corresponde ao reticulo endoplasmatico rugoso disposto ordenadamente, sendo as
cisternas organizadas paralelamente e sobrepostas em intervalos bastante regulares.
Mitocdndrias cuja morfologia era compativel com a normaildade estavam também
presentes. O nucleo possufa grandes dimensdes e¢ sua forma era circular e sua
posigdo central. A cromatina mostrou-se homogénea, sendo a presenca do nucléolo

constante. O envelope nuclear mostrou-se continuo e possuindo duplo contorno.

(Figura 1A).

Nos motoneurdnios apoptoticos observou-se uma profunda desorganizagio
citoplasmatica, ndo sendo possivel a identificacdo da substincia de Nissl, indicando
a ocorréncia de cromatolise. Estas células apresentavam-se fragmentadas, sendo as
organelas citoplasmaticas agrupadas em coagulos elétrondensos (Figuras 1A e 1B).
Nestes agrupamentos era possivel observar-se mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico rugoso e pequenas vesiculas. O restante do citoplasma era
elétronlucente sendo preenchido por filamentos intermediarios. Era comum a
existéncia de um citoplasma mais elétrondenso nas adjacéncias do niicleo em
fragmentacdo. Com relagdo ao sistema de membranas, ha indicios morfoldgicos de
sua desorganiza¢do. Desta forma, foi possivel observar-se constantemente
invaginagdes da membrana citoplasmadtica, muitas vezes originando grandes
vesiculas contendo, eventualmente, organelas diversas. Freqilientemente foram
observadas pequenas vesiculas eletronlucentes nas proximidades destas formagdes

(Figura 1 A).
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Nos motoneurénios apoptoticos, o envelope nuclear estava fragmentado, sendo
que o material nuclear muitas vezes interdigitava-se aqueles grupamentos de
organelas acima descritos. A cromatina mostrava-se compactada havendo regides
bastante densas. Em algumas células foi possivel evidenciar-se fragmentacdo
nuclear. E interessante ressaltar que em todos os espécimes observados, células
apoptoticas sempre estavam circundadas por células ultraestruturalmente normais,

cujas organelas e sistema de membrana mostrava-se bem preservado.

Os interneurdnios apoptdticos foram identificados tanto nas colunas ventrais
quanto dorsais da medula espinhal, sendo morfologicamente semelhantes nos
animais operados e ndo operados, variando somente em numero e localizacdo.
Durante a analise ultraestrutural dos espécimes, acreditamos ter observado células
em diferentes estagios apoptoticos. Assim, de acordo como o grau de compactagio
da cromatina, nivel de intergridade do envelope nuclear e caracteristicas
ultraestruturais do citoplasma, os neur6nios foram classificados como em estagios

inicial, intermediario e avangado de apoptose.

Os neurbnios considerados em estagio inicial do processo apoptotico
apresentavam alteragdes nucleares e citoplasmaticas sutis, comparativamente as
células vizinhas (Figura 2). O citoplama destas células caracterizava-se por uma
pequena compactagdo das organelas, as quais apresentavam morfologia normal.
Contudo, observou-se a presenga de vesiculas com diferentes dimensdes, bem
como estruturas semelhantes a wvactolos contendo material eletrondenso,
provavelmente resultado de um inicio de perda da integridade do sistema celular de
membranas (Figura 2B). Levando-se em consideracio a idade dos animais
utilizados, € possivel que estas Figuras correspondam ao resultado da digestio de

componentes das membranas celulares, tais como esfingolipideos. Estes neurdnios
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considerados em periodo inicial de apoptose ainda apresentavam um inicio de
compactacdo da cromatina, concentrada perifericamente, ndo mais sendo possivel a
identificagdo do nucléolo. Ainda, era possivel observar que o niicleo apresentava

uma area reduzida em relagdo as células morfologicamente normais (Figura 2B).

Os neurdnios considerados em estagio intermedidrio de apoptose apresentavam
as caracteristicas cldssicas deste processo de morte celular, tanto no seu
componente nuclear quanto citoplasmético (Figura 3). O niicleo mostrava-se
altamente elétrondenso, possuindo dreas de maior e menor compactacio (Figura
3B). Geralmente o envelope nuclear estava fragmentado, havendo contato direto
entre componentes citoplasmaticos e a cromatina. O citoplasma apresentava-se
fragmentado em subcompartimentos cuja elétrondensidade era varidvel. Nestes,
podiam ser 1identificadas diferentes organelas e pequenos vaciolos, sempre
circundados por filamentos intermediarios. A grande maioria de organelas
citoplasmaticas encontrava-se altamente compartimentalizada em bolsdes
elétrondensos, sendo que alguns deles ndo continham fragmentos nucleares,
enquanto outros estavam em contato com a cromatina compactada (Figura 3B).
Eventualmente foi possivel observar-se fragmenta¢do nuclear e formacio de corpos

apoptoticos.

Os neur6nios classificados como em estagio apoptotico avangado nfo mais
possufam integridade celular, mostrando-se fragmentados em corpos apoptoticos.
Estes constituiam-se de porgdes celulares delimitadas por membrana citoplasmatica
(Figura 4A). Continham organelas em processo degenerativo acentuado, muitas
vezes incluidas em estruturas semelhantes a lisossomos, circundadas por agregados

de filamentos intermediarios. Interessantemente, estes fragmentos celulares
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mostravam-s¢ em contato com neurdnios adjacentes bem como axdnios, sem

aparente resposta inflamatoria.

Em alguns casos, foi possivel identificar-se células gliais fagocitando partes
destes corpos apoptoéticos, sendo clara a presenca de lisossomos Primarios e
secundarios. Estas estruturas possuiam elétrondensidade variavel porém

grandemente superior a qualquer organela circundante (Figura 4B).

Os neur6nios sensitivos TUNEL positivos, nos cortes contracorados com cresil
violeta, possuiam nicleo bastante condensado, sendo a marcagio homogénea e
evidente. A andlise ultraestrutural dos ganglios espinhais revelou varias Figuras
apoptoticas, compativeis com as observagdes realizadas a microscopia de luz. A
partir destas observagBes ¢ possivel afirmar que vinte e quatro horas apds a

transecgdo do nervo ciatico, ha uma evidente ocorréncia de neurdnios apoptéticos.

Quanto aos neurdnios normais presentes nos ginglios sensitivos, ndo foram
observadas diferengas morfoldgicas entre células presentes nos ganglios sensitivos
dos animais normais e operados. Estas células apresentavam nicleo bastante
volumoso e em posicdo central. Este continha cromatina homogénea ¢ pouco
compactada, sendo observados apenas pequenos grupamentos esparsos de material
cromatinico mais denso, originando corpos mais intensamente contrastados. O
nucléolo era sempre evidente, apresentando-se extremamente denso sendo possivel
a distingdo de grinulos mais compactados (por¢do granulosa) e porcdes mais
frouxas (parte fibrosa). O envelope nuclear estava constituido por uma delicada
membrana dupla, sendo as duas ldminas separadas por um pequeno espago (Figura
S5A).
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Os neurdnios sensitivos, considerados apoptdticos, apresentaram um padrdo
untforme e caracteristico, o qual diferiu em alguns aspectos daquele observado nos
motoneurdénios € interneurdonios medulares. Observou-se uma compactagio da
cromatina, concentrada no centro do nacleo, havendo apenas um halo periférico de
substdncia elétrondensa de densidade diferente da cromatinica. Nas células tidas
como em processo inicial de apOptOSe, a integridade nuclear estava aparentemente
mantida. Nestas células foi possivel identificar-se claramente as duas laminas do
envelope nuclear. Contudo, estas nfio se apresentavam continuas e o espaco entre
elas estava aumentado em relacdo as células ultraestruturalmente normais. Havia
também a presencga de poros cujas dimensdes mostravam-me bastante aumentadas.
Nossas observagOes indicaram que & medida que o processo apoptotico avancava, a
integridade do envelope nuclear tornava-se menor, culminando com sua total

fragmentacdo (Figura 6B ).

O citoplasma dos neurénios morfologicamente normais continha substancia de
Niss! abundante, sendo que nestas formacgdes, as cisternas do reticulo
endoplamatico mostravam-se ricamente decoradas por ribossomos. Elementos do
complexo de Golgi, mitocOndrias bem como vesiculas compativeis com lisossomos

e talvez granulos de lipofuccina também foram observados (FiguraSA).

As alteragdes citoplasmaticas observadas nos neurénios sensitivos mostraram-
se distintas das presentes nos motoneuronios e interneurdénios no que diz respeito
ao modo de compactagdo das organelas. Nessas células houve uma intensa e
homogénea coagulacio citoplasmatica, ocorrendo um significativo aumento na
elétrondensidade, ndo sendo possivel a identificacdo da substancia de Nissl (Figura
5B). Foi possivel identificar adensamentos de mitocondrias cuja morfologia

aparentemente nao era normal. Cisternas de reticulo endoplasmatico estavam




Resulftados 47

dispersas e continham, ao seu redor, adensamentos de substincia densa (Figuras 5B
e 6A). Vesiculas elétronlucentes bem como estruturas semelhantes a lisossomos

também puderam ser identificados.

Comparando-se diferentes Figuras de neurénios sensitivos em degeneragio, foi
possivel constatar que a medida que o processo apoptético avangava, o citoplasma
diminuiu significativamente de volume. Ocorreu uma intensa desorganizagdo do
sistema de membranas e um aparente isolamento das células em degeneracdo, as
quais destacam-se das vizinhas. Houve um processo de fragmentacdo celular, sendo
possivel a identificagdio de grupamentos de organclas segregadas nestes
subcompartimentos. Nos neurénios em estagio apoptético avancado, observou-se
rompimento do envelope nuclear levando a um contato direto da cromatina com

componentes citoplasmaticos (Figura 6B).

As células satélite mostravam-se destacadas dos neurénios identificados
como apoptoticos e, em geral, possuiam diversas estruturas citoplasmaticas
compativeis com lisossomos e vacuolos. Nos casos onde havia a presenca de

corpos apoptiticos, estas células apresentavam-se em processo ativo de fagocitose
(Figuras 5A e 6B).

Nos animais normais, através de emprego de nucleotideos visualizados com
fluoresceina, foram encontrados neurdnios TUNEL positivos em todas as seccles
analisadas (Figuras 8A e H, 9A e H, 10 e 11). Estas observagdes foram
comprovadas pela técnica do TUNEL revelada com peroxidase e contracorada com

crest] violeta.
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Os neurdnios TUNEL positivos estavam localizados nos cornos dorsal e ventral
da medula espinhal, nfo tendo sido identificadas células marcadas nos funiculos da
substancia branca. Observou-se que o nimero de células marcadas nos animais
normais ndo diferiu entre o lado esquerdo e direito, havendo porém, um pico
transitério da marcacdo entre os interneurdénios apos dois dias e meio de vida
(P2+12horas) (Figura 13). Um pequeno niimero de motoneurénios (Figuras 10 e

11) e neurdnios sensitivos (L5) (Figuras 9 e 12) TUNEL positivos foil detectado.

Nos animais operados, observou-se a presenca de neurdnios TUNEL positivos
em ambos os lados da medula, havendo porém diferencas entre o lado ipsilateral e
contralateral a lesdo, como descrito a seguir. Contudo, o padréo morfologico das
células marcadas ndo diferiu entre lados, quer nos animais operados, quer nos
animais ndo operados. Desta forma, provavelmente hd uma sobreposicio entre a
morte celular programada que ocorre naturalmente durante o periodo pos natal e a
morte induzida pela lesdo do nervo ciatico, sendo que ambas apresentam

caracteristicas apoptoticas.

A microscopia optica, as células TUNEL positivas observadas em secgdes
contracoradas com cresil violeta mostraram as caracteristicas bésicas do processo
apoptotico. Os niicleos mostravam-se condensados e em processo de fragmentagdo,
havendo eventualmente regides mais reativas ao TUNEL, concentradas
perifericamente (Figura 7). O citoplasma dessas células mostrava-se bastante

reduzido em volume estando muitas vezes fragmentado.
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3.2. Contagem, padrio de distribuicdo e padrio temporal dos neurénios TUNEL

positivos apds a transecgdo do nervo cidtico

3.2. 1. Motoneuronios

A Tabela I apresenta o nimero total de motoneurdnios TUNEL positivos
presentes nas seccOes transversais de medula espinhal provenientes de animais
normais ¢ de amimais cujo nervo ciatico esquerdo foi transeccionado. Estdo
representados 0s valores médios (médiazerro padrio) obtidos nos lados ipsilateral e
contralateral dos animais P2 operados apés 4, 8, 12, 24, 48, 72 horas e uma semana
da lesdo. No caso dos animais normais, os valores descritos representam o nimero
de npeurénios TUNEL positivos encontrados em animais recém nascidos
sacrificados em P2+4, P2-+8, P2+12,  P2+24 (P3), P2+48 (P4), P2+72 (P5) horas ¢
P2+1 semana (P9). Estes dados estio graficamente representados na Figura 12 . A
distribuicdo espacial dos motoneurdénios TUNEL positivos esta ilustrada nas

Figuras 10 el l.

Os resultados obtidos nos animais normais mostraram a presenca de uma
morte residual de motoneurdnios até o quinto dia pos-natal, oscilando entre
0,33+0,33 em P2+4h ¢ 1,330,883 em P2+12h no lado esquerdo e entre 0,33+0.33
em P2+8h, P4 ¢ P5 e 1,00+0.58 em P2+4h e P2+8h. Estes resultados sio
compativels com os valores obtidos no lado contralateral a lesdo em todos os
periodos estudados. Neste caso, os valores oscilaram entre 0,67+0,33 em P2+72h e
1,3320,33 em P2+4h, P2+12h, p2+24h e P2+48h. Tal fato demonstra que a morte
motoneuronal induzida pela transec¢de do nervo ciatico ndo promove perdas no

lado contralateral (F(28,41)=16,60; p<0,05).
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Por outro lado, a transeccdo do nervo ciatico esquerdo em P2 levou a um
aumento significativo do numero de motoneurdnios TUNEL positivos no lado
ipsilateral a lesdo (p<0,05). Tal aumento passou a ser estatisticamente significativo
em P2+8h (9,00+2,08), mantendo-se neste patamar até o segundo dia pos lesdo
(7,67+0,88). O nimero de motoneurdnios TUNEL positivos retornou a um nivel

semelhante ao contralateral trés dias apos a lesdo (1,00+0,58).

3.2.2. Neurionios sensitivos

A Tabela II apresenta o nimero total de neurbnios sensitivos TUNEL
positivos presentes nas secgdes transversais dos ganglios dorsais LS provenientes
de animais normais ¢ de animais cujo nervo ciatico esquerdo foi transeccionado.
Estdo representados os valores médios (média=erro padrdo) obtidos nos ganglios
L3 ipsilateral e contralateral dos animais P2 operados apds 4, 8, 12, 24, 48, 72
horas e uma semana da lesdo. No caso dos animais normais, os valores descritos
representam o numero de neurdnios sensitivos TUNEL positivos encontrados em
animais recém nascidos sacrificados em P2+4, P2+8, P2+12, P2+24 (P3), P2+48
(P4), P2+72 (P5) horas e P2+1 semana (P9). Estes dados estdo graficamente

representados na Figura 12.

Assim como observado nos motonewrdnios, foi possivel detectar-se uma
porcentagem de morte neuronal nos ginglios sensitivos, indicando que processos
apoptoticos podem estar envolvidos no ajuste fino da populagdo de neurdnios
sensitivos apoOs © nascimento. Porém, ao contrario do observado nos
motoneurdnios, a morte residual de neurdnios sensitivos continua ocorrendo até o

nono dia poés natal, tendo sido detectados em média 7,67+0,66 neurdnios
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apoptoticos no lado contralateral a lesdo, 9,3320.33 no ganglio esquerdo e
9,17+0,77 de animais P9 normais. Apesar disso, observa-se uma tendéncia de
diminuigdo da TUNEL marca¢do ja em 72 horas apds a lesdo (F(28,41)=16.60;
p<0,05).

A transecgdo do nervo ciatico esquerdo em P2 levou a um extensiva morte de
neurdnios sensitivos presentes no ganglio L5 ipsilateral a lesdo. Interessantemente,
em contraste com o ocorrido nos motoneurdnios, a resposta dos neurdnios
sensitivos foi mais tardia. Assim, 4 e 8 horas apos a axotomia ndo foi observado
aumento significativo da marca¢do, permanecendo os valores médios em 9,67+2.08
e 10,67+1,85 respectivamente. Somente apos 12 horas da lesdo observou-se um
aumento significativo do niimero de neurdnios apoptdticos (24,33+2,90), sendo o
pico de morte atingido apenas doze horas mais tarde, ou seja, 24 horas apos a lesao
(60,67£12,17; p<0,05). Os valores médios do ntimero de neurdnios sensitivos
permaneceram elevados até as 72 horas seguintes a transecgdio do nervo ciatico,

quando retornaram ao nivel basal em P2+1 semana (7,67+0,66).

3.2.3. Inferneurionios

A Tabela Il apresenta o nimero total de interneurénios TUNEL positivos
presentes nas secgOes transversais de medula espinhal provenientes de animais
normais e de animais cujo nervoe cidtico esquerdo foi transeccionado. Estdo
representados os valores médios (média+erro padrio) obtidos nos lados ipsilateral e
contralateral dos animais P2 operados apds 4, 8, 12, 24, 48, 72 horas e uma semana

da les@o. No caso dos animais normais, os valores descritos representam o nimero

de neurdnios sensitivos TUNEL positivos encontrados em animais recém nascidos
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sacrificados em P2+4, P2+8, P2+12, P2+24 (P3), P2+48 (P4), P2+72 (P5) horas e
P2+1 semana (P9). Estes dados estido graficamente representados na Figura 13. As
Figuras 10 e 11 apresentam a distribuigdo espacial dos interneurbnios TUNEL

positivos identificados em todos as secgdes analisadas.

Analisando-se os valores médios do niimero de interneurénios TUNEL
positivos nos animais normais, observa-se que ndo ha diferencas significativas
entre os lados esquerdo e direito em todos os tempos de sobrevida estudados
(F(28,41)=44,35; p<0,05). Contudo, dois dias e meio apds o nascimento, observou-
se um pico de morte celular por apoptose. Desta forma, em P2+8h, o numero médio
de células marcadas fo1 de 49,00+2,52 no lado esquerdo e de 45.33+4,37 no lado
direito ao passo que em P2+12h estes valores foram de 83,33+£2,96 no lado
esquerdo normal e 82,33+0,33 no lado direito normal, respectivamente. Estes
valores tenderam a decrescer gradativamente apds este periodo, atingindo o minimo

de marcac¢io em P9.

A axotomia do nervo ciatico em ratos neonatos com dois dias de vida
acarretou um aumento significativo do nGmero de interneurdénios medulares
apoptoticos no lado ipsilateral a lesdo. Tal aumento foi bastante acentuado 8 horas
apos a transeccdo (104,00+9,61), sendo aproximadamente 67 por cento superior ao
Jado contralateral, mantendo-se neste nivel até P2+24 horas (100,67=14.65). Apés
este periodo, o nimero de interneurdnios, apesar de ainda ser estatisticamente
superior ao contralateral (p<0,05), passou a decrescer apés 48 horas (65,67=2,73),

atingindo o nivel dos animais ndo operados em P2+72 horas (33,33=3,76)

Uma observagdo importante diz respeito aos interneurénios apoptoticos

presentes no lado contralateral a lesdo. Detectou-se ali, um aumento significativo
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do nimero de mnterneurdnios TUNEL positivos, comparativamente aos animais nio
operados. Este aumento pode ser detectado 8 horas subseqiientemente a lesdo
(70,33£9,34), sendo aproximadamente 60 por cento superior aos lados esquerdo e
direito dos animais ndo operados, mantendo-se assim até P2+24 horas
(65,00+9,17).

3.2.3.1 Interneuronios apoptéticos presentes nas liminas I, e ITT

Como mostra a Tabela IV e as Figuras 10, 11 ¢ 13B, a lesdo do nervo ciatico
em ratos P2 levou a um aumento significativo (F(28,41)=10,67;p<0,05) do ntimero
de interneurdnios apoptdticos presentes nas ldminas mais superficiais da medula
espinhal, em comparagdo aos animais normais, tanto no lado 1psilateral quanto
contralateral a transecgdo. Contudo, o lado ipsilateral apresentou os maiores valores

de células apoptoticas.

Em P2+8 horas, ja foi possivel observar um aumento significativo de
interneurdnios apoptoticos no lado ipsilateral. Este foi 31 por cento superior ao lado
contralateral e trés vezes maior que dos lados esquerdo e direito dos animais ndo
operados. Tal diferenca foi mantida até 24 horas subseqiicntemente a transeccdo
(26.33+2,90), sendo 107 por cento superior ao contralateral e aos lados esquerdo e
diretto dos anmimais ndo operados. Apos 48 horas da lesdo, o numero de
interneurdnios apoptoticos retornou gradativamente aos niveis observados no lado

contralateral € nos animais ndc operados.

Nos amimais ndo operados, foi constatada morte de interneurdnios por

apoptose a partir de P2+4 horas (11,67+0,88, lado esquerdo; 13,00+2.52, lado
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direito). Este manteve-se estavel até P4 (8,00+2,00, lado esquerdo; 11,33+0.88,
lado direito), mostrando um decréscimo a partir de P35 (5,00+1,53, lado esquerdo;
5,00+0,58, lado direito) e atingindo o nivel minimo em P9 (3,00+1.00, lado
esquerdo; 2,00+0,58, lado direito).

3.2.3.2 Interneuronios presentes nas liminas IV, Ve VI

O nimero médio de interneurdnios apoptoticos encontrados na porcdo
medial das 1dminas IV, V e VI estd expresso na Tabela V. Estes valores estio
representados graficamente na Figura 13C, sendo o padrio de distribui¢do destes

neurdnios ilustrado nas Figuras 10 e 11.

A transec¢do do nervo ciatico nas condigdes experimentais utilizadas,
promoveu uwm aumento significativo do ntmero de interneurdénios TUNEL
positivos encontrados nas laminas IV, V e VI (F(28,41)=; p<0.05). Tal aumento
pdde ser detectado bilateralmente (16,67+0,66 ipsilateral; 14,00+1,15 contralateral)
a partir de 4 horas pos leséo, sendo estes valores superiores aos encontrados no lado
esquerdo e direito de animais ndo operados (10,67+3,29 esquerdo; 10,67=1,20
direito). A partir de 8 horas subseqiientes a lesdo, o niimero de interneurdnios
apoptoticos presentes no lado contralateral passou a ser estatisticamente superior ao
lado 1ipsilateral e lados esquerdo e direito nos animais ndo operados. Porém, ao
contrario dos neuronios presentes nas 14minas I, I e 111, ndo foi observado aumento

significativo de células apoptéticas no lado contralateral da medula espinhal.

O pico de morte interneuronal nas laminas IV, V e VI foi observado 24 horas

apos a axotomia (26,33=2.40), sendo 154 por cento superior ao valor obtido no
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lado contralateral (10,33+0.88). Quarenta e oito horas apos a lesdo, o nimero
médio de neurdnios TUNEL positivos diminuiu atingindo valores semelhantes aos
observados no lado contralateral e nos animais nio operados, mantendo-se neste

nivel até uma semana pds lesdo.

3.2.3.3 Interneuronios presentes fora das laminas Ia VI e IX

A Tabela VI contém os valores referentes ao numero médio de
interneurdnios apoptdticos encontrados nas colunas dorsal e ventral da medula
espinhal, fora das laminas T a VI e IX. Estes valores estio graficamente
representados na Figura 13D e sua distribui¢io espago-temporal pode ser observada

nas Figuras 10 e 11,

Nossos resultados permitiram verificar que o pico de morte natural de
interneuronios medulares ocorre ao redor de 12 horas apds o nascimento (Figura
13A e D) e estd concentrado fora das laminas I a VI e IX. Este processo
correspondeu a um aumento transitorio de aproximadamente 100 por cento do
numero de neuroénios TUNEL positivos presentes no lado esquerdo (59,33x4,04) e
direito (57,67+4,49) de animais normais a partir de P2+8 horas, retornando ao nivel
basal em P3. O periodo de morte natural de neurdnios na medula espinhal ainda
pode ser observado até P9, quando apresentou os menores valores, correspondendo
a apenas 20 por cento do namero observado em P2+12 horas (F(28,41)=4,78;
p<0,05).

Os efeitos da transec¢do do nervo ciatico sobre a morte interneuronal nessa

regifo foram menos evidentes comparativamente aqueles observados nas l4minas I
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a VI, apesar da existéncia de diferencas significativas. Apos 4, 8 e 48 horas da
axotomia, houve um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na quantidade
de 1nterneurdnios apoptoticos, havendo inclusive um acréscimo no lado

contralateral, em relagdo aos animais nio operados.

Um fato mmportante que merece destaque é que durante o pico de morte
interneuronal nas laminas I a VI, ou seja, 24 horas apés a lesdo, observa-se uma
queda do namero médio de neurdnios apoptoticos no restante da medula (48%). Por
outro lado, a transecgcdo do mnervo cidtico leva a um aumento da morte de
interneurénios em todas as regides da medula 8 e 12 horas pos lesdo. Nestes
momentos, observa-se que ha um percentual maior de neurdnios apoptoticos nas
laminas superficiais da medula e outras regides (77%) comparativamente as
laminas IV, V e VI (23%). Esta distingdo ¢ ainda mais evidente em P2+48, onde
neurdnios apoptoticos fora das 1dminas I a VI correspondem a aproximadamente 83

por cento do total.

3.3. Influéncia dos componentes aferente e eferente na sobrevivéncia de

interneuronios medulares

O estudo do padrio temporal e distribucional dos interneurdnios medulares
demonstrou que esta ocorre, em determinados momentos, concentrada em duas
regides especificas da medula espinhal, correspondendo as laminas 1 a Ul e IV a
VI. Devido a particularidades funcionais de cada regido em questdo, foram
realizados dois expertmentos com o intuito de verificar a importancia relativa do

componente aferente e eferente no processo de indugdio da apoptose de
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interneurdnios: 1) Transecgdo das raizes dorsais e 2) Transeccdo do nervo ciatico e

tratamento com NGF, CNTF e NGF+CNTE.

3.3.1 Efeito da transeccio das raizes dorsais sobre a marcacio TUNEL positiva

de interneuronios medulares

Vinte e quatro horas apos a transec¢io das raizes nervosas sensitivas, as
medulas estavam macroscopicamente bem preservadas, podendo ser identificado
claramente o local lesionado. A observacdo dos cortes transversais possibilitou a
identificagd0 das raizes transeccionadas, ndo havendo alteragdes significativas na

forma ¢ estrutura da medula.

A andlise da reagdo do TUNEL neste grupo experimental restringiu-se a
identificagdo das células apoptdticas no que diz respeito a sua natureza e a sua
localizag¢3o, nas ldminas de Rexed. A perda da aferéncia levou a um aumento
importante do numero de interneurfnios apoptdticos localizados nas l4minas
superficiais da coluna dorsal, havendo também um aumento da quantidade de
celulas TUNEL positivas na porgdo medial das ldminas IV, V e VI (Figuras 14A e
B). Contudo, como a andlise destes resultados ndo envolveu a contagem e
mapeamento neuronal, ndo foi possivel comprovar estatisticamente a existéncia de

aumento na morte de interneurdnios no lado contralateral
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3.3.2. Efeito da administracdo de NGF e CNTF sobre o niimero e padrio de

distribuicdo de neurénios TUNEL positivos

3.3.2. 1. Motoneurdnios e neuronios sensitivos

(Tabelas VI, VIII e Figuras 16 ¢ 17)

A aplicac@o de CNTF reduziu significativamente (F(16,23)=7.57; p<0,05) a
quantidade de motoneurdnios TUNEL positivos 24 horas apos a transec¢do do
nervo ciatico esquerdo. Tal reducdo foi da ordem de pelo menos 60 por cento
(3,00=0,58) em relagdo ao grupo tratado com PBS (8,00+2,09). O NGF, por outro
lado, ndo foi eficaz na prevencdo da morte dos motoneurénios, sendo o numero
médio destes presentes no lado esquerdo da medula dos amimais tratados
(8,00=1,53) estatisticamente igual ao obtido no tratamento com PBS. O grupo
tratado com a mistura de NGF e CNTF apresentou resultado idéntico ao obtido
empregando-se apenas CNTF (3,00+0,58). Em nenhum grupo observou-se efeito
significativo dos tratamentos sobre a sobrevivéncia de motoneurémos no lado

contralateral.

O tratamento com NGF foi altamente eficaz (p<0,05) no resgate dos
neurdnios sensittvos axotomizados, reduzindo a morte neuronal em até cinco vezes
(19,67+5,18) comparativamente ao grupo tratado com PRS (71,67+4.67). Por outro
lado, o tratamento com CNTF ndo impediu a perda neuronal sensitiva, sendo o
pumero médio de neurdnios TUNEL positivos (57,33=9,50) estatisticamente
semelhante ac grupo controle. No grupo tratado com a mistura de CNTF + NGF
observou-se uma acentuada diminui¢do do numero de neurdnios sensitivos
apoptoticos (12,00£2.31), compativel com aquela observada no grupo tratado

apenas com NGFE.
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Nos grupos tratados com PBS ou CNTF os valores médios de neurdnios
sensitivos apoptoticos encontrados nos ganglios direitos foram estatisticamente
iguais aqueles presentes nos ginglios direitos dos animais que tiveram o nervo
ciatico correspondente apenas transeccionado. Contudo, nos grupos tratados com
NGF e NGF+CNTF constatou-se uma reducéo significativa (p<0,05) do numero
medio de neurdnios apoptoticos presentes nos ginglios L5 contralaterais

(9,00+0,58, tratado com NGF; 9,33+0,33, tratado com NGF+CNTF ; Tabela VIIT)

3.3.2.2. Interneuronios
(Tabelas IX, X, X1, X1II e Figuras 15, 17 ¢ 19)

Os tratamentos com NGF e CNTF tiveram efeito estatisticamente
significativo na sobrevivéncia de interneurénios, reduzindo o nimero de neurdnios
apoptoticos, comparativamente ao grupo tratado com PBS, 24 horas apos a

transecgdo do nervo cidtico em ratos P2 (F(16,23)=16.97; p<0,05).

O grupo tratado com CNTF apresentou uma reducdo de 13 por cento no
namero de interneurénios TUNEL positivos distribuidos nos cornos dorsal e
ventral da medula espinhal, comparativamente ao controle (111,00+4.34, CNTF;
128.33+6,56, PBS). O tratamento com NGF levou a uma diminuicdo de
aproximadamente 17 por cento no niimero de interneurénios apoptoticos em
comparagdo ao grupo controle (107+6,56). A anilise do numero médio de
interneurdnios medulares apoptéticos apds a transecedo do nervo cidtico e
tratamento com a combinagio de NGF+CNTF revelou uma reducio significativa
no numero de células TUNEL marcadas (p<0,05). Este valor foi aproximadamente

15 por cento menor (93,00+2,65) em comparagdo com os grupos onde os fatores
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neurotroficos foram administrados separadamente. Em nenhum grupo observou-se
diferencas significativas dos tratamentos na sobrevivéncia dos interneurénios

presentes no lado coniralateral.

No sentido de melhor entender as modifica¢des relacionadas com a induco
de apoptose subseqiientemente a transeccdo do nervo ciatico foi calculada a razéo
(R=E/D) entre o namero de interneundnios marcados encontrados nos lados
ipsilateral (E) e contralateral (D) a lesdo. Este valor permitiu uma melhor avaliagdo
do efeito da lesdo e do tratamento na sobrevivéncia dos interneurdnios. De fato, os
valores de R confirmaram que o tratamento com NGF e CNTF separadamente foi
capaz de resgatar um numero estatisticamente significativo de interneurdnios em

comparagdo ao grupo controle (Tabela IX, Figura 19A).

Contudo, observou-se¢ que o tratamento do coto proximal do nervo
axotomizado com CNTF, nfo promoveu alteragdes significativas do numero de
interneurdnios apoptoticos presentes nas ldminas superficiais (I, I e 1I) do como
dorsal da medula espinhal (22,00+£1,53), comparativamente ao grupo controle
(23,67+0,88, PBS) (F(8,11)=3,66; p<0,05). A aplica¢do de NGF (20,33+0,53), bem
como a combinacdo de NGF+CNTF (19,00+:1,00) apresentou como resultado, uma
tendéncia de reduzir do numero de células apoptoticas nessa regidio, ndo atingido

porém valores estatisticamente significativos (Figura 19B).

O computo de R confirmou a tendéncia apresentada pelos valores absolutos.
Desta forma, os tratamentos com NGF ¢ NGF+CNTF mostraram-se mais efetivos
no resgate dos interneurdnios presentes nas laminas I, II e III (1,42+0,30 — NGF;
1,88+0,32 — NGF+CNTE).
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Semelhantemente ao observado nas ldminas superficiais, o emprego do
CNTF mostrou-se ineficaz na prevencdo da morte dos interneurdnios localizados
na porgdo medial das ldminas IV, V e VI, sendo os valores médios estatisticamente
iguais ao grupo tratado com PBS (p<0,05). Tal tendéncia foi confirmada pela
analise da razao entre os lados 1psi e contralateral (2,16=0,43 — PBS; 2,13+0,12 —
CNTF). Por outro lado, o NGF promoveu uma diminui¢do significativa da morte
dos interneurdnios presente nas laminas profundas do corno dorsal, fato constatado
pelo calculo de R (1,29+0,04) (F(8,11)=52,03; p<0,05). Ainda, a associagiio entre
NGF e CNTF praticamente aboliu a morte interneuronal nas referidas 1aminas

(1,09+0,02; Figura 19C; p<0.05).

O CNTF mostrou-se eficaz no resgate dos neurénios localizados
principalmente no como ventral da medula espinhal. Tal reducio foi
estatisticamente significativa (F(8,11)=14,63; p<0,05) considerando-se os valores
de R (1.28%0,08 — CNTEF; 1,67+0,10 — PBS). O ntmero médio de interneurdnios
apoptoticos presentes fora das laminas IX, I-III e IV-VI, ndo foi alterado pelo
tratamento com NGF (1,51=0,02) nem com o emprego da combinagio NGF+CNTF
(Figural9D).

3.4. Efeito da morte dos neuronios sensitivos sobre a drea dos ginglios espinhais

Como foi descrito anteriormente, a transecgdo do nervo ciatico no modelo
empregado promoveu uma extensa morte neuronal nos ganglios das raizes dorsais
24 horas apos a lesdo. Contudo, como mostra a Tabela XIII, a partir dos resultados
morfométricos obtidos, constatou-se que esta morte de neurdnios sensitivos nio

causou uma diminuiglo estatisticamente significativa da 4rea total das seccles
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transversais dos génglios dorsais. Esta diminuicdo mostrou-se da ordem de menos

de 7 por cento, ndo interferindo portanto nas contagens e estimativas dos neurdnios
TUNEL positivos.




4. DISCUSSAQO
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E bem conhecido que lesdes nervosas periféricas em ratos recém nascidos
levam a extensiva morte dos neurénios axotomizados que, pelo menos em parte,
pode ser explicado pela privagdo de moléculas neurotréficas advindas dos drgios
alvo (Lowrie & Vrbova, 1992; Lowrie ef al., 1994; Vejsada er al., 1995; Junger &
Varon, 1997). O esmagamento do nervo ciatico no dia do nascimento, por exemplo,
provoca a morte de praticamente todos os motoneurdnios afetados (Lowrie ef al.,
1987). Um estudo do padrio temporal de morte de motoneurdnios apds o
esmagamento do nervo cidtico ao nivel de fossa poplitea, em ratos recém nascidos
com 3 dias de vada, mostrou que os primeiros sinais de perda neuronal ocorrem nas
primeiras 72 horas apos o esmagamento (Lowrie ef al., 1994). Além disso, Lowrie
et al. (1994) mostraram que durante tal periodo, praticamente a metade dos
motoneurdnios havia desaparecido. Desta forma, quanto mais tardiamente a leséo
for realizada, menor sera a perda neuronal. Por outro lado, quando a lesdo é uma
secedo total do nervo, acompanhada do impedimento da regeneragdo axonal, seus
efeitos sobre a morte dos neurdnios € sempre mais drastica (Kashihara er al., 1987).
Ainda, outro fator relevante para o efeito da lesdo nervosa periférica sobre a morte
neuronal € o local da lesdo, ou seja, uma axotomia mais proxima ao corpo celular
do neurdnios € capaz de promover um efeito deletério superior ao de uma axotomia

nas proximidades do orgdo alvo (Kashihara ef al., 1987).

Assim, levando-se em consideracdo os dados da literatura, empregamos neste
estudo o modelo da transec¢do do nervo cidtico, ao nivel do forame obturatdrio, em
ratos P2, com o objetivo de estudar os mecanismos de morte neuronal subseqiiente
a axotomia,. Ainda, para melhor analisar os efeitos da axotomia de motoneurdnios

e neurdnios sensitivos sobre os interneurdnios medulares, lancamos mio do
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tratamento da lesdo nervosa administrando fatores neurotrdficos capazes de
resgatar motoneuronios (CNTF) e neurdnios sensitivos (NGF), respectivamente.
Adicionalmente, realizamos também a transec¢do das raizes dorsais dos ganglios

sensitivos para avaliar a importdncia do componente aferente na sobrevivéncia dos

interneurdnios medulares.

Primeiramente, verificamos em nosso estudo que a transeccdo do nervo
ciatico na altura do forame obturatério em animais P2 promoven uma resposta de
proporgOes semelhantes ou superiores 4 observada por Lawson & Lowrie (1998).
Estes autores verificaram um aumento do numero de motoneurdnios apoptoticos 18
horas ap6s a lesdo, havendo um pico apds 24 horas, em relacdo ao lado
contralateral. Em nosso trabalho observamos um grau semelhante de morte de
motoneurdnios, porém mais precocemente, ou seja 8 horas apos a lesdo. Isto
poderia ser atribuido ao fato de que, além da lesdo no nosso estudo ter sido mais
proximal do que a descrita por Lawson & Lowrie (1998), com a transeccdo
isolamos completamente os cotos proximal e distal, interrompendo assim o
eventual fluxo de substincias neurotroficas em direcdo ao corpo celular.
Consideramos este procedimento de grande importincia, uma vez que a axotomia
provoca um aumento acentuado da producéo de fatores neurotréficos no coto distal
do nervo (Seddon, 1943; Whiteside er a/., 1998). Ainda, os neurdnios em processo
regenerativo expressam os receptores de alta e baixa afinidade para estes fatores.
Por exemplo, os efeitos do BDNF e do NGF, sdo mediados pelos receptores
tirosino-quinase B ¢ A, presentes nos cones de crescimento das fibras motoras e
sensitivas, respectivamente (Ip e al., 1993). Assim, acreditamos ter provocado com
a transeccdo do nervo uma lesdo aguda dos motoneurdnios e neurdnios sensitivos,

capaz de mais precocemente levar 4 morte a sua grande maioria.
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Os efettos da axotomia na sobrevivéncia neuronal podem ser estudados a
partir de varias técnicas ao nivel de microscopia de luz e eletrénica. Na maioria dos
estudos de microscopia de luz, foram empregadas técnicas de contagem celular em
cortes seriados, sendo os neurdnios corados citoquimicamente (Snider, 1992). A
contagem de neurOnios apds a marcagdo retrograda com HRP (horseradish
peroxidase) ¢ outro método utilizado para se estimar a morte celular subseqiiente a
axotomia (Peyronnard ef al., 1986). Contudo, pelo fato dos axdnios presentes no
coto proximal do nervo poderem sofrer graus variaveis de degeneragdo retrograda,
¢ possivel que uma percentagem de neurdnios sobreviventes nio seja capaz de
captar a HRP no local de aplicagdo. Desta forma, tal método pode superestimar a
morte neuronal (Peyronnard et al., 1986; McBride ef al., 1990). Outra estratégia
para o estudo da morte neuronal € o emprego de tragadores fluorescentes tais como
“fluorogold” (Schmued & Fallon, 1986) e “fast blue” (Skirboll e al., 1986; Lowrie
et al., 1992), os quais permanecem no interior das células por um longo periodo.
Estes tracadores podem ser aplicados antes da axotomia, sendo os neurdnios

sobreviventes visualizados posteriormente com precisio.

Os resultados obtidos por estudos que empregaram as técnicas acima
mencionadas, demonstraram apenas o desaparecimento celular, sem contudo
identificar ¢ caracterizar o processo que leva a morte celular. Em nosso trabatho,
um dos objetivos principais foi a caracteriza¢do do processo de morte neuronal
induzida pela transec¢do do nervo ciatico em ratos recém nascidos. Desta forma,
utilizamos uma técnica de marcacdo in situ dos neurdnios que apresentavam
fragmentago do DNA resultante da a¢do de endonucleases, para assim evidenciar

as células em provavel processo de morte por apoptose (Gavrieli et al, 1992).
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Sabe-se porém que, em alguns casos, caracteristicas de células apoptoticas
podem também ser observadas em células necréticas. Um exemplo € a propria
fragmentag¢ao do DNA, caracteristica da apoptose, que eventualmente pode ocorrer
em c€lulas em necrose (Li ef al., 1998). Como descrito na literatura, apoptose ¢
necrose sdo processos constituidos por séries de eventos que podem ser melhor
caracterizados, morfologicamente, & microscopia de luz e eletrdnica. Neste sentido,
foi fundamental o emprego de outras técnicas capazes de diferenciar o processo de
apoptose da necrose celular. Por isto, concomitantemente com a identificagdo de
fragmentacdo do DNA, realizamos o estudo ultraestrutural das medulas e ganglios
espinhais 24 horas apos a transeccio do nervo ciatico em ratos P2, com o objetivo

de confirmar a ocorréncia de apoptose nessas regides.

Os resultados por nds obtidos revelaram que os motoneurénios, neuronios
sensitivos e interneurénios medulares apresentavam as caracteristicas morfologicas
basicas do processo de apoptose, estando de acordo com descri¢des prévias de
outros autores (Kerr ef al., 1972; McConkey et al., 1996, Lawson & Lowrie et al.,
1998). Assim, a compacta¢io da cromatina, bem como a degeneracdo do envelope
nuclear foram freqiientemente observadas nos neurdnios apoptoticos. O citoplasma
dessas celulas apresentava desde alteracdes sutis, tais como pequena compactagio
de organelas acompanhada por aumento da eletrondensidade, até grandes
modificacdes estruturais, culminando com a total fragmentacgdo celular. Em alguns
casos, pdde-se observar células gliais fagocitando corpos apoptoéticos, sendo
importante ressaltar a auséncia de inflamagéo local. Tal caracteristica tem sido
descrita como fundamental para a caracterizagio do processo apoptdtico
(McConkey ef al., 1996).
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Modificacdes nucleares, tais como grande compactacio da cromatina, bem
como vazamento de material nuclear para o citoplasma, conforme por nos descrito,
foram também observados por Clarke & Hornung (1989) e Clarke (1990). Eventos
relacionados a cromatolise, como migracdo do niicleo para a periferia da célula e
dissolugdo da substincia de Nissl, também foram caracteristicas por nds

observadas, estando em conformidade com a literatura (Peters ez al., 1991).

No que diz respeito ao padrido temporal da morte de motoneurénios por
apoptose, nossos achados mostraram que, apos 8 horas da transecgido do nervo
ciatico, havia um namero estatisticamente superior de newrénios TUNEL positivos
comparativamente ao lado contralateral da medula. Este aumento manteve-se até 48
horas subseqiientes a leséo, retornando ao nivel basal apos 72 horas. E importante
notar que a técnica do TUNEL por nés empregada, demonstra a fragmentagio do
DNA em células ainda existentes, o que permitiu detectar mais precocemente a
ocorréncia do processo de morte celular em comparacdo ao observavel com as
técnicas citoquimicas convencionais (Oppenheim e al., 1991; Snider, 1992;

Lowrie et al., 1994).

De fato, Lawson & Lowrie (1998), empregando a técnica do TUNEL,
reportaram um padrdo temporal de morte de motoneur6nios bastante semelhande
ao por nos obtido. Nesse trabalho foi realizado o esmagamento do nervo ciatico em
ratos P2, na altura da fossa poplitea, sendo os animais sacrificados a partir de 18
horas pos-lesdo até 10 dias. Esses autores constataram que apos 18 horas ja havia
um numero significativo de motoneurénios apoptoticos, ocoirendo um pico 24
horas apos a axotomia. Porém, ao contrario dos resultados por nds obtidos, Lawson
& Lowrie (1998) observaram um niumero de motoneurdnios apoptdticos bastante

reduzido apds 48 e 72 horas.
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Desta forma, nossos resultados, conjugados com os presentes na literatura,
permitem concluir que a axotomia neonatal resulta na morte neuronal por apoptose,
que pode ser precocemente observada. Contudo, devemos ressaltar que as técnicas
citoquimicas convencionais sio extremamente Uteis para a quantificagio da perda

neuronal apos tempos de sobrevida superiores a 6 dias (Lowrie er al., 1994).

Até recentemente, a morte celular natural por apoptose. ou morte celular
programada, havia sido demonstrada em vérias populacdes neuronais, incluindo-se
motoneurénios, neurdnios sensitivos dos ginglios dorsais, células de Purkinje no
cerebelo e neurdnios do cortex cerebral (Oppenheim, 1991; Sanders & Wride,
1995; Clarke & Clarke, 1996). Interessantemente, em 1997, Lawson e
colaboradores demonstraram a existéncia de morte celular programada de
interneuronios medulares de rato nos primeiros dias de vida pos-natal. Em nosso
estudo obtivemos resultados semelhantes aqueles de Lawson er al. (1997) nos
animais controle. Adicionalmente, observamos que a transeccio do nervo ciatico
em ratos neonatos tambeém causa a morte de interneurénios, a qual coincide com o
periodo de morte natural, que ocorre do dia do nascimento até o sexto dia pos-natal
(Oliveira ef al., 1997). Desta forma, é possivel afirmar que a lesdo causada pela
transeccdo do nervo ciatico em ratos recém nascidos produz ndo apenas a morte dos
motoneurdnios € neurdnios sensitivos axotomizados, mas também, indiretamente,

de interneurdnios medulares.

A partir da observagdo desse fato, nos concentramos entdo, na obtencdo de
informacdes sobre a importancia relativa das aferéncias sensitivas e das eferéncias
motoras na morte de interneurdnios medulares apds a lesdo do nervo. Inicialmente,
realizamos uma analise comparativa do padrio temporal da TUNEL marcacido dos

motoneurdnios, interneurdnios medulares e neurdnios sensitivos dos génglios
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dorsais. Nossos resultados mostraram um rapido aumento do nimero de neurdnios
motores e interneurdnios TUNEL positivos a partir de 4 horas apos a transeccdo do
nervo ciatico. Este aumento do nimero de neurénios TUNEL positivos foi maior
entre 8 e 24 horas pos lesdo na populagio dos interneurdnios e, entre 8 e 48 horas,
na dos motoneurdmios. Em contraste, os ginglios sensitivos responderam mais
tardiamente a lesdo. Estes tltimos apresentaram os primeiros sinais de aumento do
namero de células TUNEL marcadas 12 horas apos a axotomia, com o pico as 24
horas pos lesdo. Contudo, até 72 horas apos a lesdo foi possivel detectar um

aumento significativo da freqiiéncia de neurdnios TUNEL positivos.

Uma questdo importante no uso da marcagdo de células apoptdticas pela
técnica do TUNEL ¢ a identificacdo do tipo celular afetado. Assim, em nosso
trabalho, foi necessario discermir se a TUNEL marcagdo estava presente
exclusivamente nos interneurdnios e ndo nas células gliais, j4 que estas podiam
também ter sido afetadas secundariamente pela morte neuronal. Neste sentido, o
emprego da técnica do TUNEL associada a HRP nos permitiu a identificacgo
adequada das celulas apoptdticas. Na medula espinhal, tal marcagiio estava restrita
apenas motoneurdnios ¢ inteneurdnios. Além disso, as informacgées obtidas com a
microscopia eletronica nos permitiram concluir pela nfo ocorréncia da morte de

células ghais.

Segundo nosso conhecimento, parece ndo existirem estudos sobre a morte de
células gliais em ratos neonatos empregando-se modelos experimentais
semelhantes ao por nos utilizado. Contudo, estudos realizados em animais normais
no relataram a ocorréncia de morte de células gliais em virtude da perda neuronal
natural, quer durante o desenvolvimento, quer no periodo neonatal (Oppenheim,

1991; Harris & McCaig, 1984; Coggeshall er al., 1984, Lawson et al, 1997). Em
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particular, Lawson er al. (1997) submeteram sec¢des de medula espinhal de
animais neonatos a reagdo do TUNEL e marcagio das células com anticorpo anti-
PGP9.5 (protein gene product 9.5), para a identificagdo de neurbnios, e com
anticorpo anti-GFAP (ghal fibrillary acidic protein), para a identificacdo de células
gliais. Seus resultados mostraram categoricamente que apenas os neurdnios

apresentavam-se TUNEL positivos.

Além disso, se em nosso estudo tivesse ocorrido morte de células gliais, esta
deveria ter-se estendido ao funiculo dorsal, que continha fibras aferentes de
neurdnios sensitivos apoptoticos, que poderiam ter entrando em Processo
degenerativo. Porem, ndo observamos marcagdo TUNEL positiva nessa regio,

reforcando portanto a ndo ocorréncia da morte de células gliais por apoptose.

Por outro lado, a transecgdo do nervo citico, por nos realizada, resultou na
ocorréncia tanto de neur6nios como de células satélites TUNEL positivas nos
génglios sensitivos. As células gliais porém, foram facilmente diferenciaveis dos

neurdnios em virtude de suas pequenas dimensées e de sua localizagio.

Ainda com relagdo aos ginglios sensitivos, Whiteside et al. (1998) também
observaram que a transec¢do do nervo cidtico em ratos recém nascidos (P2)
resultou num significativo aumento da TUNEL marcagdo nessas estruturas 24
horas apos a axotomia. Contudo, 72 horas apés a lesio, a maioria das células
TUNEL posttivas presentes no génglio sensitivo era constituida por células
satélites. Nossos resultados foram semelhantes aos observados por Whiteside e? .
(1998) no que diz respeito a freqiéncia de neurdnios apoptdticos 24 horas apos a

lesdo. Porém, diferem apés o periodo de 72 horas, onde foi ainda por nos




Discussdo 71

identificada uma quantidade média 2,5 vezes superior de neurfnios sensitivos

TUNEL positivos, comparativamente ao lado contralateral.

Um outro aspecto que levamos em consideragdo em nosso experimento, foi a
eventual reduc¢do do volume dos ganglios sensitivos em decorréncia da morte
celular. Contudo, 0s nossos resultados da avaliagdo morfométrica de cortes
alternados dos ganglios sensitivos mostrou que, 24 horas apés a transecg¢do do

nervo ciatico, ndo houve diferenca significativa entre os grupos lesado e controle.

E importante considerar que para a avaliacdo consistente da ocorréncia de
apoptose em uma dada populagdo celular, deve-se levar em conta o periodo de
tempo entre o inicio do processo, com marcagio TUNEL positiva, ¢ o efetivo
desaparecimento da célula. Este fato pode ser ilustrado pelos achados de Biobao &
Dubois-Dauphin (1996) estudando a morte de motoneurdnios ap6s a transec¢do do
nervo facial em ratos recém nascidos. Estes autores observaram um pico de
TUNEL marcag¢do 28 horas apos a axotomia, porém, o desaparecimento de
motoneurénios fol detectada pela coloracdo com cresil-violeta até 120 horas.
Assim, existe um periodo de tempo entre a TUNEL marcagdo positiva ¢ a efetiva
morte neuronal. Acredita-se que previamente a este periodo ocorra sintese de
proteinas pro apoptoticas e anti apoptoticas, sendo que o balango entre elas leva a

morte celular.

De fato, neste mesmo trabalho, Biobao & Dubois-Dauphin (1996), utilizando
animais trangénicos que apresentam uma expressdo acentuada da proteina anti
apoptotica Bcel-2, verificaram ser possivel abolir a TUNEL marcacdo dos
motoneurdnios apos a transecgdo do nervo facial em ratos recém nascidos. Neste

contexto porém, ¢ importante lembrar que um estudo recente realizado em




Discusséio 72

camundongos, demonstrou que as caracteristicas morfolégicas relacionadas a morte
dos motoneurdnios apos axotomia neonatal do nervo cidtico, embora acompanhada
de TUNEL marcacdo, exibia tanto similaridades como diferencas com as
caracteristicas atualmente aceitas para o processo apoptotico (Li er al., 1998).
Assim, acreditamos que em nosso estudo, as observagdes morfologicas a
microscopia eletronica foram de fundamental importincia para a confirmacgdo de

que os neuronios observados realmente encontravam-se em apoptose.

Quanto ao padrdo temporal da TUNEL marcacdo dos interneurdnios
medulares, nossos resultados diferem daqueles relatados por Lawson & Lowrie
(1998) empregando o modelo de lesdo nervosa periférica no rato recém nascido.
Esses autores detectaram nos animais lesados um maior ntimero de neurdnios
TUNEL positivos fora da ldmina IX, em comparagio com os animais normais, nio
descrevendo, contudo, regides preferenciais de TUNEL marcacgfio. Esse aumento
foi observado a partir de 4 dias ap6s a cirurgia, com um pico aos 6 dias, retornando
ao nivel basal aos 8 dias. O padrdo descrito por Lawson & Lowrie (1998) foi
consideravelmente mais lento que o verificado em nosso estudo. E plausivel supor
que essa diferenca seja devida ao tipo de lesio empregada nos dois estudos.
Conforme ja mencionado, sabe-se que essas duas situagdes experimentais, ou seja,
transec¢do ¢ esmagamento do nervo cidtico, resultam em grandes diferencas na
presenga de substancias neurotréficas existentes no coto distal do nervo lesionado,

podendo eventualmente alterar padrdo de morte dos interneurdnios.

Além disso, em confronto com o trabalho de Lawson & Lowrie (1998),
observamos um aumento significativo do numero de interneurdnios TUNEL
positivos no lado ipsilateral & lesdo a partir de 4 horas apds a cirurgia, o qual

manteve-se superior ao lado contralateral até 48 horas. Tal aumento foi mais
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precoce nas ldminas superficiais do corno dorsal da medula, sendo por outro lado,
mais tardio nas laminas profundas. Levando-se em conta que o pico de morte por
apoptose dos neurdnios sensitivos ocorre 24 horas ap6s a lesdo, nossos resultados
podem ser interpretados como se o0s interneurdnios presentes nas laminas
superficiais da medula fossem mais sensiveis a alteracdes funcionais da aferéncia
sensitiva decorrentes da lesdo, em comparacgio com aqueles localizados nas 1aminas
profundas. E importante notar ainda, que a sec¢do dos prolongamentos periféricos
das fibras aferentes primarias induz uma série de modificagdes nos neurdnios
sensitivos lesados. Por exemplo, estas células apresentam aumento da expressio de
CGRP (calcitonin gene related protein), substdncia P e outros neuropeptideos
(Jessel et al., 1979; Nielsh er al., 1987; Xu et al., 1990; Dumolin et al., 1991;
Kashiba er al., 1992; Hokfelt et al., 1994), bem como sintese de neurotrofinas e
seus receptores, tais como NGF e TrkA (Emfors ef al, 1993). Desta forma, é
possivel que as modificagdes funcionais acima mencionadas resultem na
dimmuigdo do fluxo de fatores neurotroficos dos neurdnios sensitivos para os
interneur6nios medulares, induzindo a morte destes por apoptose, antes que seja

possivel detectar-se alguma alteragdo morfologica nos ganglios das raizes dorsais.

Por sua vez, os resultados encontrados no que diz respeito ao padrio
temporal da TUNEL marcagdo dos interneurénios presentes nas ldminas mais
profundas (IV, V e VI), devem ser interpretados levando-se em conta que os
mesmos estdo inseridos numa rede neuronal mais complexa. Estes, em sua maioria,
recebem aferéncias intramedulares, supramedulares e aferéncias sensitivas
primarias, e fazem sinapse com motoneurbnios. Portanto, podemos supor que os
mesmos possuam um maior aporte de fatores troficos apos a lesdo, em relacdio aos
interneur6nios das laminas superficiais, o que poderia determinar um maior tempo

de sobrevivéncia dos mesmos.
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Ainda, os resultados obtidos com a transec¢do das raizes dorsais da medula
mostram um aumento importante na TUNEL marcacio de interneurdnios se
comparada aquela obtida com a transecgdo do nervo cigtico. Esse tesultado
evidencia a grande importdncia das aferéncias para a sobrevivéncia dos

interneurdnios, principalmente daqueles localizados nas l4minas I, Ielll

Em um estudo bastante recente, Waters ef al. (1998) propuseram um outro
papel para os interneurénios. Esses autores postularam que oS interneurdnios
podem contribuir para a morte dos motoneurdnios medulares apos o esmagamento
do nervo ciatico em ratos neonatos. Ou seja, apds uma lesdo desse tipo podem
prevalecer sobre alguns motoneurdnios sinapses excitatorias mediadas por
glutamato liberado por interneurdnios, levando a um aumento do célcio intracelular
nos motoneurénios. Para dar subsidios a esta hipotese, Waters er al. (1998)
realizaram o esmagamento do nervo cigtico em um grupo de animais e apenas do
nervo fibular em outros. No segundo caso foram preservadas as aferéncias
inibitorias, decorrentes da inervagfio reciproca, sobre um determinado grupo de
motoneurdénios. Os resultados mostraram que a preservacdo do componente
sensitivo, proveniente do nervo tibial ndo lesado, resultou na sobrevivéncia de uma
parcela maior de motoneurdnios axotomizados, em comparagdo com o grupo que

teve 0 nervo ciatico lesado.

Embora ndo possamos descartar a importincia das conexdes a nivel medular,
mesmo que estas desempenhem um papel reduzido no processo de morte de
motoneurdnios, como proposto por Waters ef al. (1998), ndo acreditamos que essa
seja a preponderante. Assim, é provavel que a auséncia de contato com o orgéo

alvo, bloqueando o fluxo de fatores neurotréficos, seja a causa da morte da maioria

dos motoneurdnios e neurdnios sensitivos axotomizados. Porém, levando-se em
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conta os resultados por nds obtidos no que diz respeito & perda interneuronal
subseqiiente a transec¢do do nervo cidtico, acreditamos ter obtido indicios de que
estes sdo dependentes da sobrevivéncia dos motoneurdnios e neurdnios sensitivos.
Embora, uma certa populagdo de interneur6nios inibitorios possa contribuir para a

sobrevivéncia dos motoneurdnios, como proposto por Waters ef al. (1998).

O papel dos fatores neurotroficos na sobrevivéncia de motoneurdnios,
interneurdnios € neurdnios sensitivos, como referido acima, fica mais evidente ao
analisarmos nossos resultados de TUNEL marcagdo, obtidos com a administragio

de CNTF e NGF apos a axotomia.

E bem conhecido que a administracdo de fatores neurotréficos diretamente
sobre coto proximal do nervo transeccionado em ratos recém nascidos, é capaz de
resgatar 0s motoneurdnios € os neurdnios sensitivos diretamente afetados pela
axotomia (Levi-Montalcini, 1987; Sendtner er af., 1990). Entre as substancias
neurotrdficas, o NGF possui a propriedade de atuar preferencialmente sobre
neurénios sensitivos (Yip er al., 1984). Por outro lado, esta substincia tem-se
mostrado ineﬁéaz para proteger os motoneurdnios, o que é consistente com o fato
destes ultimos ndo apresentarem o receptor de alta afinidade (TrkA) para esta
neurotrofina (Yan ez al., 1993). O CNTF, por sua vez, tem sido descrito como uma
molécula neurotréfica capaz de prevenir, ainda que temporariamente, a morte dos
motoneurdnios apos axotomia em ratos neonatos (Sendtner er al, 1991,
Oppenheim ef al., 1991; Vejsada ef al., 1995; Ikeda er al., 1996; Tan et al., 1996;
Ulenkate er al., 1996). Também foram descritos alguns efeitos protetores do CNTF

sobre neurdnios sensitivos (Lo ef al., 1995).
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Os resultados por nos obtidos, num intervalo de 24 horas apods a lesdo,
demonstraram um expressiva reducdo do numero de neurdnios sensitivos
apoptoticos apos 24 horas da lesio. Interessantemente, observamos também no lado
contralateral, ndo tratado, uma reducdo significativa do nimero de neurdnios
sensitivos TUNEL positivos. Podemos supor que tal resultado possa ter sido
produzido pela eventual passagem do NGF para a circulacdo sistémica, ou mesmo
devido a sua difusdo através dos tecidos no animal neonato. Por outro lado, o NGF
ndo teve efeito significativo sobre a freqiiencia de motoneurénios TUNEL

marcados.

O CNTF, por sua vez, apresentou algum efeito benéfico sobre os neurénios
sensitivos, havendo uma pequena diminuigdo da TUNEL marcacdo em relagdo ao
grupo tratado com PBS. E possivel que esse efeito possa ser atribuido ao fato de
que o CNTF compartilha receptores com outras citocinas, tais como IL-6 e LIF (Ip
et al., 1996). Desta forma, o CNTF pode ter ativado tais receptores presentes nos
neurdnios sensitivos, contribuindo para a sua sobrevivéncia. Por outro lado, o efeito
protetor dessa molécula sobre os motoneurdnios foi altamente significativo. Qu
seja, 24 horas apds o tratamento, o namero de motoneurdnios apoptdticos foi
estatisticamente 1gual ao lado contralateral nfo lesado. Desta forma, conforme ja
referido anteriormente, a aplicagdo local dessa molécula confirmou os resultados
obtidos por outros autores sobre as propriedades neuroprotetoras do CNTF

(Sendtner ef al., 1990; Sendtner er al., 1992)

O tratamento com a associagdo de NGF e CNTF produzin resultados
semelhantes aos observados com o tratamento empregando-se cada uma das

moléculas separadamente. Também foi possivel observar um pequeno efeito

aditivo do CNTF a agéo protetora do NGF sobre os neurdnios sensitivos,
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corroborando os resultados observados quando da administracdo isolada desta
molécula. A partir dos resultados obtidos, ¢ possivel concluir que a utilizagdo do
NGF e CNTF, no modelo experimental por nés empregado, foi capaz de atuar com
satisfatoria  seletivamente sobre os componentes sensitivo e  motor,

respectivamente.

Esta seletividade permitiu assim, o estudo da importincia dos componentes
sensitivo e motor para a sobrevivéncia dos interneurénios medulares apos axotomia
periférica em ratos neonatos. Neste sentido, apds o tratamento com NGF, o nimero
total de interneurdnios TUNEL marcados decresceu significativamente. Contudo,
essa redugdo foi particularmente mais expressiva, na regido das ldminas superficiais
da coluna dorsal, ou seja, nas regides da substincia cinzenta mais intensamente
inervadas por fibras aferentes primarias (Brown, 1981). O CNTF também
promoveu um decrécimo do numero total de interneurdnios apoptéticos, mas neste
caso, predominantemente nas regides mais profundas do corno dorsal € no como
ventral, regides onde estdo presentes interneurdnios pré-motores (Burke, 1990;
Brown, 1991; Jankowska, 1992). Os efeitos combinados do CNTF e NGF foram
mais evidentemente demonstrados na regifo medial das laminas IV a VI, local dos
interneuronios conectados as fibras Ia e Ib, mediando a conexdo dissinaptica entre

0s neurdnios sensitivos e os motoneurdnios (Jankowska, 1992).

Os resultados da sobrevivéncia dos interneurdnios, com o resgate dos
neurdnios sensitivos e motores pela aplicagdo de NGF e CNTF, ficou ainda mais
evidente quando computamos a razdo entre o numero de neurdnios TUNEL
marcados nos lados ipsi e contralateral 4 lesdo (vide tabelas IX a XII). Este
procedimento foi utilizado considerando a variagdo que pode ter ocorrido no

periodo de morte natural de interneurdnios entre os diferentes individuos.
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Assim, nossos achados dio fortes subsidios para a hipétese de que as fontes
de fatores neurotroficos para um interneurdnio medular no estfo restritas apenas
ao neur6nio alvo, mas também a sua aferéncia (para revisio vide Linden, 1994). O
impacto do componente aferente neste contexto ¢ de particular interesse para o
estudo de neurdnios com um arvore dendritica extensa, como a dos motoneurdnios,
a qual propicia a influéncia de um grande numero de aferéncias (Brown ef al.,
1991).

Existem outros dados da literatura que dio suporte a esta hipétese, tais como
aqules obtidos em experimentos onde se fez a remogdo de um 6rgdo sensorial. Por
exemplo, apos a retirada do globo ocular em camundongos recém nascidos segue-
se um extensa degeneragdo do coliculo superior (DeLong & Sidman, 1962) e do

corpo geniculado lateral (Heumann & Rabinowicz, 1980).

Contudo, embora acreditemos que nossos resultados tenham contribuido para
a compreensdo da ocorréncia de apoptose apos lesdo de nervos periféricos em ratos
neonatos, sem duvida, ha necessidade ainda de aprofundar os conhecimentos sobre

0s mecanismos que levam a morte celular natural ou imduzida.
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1)

4

6)

A transec¢do do mervo cidtico, realizada em animais P2, provoca a morte dos
motoneurdnios € neurdnios sensitivos axotomizados e, secundariamente, de

interneurdnios medulares.

O emprego da técnica do TUNEL, associada a microscopia eletrénica permitiu
comprovar que motoneurdnios, interneuronios e neurdnios sensitivos entram em

processo de apoptose apos a transeccdo do nervo ciatico em ratos P2.

A partir da utilizagdo da técnica do TUNEL associada a HRP foi possivel
confirmar que as células TUNEL positivas na substincia cinzenta da medula

eram neurdnios € ndo células gliais.

A morte de motoneur6nios por apoptose observada neste estudo restringiu-se as
primeiras 72 horas apos a transec¢fo do nervo ciatico, sendo mais precoce do

que os dados da literatura.

A morte por apoptose de neurdnios sensitivos ocorre mais tardiamente em

relacdo a populagdo de interneurdnios e de motoneurdnios.

A apoptose de interneurénios presentes nas ladminas mais profundas da medula
espinhal ocorre mais tardiamente (24 horas) em comparacio com os

interneurdnios localizados nas ldminas mais superficiais.




Conchisdes &)

7)

8)

9)

10)

Os resultados obtidos com a transec¢do das raizes dorsais da medula
mostraram um aumento significativo do nimero de interneurdnios TUNEL
positivos, evidenciando a grande importéncia do componente aferente para a

sobrevivéncia dos interneurdénios.

A administragdo local de fatores neurotroficos permitiu  analisar
separadamente a importdncia dos neurdnios motores e sensitivos sobre as

distintas populacdes dos interneurénios medulares.

O CNTF agiu predominantemente resgatando os interneurdnios localizados
nas laminas mais profundas do corno dorsal e no corno ventral, locais onde
encontram-se os interneurdnios pré-motores. O NGF apresentou um efeito
mais evidente nas laminas superficiais da medula espinhal, promovendo uma
redu¢do da TUNEL marcagdo. A administracdo conjunta do NGF com o
CNTFE promoveu um redugdo da TUNEL marcagio primordialmente na
regido medial das ldminas IV, V e VI, local onde estdo presentes os

interneurdnios conectados as fibras [a e Ib.

Nossos achados ddo suporte a hipotese de que as fontes de fatores
neurotroficos para os interneurdnios medulares néo estdo restritas apenas ao

neurdnio alvo, mas também a sua aferéncia.
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Figura 1 — Motoneuronio em fase avancada de apoptose

A Micrografia eletrénica de um corte transversal da medula espinhal, na regido da
lamina IX, ao nivel de intumescéncia lombar, de um rato recém nascido (P2),
vinte e quatro horas apds a transecgdo do nervo cidtico. No centro da
micrografia, € possivel identificar um motoneurdnio apoptdtice tipico. O
citoplasma mostra-se subdividido em compartimentos delimitados por
membrana citoplasmatica (setas brancas), havendo em seu nterior,
aglomerados de organelas, onde € possivel identificar-se mitocdndrias, reticulo
endoplasmatico rugoso e vesiculas elétronlucentes (*). Observe-se também, um
motoneurdnio ultraestruturalmente normal, sendo possivel identificar-se em
seu citoplasma, substdncia de Nissl, formada pelo reticulo endoplasmatico
rugoso abundante, localizado ao redor do nacleo (setas amarelas). Pode-se
identificar no citoplasma, mitocOndrias ultraestruturalmente normais (setas
vermelhas). O envelope nuclear mostra-se bem preservado, sendo visivel sua
dupla membrana (setas azuis). Barra = 3,63 pm.

B. Detalhe da micrografia anterior, na regiio do corpc apoptético contendo o
nucleo em processo degenerativo. Observe-se o desarranjo nuclear, ndo mais
havendo a presenca do envelope. As setas amarelas indicam a interdigitagdo da
cromatina no citoplasma. Esta apresenta-se bastante compactada, porém ha
regides mais elétrondensas (setas brancas). E importante notar a existéncia de
pontos de conexfo entre os subcompartimentos citoplasmaticos {setas azuis).
Barra = 3,63 um.
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Figura 2 — Apoptose de interneurdnios em fase precoce (liminas superficiais do
corno dorsal da medula espinhal)

A. Micrografia eletrénica de um corte transversal de medula espinhal, na
regifdo superficial da coluna dorsal esquerda de um rato recém nascido
(P2), vinte e quatro horas apos a transecgiio do nervo ciatico. E possivel
observar-se um interneurdnio normal localizado na extremidade esquerda
do campo (*). Este apresenta em seu citoplama, substancia de Nissl (setas
amarelas), complexo de Golgi (seta azul) e mitocdndrias (setas
vermethas) morfologicamente normais. O nucleo mostra-se bem
preservado, estando a cromatina com grau de compactagio baixo,
compativel com a normalidade. O nucléolo esta bem evidente sendo
possivel a diferenciagdo entre porcdo granulosa (seta verde) e fibrosa
(seta branca). A direita do newrdnio normal, é possivel observar-se dois
outros interneurdmnios considerados em processo inicial de apoptose.
Nestes pode-se observar o inicio de compactagdo da cromatina,
principalmente na periferia do nicleo (setas curvas amarelas). Também ¢
possivel constatar sinais de um processo degenerativo citoplasmatico.
Assim, ha um inicio de agrupamento de organelas, formando regides com
maior elétrondensidade (setas laranja). Barra = 3,63 um.

B. Detalhe da figura anterior, mostrando o citoplasma de um interneurdnio
em processo inicial de apoptose. Note-se a existéncia de lisossomos
contendo substancia densa (setas amarelas), denotando o inicio do
processo de autdlise celular, provavelmente componentes lipoproteicos de
membrana ¢ organelas. Também ¢ possivel observar o inicio da
fragmentacdo do citoplasma em subcompartimentos delimitados por
membrana (setas vermelhas). Barra=3,63um.
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Figura 3 — Apoptose de interneurdnios em fase avancada (liminas profundas
do corno dorsal da medula espinhal)

A. Micrografia eletronica de um corte transversal de medula espinhal, na
regido correspondente as laminas I'V, Ve VI da coluna dorsal esquerda de
um rato recém nascido (P2), vinte e quatro horas apos a transecgfo do
nervo ciatico. Observe-se um neurdnio considerado em estigio
intermediario de apoptose. A cromatina encontra-se compactada (seta
vermelha), ndo sendo possivel a identificagdo do envelope nuclear,
havendo contato direto do material nuclear com o citoplasma. O
citoplasma mostra-se fragmentado em diversos compartimentos (setas
amarelas). A seta azul aponta uma célula glial, provavelmente um
astrécito, ao lado de um neurénio aparentemente normal (*). Barra = 3,63
um.

B. Micrografia eletronica de um corte transversal de medula espinhal, na
regido correspondente as laminas IV, V e VI da coluna dorsal esquerda de
um rato recém nascido (P2), vinte e quatro horas apés a transecgdo do
nervo ciatico. Observe-se ao centro, um interneurdnio apoptotico em
processo de fragmentacdo citoplasmatica. O nicleo estd contido num dos
fragmentos (seta vermelha) e nfo estd integro, havendo contato da
cromatina com organelas citoplasmaticas coaguladas ao seu redor. A
cromatina apresenta-se compactada, havendo regides mais elétrondensas
(setas brancas). Outro fragmento celular bastante denso apresenta em seu
mterior organelas compactadas e em processo degenerativo (seta azul).
Qutras regides do citoplasma mostram-se mais elétronlucentes, contendo
filamentos intermedidrios e lisossomos. Barra = 3,63 um.
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Figura 4 — Corpos apoptdticos presentes na regido intermédia da medula
espinhal

A. Micrografia eletronica de um corte transversal da medula espinhal, na
regido intermédia, ao nivel de intumescéncia lombar, de um rato recém
nascido (P2), vinte e quatro horas apds a transec¢do do nervo cidtico.
Observe-se um corpo apoptotico de um internewrénio considerado em
estigio avancado de apoptose (seta azul). E possivel identificar-se
mitocondrias em processo degenerativo (setas amarelas), bem como
lisossomos com diferentes graus de compactagdo (setas laranja). Note-se
que o microambiente circundante estdi bem preservado, ndo havendo
sinais de resposta inflamatoria. Podem ser identificados axémios
ultraestruturalmente normais (setas brancas) contendo neurofilamentos
ordenados paralelamente ao eixo longitudinal (Nf). Barra = 3.63 pm.

B. Micrografia eletrénica de um corte transversal da medula espinhal, na
regido intermédia, ao nivel de intumescéncia lombar, de um rato recém
nascido (P2), vinte e quatro horas apos a transeccdo do nervo ciatico.
Note-s¢ a presenca de uma célula glial em cujo citoplasma identificam-se
lisossomos em diferentes estagios de compactagdo (setas brancas). Estes
provavelmente contém restos celulares provenientes de corpos
apoptéticos. Acima desta célula, encontra-se um intermeurdnios medular
ultraestruturalmente normal (*). O nacleo apresenta cromatina frouxa
(Cr) e nucléolo (seta amarela). Barra = 3,63 um.
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Figura 5 — Apoptose de neurdnios sensitivos dos gianglios dorsais

A. Micrografia eletronica de um corte transversal do ginglio L5 da raiz
dorsal de um rato recém nascido (P2), vinte e quatro horas apos a
transec¢do do mnervo ciatico. Os asteriscos apontam neurénios em
processo avangado de apoptose, aparentemente sendo fagocitados pelas
células satélites circundantes. Também pode-se notar a uma célula
fagocitica, possivelmente wm macrofago residente, nas imediagdes das
cé¢lulas em degeneragéo (Mac).Observe-se ainda, um neurdnio sensitivo
normal contendo substancia de Nissl (setas brancas) ¢ mitocondrias (setas
amarelas) bem preservadas. O nicleo estd delimitado pelo envelope
nuclear (seta vermelha) estando a cromatina frouxa e o nucléolo presente
(seta preta). A seta laranja indica uma célula satélite. Barra = 3,63 pum.

B. Micrografia eletr6nica de um corte transversal do ginglio L5 da raiz
dorsal de um rato recém nascido (P2), vinte e quatro horas apos a
transec¢do do mnervo ciatico. Observe-se um neurdnio sensitivo em
apoptose, circundado por outro neurdnios ultraestruturalmente normais.
Nestes € possivel identificar a substincia da Nissl (setas amarelas). O
neurdnio em apoptose ndo possui substincia de Nissl, estando o
citoplama altamente compactado e elétrondenso. Os ribossomos mostram-
se agrupados ao redor de cisternas do reticulo endoplasmarico (setas
brancas). O nucleo nfo apresenta-se integro, havendo contato com o
material citoplasmatico (seta azul). A cromatina mostra-se com diferentes
graus de compactagio (setas laranja) Barra = 3,63 um.
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Figura 6 — Apoptose em fase avancada de neurdnios sensitivos

A. Micrografia eletronica de um corte transversal do ginglio L5 da raiz
dorsal de um rato recém nascido (P2), vinte e quatro horas apds a
transecgdo do mervo cidtico. Observe-se um neurdnio em pProcesso
apoptotico intermediario, havendo uma redugdo do volume citoplasmatico
em relagdo ao volume nuclear. As organelas mostram-se elétrondensas,
havendo diversas vesiculas intracitoplasmaticas (setas amarelas). O
material nuclear mostra-se em contato direto com o citoplasma (setas
azuis) € a cromatina possui diferentes graus de compactacio (setas
brancas). A célula como um todo estd destacada do microambiente
circundante, havendo diversas projecBes citoplasmaticas advidas das
c€lulas circundantes (setas vermeihas). Barra = 3,63 um.

B. Micrografia eletrénica de um corte transversal do ginglio L5 da raiz
dorsal de um rato recém nascido (P2), vinte e quatro horas apds a
transecgdo do nervo ciatico. Observe-se um neurdnio sensitivo em
processo avangado de apoptose, apresentando um acentuado grau de
degradagio citoplasmatica e nuclear. O envelope nuclear estd rompido,
havendo mistura de seu material com o citoplasma (setas vermelhas). A
cromatina estd compactada, havendo o inicio da fragmentagio do nucleo
pela imterdigitagio da membrana citoplamatica (seta amarela). O
citoplasma mostra-se com volume reduzido, podendo ser observados
fragmentos delimitados por membrana citoplasmatica (*). Barra=3,63
wm,
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Figura 7 — Fotomicrografias de cortes transversais de medula espinhal e génglio
sensitivo (L5) contendo neurdnios TUNEL positivos, visualizados pela
técnica da HRP, 24 horas apos a transec¢do do nervo cidtico de ratos
recém nascidos (P2).

A.

Fotomicrografia de um motoneurémo TUNEL positivo presente na
lamina IX esquerda, 24 horas apds a transeccdo do nervo ciatico
ipsilateral. Observe a condensacdo da cromatina € a retragdo do corpo
celular do neurénio marcado. Barra=20um.

. Fotomicrografia de interneurdénios TUNEL positivos, presentes na

regido correspondente a 1dmina IV medial, vinte e quatro horas apés a
transeccdo do nervo ciatico esquerdo. Note os diferentes graus de
condensacdo da cromatina (setas) e a presenca de um nuicleo picndtico
(seta dupla). Barra=20um.

. Fotomicrografia de um neurdnio sensitivo TUNEL positivo localizado

num ganglio dorsal L5 esquerdo, 24 horas apds a transeccdo do nervo
ciatico. Barra=20um.



88

Figuras e Tabelus




Figura 8 — Fotomicrografias de sec¢des transversais de medulas espinhais ao nivel
do segmento L5 mostrando a presenca de interneurdnios TUNEL
marcados, visualizados pela técnica da fluoresceina. A. rato recém
nascido (P2) ndo operado, B. 8 horas ap6s a transecgdo do nervo cidtico,
C. 12 horas ap6s a lesdo, D. 24 horas apos a lesdo, E. 48 horas apos a
lesdo, F. 72 horas apos a lesdo e G. 7 dias apos a lesdo. A
fotomicrografia H representa a mesma 4rea amostrada nas figuras
anteriores em um rato P9 normal. DF=funiculo dorsal; CL=contralateral;
IL=ipsilateral. Barra=100um.
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Figura 9 — Fotomicrografias de secgdes transversais de génglios espinhais (L5)
mostrando a presenga de neurdnios sensitivos TUNEL positivos,
visualizados pela técnica da fluoresceina. A. rato recém nascido (P2) nfo
operado, B. 8 horas apds a transecg¢do do nervo cidtico, C. 12 horas apds
a lesdo, D. 24 horas apos a lesfo, E. 48 horas apos a lesdo, F. 72 horas
apos a lesdo e G. 7 dias apos a lesdo. A fotomicrografia H representa a
mesma area amostrada nas figuras em um rato P9 normal.
Cl.=contralateral; IL=ipsilateral. Barra=100um.
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Figura 10 — Distribui¢do de interneurénios (circulos) e motoneurdnios (tridngulos)
TUNEL marcados 4, 8, 12, ¢ 24 horas apds a transec¢ido do nervo
ciatico de ratos recém nascidos (P2). Todos os neurénios TUNEL
posttivos  identificados (6 secgdes por amimal), ao nivel da
mtumescéncia lombar (L4-L6) foram plotados em um desenho
esquematico representativo. A distribuicdo da TUNEL marcagio
observada nos ratos ndo operados, os quais possuiam a mesma idade
dos  grupos  experimentais, também  estd representada.
ClL=contralateral; IL=ipsilateral.
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Figura 11 — Distribuicido de interneurémios (circulos) e motoneurdnios (tridngulos)
TUNEL marcados 48, 72 horas e lsemana apds a transeccdo do
nervo ciatico de ratos recém nascidos (P2). Todos os neur6nios
TUNEL posttivos identificados (6 sec¢des por animal), ao nivel da
intumescéncia lombar (L4-L6) foram plotados em um desenho
esquematico representativo. A distribuigdo da TUNEL marcagio
observada nos ratos ndo operados, os quais possuiam a mesma idade
dos  grupos  experimentais, também  estda representada.
CL=contralateral; IL=ipsilateral.
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Figura 12 — A. Grafico mostrando o padrio temporal da TUNEL marcagdo de
motoneurbnios apos a transecgdo do nervo cidtico em ratos
recem nascidos (P2). O numero de motoneurdnios positivos
encontrados no lado contralateral da medula espinhal dos animais
operados e nos lados esquerdo e direito dos animais normais
também estdo representados. O asterisco corresponde a uma
diferenca significativa em relagio ao lado contralateral (p<<0,05)

B. Grafico mostrando o padrio temporal da TUNEL marcacdo de
neurdnios sensitivos presentes no ganglio dorsal (L5) apos a
transeccdo do nervo ciatico em ratos recém nascidos (P2). O
numero de neurOnios sensitivos positivos encontrados no lado
contralateral da medula espinhal dos ammais operados € nos
lados esquerdo e direito dos amimais normais também foram
plotados. Um asterisco corresponde a uma diferenca significativa
em relacdo ao lado contralateral (p<0,05). Dois asteriscos

representam um valor estatisticamente superior a todos os demais
(p<0,05).
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Figura 13 — Graficos representando o padrio temporal da TUNEL marcac¢do de
interneurénios apés a transecgdo do nervo cidtico em ratos recém
nascidos. O namero de interneurbnios encontrados no lado
contralateral da medula espinhal dos animais operados bem como nos
lados esquerdo e direito dos animais normais também foram plotados.
Em A estdo representados todos os neurdnios fora da lamina IX,
sendo que os demais graficos ilustram os interneurdnios presentes nas
laminas I-III (B), parte medial das ldmimas IV-VI (C) ¢ todos os
outros mterneurdnios fora das laminas I-VI e IX (D). Cada asterisco
corresponde a uma diferenca significativa em relagdo ao lado
contralateral (p<<0,05)
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Figura 14 — A. Fotomicrografia de secgio transversal de medula espinhal ao nivel do
segmento L5 mostrando a presenca de intemeurénios TUNEL
positivos 24 horas apds a transecc¢do das raizes dorsais, em ratos
recém nascidos (P2). Observe-se o grande nimero de interneurdnios
TUNEL posttivos nas laminas superficiais, bem como um aumento
inportante nas laminas mais profundas. DF=funiculo dorsal;
IL=1psilateral, CL=contralateral. Barra=100um.

B. Fotomicrografia de seccdo transversal de medula espinhal ao nivel
do segmento L5 mostrando a presenga de interneur6nios TUNEL
positivos 24 horas apods a transec¢io das raizes dorsais, em ratos
recém mnascidos (P2). Observe-se a maior quantidade de
interneurénios TUNEL positivos presentes no lado ipsilateral a
lesdo, na parte medial das laminas IV, V ¢ VI. DF=funiculo dorsal;
I =1psilateral, CL=contralateral. Barra=50um.
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Figura 15 —~ Fotomicrografias de sec¢des transversais de medulas espinhais ao nivel
do segmento L5 mostrando a presenca de interneurénios TUNEL
positivos 24 horas apos a transec¢do do nervo cidtico em ratos recém
nascidos. Efeitos do tratamento com PBS (A), CNTF (B), NGF (C) ¢
uma mustwra do NGF+CNTF (D). DF=funiculo dorsal;
CL=contralateral; IL=ipsilateral. Barra=100um.
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Figura 16 — Fotomicrografias de sec¢des transversais de ginglios espinhais ao nivel
de L5 mostrando a presenga de neurdnios sensitivos TUNEL positivos
24 horas apos a transec¢do do nervo cidtico em ratos recém nascidos
(P2). Efeitos do tratamento com PBS (A, B), CNTF (C, D), NGF (E, F)

e uma mistura do NGF+CNTF (G, H). CL=contralateral; IL-=ipsilateral.
Barra=100um.



Figura 17 — Distribui¢do de intermeurdnios (circulos) e motoneurdnios (tridngulos)
TUNEL marcados 24 horas apos a transeccio do nervo ciatico em
ratos recém nascidos (P2). Os animais receberam PBS, NGF, CNTF
ou uma mistura de NGF+CNTF em seus cotos proximais, utilizando-
se um fragmento de gelfoam. Todos os neurénios TUNEL positivos
tdentificados, ao nivel da intumescéncia lombar (L4-16), 6 cortes por
animal, foram plotados em um unico desenho esquematico
representativo. CL=contralateral; IL=ipsilateral.
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Figura 18 — A. Grafico mostrando o numero de motoneurdnios TUNEL positivos 24
horas apds a transec¢do do nervo ciatico e tratamento com PBS,
NGF, CNTF ou uma mistura de NGF+CNTF em ratos recém
nascidos (P2). Os asteriscos apontam o efeito significativo do
tratamento com CNTF ¢ NGF+CNTF em relacdo aos demais
grupos (p<0,05).

B. Grafico mostrando o namero de neurénios sensitivos (L5) TUNEL
positivos 24 horas apds a transecgéo do nervo cidtico e tratamento
com PBS, NGF, CNTF ou uma mistura de NGF-+CNTF em ratos
recem nascidos (P2). Os asteriscos apontam o efeito significativo
do tratamento com NGF e NGF+CNTF em relagdo aos demais
grupos (p<0,05)
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Figura 19 — A. Grafico mostrando a razédo do nimero de mtemeurénios TUNEL

positivos entre o lado esquerdo e direito, 24 horas apos a transeccao
do nervo ciatico e tratamento com PBS, NGF, CNTF ou uma mistura
de NGF+CNTF em ratos recém nascidos (P2). Os asteriscos
correspondem a um efeito significativo do tratamento com CNTF e
NGF (p<0,03).

B. Grafico mostrando a razdo do numero de interneuréomos TUNEL

C.

positivos entre o lado esquerdo e direito, encontrados nas ldmmas 1,
II e III, 24 horas apos a transecc¢do do nervo ciatico e tratamento
com PBS, NGF, CNTF ou uma mistura de NGF+CNTF em ratos
recém nascidos (P2).

Grafico mostrando a razdo do numero de interneurdénios TUNEL
positivos entre o lado esquerdo e direito, encontrados nas ldminas
IV, V e VI 24 horas apos a transeccdo do nervo ciatico e
tratamento com PBS, NGF, CNTF ou uma mistura de NGF-+CNTF
em ratos recém nascidos (P2). Os asteriscos correspondem a um
efeito significativo do tratamento com NGF e NGF+CNTF
(p=<0,05).

D. Grafico mostrando a razdo do nimero de interneurdnios TUNEL

positivos entre o lado esquerdo e direito, encontrados fora das
laminas I a VI e IX, 24 horas apds a transecgdo do nervo cidtico ¢
tratamento com PBS, NGF, CNTF ou uma mistura de NGF+CNTF
em ratos recem nascidos (P2). O asterisco corresponde a um efeito
significativo do tratamento com CNTF (p<0,05).
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Figuras ¢ Tabelas

Tabela I - Numero médio de motoneurdnios TUNEL positivos encontrados em cortes
transversais de medulas espinhais ao nivel de intumescéneia lombar (L4 a L6). Estdo
representados ©Os animais normais € animais cujo nervo cidtico esquerdo foi
transeccionado em P2. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo. O asterisco
ao lado do valor da média, nos animais operados, corresponde a uma diferenca
significativa em comparacdo ao lado esquerdo operado dos demais grupos, tomando-se

um nivel de significincia de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls.

Grupo Motoneurdnios
Esquerda Direita
4h operado 2.67+1.20 1.33+0.33
4h normal 0,33+0,33 1,00+0.58
8h operado 9,00+2,08 * 1.000.58
8h normal 1,00+£0,58 0.33+£0.33
12h operado 8,33+0,88 * 1,33+0,33
12h normal 1,33+0,88 1,00+0,58
24h operado 9,00+2,00%* 1,33+0.33
24h normal 0,73+0,35 0,73+0,35
48h operado 7.67+0,88 * 1.33+0,33
48h normal 1,00+0,58 0,33+0,33
72h operado 1.00£0,58 0,67+0,33
72h normal 0,33+0,33 0,33+0,33
1 semana operado 0,33+0,33 -

1 semana normal
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Tabela III - Numero médio de interneurénios TUNEL positivos encontrados em cortes
transversais de medulas espinhais ao nivel de intumescéncia lombar (L4 a L6). Estdo
representados Os animais normais € animais cujo nervo cidtico esquerdo foi
transeccionado em P2. Os valores estdo expressos em média = erro padrio. Um asterisco
ao lado do valor da meédia, nos animais operados, corresponde a uma diferenca
significativa em compara¢do com o0s grupos cujos tempos de sobrevida foram de 48
horas e 1 semana. Dois asteriscos correspondem a uma diferenga significativa em
relagdo aos demais grupos operados. O simbolo (¢ ), ao lado do valor da média,
corresponde a uma diferenga significativa em relagio aos animais normais. Para todas as

comparacdes, tomou-se um nivel de significancia de 0,05 adotado no teste de Newman-
Keuls.

Grupo Interneurdnios
Esquerda Direita
4h operado 80,33+7,88%* 70.33+934 ¢
4h normal 48,33+2,96 48,67+4,66
8h operado 104,009 61 ** 70,30:2 96 ¢
8h normal 49.00+2,52 45 3344 37
12h operado 113,33£8,95%* 78.33+3.93 ¢
12h normal 83,33+2,96 82,330,333 ¢
24h operado 100,67+14,65*%* 65,00+£9,17
24h normal 53,00+3.23 55,70+£2.60
48h operado 65,67+2,73% 47,33%+1,85
48h normal 39,00+3,60 46,67+3,33
72h operado 33,33+3,76 27.00+2 .31
72h normal 31,33+0,88 31,33+1.85
1 week operado 12.33+2 .90 13,33+1.20
1 week normal 16,33+0.88 17.00+3,51
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Tabela VII - Numero médio de motoneurénios TUNEL positivos encontrados em cortes
transversais de medulas espinhais ao nivel de intumescéncia lombar (L4 a L6), apos o
tratamento com PBS (0,1M), NGF (10pg/ul), CNTF (25ug/ul) ou uma mistura de
NGF+CNTF, 24 horas apds a transeccdo do nervo ciatico esquerdo em ratos P2. Os
valores estdo expressos em media = erro padrdo. Um asterisco ao lado do valor da
média, corresponde a uma diferenca significativa em comparagic com o0s valores
observados no lado esquerdo dos demais grupos, tomando-se um nivel de significancia

de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls.

Motoneurdnios
Esquerda Direita
PBS 8.00+2,09 2,00+0,58
CNTF 3,00+£0,58* 1,30+0,35
NGF 8,00+1,53 2.00+0,58
CNTF+NGF 3.00+0,58* 1,33+0,35
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Tabela VIII - Namero médio de neur6nios sensitivos TUNEL positivos encontrados em
cortes transversais de ganglios LS das raizes dorsais, apds o tratamento com PBS
(0,IM), NGF (10pg/ul), CNTF (25ug/pl) ou uma mistura de NGF+CNTF, 24 horas
apds a transecgdo do nervo cidtico esquerdo em ratos P2. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo. Um asterisco ao lado do valor da média, nos animais operados,
corresponde a uma diferenca significativa em comparagio com os valores observados no
lado esquerdo dos demais gupos. Dois asteriscos ao lado do valor da média, no lado
contralateral a lesdo, correspondem a um efeito significativo do tratamento com NGF ¢

NGF+CNTF em relagéo aos grupos tratados com PBS e CNTF. Tomou-se um nivel de
significdncia de 0,03 adotado no teste de Newman-Keuls.

Neurdnios Sensitivos

Esquerda Daireita
PBS 71,67+4,67 12,67+1,20
CNTF 57,3349,50 13.67+0,34
NGF 19,67+£5,18*% 9,00+0,58%*
CNTF+NGF 12,00+2,31* 9,33+0,33%*
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Tabela IX - Numero médio do total de interneurénios TUNEL positivos encontrados em
cortes transversais de medulas espinhais ao nivel de intumescéncia lombar (L4 a 1.6), 24
horas apds a transec¢do do nervo cidtico esquerdo em ratos P2 e tratamento com PBS
(0,1M), NGF (10ug/ul), CNTF (25ug/ul) ou uma mistura de NGF+CNTF,. Os valores
estdo expressos em média + erro padrio. Os valores de R representam a razdo entre o
lado ipsilateral e contralateral a lesdo. O asterisco ao lado do valor da média corresponde
a uma diferenca significativa em relagio aos demais tratamentos, tomando-se um nivel
de significincia de 0.05 adotado no teste de Man-Whitney.

Interneurdnios
Esquerda Direita Razédo (R)
PBS 128,33+7.34 74,00+2,09 1,74+0,10
CNTF 111.00+4,34 78,00+6,42 1,43+0,06*
NGF 107.00+6,56 75,00+2,64 1,43+0,06%

CNTF+NGF 93.00+2,65 65,67+7.36 1,45+0,17
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Tabela X - Numero médio do total de interneurdnios TUNEL positivos nas 1dminas I 11
e ITI, 24 horas apos a transecgdo do nervo ciatico esquerdo em ratos P2 e tratamento com
PBS (0,1M), NGF (10pg/ul), CNTF (25ug/ul) ou uma mistura de NGF+CNTF,. Os
valores estdo expressos em meédia + erro padrdo. Os valores de R representam a razdo
entre o lado ipsilateral e contralateral a lesdo.

Interneurdnios (Laminas I, II ¢ III)

Esquerda Direita Razdo (R)

PBS 23,67+0,88 11,67+1.85 2,16+0,43
CNTF 22,00+1,53 10,33+0.,33 2.13+0,12
NGF 20,3340,53 15,00+1,73 1.42+0,30
CNTF+NGF 19,00+1,00 11,67+2.33 1,80+0,32
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Tabela XI - Niumero médio do total de interneurdnios TUNEL positivos nas laminas IV,
V e VI, 24 horas apods a transeccdo do nervo ciatico esquerdo em ratos P2 e tratamento
com PBS (0,1M), NGF (10ug/ul), CNTF (25ug/ul) ou uma mistura de NGF+CNTE,. Os
valores estdo expressos em meédia + erro padrio. Os valores de R representam a razdo
entre o lado ipsilateral e contralateral a lesdo. O asterisco ao lado do valor da média
corresponde a uma diferenca significativa em relagdo aos demais tratamentos, tomando-

se um nivel de significdncia de 0,05 adotado no teste de Man-Whitney.

Interneuronios (Laminas IV — VI)

Esquerda Direita Razao (R)

PBS 23,67+1.85 15,00+1,00 1,58+0,03
CNTF 22.00+2,64 14,67+0,88 1,49+0.09
NGF 22.33+1,86 17,33+0,88 1,29+0,04*
CNTF+NGF 17,67+1,53 16,33+0,88 1,09+0,02%
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Tabela XII - Numero médio de interneur6énios TUNEL positivos fora das Idminas I a VI
e IX, encontrados em cortes transversais de medulas espinhais ao nivel de intumescéncia
lombar (L4 a L6), apos o tratamento com PBS (0,1M), NGF (10ug/ul), CNTF (25ug/ul)
ou uma mistura de NGF+CNTF, 24 horas apos a transecgdo do nervo cidtico esquerdo
em ratos P2. Os valores estdo expressos em média = erro padrio. Os valores de R
representam a razao entre o lado ipsilateral e contralateral a leso. O asterisco ao lado do
valor da meédia corresponde a uma diferenca significativa em relagdo aos demais
tratamentos, tomando-se um nivel de significancia de 0,05 adotado no teste de Man-

Whitney.
Interneurdnios (Fora das ldminas I aVI e IX)
Esquerda Direita Razdo (R)
PBS 79,00+7,03 47,33+2,34 1,67+0,10
CNTF 67,00+3,06 53,00+5,69 1,28+0,08%*
NGF 64,33+4 92 42,67+2.73 1.51+0,02
CNTF+NGF 56,33+2.03 37,33+5,67 1,59+0,28
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Tabela XIII — Area média dos ginglios espinhais das raizes dorsais, obtidos através da
analise de cortes transversais. Os valores estdo expressos em média = erro padrio. Nio
foram encontradas diferencas sigmificativas entre as médias, tomando-se um nivel de
significancia de 0,05 adotado no teste de Newman-Keuls.

Area dos ganglios espinhais das raizes dorsais

Grupo Esquerdo Direito

Normal 0,75+0,03 0,74+0,14

Operado 0,79+0.11 0,79+0,11
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TRANSECTION of a peripheral nerve in neonatal rats
induces an extensive death of axotomized neurons. We
demonstrate here that spinal motoneurcns and sensory
dorsal root ganmglia neurons become TUNEL-labeled
afrer sciatic nerve transection in neonatal rats, thus indi-
cating that apoptotic mechanisms are involved in the
death process. Interestingly, there is also a profound
increase of TUNEL-labeled interneurons in the deep
dorsal horn. This location suggests that an intact
afferent imput and/or contact with target cells is essen-
tial for interneuronal survival. Death of motoneurons
and sensory neurons could be a result of the injury per
s¢ and/or the deprivation of neurotrophic substances,
secondary to the loss of contact with target cells.
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introduction

Peripheral nerve section induces extensive death
of axotomized motoneurons in neonatal rats.’= One
explanation for this is that axonal transection blocks
the contact between the motoneuron and the target
muscle, thereby depriving the motoneurons of vari-
ous trophic substances. This explanation is supported
by the fact that the death can be par-uially prevented
with the administration of trophic factors, includ-
ing nerve growth factor (NGF), brain derived neu-
rotrophic factor (BDNF), neurotrophin (NT-4/5),
ciliary neurotrophic factor {CNTF) and ghal derived
neurotrophic factor (GDNF).*#* Another way to
reduce neuronal death after peripheral axotomy is to
repair the transected nerve in order to allow axonal
regeneration to the target.” However, few studies have
investigated the mechanisms that are involved in the
neuronal death afrer axotomy. Two different basic
mechanisms are responsible for cell death: apoptosis
or programmed cell death (PCD) and necrosis.
Necrosis i1s characterized by passive cell disassemb-
lance, immune system activation and inflamma-
tion.'* On the other hand, PCD 1s an active process
requiring the activation of certain genes by which
cells undergo silent and quick self destruction with-
out detectable inflammation. PCD is characterized
by early chromatin condensation followed by
fragmentation, cell shrinkage, reorganization of the

© Rapid Science Publishers

cytoskeleton, organelle relocation and production of
apoptotic bodies.!!

In order to study the role of neuronal death after
sclatic nerve transection in neonatal rats, we used the
terminal deoxvnucleotidyl transferase (TdT) dUTP
nick end labeling (TUNEL) technique for detection
of apoptotic cells? in the spinal cord and dorsal root
gangha. We report here that spinal motoneurons,
interneurons in the deep dorsal horn and ventral horn
as well as sensory neurons in the dorsal reot ganglia
undergo PCD after sciatic nerve transection in the
necnatal rat.

Materials and Methods

© Animals, surgery and tissue preparation: Six 2-day-

old Sprague-Dawley rats were used. Under deep
hypothermia, the left sciatic nerve of three pups
was exposed and cur at the sciatic foramen level.
Twenty-four hours later, the rats were sacrificed by
an overdose of chloral hydrate (0.6 mg/kg, i.p.) and
transcardially perfused with 4% paraformaldehyde in
0.1 M phosphate buffered saline (PBS). Three unop-
erated rats were used as control. The 14, L5 and L6
spinzl cord segments and L3 dorsal root ganglia were
dissected our and left in the same fixative for 24 h,
washed in PBS and kept in PBS with 10% sucrose
overnmght at 4°C. Cryostat transverse sections of the
spinal cords (18 um) and the dorsal root ganglia
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{12 pm) were obtained and transferred to chrome
alum gelatine-coated slides, dried at room tempera-
rure for 30 min and stored ar =25°C until use.

Staining of apoprotic nuclei (TUNEL): Two differ-
ent TUNEL protocels were used for the detection
of apoprotic neurons. The first was based on digoxy-
genin nucleotides conjugared with fluorescein and the
second was based on bioun nucleotides wisualized
with the horseradish peroxidase (HRP) method and
counterstained with cresyl fasr violer,

For the fluorescein-based protocol, the sections
were post-fixed 1n ethanol/acetic acid (2:1) for 5 min
at ~20°C and rinsed rwice for 5 min in PBS. The slides
were wansferred 1o a humidified chamber and the
equilibration buffer solution was applied {Oncer,
s7110-1) and incubated for 5 min at room tempera-
rure. The equilibravon buffer was shaken off and the
TdT enzyme solution (Oncor, s7110-2 and 3) was
applied for 60 min at 37°C. The reaction was stopped
with the stop/wash solunion (Oncor, s7110-4) for
30 min at 37°C. After washing in PBS for 10 min, the
sections were incubated with the fluorescein solution
{Oncor, s7110-5 and 6) for 30 min. The slides were
rinsed in PBS and mounted with glass coverslips in
30% glycerol solution.

The HRP-based protocol was based on the
TUNEL technigue reported by Gravielli et 21,12 with
slight modifications. In brief, the sections were post-
fixed in ethanol/acetic acid (2:1) for 5 min at ~20°C
and rinsed twice for 5 min in 0.0{ M PBS. Endo-
genous peroxidase was inactivared with 2% F,0, in
distilled water for 3min at room temperature.
Sections were Incubated in a TdT buffer (30 M Tris,
pH 7.2, 140 mM sodium cacodylate, | mM cobalt
chloride) for 10min at room temperature. TdT

0.3U/ul) and biounylated dUTP (0.2 nM/10 U TdT:

Boehringer, Mannheim) in TdT buffer were then
added and incubated for 2h at 37°C. The reaction
was stopped by incubation with 300 mM sodium
chloride and 30 mM sodrum citrate at room temper-
ature for 13 min. The sections were incubated with
2% bovine serum albumin {Sigma) for 10 min and
covered for 30 min with an anti-biotin peroxidase
complex (SantdCruz ABC ki, 5¢-2017). The peroxi-
dase was visualized with a 3,3%,3,5'-diaminobenzidine
solution, washed in distilled warer, counterstained
with cresyl fast violet and mounted with DPX
{Sigma).

TUNEL positzwe cells analysis:  In each animal, six
alternate sections of the L4-L6 spinal cord segments
and four sections of the L5 left and righe ganglia
were stained with the fluorescein-based TUNEL
protocel and used for mapping and counting of apop-
totic cells. For each of the L5 gangha, the maximal
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cross-sectional area was determined to estimate
possible shrinkage, secondary to cell loss. It was
found that such shrinkage, if any, could not exert any
significant influence on the numbers obtained. The
morphological characteristics of the cells undergoing
apoptosis were identified in sections stained with the
HRP-based TUNEL protwocol and counterstained
with cresyl fast wviolet. The analysis was per-
formed at 400X magnification in a Leitz DM RBE
microscope. The numerical data are presented as
mean * s.d.

Results

Location and morphology of TUNEL-labeled cells:
In normal animals, a number of TUNFEL-labeled
nuclei were found in both the dorsal and ventral
horns. Such nuclei seemed to be located in small
neurons as revealed from counterstained sections.
The cells showed the basic characteristics of apop-
tosis, Le. early chromatin condensation followed by
fragmentation, cell shrinkage and cell fragmenta-
uon. A small number of TUNEL-labeled cells were
detected 1n the motor nucler.

One day afrer sciatic nerve transection there
was a distinctly larger number of TUNEL-labeled
interneurons on the operated side, while the intact
side had about the same frequency of labeling as in
the normal material. The increase in TUNEL labeling
was evident in the deep dorsal horn, especially
faminae IV-VI, but an increased number of TUNEL-
positive interneurons was also observed in the super-
ficial dorsal horn and in the ventral horn (Figs 1,3).
TUNEL-labeled neurons in the motor nuclei, prob-
ably motoneurons, were found on the lesion side of
operated animals, but very few labeled motoneurons
were observed on the unoperated side (Figs 2,3).

The L5 dorsal root ganglia of the unoperated
animals and intact right L5 dorsal root ganglia of the
operated animals showed very few TUNEL-labeled
sensory neurons. In the operated group, the left L5
ganglia showed a large number of TUNEL-positive
nuclei all over the sections (Figs 1,2).

Number of TUNEL-labeled neurons: The tozal
number of TUNEL-positive motoneurons, sensory
neurons and interneurons is shown in Table 1. The
number of labeled interneurons in unoperated
amimals did not differ berween sides but operated
animals displayed larger numbers, even on the intact
side of the cord (20% higher; p <0.05). On the
operated side, the number was even higher (54%;
P <0.05). The total number of labeled motoneurons
found in the operated side was approximarely nine
times higher than on the intact side and in unoper-
ated animals.




TUNEL labeling of neurons in the rat spinal cord
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Fi3, 1. Photomicrographs of transverse sections through the L5
spinai cord segment and L5 dorsal root ganglia showing TUNEL-
labeled neurons, 24 h after neonatal left sciatic nerve transection.
{A) In site fhuorescein-hietin-dUTP nick end-labeied neurons are
found in both the dorsal and ventra! horns, BF, dorsal funiciius; L,
ipsilateral; CL, contraigteral. Bar=200um. (B} /n sitv fluorescein-
biotin-dUTP nick end-isbeled sensory neuron found in a L3 ganglion
of an unoperated animeal. Bar = 200 am. {C) /n situ fluorescein-biotin-
dUTP nick end-labeled sensory neurons found in the ipsilateral LS
ganglion of an operated animal. Bar= 200 um.

"The toral number of labeled sensory neurons found
in L5 ganglia of unoperated animals did not differ
between sides nor from the intact side of the oper-
ated animals. On the operated side, the number was
3.5 umes higher.

Discussion

Peripheral nerve transection in neonatal animals Jeads
to an extensive death of axotomized motoneurens in
the spinal cord and primary afferent sensory neurons
in dorsal root ganglia (DRGs).>1>1¢ Recently, it has
been proposed that this death of motoneurons may
be the result of an apoptotic process.’” We have
confirmed this possibility, and also demonstrated thar
apoptosis may underlie the death of axotomized
DRG neurons at this age. Qur results also strongly
suggest that peripheral nerve injury may also induce
apopiosis in interneurons in affected spinal cord
segments. Apoptotic death of internesurons was seen
in normal animals, thus confirming earlier observa-
tons in the neonatal rat spinal cord made by Lawson
et al.'* burt, after sciatic nerve transection, there was
2 substanuial increase in the number of TUNEL-
labeled cells, especially in laminae TV-VI. This region
contains interneurons which are the targer for
primary afferent fibers, as weli as the origin of projec-
uons to the motoneurons.”” Such interneurons may
be especially vulnerable in the neonatal peripheral
nerve njury model, which removes both afferent
inputs and axon targets of these cells, both of which
may supply trophic support to the interneurons. Our
results suggested a certain degree of interneuron
death on the contralateral side of the spinal cord.
Since there are no direct connections berween

£

FIG. 2. Photomicrographs of transverse sections of tumbar spinal cords and L5 dorsal root ganglia showing TUNEL-labeted neurons, 24 h
after neonatal left scigtic nerve transection. {A) High-power magnification photomicrograph of @ TUNEL-HRP-labeled motoneuron in the left
tlamina IX 1 day after an ipsifateral sciatic nerve transection. Note the chromatin condensation and call shrinking. Bar = 20 um. {B) High-
power magnification photomicrograph of TUNEL-HRP labeled interneurons in the left deep dorsai horn 1 day after sciatic nerve transection.
Note the different degrees of chromatin condensation (arrows) and the presence of a pycnotic nucleus (double arrow). Bar = 20 pm. (C) High-
power magnification photomicrograph of a TUNEL-HRP labeled dorsal root gangiion S@nsory neuron. Bar = 30 am.
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Table 1. Number of TUNEL-labeled motoneurans, sensory neurons and interneurons in cperated {left sciatic nerve
transection) and unoperated neonatal rats

TUNEL-labeled

TUNEL-labeled TUNEL-labeled

motoneurons Sensory neurons interneurcns
Left Right Left Right Left Right
Operated group (11 =3} 8.0+ 35 1.0 60.7x21.1 17.8x25 100.7£25.4 65.0x 15.9
Unoperated group {n=3} 07086 0.7 = 16.7 =46 18.3=x15 53056 56.7=z45

FIG, 3. Distribution of TUNEL-labeied internsurons (A} and
moioneurons (B) after left sciatic nerve transection in neonatal rats.
All TUNEL-labeled neurons found at the lumbar intumescence leve!
{L4-1.6) are plotted on a single representative transverse section. IL,
ipsitateral; CL, contralateral,

primary afferent fibers and contralaterally located
interneurons at the level of the cord studied here?’
removal of primary afferent inputs may induce dele-
terious effects also in second-order interneurons.
The apoptosis induced by the peripheral nerve
lesion seen here evidently overlaps in time with the
period of apoprotic death of interneurons in the
normal spinal cord,’® while there are normally only
very few apoptotic motoneurons and dorsal root
ganglia cells ar the studied age. Nevertheless, it seems
as if both naturally occuring neuron death and death
of neurons after neonatal peripheral nerve lesion are
induced by apoptosis. This may indicate that the
deleterious effects seen after nerve section have the
same cause as has been proposed for the programmed
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cell death during normal development, i.e. a lack of
target-derived life supporiing substances,>*® rather
than direct traumatic effects induced by the axotomy.,
This is supported by findings that a number of
wrophic substances, manufactured by Schwann cells
and muscle are able to rescue lesioned neonatal
motoneurons after peripheral nerve section in the
neonare.*®

Conclusion

Sciatic nerve transection in the neonatal rat induces
an increased frequency of TUNEL-labeling of
motoneurons and interneurons in the spinal cord and
sensory neurons in dorsal root ganglia, indicating that
apoprotic mechanisms are involved in the death of
such cells. The number of TUNEL-labeled inter-
neurons 15 especially increased in regions which
contain interneurons mediating disynaptic informa-
tion from primary afferent fibers to the motoneu-
rons, suggesting that the lack of an afferent inpur
and/or target nerve cells may be of importance for
the induction of apoptosis in interneurons. The
strong increase in number of TUNEL-labeled
motoneurons and dorsal root ganglion cells may
primarily reflect apoptotic death due to a loss of
trophic support from the respective target organs.
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Abstract

We have previously shown, that not only motoneurons and dorsal root ganglion cells, but also
interneurons in the spmmal cord may undergo apoptotic cell death as a resukt of neonatal peripheral nerve
transection m the rat. In order to define the relative importance of the loss of a potential target
{(motoneuron) and a potential afferent input (dorsal root ganglion cell) for the induction of apoptosis in
interneurons in this situation, we have compared the distributions and time courses for TUNEL labeling,
which detects apoptotic cell nuclei, m the L5 segment of the spinal cord and the L5 dorsal root ganglion
after sciatic nerve transection in the neonatal (P2) rat. In additional experiments were studied the effects
on TUNEL labeling of intemeurons after treatment of the cut sciatic nerve with either ciliary neurotrophic
factor (CNTF), in order to rescue motoneurons, or nerve growth factor (NGF) to rescue dorsal root
ganglion cells. The time courses of the TUNEL labeling in motoneurons and intereurons induced by the
lesion show large similarities (peak at 8-48h postoperatively), while the labeling in dorsal root ganglion
cells occurs later (24-72h). Both CNTF and NGF decrease the number of TUNEL labeled interneurons,
but there is a regional difference, in that CNTF preferentially saves interneurons in deep dorsal and ventral
parts of the spinal cord, while rescuing effects of NGF are mainly seen in the superficial dorsal hom. The
results are interpreted as signs of a trophic dependence on both the target and the afferent input for the

survival of interneurons neonatally.




Introduction

During the development of the nervous system, neurons are generated in larger numbers than needed. As
a consequence, many neurons die undergoing programmed cell death (PCD) during the period when
contact with target cells is established (Oppenheim, 1991; Pettmann and Henderson, 1998). This death is
probably, at least m part, a result of a competition among neurons for target-derived neurotrophic factors
during this critical peniod (Hamburger, 1958; Levi-Montalcini, 1987; Oppenheim, 1991). In the rat, the
PCD of spinal motoneurons occurs between embryonic days 15 (E15) and 17 (E17) (Harris and McCaig,
1984), while primary afferent neurons in dorsal root ganghia (DRGs) die between E17 and E19
(Coggeshall et al., 1994} Recently, Lawson et al. (1997) showed that rat spinal cord interneurons also
undergo PCD, but in this case death occurs around birth (E20 - postnatal day (P)4).

It is well established that a peripheral nerve lesion in neonatal rats leads to an extensive death of
axotomized neurons (Romanes, 1946; Schmalbruch, 1987, 1988; Lowrie and Vrbov", 1992}, One possible
explanation to the fatal response to axon injury in neonatal neurons is that the disconnection between the
neuron cell body and the target organ leads to a deficit in the neurotrophic supply. This is supported by the
fact that delaying the remnervation can increase the magnitude of neuronal death after axotomy
(Kashihara et al., 1987). Also, the administration of different neurctrophic factors to cut axons can rescue
specific types of neurons (Ip & Yancopoulos, 1995; Lewin & Barde, 1996). Thus, treatment with NGF
after axotomy counteracts cell death among DRG neurons, while application of BDNF, CNTF and NT-3
separately or in combmation rescues axotomized spmal motoneurons (Sendtmer et al., 1990; Oppenheim et
al., 1991; Oppenheim et al,, 1992; Sendmer et al,, 1992; Yan et al., 1992; Vejsada et al., 1995). However,
it is still unclear why different neuronal populations and even neurons from the same pool respond
differently to injury and do not have the same regenerative capacity (Fawcett, 1992).

Cell death can be mduced via necrosis or apoptosis. Necrosis is characterized by rapid cell
disintegration, cellular swelling, organelle dysfunction and passive cell disassemblance (Walker et al.,
1988). These events activate the immune system leading to macrophage invasion and local inflammation.
In contrast, apoptosis Is an active process, accomplished by a specialized and highly conserved cellular
machinery, leading to a series of morphological alterations. Thus, it is characterized by early chromatin
condensation followed by mntemucleosomal DNA cleavage, cell shrinkage, reorganization of the
cytoskeleton, organelle relocation and production of apoptotic bodies (Wyllie et al, 1980). Apoptosis
requires the activation of certain genes and is carried out by a family of cysteine proteases called caspases.
The entire process ends m a silent and quick cell self destruction without detectable nflammation.
Members of the Bcl-2 protein family seem to be key regulators of apoptosis by inhibiting or enhancing

activation of the caspases (for references, see Adams and Cory, 1998; Ashkenazi and Dixit, 1998;



Thornberry and Lazebnik, 1998). In the nervous sytem, cell death may involve aspects of both apoptosis
and necrosis (L1 et al., 1998; Pettmann and Henderson, 1998).

We have shown recently that apoptotic death may underlie the loss of spinal motoneurons, DRG neurons
and mterneurons in the spinal cord after neonatal sciatic nerve transection (Oliveira et al, 1997). In this
situation, the loss of mterneurons coincides with the programmed apoptotic death of such neurons, which
occurs from birth up to the sixth postnatal day in the rat (Lawson et al., 1997)., while programmed cell
death of motoneurons and DRG neurons takes place prenatally (Harris and McCaig, 1984; Oppenheim,
1991, Coggeshall et al., 1994). Thus, the damage caused by a neonatal peripheral nerve transection
involves not only death of directly injured motoneurons and DRG neurons, but also mdirectly a loss of
spinal interneurons. The aim of this studv was to weigh the roles for motoneurons and DRG neurons,
respectively, for the deleterious outcome of the intemeurons. This was done by comparing the time
courses of the apoptosis, as revealed by use of the TUNEL technique (Gavrieli et al., 1992), among
motoneurons, DRG cells and intemeurons afier neonatal sciatic nerve transection, and by studving the

effects of CNTF and NGF which rescue motoneurons and DRG neurons, respectively, on the TUNEL

Iabeling pattern of interneurons.

Materials and Methods
Animals. surgery and tissue preparation

For this study, 42 neonatal Sprague-Dawley rats were used. The animals were collected in two main
groups (operaied and unoperated) of 21 animals in each group. In the operated group, two days old pups
were anesthetized by use of deep hypothermia and the left sciatic nerve was exposed and cut at the sciatic
foramen level. After survival times of 4, 8, 12, 24, 48, 72 hours and 7 days, the rats were killed by
intraperitoneal admmistration of an overdose of chloral hydrate (0.6 mg/ke) and transcardially perfused
with 4% paraformaldehyde in 0.1M phosphate buffered saline (PBS). In the unoperated groups, the rats
were killed at the same age as the pups in the operated groups. The L4, L5 and L6 spinal cord segments
and L5 dorsal root ganglia were dissected out and left in the same fixative for 24h, washed in PBS and
kept in PBS with 10% sucrose ovemight at 40 C. Cryostat transverse sections of the spmal cords (18 mm)

and the dorsal root ganglia (12 mm) were obtained and transferred to chrome alum gelatine-coated slides,

dried at room temperature for 30 min and stored at -200 C until wtilization. The experimental procedures




were approved by the local ethical committee at the Karolinska Institutet (Stockholms Norra
Djurfirssksetiska NSmnd, project N57/96).

Staining of apoptotic ruclei (TUNEL labeling)

The sections were post-fixed in ethanol/acetic acid (2:1) for 5 min at -200 C and rinsed twice for 5 min in
PBS. The shdes were transferred to a humudified chamber and the equilibration buffer sclution was
applied (Oncor, s7110-1}) and incubated for 5 min at room temperature (RT). The equilibration buffer was
shaken off and the TdT enzyme solution (Oncor, $7110-2 and 3) was applied for 60 min at 370 C. The
reaction was stopped with the stop/wash solution (Oncor, s7110-4) for 30 min at 370 C. After washing in
PBS for 10 min, the sections were incubated with the fluorescein solution (Oncor, s7110-5 and 6) for 30

min. The slides were rmsed in PBS and mounted with glass coverslips in 30% glycerol solution.

Analysis of TUNEL positive cells

In each animal, six altemnate sections of the L4-L6 spmmal cord segments and four sections of the L5 left
and right ganglia were stamed with the fluorescem-based TUNEL protocol and used for mapping and
counting of apoptotic cells. All TUNEL positive nuclei in each studied section of the spinal cord were
examined im a Leitz DM RBE microscope at 400x magnification and plotted in a drawing of a
representative section with a digital tablet (Wacon ultrapad). For each survival time and treatment,
TUNEL-labeled profiles i 18 (spinal cord) or 12 (DRG) sections deriving from 3 separate animals were
indicated in a single representative drawmg. The mapped profiles were then digitized to an Adobe
Hlustrator 7.0 software for Macintosh.

The numerical data are presented as means +-SD. For the statistical analysis, the ANOVA and
Newmann-Kuels tests with Primer 1.0 software were used at the 5% level to assess differences between

means.

Treatment with neurotrophic factors (CNTE, NGE and CNTF+NGF)

Nine neonatal (P2) Sprague-Dawley rats were subjected to sciatic nerve transection on the left side, as

previously described. [mmediately after the lesion, a piece of gelfoam soaked with 15 ul of CNTF (human



recombinant, 2,5 pg/ul m PBS) or NGF (Sigma, 10 pg/ul; n=3) or a mixture of NGF plus CNTF
(concentrations as above; n=3) was put in direct relation to the proximal nerve stump in three animals.
After 24 hours, the animals were killed and subjected to tissue fixation, sectioning and TUNEL labeling as
described above. The numerical data were obtained as described above but, i the case of the mtemeurons,
ratios between the ipsi- and contralateral sides were calculated. Statistical significant differences between

ratios were assessed using the Mann-Whitney test with Statview 4.0 software at the 5% level

Results
Location and morphology of TUNEL-labeled cells in the normal rat

In normal animals, a mumber of TUNEL-labeled nuclei were found in the spinal cords at all studied ages
(Figs 1A, H, 2, 4A and 5). As observed in counterstained sections, such nuclei were located in small cells
in both the dorsal and ventral homs. The number of TUNEL- labeled cells in unoperated animals did not
differ between sides, but at two and a half days after birth, a transient increase in TUNEL labeling among
interneurons was observed (Fig. 5). A small number of motoneurons were detected as TUNEL positive
(Figs 2 and 4A) and the L5 DRGs showed very few TUNEL-labeled cells (Figs 3A, H and 4B). TUNEL-
labeled cells showed the basic characteristics of apoptosis, which were chromatin condensation and

fragmentation, cell shnnkage and disintegration.

Time course of TUNEL labeling of neurons afier sciatic nerve lesion

At the first time interval after the lesion (4 hours), the number of TUNEL labeled motoneurons was still
normal. However, at 8 hours there was a sharp increase in number of labeled motoneurons (Figs 2, 4A).
This increase was maintained up to 48 hours and then decreased to normal levels. No increase in TUNEL
labeling of motoneurons could be detected on the unoperated side.

The number of TUNEL labeled cells on the lesion side of the spinal cord outside the lateral motor
column was about twice the normal at 8 hours after the lesion. This increase was maintained at high levels
up to 24 hours after lesion, and then gradually retumning to normal at 72 hours postoperatively. As shown
in Figure 5, the lesion induced pattemn of TUNEL labeling among intemeurons in the superficial dorsal

hom (approximately laminae I- 1) and in medial part of deeper laminae {approximately laminae IV-VI)




showed a large similarity, with a possible guicker return to normal in the superficial laminae. On the
contralateral side, there was a 50-100% mcrease in TUNEL labeling between 8 and 12 hours
postoperatively in the superficial dorsal hom, while no such increase was seen in the medial part of deeper
laminae.

The sciatic nerve transection induced an extensive TUNEL labeling of ipsilaterai DRG cells, which was
first detected at 12 hours after lesion (Figs 3, 4B). The labeling frequency peaked at 24 hours and then
gradually decreased after 48-72 hours, reaching normal levels after one week. No increased labeling was

seen on the unoperated side.

Treatment with neurotrophic factors (NGEF, CNTF, NGF+~CNTFE)

The increase in death rate among spinal interneurons after neonatal sciatic nerve lesion, as suggested
here, may depend on a loss of afferent input to the interneurons and/or a loss of target cells, such as
axotomized motoneurons. In order to weigh the relative importance of these two possibilities, the
proximal stump of the cut nerve was treated with neurotrophic factors with a reported rescuing effect on
motoneurons (CNTF) and sensory DRG neurons (NGF). These factors were alse used in combination.
Twenty-four hours after the neurotrophic factor application, the TUNEL method was used to identify the
apoptotic neurons.

In control animals that were treated with PBS, there were no differences in the number of apoptotic
motoneurons and sensory neurons compared to untreated animals. Similarly, the number and distribution
pattern of TUNEL positive intemeurons in the PBS treated animals did not differ to those in the untreated
group.

The application of CNTF diminished the number of TUNEL-labeled motoneurons by at least 60% (Fig
6A). This cytokme was less effective in reducing the number of TUNEL-positive sensory neurons,
although some rescuing effect cannot be excluded (Fig 6B) With regard to the CNTF effect on
interneurons, there was a significant reduction (p<0.03) in the ratio between the numbers of TUNEL-
labeled profiles on the lesion and control sides outside the lateral motor nuclei, with the greatest effects
seen in the ventral part of the cord (lateral larmina IV-lamina VII) (Fig 7).

NGF treatment profoundly reduced the number of TUNEL-labeled DRG neurons after lesion, but did
not have any effects on the labeling of spinal motoneurons (Fig 6B). Also NGF exerted effects on the
TUNEL-labeling of mterneurons with a statistically significant (p<0.03) decrease in the ratio between the
numbers of labeled cells on the lesion versus the control sides in treated animals (Fig 7). In this case,

however, there was a tendency towards larger effects in the superficial dorsal hom than in deeper laminae.




The combmed application of CNTF and NGF to the proximal nerve stump diminished the number of
TUNEL-labeled motoneurons to the same extent as after CNTF alone (Fig 6A). In the DRGs, the number
of TUNEL-positive cells were almost normalized after this treatment (Fig 6B). The combination did not
seem to affect the labeling of interneurons to any larger extent than what was seen for either CNTF or
NGF alone, with the exception for the medial part of deep laminae in the dorsal horn, where the combined

treatment almost extinguished the lesion induced labeling (Fig 7).

Discussion
Cell types labeled with the TUNEL technique

One crucial question regarding the interpretation of the TUNEL labeling data regards to what extent it
represents labeling of neurons and not supporting cells that could be affected secondarily, as a
consequence of the removal of neurons with their axons. As for the DRG, such secondary effects have
indeed been described in a recent study in the rat (Whiteside et al., 1998). In this study, neonatal sciatic
nerve transection resulted in a significant increase in TUNEL labeling at 1 day post-surgery, which was
predominantly due to labeling of neurons, but at 3 days survival there was a further increase in labeling
with a strong dominance for ghal cells. Our results differ somewhat, in that the peak of TUNEL labeling
frequency occured already at 1 day post-lesion, which may suggest a lower degree of glial labeling in our
study. Anyhow, the slower increase of TUNEL labeling in the DRG compared to the spinal cord as
demonstrated here should still reflect a true difference in the response of involved neurons. There is also a
possiblity that some TUNEL-positive cells in the spinal cord following peripheral nerve lesion are in fact
secondarily affected glial cells. Still, if such cells make up a large proportion of the labeled profiles, one
would expect a labeling n the dorsal column, which contains Jarge numbers of primary afferent axons that
are likely to be degenerating after the lesion. Such labeling has not been detected here, which indicates

that the large majority of TUNEL-labeled profiles in the spinal cord are indeed neurons.

Time courses of TUNEL labeling

We have reported previously, that after sciatic nerve transection in the neonatal rat, not only
motoneurons and DRG cells die, but also interneurons in the spinal cord, that can only indirectly be

affected by the peripheral nerve lesion. We have here tried to weigh the relative importance of the afferent




input versus the target for the fate of intemeurons m the studied situation. First, we investigated and
compared the time courses of the TUNEL labeling of spinal motoneurons, interneurons and DRG sensory
neurons, Qur results show a very early response in both motoneurons and interneurons with the first
TUNEL positive labeling induced by the lesion already at 4 h postoperatively. This increase in TUNEL
labeling was most robust at 8-24 h after the lesion among the Intemeurons and at 8-48 h among
motoneurons. In contrast, DRG cells responded later to the axotomy. Thus, such celis displayed the first
signs of an increase in TUNEL labeling at 12 h after the lesion with the peak at 24 h, but still at 72 h post-
lesion there was a significant increase i TUNEL labeling frequency.

Earlier studies in the neonatal rat have shown that motonenrons start to die off on the third day after
peripheral nerve mjury with a peak at six days (Lowrie et al,, 1994). Our findings suggest a quicker
response, but it should be noted that the TUNEL technique used here demonstrates DNA fragmentation in
cells that are still existing. Furthermore, in a recent studv vsing the TUNEL technique has been reported a
time course for the labeling of motoneurons that is similar to that shown here (Lawson and Lowrie, 1998).
Thus, the possibility that some motoneurons die later as a consequence of events that are not associated
with apoptosis should be considered. In this context, it 1s of interest that a recent study in the mouse has
demonstrated that the morphological characteristics of motoneuron death following neonatal axotomy,
atthough accompanied with TUNEL labeling, exhibit both similarities and differences with currently
accepted definitions of apoptosis (L1 et al., 1998}.

With regard to the time course of the lesion-mduced TUNEL labeling of intemeurons, our results differ
from another, recent study of the apoptosis in the spinal cord afier peripheral nerve lesion m the neonate
rat (Lawson and Lowrle, 1998). In this report was detected an increase in TUNEL labeling outside the
motor nuclei that started as late as 4 days postoperatively with a peak at 6 days and a return to normal at 8
days, which gives a considerably slower time course than what is found i our study. The reason for the
difference is not clear, but one obvious discrepancy in methodology is between the two studies is that in
the previous one the sciatic nerve was crushed, while we have transected the nerve. These situations
present large differences in the availability of substances confined to the distal nerve segment for the
lesioned neurons, which mav well have consequences for mdirectly affected intermeurons. Still, as
mentioned above, this difference m methodological approach did not seem to have a major influence on
the time course of TUNEL labeling of motoneurons.

The time courses found by us may be mterpreted as if the mterneurons are more strongly dependent on
the target motoneurons than on the afferent input. It should be noticed, however, that cuttmg the penipheral
branch of a primary afferent neuron induces a number of changes in the severed neuron, with a
downregulation of a number of substances, such as CGRP, substance P and other neuropeptides (Jessel et

al., 1979; Nielsch et al., 1987 Xu et al.. 1990; Dumoulin et al., 1991, Kashiba et al., 1992; Hskfelt et al,



1994) and an upregulation of neurotrophins and their receptors, such as BDNF and trkB (Emfors et al.,
1993). This may in turn mean that any trophic influences through this route may malfunction and provoke

mterneurons to die before any death among the afferent neurons themselves are detected.

Effects of CNTF and NGF on axotomized neurons

It 1s well known that by the application of neurotrophic factors to the proximal stump of the transected
nerve in the lesion model studied here, it is possible to rescue directly affected motoneurons and DRG
neurons. Among such neurctrophic substances, NGF has been reported to save DRG neurons after
axotomy (Yip et al., 1984), while no trophic effects by NGF have been found on axotomized motoneurons
in the neonatal rat (Yan et al., 1993), which is consistent with the lack of the high affimty NGF receptor,
trkA, in these cells. Still, in the neonatal mouse some beneficial effect of NGF on motoneuron survival
after axotomy has been reported (Li et al., 1994). With regard to CNTF, it has been repeatedly reported to,
at least transiently, prevent death of motoneurons after neonatal axotomy (Sendtner et al., 1991,
Oppenheim et al., 1991; Vejsada et al, 1995; Ikeda et al., 1996; Tan et al., 1996; Ulenkate et al., 1996).
CNTF has also been claimed to counteract apoptotic death of DRG neurons following neonatal axotomy
n the chick and mouse (Lo et al., 1995). In our hands and at the time interval studied {24 h after lesion),
NGF had no effect on the TUNEL labeling frequency of motoneurons, while there was a pronounced
reduction of TUNEL labeling of DRG neurons. With regard to CNTF, some reduction of TUNEL labeling
frequency was mdeed seen in the DRG, but the effect on the motoneurons was much more significant.
Thus, we have concluded that the use of NGF and CNTF in our lesion model allows us to study in a
reasonably selective way the relative contribution of the afferent input and target of the interneurons for

their survival.

Contribution of afferent input and target neurons on interneuron survival

After NGF treatment, which thus rescues a large part of the sensory DRG neurons, the number of
TUNEL labeled interneurons decreased, particularly so in the superficial laminae of the dorsal hom, ie. in
those parts of the spinal cord which are most densely innervated by prnmary afferent fibers (Brown, 1991).

Also CNTF rescued interneurons, but in this case the predominant effects were seen in deeper parts of the

dorsal hom and in the ventral hom, where it can be anticipated that premotor intemeurons are located

(Burke, 1990; Brown, 1991; Jankowska 1992). The combined effect of CNTF and NGF was most clearly
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demonstrated in the medial parts of lammae TV-VI which is the location for type Ia and Ib intemeurons,
mediating disynaptic activity from primary afferent fibers to motoneurons (Jankowska, 1992).

Our findings give strong support to the idea that the sources for trophic support of a neuron should not
only be restricted to the target of the neuron or to the environment of its axonal pathway, but also include
the afferent input to the neuron. This has previocusly been most clearly demonstrated in studies where
peripheral sense organs have been removed. For example, removal of the eye in newbomn mice is followed
by a massive degeneration of the superior colliculus (DeLong and Sidman, 1962) and lateral geniculate
(Heumann and Rabinowicz, 1980). Thus, when studying the mechanisms underlying cell death among
neurons as a consequence of normal development or after early lesions, it seems necessary to consider an
interaction between the target and the afferent input in the control of the cell death process (see e.g.
Linden, 1994). The impact of the afferent input in this sense should be of particular interest when studying
neurons with an elaborately developed dendritic system, which allows a large number of inputs to exert

their effects.
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Legends

Figure 1 Photomicrographs of transverse sections through the L5 spmal cord segment showing TUNEL-
labeled intemeurons in an unoperated P2 rat (A) and after sciatic nerve transection in P2 rats at 8h (B),
12h (C), 24h (D), 48h (E), 72h (F) and 7 days {G) postoperatively. H shows the same area in an
unoperated PO rat. DF=dorsal fumiculus; CL.=contralateral; IL=ipsilateral. Bar=200 um. (ver figura 8)

Figure 2 Distribution of TUNEL-labeled mterneurons (circles) and motoneurons (triangles) after sclatic
nerve transection in P2 neonatal rats at survival times of 8, 12, 24, 48 hours and 7 days. All TUNEL-
positive neurons found at the lumbar intumescence level (L4-L6) are plotted in a schematic drawing of a
representative transverse section. The distribution of TUNEL-labeling displayed by unoperated rats of the

same ages as the operated animals is also shown. CL=contralateral; IL=ipsilateral. (ver figuras 10 e 11)

Figure 3  Photomicrographs of transverse sections through the L5 dorsal root ganghia showing the
TUNEL-labeled sensorv neurons in an unoperated P2 rat (A) and after sciatic nerve transection m P2 rats

at 8h (B), 12h (C), 24h (D), 48h (E), 72k (F) and 7 days (G) postoperatively. H shows the same area m an
unoperated P9 rat. Bar=30 um. (ver figura 9)

Figure 4 A_ Graph showing the time course for TUNEL-labeling of motoneurons after neonatal (P2}
sciatic nerve transection. The number of motoneurons found on the contralateral side of the spmal cord in
operated animals and on the left and right sides of unoperated rats are also shown.

B. Graph showing the time course for TUNEL-labeling of DRG sensory neurons after neonatal sciatic
nerve transection. The number of sensory neurons found on the contralateral side of the spmal cord In
operated animals and on the left and right sides of unoperated rats are also plotted. Asterisks denote values

in operated animals that are significantly (p<0.035) different from normal values. (ver figura 12)
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Figure 5 Graphs showing the time courses for TUNEL-labeling of intemeurons after neonatal sciatic
nerve transection. The number of interneurons found on the contralateral side of the spmal cord in
operated animals and on the left and right sides of unoperated rats are also plotted. In A are shown all
labeled neurons outside the lateral motor column, while the other graphs show interneurons in the
superficial dorsal hom, approximately covering laminae I-ITI (B), the medial part of the deep dorsal hom,
approximately corresponding to medial laminae TV-VI (C) and all other parts of the grey matter outside
the lateral motor column (D). Asterisks denote values that are sigmficantly (p<0.03) different from normal

values. (ver figura 13)

Figure 6 A. Graph showing the number of TUNEL-positive motoneurons 24 hours after neonatal sciatic
nerve transection and treatment with PBS, CNTF, NGF and a mixture of NGF-CNTE.

B. Graph showing the number of TUNEL-positive L5 dorsal root ganglia sensory neurons 24 hours after
sciatic nerve transection and treatment with PBS, CNTF, NGF and a mixture of NGF-CNTF. (ver figura
I8)

Figure 7 A. Graph showing the effects of PBS, CNTF, NGF and a mixture of CNTF and NGF on the
induction of TUNEL-labeling of intemeurons after sciatic nerve lesion. The bars represent ratios between
the number of interneurons on the ipsi- versus the contralateral sides of the spimal cord.

B-D. Graphs as in (A), but selecting TUNEL-labeled intemeurons with a location in the superficial dorsal

hom (B), the medial deep part of the dorsal hom (C) and all other parts of the grey matter outside the

lateral motor column (D). The respective areas are shown in Fig. 5. (ver figura 19)




