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RESUMO

A utilizacdo experimental de CS é apontada como pengpectiva benéfica no tratamento da
lesdo medular devido estas células produziremedatoeurotréficos e citocinas inflamatorias
que influenciam o ambiente do sistema nervoso. Ratachos foram submetidos a leséo
medular contusa de intensidade moderada (25mmjvab do 1f segmento toracico. As CS
cultivadas a partir do nervo ciatico foram préddats ou ndo com as citocinas inflamatoérias
TGF$1 (5ng/ml) ou TNFe (30ng/ml) e inoculadas no local da lesdo imediatem apos o
trauma. O grupo controle e o grupo lesdo recebénaculacdo do meio de cultura. Apés a
cirurgia os ratos foram submetidos a analise dopootamento motor durante 8 semanas. O
BBB mostrou melhora do comportamento motor ao lodg@eriodo analisado para o grupo
tratado com as CS. Este efeito ndo foi potenciado pré-tratamento das CS com as citocinas
inflamatérias. As medulas espinais foram processadeeceberam coloracdo pelo Violeta de
Cresilo ou imunomarcagdo com a GAP-43, o glutamathlPY, a substancia P, a GFAP, o
FGF-2 e do NG2. Os tratamentos realizados nestenbesexperimental ndo alteraram as
respostas neuroprotetivas. Segundo analise esigiemindo foram encontradas diferengas no
namero estimado de neurdnios remanescentes e mneale tecido preservado entre 0s grupos
gue receberam lesdo medular. A lesdo promoveu umauicao da imunorreatividade da
GAP-43 no corno anterior, que foi revertida quaadeséo recebeu tratamento com as CS pré-
tratadas ou ndo com a citocina TGE-O resultado do tratamento com as CS foi o desaton
na imunorreatividade do glutamato nas células moccanterior e no funiculo lateral quando
comparado com o grupo lesdo. Para o NPY no cornerian houve aumento da
imunorreatividade do grupo tratado com as CS apemasomparacdo ao grupo controle. Ja no
funiculo lateral a lesdo aumentou a imunorreatdéd®dPY em comparacdo ao grupo controle,
inclusive quando houve tratamento com as CS, masde$xou de existir quando houve pré-
tratamento das CS com as citocinas. Referente @& 2;-@o funiculo lateral e no fasciculo
gracil houve aumento da imunorreatividade no gruatado com as CS, acrescidas ou nao de
TGF{1, apenas em comparacdo ao grupo controle. Porratamento com as CS aumentou a
imunorreatividade do FGF-2 na regido do fasciculiciy A imunorreatividade do FGF-2
aumentou na regido de epicentro da lesdo, e este &fi mantido nos grupos tratados com as
CS, acrescidas ou nao de TGE-Houve significante aumento da imunorreatividadesFAP

no corno anterior e no funiculo lateral quando ropgs lesados foram tratados com as CS e/ou
citocinas comparado ao grupo controle. Na regidemoentro, a lesdo promoveu aumento da
imunorreatividade da GFAP, que foi potencializad@arglo houve tratamento com as CS. A
lesédo promoveu aumento da imunorreatividade do N&2picentro, inclusive quando houve
tratamento com as CS. O melhor desempenho motoena@m®o no grupo que recebeu
inoculacdo de CS provavelmente estd relacionad@t@es como respostas plasticas e
neuroquimicas no tecido preservado da medula dspina

Palavras-chave:lesdo medular, células de Schwann, citocinasnergedo do sistema
nervoso central, plasticidade neuroquimica, neotepéo.
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ABSTRACT

The experimental use of Schwann cells is indicatedpinal cord treatment due to the ability
of these cells to produce neurotrophic factorsiaftdmmatory cytokines, influencing nervous
system environment. Male rats were submitted toodarate spinal cord contusion (25mm) at
11" thoracic level. Culture Schwann cells were obtaiflem sciatic nerves and pre-treated or
not with inflammatory cytokines TGB1 (5ng/ml) or TNFee (30ng/ml) and then were
inoculated in lesion site just after trauma. Shard &esion groups received culture medium
inoculation. After surgery, rats were submittedbehavior analyses during 8 weeks. BBB
showed motor recovery in the Schwann cell grougs Hifect was not potentiated by pre-
treated of Schwann cells with inflammatory cytolen@he spinal cords were processed for
Cresil Violet or immunolabeling to GAP-43, glutamaNPY, substance P, GFAP, FGF-2 and
NG2. Stereological analyses showed no differencethé estimated number of remaining
neurons and in the volume of the preserved tissueng the lesioned groups. The injury
reduced GAP-43 immunoreactivity in ventral hornjebhwas reverted when injury was treated
with Schwann cells pre-treated or not with T@E- Schwann cell treatment enhanced
glutamate immunoreactivity in the ventral horn datéral funiculus compared with lesioned
group. In ventral horn, NPY immunoreactivity wasanced in Schwann cells group compared
with sham group. In lateral funiculus, the injunytbe treatment with Schwann cells increased
NPY immunoreactivity, comparing with sham group.HR& of lateral funiculus and gracile
fasciculus enhanced in Schwann cells group. Traatwéh Schwann cells enhanced FGF-2
immunoreactivity in gracile fasciculus. Injury emted FGF-2 immunoreactivity in epicenter
region, also observed in the groups treated by Schwcells. In ventral horn and lateral
funiculus when the lesioned groups were treate®diywann cells and/or cytokines there was
significant increase in GFAP immunoreactivity comgzhwith sham group. In epicenter, the
injury promoted GFAP immunoreactivity increase thveas potentiated by Schwann cells
treatment. The injury produced NG2 increase in eger, included by Schwann cells
treatment. The motor recovery showed in Schwann gedup is probably related to
neurochemical plasticity in spinal cord presenissie.

Key words: spinal cord injury, Schwann cells, cytokines, calnhervous sytem regeneration,
neurochemical plasticity, neuroprotection.
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1. INTRODUCAO

A regeneracdo axonal no sistema nervoso central) 8 mamiferos é limitada devido
as moléculas da matriz extracelular associadasasooélulas gliais que tornam o ambiente do
SNC nao permissivo ao recrescimento axonal (KoglaieaWhitemore, 1995; Fawcett e Asher,
1999; Davies, 1998; Chen et al., 2002). Em corgrdseda et al. (2004) alegam que o ambiente
do SNC é globalmente permissivo e que os neur@udSNC sdo intrinsecamente capazes de
formar novos axdnios apods lesdo do tecido, masdedprovidos de grandes quantidades de
fatores promotores do crescimento no meio regemnerado que diz respeito a medula espinal
a cicatriz glial que se forma no local da lesdorei@o ambiente alterado séo considerados os
principais fatores relacionados a esta falénciamerativa (Mckeon et al., 1991).

Enquanto os astrocitos reativos sdo tidos como taddres negativos do crescimento
axonal e também como produtores de moléculas dazreatracelular, os astrécitos imaturos
sao vistos como substratos que sustentam estenceeso (Levine, 1994; McKeon et al., 1995;
Fitch e Silver, 1997; Liberto et al., 2004).

O padrao diferente de remielinizacdo observadoeeatiSNC e o sistema nervoso
periférico (SNP) é atribuido a eficacia diferendak células de Schwann (CS) em relacédo aos
oligodendrécitos (Richardson et al., 1980; Jasntialg 2000). O crescimento axonal pode
também ser proveniente das fibras preservadastioeeenhecido como brotamento colateral,
onde as fibras em crescimento somente precisarateeder por uma pequena distancia, pois
elas ja estdo proximas das células-alvo (Kapfhamb®&7).

As intera¢Bes dindmicas entre 0s neurdnios e as algas pos-sinapticos sao eventos
cruciais no desenvolvimento e na manutencdo densissinervoso, devido ao fato de que os

neurdnios competem por quantidades limitadas déculas troficas fornecidas por seus alvos,



por seus aferentes ou pelas células gliais (Bat9&g).

As substancias troficas produzidas pelas CS podetara sobrevivéncia neuronal e a
regeneracdo do SNC ndo so através de alteracoésidgaras, mas também pelas interacdes
neuroquimicas entre as células apds o trauma.

Apés a lesdo do SNC, tanto os neurbnios quantoékdas gliais expressam uma
variedade de substancias, entre as mais importastd® moléculas com efeitos tréficos,
conhecidas como os fatores neurotréficos e asimétednflamatoérias.

As citocinas inflamatdrias sdo importantes proteimaultifuncionais na ativacdo e
comunicacgdo celular. Estas substancias sdo exprdssante o processo inflamatério pelas
células que invadem a area da lesdo e parecembtinfpara o recrutamento de células
imunoldgicas, auxiliando na modulacdo da respossh & cicatrizacdo, bem como na adesao
destas células, sugerindo que elas possam methpermissividade do crescimento de fibras e
reduzir a perda tecidual (Klusman e Schwab, 199&wi& et al., 1997; Acarin et al., 2000).

Logo, a inflamac&o pode promover respostas bersfiaarea da lesao.

1.1 Neurodegeneracao e Neuroprotecao

Mecanismos bioquimicos e moleculares sdo respoiss@eta adaptacdo ou morte
celular. Segundo Richter (1998), algumas resposiiascomuns no processo de adaptacéo
celular, entre elas a hiperplasia (aumento no naiercélulas), a metaplasia (mudanca de um
estado diferenciado celular para outro) e a atf@fiminuicdo do tamanho da célula e de seu
nucleo), deflagrando processos oxidativos intrdasdg e ativando programas genéticos de
morte celular.

O dano causado pela lesédo traumatica do SNC ¢é dorela degeneracdo primaria e

pela secundaria subsequente. A lesdo primaria éataee irreversivel, mas a lesdo secundaria



envolve o tempo e permite oportunidades para anranto (Tator e Fehlings, 1991).

As alteragbes primarias sdo acompanhadas por usposta inflamatéria com
infiltracdo de células fagociticas e gliais. Est&dulas podem agir removendo os debris
celulares e liberando tanto fatores neurotroficositecinas inflamatorias, como moléculas
citotoxicas na medula espinal lesada (Blight, 18geit et al., 1998).

Logo apés a lesdo os astrocitos tornam-se reaéivasmicroglia inicia um processo
rapido de migracdo para as proximidades da aremldefNiquet et al., 1994), adquirindo
méaxima capacidade fagocitica e secretando subatigoe modulam o processo inflamatoério
local (Leong e Ling, 1992; McMillian et al., 1994egundo Leme e Chadi (2001) as interacdes
entre o astrocito e a microglia ativados exerceflnéncias nos eventos tréficos na area da
leséo.

A lesédo primaria da medula espinal leva a uma pecidual progressiva, hemorragia,
edema, disfuncao glial e perda neuronal (Lemkd.el@90; Tator e Fehlings, 1991; Young,
1992; Tymianski e Tator, 1996), resultando em fongéuroldgica comprometida. Estratégias
neuroprotetivas aplicadas logo apos as lesbes pbohétar, mas ndo prevenir a perda tecidual
(Oudega et al., 2005). A quebra da barreira hemmatdular que ocorre apos lesdo da medula
espinal leva a alteracbes da homeostase celul@umquimica (Rabchevsky et al., 1999).
Alteracdes nos niveis intracelulares de ions eamaelstase das células gliais podem difundir
da area da lesdo devido a extensiva sinalizac&aceitlar que ocorre entre as células gliais
(Mills et al., 2004).

Os eventos inflamatoérios e citotoxicos associadssltam em degeneracdo secundaria
(Anderson e Hall, 1993). A degeneracdo secundacaracterizada pela inflamacao, gliose
reativa, morte celular e desmielinizacéo, deterndoao grau de tecido lesado e prejudicando o
prognostico neurofuncional do individuo (Blight,929 Dusart e Schwab, 1994; Schwab e

Bartholdi, 1996; Crowe et al., 1997; Lee et al.0@0 Os eventos secundarios também
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aumentam os niveis locais de diversos fatores méfioms que estimulam a proliferacdo de

progenitores enddgenos (Tokita et al., 2001; KojemkBator, 2002), auxiliando no restauro das
funcdes motoras de membros posteriores (Zai e \AIra#005).

O reparo da lesdo envolve as interacfes das céalasos produtos secretados no
intuito de minimizar danos e restaurar a arquitetigcidual. O estudo de abordagens que
possam influenciar a resposta a lesdo, assim camanalises dos mecanismos celulares e

moleculares é de particular importancia.

1.2 Neuroplasticidade

Neuroplasticidade é a capacidade do sistema nerdesalterar sua estrutura e
funcionamento em resposta a experiéncias, drogasdmios ou lesdes (Kolb e Wishaw, 1998;
Chen et al., 2002). Experiéncias podem alterartens®io dos dendritos e os processos gliais,
vasculares e metabdlicos em diferentes sistemalp gKoVishaw, 1998; McHugh e McHugh,
2000). Assim, a plasticidade ndo compreende aperg®stas estruturais, mas diferentes
estimulos influenciam também a bioquimica celular.

A melhora funcional observada apds lesdo medulde mstar relacionada com uma
adaptacdo dos animais a condi¢ao fisica, provaveémaecasionada pela capacidade do SNC
em fazer com que estruturas preservadas desenvlvai@es antes atribuidas a outras células,
ou ainda, ao brotamento colateral (Aguayo et &91). Alteracfes dos sistemas intraespinais
evidenciam a remodelagem de circuitos, justificand@mmento de respostas funcionais como a
espasticidade e o cléonus muscular que por ventssam ocorrer. Axonios preservados e/ou
regenerados a partir de nucleos do tronco encefélimesmo do cértex cerebral, assim como
axobnios proprioespinais locais constituem um ingud fator no grau de recuperacao

funcional dos animais com lesdo medular (Beattad.£1997).
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Uma regido relacionada com fendmenos plasticos edula espinal, conhecida como

geradora de padrao central (CPG), é responsavgbgurdes de movimentos ritmicos sem a
influéncia de vias supraespinais ou de estimulositheos (de Leon et al., 2001; Raineteau e
Schwab, 2001). Esta regido esta localizada nogsnlimbar e sacral da medula espinal e é
formada por neurdnios espinais interconectados€da et al., 2001; Dietz, 2003).

Segundo Grillner et al. (1995), alguns neurotrassares podem modificar as
propriedades funcionais da CPG. Os efeitos modidat@romovidos pelas informac¢des supra-
espinal e sensitiva aferente, bem como aquelesiemflados pela liberacdo local de
neurotransmissores, indicam que a CPG nao prodd¢m estereotipados de movimentos,
mas sim padrdes flexiveis, gerados a partir de mimT@s plasticos e relacionados as
informacdes que a ela chegam (Mackay-Lyons, 2002).

Dentre os eventos plasticos apds lesdo da medplaaksocorre divisdo celular
enddgena. A populacdo de novas células em dives@mhece oligodendrdcitos em regides de
desmielinizacédo, parecendo remielinizar axénioadAj astrocitos gerados sao provavelmente
importantes para o restabelecimento da estabilidadenquimal e da barreira hemato-medular
apos lesdo (Smith et al., 1990; Sofroniew, 200Qkeeer et al., 2004). E importante ressaltar
gue a recuperacdo de lesdes do SNC requer a atiastéocitaria (Smith et al., 1990;
Sofroniew, 2000; Faulkner et al., 2004).

A compreensdo dos mecanismos plasticos que ocoapm lesbes do SNC é de
fundamental importancia para influenciar as regsioquimicas e morfolégicas, tanto no que

diz respeito a regeneracao axonal como a formag&omkexdes sinapticas.

1.3 Células de Schwann

A CS é o principal componente do SNP, onde midiizdnios. Ela € responsavel pela
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producdo de varios tipos de substancias como amrefatneurotréficos, as citocinas

inflamatérias, as moléculas de adesdo e os comfmnela matriz extracelular. Dentre os
fatores neurotréficos produzidos pelas CS estédator fde crescimento do nervo (NGF)
(Bandtlow et al., 1987), o fator neurotréfico dade do cérebro (BDNF), e o fator neurotrofico
derivado da glia (GDNF) (Widenfalk et al., 2001).

O suprimento aumentado de fatores neurotréficagefidos por estas células serve para
proteger o axénio de uma maior degeneracdo rett@graconsequentemente, o corpo celular
neuronal, bem como promover o crescimento da {iReavich e Kreutzberg, 1993; Henderson
et al.,, 1994). A secrecéo de diversos fatores ptome® de crescimento axonal faz das CS um
substrato celular amplamente utilizado para esfi@é@le reparo na medula espinal adulta (Li e
Raisman, 1994; Chen et al., 1996; Martin et al9619udega et al., 1997; Xu et al., 1997).
Estas substancias podem influenciar a sobrevivéridiferenciacdo e o crescimento de
neurdnios, assim como o crescimento de fibras pal.e1997; Hoke et al., 2003; Peng et al.,
2003). Deve ser considerado que na fase agudade, le processo inflamatério influencia as
respostas neurotroficas promovidas pelas CS (Realg 2003).

A migracdo espontanea de CS para a area da ldsdestoita em humanos e nas lesdes
experimentais da medula espinal (Beattie et a@71Buss et al., 2007). Esta habilidade das CS
de migrarem para um tecido aparentemente desosegimie necrético, adotando uma
orientagcdo paralela com o eixo longitudinal da nfe@spinal, influencia o direcionamento do
brotamento e do crescimento axonal (Brook et 8881

As CS podem ser implantadas no SNC como componeetasm enxerto de nervo
periférico, como células purificadas ou inseridas interior de um canal de polimero
biocompativel. Um dos fatores importantes do treamép de CS para regides do SNC lesado é
gue o mesmo diminui a possibilidade de rejeicdonmiagica (Menei et al.,, 1998). Uma

vantagem das células de Schwann séo as caractsicnicas, considerando que seu numero
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pode ser rapidamente aumentadwitro em curto periodo de tempo (Morrissey et al., 1991)

A habilidade de células de promoverem o reparo NG 8epende das moléculas que
elas expressam. As injecdes de células na meduplimaéscontusa resultam em efeitos
regenerativos que podem ser a base da recuperag@&wbris-motora encontrada apos
tratamentos (Oudega et al.,, 2005). Quando CS des @dultos foram injetadas na medula
espinal contusa destes, as mesmas limitaram a penidiaal induzida pela lesao (Imaizumi et
al., 2000; Azanchi et al., 2004), bem como promarern mielinizacdo e a regeneracao e/ou
preservacéo de axonios espinais e supraespinamrmeionando uma melhor fungdo motora de
membros posteriores (Takami et al., 2002), aléndid@nuir a cicatriz glial (Martin et al.,
1996).

O transplante de CS parece ser uma alternativaelvida tentativa de contornar os
fatores restritivos relacionados ao ambiente regéine e ao crescimento de fibras nervosas
(Xu et al., 1997). O implante de CS obtidas a pddinervos e expandidasvitro € proposto

como uma futura terapia no reparo de les6es do SHRP em humanos (Casella et al., 1996).

1.4 O papel das citocinas inflamatérias na neurodegeracao e neuroplasticidade

A inflamacéo pos-leséo é crucial para defesa eroepa tecido acometido. Entre as
substancias produzidas e liberadas durante o mmcedlamatério estdo as citocinas
inflamatérias. Seus efeitos sdo mediados pela mgéalda ativacdo de células imunes, pela
producéo e proliferacdo de outras moléculas apde$e(Di Santo et al., 1997).

As citocinas inflamatérias sdo um grupo de proteida baixo peso molecular, com
funcBes na iniciacdo, na propagacao e na suprdssésposta inflamatoria. Estas substancias
sdo mediadores polipeptideos e importantes reg@adde uma variedade de processos

celulares, tais como a sobrevivéncia, a prolifevagadiferenciacdo e a migracao. Elas agem



também como mediadoras e ativadoras da funcaaétia (Acarin et al., 2000).

Lesdes no SNC produzem uma resposta imunolégicaliberacédo de varias citocinas
inflamatérias com func¢des na regulacdo da proliwada migracdo e da ativacdo de células
gliais, assim como no recrutamento de células indgicas para o local da lesédo (Giralt et al.,
2002; Schermer e Humpel, 2002). Além de seu papetcrutamento de células inflamatorias,
as citocinas podem influenciar o estado de ativadgstas células, levando a ativacdo de
astrocitos e microglia (Eddleston e Mucke, 1993).

Deve-se considerar que as citocinas sao geralmpraduzidas em pequenas
guantidades, exercendo sua acéo localmente (Aadrial., 2000). As citocinas ndo sao
armazenadas como moléculas pré-formadas, sendsirdeae iniciada por novas transcricoes
de genes, como resultado da ativagdo celular. Uem sintetizadas, as citocinas sao
rapidamente secretadas, resultando em uma grabe@dio quando necessario (Abbas e
Litchman, 2005).

As citocinas sé@o secretadas por células da imueidaata e adaptativa, mediando
muitas de suas funcdes. As acdes das citocinaesficentemente pleitropicas e redundantes,
respectivamente a habilidade de uma citocina agidiéerentes tipos celulares, e a propriedade
de multiplas citocinas possuirem os mesmos eféittsonais, o que esta de acordo com suas
diversas ac0Oes. Estas proteinas tém a habilidadstoheular a produgéo de outras citocinas, o
gue leva a uma cascata de alteragcdes nas quaisagmada ou terceira citocina podem mediar
os efeitos biologicos da primeira. Deste modo, ifioas podem agir tanto de forma local
guanto sistémica, com a¢des autdcrinas, paraainasddcrinas. Os sinais externos regulam a
expressao de receptores de citocinas e, portapitencial da resposta das células as citocinas
(Abbas e Litchman, 2005).

As células inflamatoérias s&o decisivas no procdssmeparo e cicatrizagdo (Chan et al.,

2001; Markus et al., 2002). Estudimsvitro relatam a sintese e a liberacdo de citocinas pelos
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astrocitos. Jén vivo, a expressao de citocinas em astrocitos pareae gsialmente restrita ao

periodo do desenvolvimento ou a situacdes pata@édiBrook et al., 2001; Lisak et al., 2001).
As microglias reativas e os macréfagos também egpm quantidades elevadas de citocinas
inflamatdérias a0 mesmo tempo em que mostram ausiel® niveis de fatores neurotroficos
apos lesdo (Barouch e Schwartz, 2002).

As citocinas iniciam alteracbes que levam a formad@& respostas inflamatérias,
incluindo permeabilidade vascular elevada e iaffiio de células com funcbes fagociticas.
Este aumento na permeabilidade vascular esta gakd com o rompimento da barreira
hemato-medular apos lesdo medular. Barreira estan@nte envolvida na modulacdo dos
processos de degeneracéo e regeneracao. Isto @oogueunicacao entre o sistema imune e o
sistema nervoso se da através da barreira hematolaneOs astrocitos conectam-se aos
capilares sanguineos, através de expansdes coahamicho pés vasculares, participando da
formacdo desta barreira, que é importante pararaterdcdo ndo somente como um limite
entre 0 SNC e os compartimentos sanguineos, masetanpara promover uma separacao
imunologica (Weller et al., 1996). O rompimento @imatico da barreira hemato-medular
também permite o extravasamento de fatores desvalo sangue e elementos celulares,
responsaveis por promover processos inflamatdries €t al., 2000).

Segundo Kerschensteiner et al. (2003) a inflamapég lesdes do SNC pode ter efeitos
benéficos, ja que os fatores que induzem o crestime a diferenciacdo das células estédo
presentes tanto no sistema imune, através dera®anflamatorias, como no sistema nervoso,
através dos fatores neurotréficos. Além das CS®ghdas gliais também séo fontes de varias
citocinas inflamatérias, as quais podem causar plifictacdo ou a supressao das respostas
imunes.

Estudos sugerem que tentar impedir ou limitar Emmdcéo, via a administracdo de

drogas antiinflamatorias pode prevenir a extenpwada tecidual e restaurar parcialmente a
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atividade motora apos lesdo medular (Popovich.etl@B9; Lee et al., 2000; Stirling et al.,

2004; Teng et al., 2004). E possivel que em cedaslicbes, o recrutamento e a ativacdo de
macrofagos, microglia e astrécitos precisem seitdoios para evitar um dano extensivo.
Entretanto, diminuir a resposta inflamatdria padetar os processos regenerativos (Pineau et
al., 2007). Apesar das evidéncias de que as céllases podem contribuir para a perda de
tecido neuronal apds lesdes, outros estudos mospuanguando apropriadamente estimuladas
células como os macréfagos e a microglia podem gvemo crescimento e regeneracao
axonal, resultando na recuperacao funcional em loedamimais de lesdo medular (Prewitt et

al., 1997; Rabchevsky e Streit, 1997; Rapalind.e1898).

1.5 A citocina proé-inflamatéria fator de necrose tunoral alfa (TNF-a) e a citocina

antiinflamatoria fator de crescimento transformadobeta 1 (TGF$-1)

O TNFw é o principal mediador da resposta inflamatérimdag sendo um dos
responsaveis pela imunidade inata. Esta citocinpragluzida por astrocitos, microglia,
macrofagos, células imunes e por neurdnios (Medaah, 1997; Pan et al, 1999).

Esta citocina possui diversos efeitos nas respasthdares, como na diferenciacéo,
proliferacdo e reatividade celular, apoptose, imadé e inflamacao (Merrill e Zimmerman,
1991; Tzeng e Wu, 1999; Baud e Karin, 2001). Destelo, o TNFe esta implicado na
inducdo da producéo glial de produtos téxicos (Cétaal., 1995), na expressao de moléculas
de adesao (Munoz-Fernandez e Fresno, 1998), naabkilidade celular endotelial (de Vries et
al., 1996) e na modulacdo da expressdo de molédalasatriz extracelular (Pineau et al.,
2007).

Estudodn vivo (Redford et al., 1995; Yan et al., 200linpevitro (D’Souza et al., 1995)

documentam os efeitos citotdxicos do T&lFnos oligodendrdcitos, promovendo a
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desmielinizagao.

O TNFw € visto como um dos mediadores centrais de lesédutal e inflamacéo,
participando de inUmeras condi¢cdes neurolégicés,ctano o trauma, a esclerose mdltipla, a
doenca de Alzheimer e a isquemia (Pan et al, 1999).

Em contraste a essas ac¢les toxicas, o dBssui efeito regenerativo nos axdnios
(Schwartz et al.,, 1991) e tem um efeito neurotodfiela inducdo da sintese do NGF em
astrocitos (Yoshida e Gage, 1992). Se quantidagedequadas de TNk-estdo presentes,
como em animais tratados com anticorpos neutrareadanti-TNF ou em camundongos TNF-
deficientes, a consequéncia pode ser o fracassooater infeccoes e inflamacdes (Abbas e
Litchman, 2005). Em baixas doses, ele pode ter saceuroprotetivas, prevenindo
principalmente a morte celular excitotdéxica (Chengl., 1994).

Entre as citocinas que medeiam a imunidade adeptasta o TGH, que pertence a
uma familia de moléculas intimamente relacionadasjumente chamadas de TGE-TGF-

B2 e TGFB3. As células do sistema imune sintetizam prinoesite TGH1 (Abbas e
Litchman, 2005).

De um modo geral, a microglia ativada é a princgradutora de TGIBL apés lesdes
do sistema nervoso (Pasinetti et al., 1993; Lehmeral., 1998). Entretanto os neurdnios, 0s
astrécitos e as células endoteliais também podedupi-lo (O’'Brien et al., 1994; Logan et al.,
1994; Ata et al., 1999).

O TGFf regula muitos processos, entre eles o desenvaltane angiogénese, a
homeostase tecidual e a inflamacéo (Lagord e2@D2). Além disso, o TGB-esta implicado
na sobrevivéncia neuronal, na protecao de event®xicos e na morte celular isquémica
(Prehn et al., 1993; McNeill et al., 1994) por @iy mecanismos anti-oxidantes e promover a
expressao de genes anti-apoptoticos (Pratt e Ms&net997). O TGB-tem habilidade tanto

para sustentar quanto para suprir diversas atiggladas células inflamatérias. Ele é
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quimiotatico para as células gliais (Hurwitz et, dl995), eleva a expressdo de citocinas

antiinflamatorias e diminui a ativagdo microglidlugumura et al., 1993; Xiao et al., 1997),
controlando a extenséo dos processos inflamatérissreacdes gliais (Acarin et al., 2000).

O TGF4$ atua nos neutréfilos e nas células endoteliaisgemde parte para contrapor-
se aos efeitos das citocinas pro-inflamatoérias. feio dessas acdes, o TBHnibe as
respostas imunes e inflamatérias, além de atiwntese de moléculas da matriz extracelular.
Estas acdes podem promover a cicatrizacdo depeiseqgdes imunes e/ou inflamatorias locais
tenham sido controladas (Abbas e Litchman, 2005).

Postula-se que o TGB% estimule a producdo de varios fatores neurotéfinos
astrécitos, além de ser um forte inibidor da peodi€do astrocitaria, o que pode ser importante
nos processos de cicatrizacado (McTigue et al., 208ord et al., 2002).

O TGFf atua também na regulagéo, na diferenciacéo eatifepacdo de CS (Ridley et
al., 1989; Watabe et al., 1994; Sulaiman e Gor@0602). Logo, a manipulacdo dos niveis do
TGFJ pode ter efeitos secundarios na regeneracao astnaaks destas células (King et al.,
2004). Apesar de ndo estar presente em altos mee8NC adulto normal (Unsicker et al.,
1991), h4 um aumento na expressédo do P@Bés lesdo (McTigue et al., 2000; Lagord et al.,
2002).

O estudo de Tyor et al. (2002) afirma que apesatad® o TNFe quanto TGF-I
estarem presentes nas primeiras horas apds o tra@mana expressao relativamente tardia do
TGF-B em relacdo ao TNE-Por isso, foi proposto que o tratamento precaoa & GF-i3

poderia conter os efeitos pré-inflamatoérios do TdNE&-amenizar a lesdo secundaria.
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1.6 Comunica¢ao neuroquimica na medula espinal

1.6.1 Os neuropeptideos

Os neuropeptideos estdo amplamente distribuidoSNG e SNP e possuem acao
neurotransmissora, influenciando os processosigidstio SNC. Estudos sugerem que 0s
neuropeptideos podem participar do direcionamentoescimento axonal (De Felipe et al.,
1995; White e Mansfield, 1996; White, 1998). O fdwo neuropeptideo tirosina Y (NPY) ser
expresso no SNC € sugestivo de um papel funcioeddcionado ao crescimento,
direcionamento e trofismo (Ubink et al., 2003).

O NPY é um peptideo com 36 aminoacidos que pertanfaamilia de polipeptideos
pancreaticos e ativa seis receptores, denominatias W6 (Zukowska-Grojec et al., 1998). Os
receptores Y1 e Y2 foram identificados na medulpineé (Zhang et al., 1994). Estudos
mostraram que o NPY é sintetizado por neurdniosmeaula espinal, assim como por
neurbnios simpaticos e parassimpaticos (Lacroed.ett990; Lundberg et al., 1990; Schalling
et al.,, 1991). Os interneurdnios intrinsecos e masrieurdnios de projecdes bulboespinais
descendentes séo a origem do NPY na medula egHibldklt et al., 1981; Sasek e Elde, 1985;
Wakisaka et al., 1991).

Este peptideo angiogénico esta envolvido em digefigacoes, como na regulacdo da
pressdo sanguinea, na analgesia e no controlestémnsai nervoso neurovegetativo (de Quidt e
Emson, 1986), além de controlar a liberacdo deaglato e sua excitotoxicidade (Zukovska-
Grojec et al., 1998).

A imunorreatividade do NPY foi detectada na medespinal do rato e do gato na
auséncia de qualquer estimulacao periférica (Maid.1997). As concentracdes de NPY no
corno posterior sdo maiores que no corno antesogerindo um papel no processamento

sensorial aferente (Roddy et al., 1990). Devidato fle o NPY e do acido gama-aminobutirico
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(GABA) estarem presentes em neurdnios do corn@posté possivel que suas acdes estejam

intimamente relacionadas. Considerando o GABA comoprincipal neurotransmissor
inibitério, eles poderiam entdo agir em conjuntaaparoduzir inibicdo pré-sinaptica de
aferentes primarios nociceptivos (Rowan et al.,.3)J9Rowan et al (1993) relataram que todos
0S neurdnios que sao imunorreativos ao NPY tami@@nmsunorreativos ao GABA.

Ha evidéncias que o NPY néo seja degradado rapitandentro do SNC e por esta
raz&o exista uma melhor distribuicdo do que litBragm diversas areas (Fuxe et al., 1990; Liu
etal., 1994).

Outro neuropeptideo, a substancia P € um membrarddia das taquicininas. Os
receptores da substéncia P, conhecidos como neimasgiinfluenciam diversos processos
fisiolégicos como a digestdo, a imunidade, a fune@iddcrina, a sensacdo dolorosa e a
transmissédo de sinal no SNC (Otsuka e Yoshioka3)199 substancia P funciona como um
neurotransmissor entre as fibras aferentes prisiégiaos neurbnios na medula espinal,
mediando informacdes sensoriais dos niveis espjraaes centros supra-segmentares (Nicoll et
al., 1980).

A substancia P exerce influéncia sobre processssigns da medula espinal (Kozlov et
al.,, 2001). Este peptideo esta envolvido na redolata funcdo de motoneurdnios do corno
anterior, podendo exercer influéncias tréficas s@stas células (Brown et al., 1995).

No sistema nervoso, as células gliais sintetizaanmessam neuropeptideos (Ubink et
al., 2003). A substancia P pode ser uma regulatlsguncdes gliais e desempenhar um papel
nos mecanismos de defesa no SNC, modulando a nmeuroiegulacéo. Por regular as funcdes
da microglia, este peptideo desempenha um imperizagiel na patologia de doencas imuno-
mediadas (Lai et al., 2000).

A presenca de receptores peptidérgicos na gliantkuia vida pré-natal sugere que as

interacdes entre as células gliais e entre asaséfjliais e os neurbnios sédo importantes durante
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o desenvolvimento, assim como no adulto sob coedigfdrmais e patoldgicas (Ubink et al.,

2003). Deve ser considerado que fatores neurotsdfiodem ser reguladores enddgenos da
expressao peptidérgica glial (Shinoda et al., 188Hillian e Hong, 1994).

Se os astrécitos ao redor da area de liberacaceptiédpos expressam 0s receptores
correspondentes, eles podem receber informacaoicqguitdos neurdnios que liberaram os
peptideos. A importancia de receptores peptidésgmas astrocitos esta relacionada aos seus
efeitos finais nos neurdnios vizinhos, sendo qupeepgideos possuem a habilidade de regular a
proliferacdo de astrocitos em cultura, havendo @suitecanismos possiveis que consideram 0s
efeitos dos peptideos na proliferacdo (Desched988). A astrocitose reativa que ocorre apos
lesdo medular € acompanhada de um aumento na s&preés varias moléculas, incluindo os
receptores peptidérgicos (Eddleston e Mucke, 1993)resenca de receptores peptidérgicos
nos astrocitos sugere que os peptideos tém adwatelide regular a interagdo entre os astrocitos
e 0s neurbnios. Os peptideos regulam a utilizagiglucose pelos astrocitos. Os astrécitos
estdo envolvidos na recaptacao de neurotransnméssonea liberagdo e tamponamento do
potassio extracelular (Deschepper, 1998). Todaaseftncbes podem ser reguladas por
peptideos (Kimelberg et al., 1997).

Segundo White (1998), o NPY expresso por precussteeCS tem um papel importante
na estimulacdo ou modulacao da liberacdo de nefinz3 do tecido associado com neurdnios
sensoriais e motoneurdnios. Indireta porque o Nffifmella a liberacdo de neurotrofina-3 na
medula espinal em cultura, que por sua vez estimuweescimento neuritico de neurdnios do

ganglio da raiz dorsal.

1.6.2 O neurotransmissor glutamato

7

O glutamato é o principal neurotransmissor exdi@t@o sistema nervoso. Seus

receptores sdo de dois tipos: ionotrépicos e metgtioos. Os receptores glutamatérgicos
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ionotropicos estao ligados a um canal ibnico edd@didos em trés classes, nomeadas por seus

seletivos agonistas farmacoldgicos: cainato, NMDAn{etil-D-aspartato) e AMPAxfamino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol proprionato). Os ret@@s glutamatérgicos metabotropicos estao
ligados a mecanismos intracelulares de transdueasindl, exercidos através da proteina G
(Kaczmarek et al., 1997; Michaelis, 1998; Ozawal et1998).

Os receptores ativados pelo glutamato constituelasse mais abundante de receptores
de neurotransmissores no SNC de vertebrados, sessknciais para a neurotransmissao
excitatoria rapida e sua ativacao foi proposta cant@se molecular da plasticidade sinéptica
(Henley et al., 1993). Estudos mostram que a piawe receptores glutamatérgicos pode
estar sob regulacdo induzida pela plasticidadgso@a(Ozaki et al., 1997; Buonanno e Fields,
1999). Isto pode ser benéfico no ambiente complidmeia medula espinal lesada (Grossman
etal., 2001).

Os eventos excitotoxicos causados pela excesbemido de glutamato ou pela quebra
do metabolismo glutamatérgico estdo implicados agemeuronal associada com o trauma da
medula espinal (Scarisbrick et al., 1999). A les@ular causa uma elevagao no glutamato
extracelular (Panter et al., 1990), que ativa rexep ionotropicos e metabotrépicos (Grossman
et al., 2001), resultando em um aumento nas core@es de calcio em neurbnios e astricitos
(Gwak et al., 2005). Uma retroalimentacéo positivatinuaentre astrocitos e neurénios ocorre
apos lesdao medular, resultando em hiperexcitaddéidaeuronal elevada via receptores
glutamatérgicos metabotropicos nos astrocitos ghdgeguida por alteracdes neuronais (Gwak
et al., 2005).

O glutamato € um importante combustivel metabd(idertz e Hertz, 2003). Segundo
Hertz e Zielke (2004) todas as fun¢bes do glutarséto reguladas pelos astrécitos. Isto se
aplica ndo somente aos papéis benéficos do glutanmahas também a seu papel na

excitotoxicidade e morte neuronal. Os neurdnioseddpm da producdo do transmissor
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glutamato pelos seus astrécitos vizinhos. Classoten os astrocitos sdo conhecidos por

influenciarem o meio do SNC em termos da homeodiasglutamato e mediar respostas
inflamatdrias no SNC (Giulian, 1987; Walz, 1989).

A recaptacdo neuronal do transmissor glutamatoigr@nte liberado é deficiente,
levando a recaptacdo por astrdcitos, garantindacertracdes glutamatérgicas sinapticas
submoleculares sob condi¢cfes latentes (Danboltl)2@sta recaptacdo € uma importante
funcéo glial, sendo a principal via para a remagdalutamato da fenda sinaptica (Schipke e

Kettenmann, 2004).

1.6.3 A proteina associada ao crescimento 43-KD#&AR@3) e o fator de crescimento
fibroblastico-2 (FGF-2)

O crescimento axonal, um evento chave tanto duranttesenvolvimento neuronal

guanto na regeneracao axonal esta associado ctenagla expressao de proteinas neuronais
especificas. Uma destas proteinas é a GAP-43 (ldoffdd89).

A GAP-43 é expressa em altos niveis quando news@stiio formando novas conexdes
durante o desenvolvimento e durante os fenbmerastiqgis estruturais observados no SNC
adulto (Bulsara et al., 2002). Schwab (1993) rela@aorrelacdo dos altos niveis de GAP-43 e
0 seu potencial plastico em regides especificaSNG. A plasticidade atividade-dependente
esta também relacionada a producéo de fatores trifigos, sugerindo que estas moléculas
sejam reguladoras do crescimento neuritico (Thqebh28®5). Esta proteina desempenha um
papel na transducédo do sinal, possivelmente reladm a motilidade e ao direcionamento do
cone de crescimento (Skene, 1989; Strittmattel. et 392; Benowitz e Routtenberg, 1997). O
crescimento regenerativo correlaciona com um awneatjuantidade de GAP-43 sustentando
0 transporte axonal nos neurbnios em regenerackeng¢Se Willard, 1981; Benowitz e

Routtenberg, 1997).
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Foi proposto que a auséncia de significativa reged® intrinseca por neurbnios do

SNC esté relacionada com uma faléncia em elevapeessdo da GAP-43 (Skene, 1989). A
expressao de GAP-43 e a regeneracdo axonal sdoulestas quando corpos celulares
neuronais sdo expostos a inflamacao (Lu e Richard€895), a neurotrofinas (Kobayashi et al.,
1997) ou a CS (Berry et al., 1996).

Outro fator neurotréfico analisado neste experimert FGF-2 estd amplamente
distribuido no SNC (Chadi et al., 1994). H4 doithg@pais subtipos de FGF, o fator de
crescimento fibroblastico acido (FGF-1 ou aFGF)fator de crescimento fibroblastico basico
(FGF-2 ou bFGF).

O FGF-2 tem efeitos proliferativos e neurotréfimsderecados a alguns eventos de
restauro apés lesdao do sistema nervoso (BlottiBauengarten, 1992)n vivo, o0 FGF-2 esta
presente nos neurbnios (Gomez-Pinilla et al., 199@3 astrocitos normais e reativos (Leme e
Chadi, 2001) e na microglia (Liu et al., 1998). GH-2 estimula a proliferacdo astrocitéaria,
podendo mediar importantes interacdes entre osoniesr e as células gliais. O FGF-2
promove a proliferacdo de células-tronco e progesst neurais nha medula espinal do rato
adulto (Shihabuddin et al., 1997), como a diferag@d de precursores celulares em
oligodendrécitos maduros (McKinnon et al., 199@ndo mitdgeno para as CS (Peulve et al.,
1994).

O FGF-2 glial possui efeitos anti-apoptoticos eppietlades neurotroficas paracrinas
em neurbnios do SNC, como a estimulacdo da solémsi& neuronal e do crescimento
neuritico (Griffin et al., 1995), promovendo a glmese e a angiogénese, além de estimular a
secrecao de moléculas da matriz extracelular (Restval., 1999). Isto indica seu envolvimento
nos eventos pos-lesdo (Logan e Berry, 1993; do €d&mmnha et al., 2007) onde ha um
aumento relativamente rapido de sua producéo (Mattit al., 1996).

O FGF-2 foi visto como neuroprotetivo em modelosistpiemia e lesdo traumatica
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cerebral, promovendo a regeneracdo axonal na medpiaal lesada (Koketsu et al., 1994;

Fisher et al., 1995; Dietrich et al., 1996; OttoUesicker, 1990; Meijs et al., 2004). O
tratamento com FGF-2 promoveu melhora do comportgnfencional, mas ndo a preservacao
tecidual na lesdo medular contusa severa (Rabcheisk., 1999). J4 a adicdo de FGF-2 ao
enxerto de CS promoveu a sobrevivéncia neurondb g interface do enxerto, mas néo
melhora comportamental (Meijs et al., 2004).

Na medula espinal, a andlise das propriedadesdsfiaracrinas de substancias gliais €
importante devido as respostas moleculares e cedullmcais poderem interferir com os

processos de recuperacao funcional sensoério-mapadislesdo do SNC (Chadi et al., 2001).

1.6.4 A cicatriz glial e a matriz extracelular

A faléncia da regeneracdo da medula espinal de ferasiadultos € atribuida a
abundéancia de proteoglicanos inibitorios associamos as células gliais (Grimpe e Silver,
2002). As células gliais sdo as principais prot&jas nos eventos de reparo e recuperacao
apos lesdo nervosa. Os astrécitos, a microglia €&sno SNC lesionado interferem na
manutencdo neuronal e no crescimento de fibrage (Raisman, 1995; Prewitt et al., 1997,
Fawcett e Asher, 1999).

As respostas gliais variam conforme a distanciarda da leséo (Mills et al., 2004). Do
ponto de vista morfoldgico, a reacdo astrocitite qcorre apods lesdo medular resulta no
aumento do citoplasma, assim como do nimero e taonad@ seus processos citoplasmaticos
(Steward et al., 1993). Estas alteracdes sao actragas de aumento da sintese da proteina
acida fibrilar glial (GFAP), o filamento intermedid do citoesqueleto do astrocito (Hawrylak
et al., 1998).

As células gliais, em particular o0s astrocitos, regspam receptores de

neurotransmissores, tais como receptores de gltdamade GABA. Todos 0s receptores
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expressos por neurdnios foram descobertos naRgliaestabelecido que os astrocitos ndo so

promovem o suporte metabdlico e estrutural panaeosdnios, mas também interferem com a
atividade neuronal e estdo envolvidos na transmigs&inal (Schipke e Kettenmann, 2004).

Evidéncias indicam que a exatiddo com a qual as0®im desenvolvimento s&o
direcionados a alvos especificos é devida a umdioagio de moléculas, as quais podem agir
em diferentes tempos e lugares como atrativas pulsigas para realizar um padréo de
crescimento ordenado (Hopker et al., 1999). Osgssms astrocitarios sdo responsaveis por
guiar o cone de crescimento (Raisman, 2004).

Apbs lesdo, axbnios adultos ramificam na area flgian(Li e Raisman, 1995), mas
estas ramificacdes permanecem restritas a aressda & ndo podem alcancar seus alvos para
restaurar conexdes funcionais (Raisman, 2004).t® da a mielina central ser inibitéria ao
crescimento ndo explica porque os axbnios tambdimarfa na regeneracdo através da
substancia cinza, onde ndo ha mielina (Aldskodi085). Os oligodendrdcitos e a mielina em
degeneracdo sao prontamente isolados e removidasnperoglia fagocitica, ndo podendo
formar uma barreira a regeneracdo (Raisman, 2@Gtgce provavel que esta prevencdo de
crescimento esteja associada ndo com os oligodgtar@u com a mielina central, mas aos
astrécitos reativos (Bradbury et al., 2002; Gringp&ilver, 2002; Silver e Miller, 2004). A
inibicdo do avanco dos axbnios por astricitos veatipoderia entdo explicar porque a
regeneracédo falha em ambas as substancias da megiral, branca e cinza (Raisman, 2004).

Os astrocitos exibem uma relacdo estrutural comeasdnios em todas as regiées do
SNC, constituindo um limite entre 0 SNC e o SNP ma#ges motoras e sensoriais da medula
espinal (Aldskogius e Kozlova, 1998).

A cicatriz glial age como uma barreira tanto fisipento quimica para a regeneracao
axonal. Trés diferentes familias de macromoléce&t8o implicadas nesta funcéo. Elas sdo as

moléculas inibitérias ao crescimento associadas iéliina (Filbin, 2003), a familia das



21
semaforinas (Moreau-Fauvarque et al., 2003) e stigeproteoglicanos (Morgenstern et al.,

2002). Um importante componente do meio celular éariz extracelular que contém
moléculas axonais inibitorias e favoraveis ao énesoto (Grimpe e Silver, 2002).

A glicoproteina NG2 € um tipo de proteoglicano a&alf de condroitina (PGSC),
expressa no SNC adulto e em desenvolvimento pé&lagas gliais (Karram et al., 2005).
Resultados mostram que células NG2-positivas posenconsideradas células precursoras
gliais que geram macrofagos, oligodendrécitospaibs (Levine, 1994; Levison et al., 1999;
Dawson et al., 2000; Jones et al., 2003; Zai e N#at2005) ou neurdnios (Karram et al.,
2005) no SNC adulto e em desenvolvimento.

Apbs lesdo medular contusa ha proliferacdo dea£MNIG2 de 1-8 semanas (McTigue
et al., 2001). Estas células sdo recrutadas agésdetraumaticas, com acumulo na area da
lesé@o, provavelmente devido a combinacéo da pratif® e migracao (Levine, 1994).

O PGSC NG2 na cicatriz glial € responsavel por blirpe crescimento, contrastando
com as observagbes que axdnios podem crescer eointle fibroblastos NG2-positivos
transplantados (Jones et al.,, 2003). Grimpe e 1S{2802) afirmam que as moléculas de
proteoglicanos estéo envolvidas com neurdnios generacao no SNC.

A atividade dos proteoglicanos depende nao soniEntgo de neurbnio com que eles
interagem, mas também da interagdo com outrasasékilsubstancias ao redor, como as
moléculas de adeséo celular ou da matriz extraweglBbvoleta e Fernaud-Espinosa, 2000). A
regeneragdo axonal requer uma reducao de subsmdiibérios, assim como um aumento de
substratos permissivos e direcionadores de crestinggou de fatores neurotroficos no tecido

lesado para promover um meio 6timo para a rege@etdones et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito recuperagdo motora e teciduah@gsgédo de CS cultivadas na medula
espinal do rato submetida ao trauma contuso. Eagadliar se o pré-tratamento de CS com as

citocinas inflamatorias TGB1 e TNFe pode interferir nas respostas.

2.2 Objetivos Especificos

1. Analisar a evolucdo dos parédmetros motores de ratoms lesdo contusa de
intensidade moderada da medula espinal ao nivellosegmento toracico e
tratados com inoculacao local de CS, na presengd@ouwlas citocinas inflamatorias
TGF-31 e TNFe.

2. Analisar e quantificar atravées do meétodo esteréocdd@ numero estimado de
neurdnios remanescentes e 0 volume de tecido peaeker

3. Analisar e quantificar as alteracfes da imunowektde da GAP-43, do glutamato,
do NPY, da substancia P, da GFAP, do FGF-2 e doCP8G2 no epicentro da

lesdo e no tecido medular preservado nas adjacah@iesao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células de Schwann

Nervos ciaticos foram obtidos de ratos Wistar adujovens e machos (250 gramas),
em seguida, colocados em uma placa de petri de 68onmmeio Leiborvitz-15 (L-15; Gibco,
EUA), sob a técnica cirargica asséptica segundmaoétiescrito por Morrissey et al. (1991).
Todo o excesso de tecido aderido aos nervos (nasscgorduras, vasos sanguineos e
perineuro) foi removido sob magnificacdo por umpaliestereoscépica microcirdrgica (DF
Vasconcelos, Brasil). Os nervos foram cortados edagos com cerca de 1mm para a obtengao
dos explantes, colocados em uma placa de petrdden6com solucdo D-10, composta por
DMEN (Gibco, EUA), 0,1% de gentamicina (Life Teclogies, EUA) e 10% de soro fetal
bovino (Hyclone, EUA). O excesso do meio foi adeljuale modo que os explantes néo
ficassem flutuando, mas se mantivessem completencedertos. Em seguida, incubados em
estufa de gas carbbnico (®@%) a 37°C. Este procedimento leva a saida peigee dos
fibroblastos que vdo migrando dos explantes privsaei se fixando a placa de cultura, etapa
esta denominada, E

A solucdo D-10 destas placas foi trocada duas veaesemana, sendo os explantes
transferidos para uma nova placa, aproximadamemi@ vez por semana, por 4 semanas,
dando inicio cada semana a uma nova etapa. Estsfet@ncia foi realizada sempre que
observada grande quantidade de fibroblastos migrandartir dos explantes. A dissociacao
enziméatica foi realizada no momento em que a nwitas células que migraram dos explantes
eram CS. Este processo consiste em deixar os ¢éxplaernoitarem em uma solucdo com
dispase (1,25U/ml, Boehrenger Mannheim, Alemanhajokagenase (0,05% Worthington,

Freehold, EUA), enzimas digestoras que agem solse egplantes, dissociando-0s
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completamente.

ApOs esta etapa, as células foram retiradas jumi@meom o meio da placa,
centrifugadas e plagueadas em placas de 100mmalagés D10/Mitégeno, composto por D-
10, forskolina (2M/ml; Sigma, EUA) e extrato pituitario bovino @@'ml; Biomedical
Technologies, EUA). No dia seguinte, as célulastasog os restos de mielina eram eliminados
com a troca do meio, etapa esta chamada.ded3ta etapa o meio de cultura foi trocado duas
vezes por semana. ApOs a primeira semana de cublivocélulas foram tratadas com o
anticorpo THY-1 (gentilmente fornecido pelo Dr. MarOudega do Projeto Miami para a Cura
da Paralisia, Universidade de Miami, EUA) e com plmento sérico de coelho (ICN
Pharmaceuticals, EUA) para a eliminacdo dos filastbk restantes (figura 1). Apds o
tratamento, as células foram amplificadas, sen@ocqula placa teve metade de seu contetdo
colocado em uma outra placa para a divisdo celdkta semana consiste em uma etapa, sendo
P, a primeira, e, fa ultima. Ao término da terceira semana de aroplifio, a nova geracao de

células (B) confluida em toda a extensado da placa foi sulbimeid regime de tratamento.

Figura 1. Microfotografia por contraste de fase em microszdpvertido ilustrando células de Schwann
cultivadas a partir do nervo ciatico do rato, ajpdgmento para eliminar os fibroblastos. Barr@gn3
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3.2 Tratamento das células de Schwann com citocinaglamatérias TGF-p1 ou TNF-u

As CS, cultivadas como descrito acima, foram regssusidas em tripsina/EDTA,
adicionadas no meio D-10 e centrifugadas a 1500pom 10 minutos a . Apds o
sobrenadante ter sido removido, as células forasuspendidas em 2ml de D-10. Em seguida,
a amostra foi centrifugada novamente e o processetido por 3 vezes. ApOs a centrifugacao
as células foram contadas com o auxilio de um hiéémoetro. O volume foi dividido em tubos
de 1,5ml com o nimero exato de células para osediles tratamentos e centrifugadas a
1500rpm por 10 minutos a 4°C. ApOs o sobrenadamtesido removido, as células foram
ressuspendidas emul9de D-10/Mitdgeno e pré-tratadas ou ndo com ascicias TGH1
(5ng/ml) (Juric& Carman-Krzan, 2000; Y& Fahnestock, 2002) ou TNE{30ng/ml) (Hattori
et al., 1996; Appel et al., 1997), constituindo vmlume final de aproximadamentepd Ifigura
2). As células reconstituidas foram transferidaa p#bos de 2Q4 na proporcdo de 100.000 a
150.000 CSdl (Martin et al., 1993, 1996), incubadas na estlgsCQ por 30 minutos e entdo

usadas imediatamente nos animais apo6s lesdo medular

3.3 Desenho experimental

Ratos Wistar machos de aproximadamente 250 grawnas futilizados sob aprovacao
da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (QE#Aacordo com principios éticos
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéonal (COBEA). Os animais foram
obtidos do biotério da Faculdade de Medicina Ve#eia da Universidade de S&o Paulo. Os
animais foram aleatoriamente divididos em gruposi@ explicado adiante, e receberam lesao

contusa da medula espinal de intensidade mode@de grupo de animais recebeu cirurgia
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simulada (controle).

EXPLANTE DO NERVO CIATICO

Células de Schwann

Pré-tratadas ou ndo com as citocinas inflamatprias

TGF-R1 TNF-a
(5ng/ml) (30ng/ml)

Figura 2. Esquema ilustrando os tratamentos recebidos pélats de Schwann cultivadas, que foram
pré-tratadas ou ndo com as citocinas inflamatdr@b-R1, na concentracdo de 5ng/ml ou TdyFa
concentragdo de 30ng/ml.

Apés a cirurgia, 0os animais foram mantidos e acorm@aaos por 60 dias em meio com
condicbes favoraveis e constantes de temperat2C)2 umidade (55%), luminosidade
(12h/dia) e filtragem bacteriologica do ar.

Os ratos receberam antibioticoterapia preventiedtriaxona sodica, 40mg/kg/dia, por
via intramuscular) durante 10 dias do periodo paggico (Madsen et al.,, 1998). O
esvaziamento vesical através da manobra de Creghtaaé (Beattie et al., 1997) foi realizado
duas vezes ao dia até o funcionamento da bexigarizise restabelecer. Os animais foram

submetidos ao teste do comportamento sensorio-rdotBBB (Basso et al., 1995).



27
3.4 Lesao medular

Os animais foram anestesiados com pentobarbitaies@dr via intraperitoneal (35 a 40
mg/kg) e submetidos a laminectomia da 112 vértednacica, expondo a medula espinal. A
lesdo contusa foi promovida utilizando-se um equgrdo desenvolvido na Universidade de
Nova lorque, denominado NYU Impactor (figura 3A,Bkte equipamento foi desenvolvido a
partir de um estudo multicéntrico denominado MASCIBIulticenter Animal Spinal Cord
Injury Study) e € capaz de reproduzir lesbes contusas bemmidiadi e com intensidades
graduaveis na medula espinal de ratos (Young, 2008) animais foram fixados pelas
vértebras, imediatamente superior e inferior agselametida a laminectomia, utilizando-se
grampos vertebrais especificos. Um peso de 10 graaia de uma distancia de 25mm, o que
define a lesdo de intensidade moderada. Potenai@snépticos (figura 3C), acoplados ao
sistema registraram dados como a velocidade docimnpV, m/s), a distancia da medula ao
peso (mm), a compressdo (mm) e a taxa de compréSsam/s) da medula, através de um

software especifico.

3.4.1 Inoculacdo das células de Schwann na presencado das citocinas inflamatérias

TGF-£1 ou TNFe na medula espinal

As CS pré-tratadas ou ndo com as citocinas infidnast TGFB1 e TNFew foram
inoculadas no epicentro da lesdo (aproximadamem#hfio de células/animal) logo apo6s o
trauma da medula espinal submetida pelo NYU Impa€iepicentro é a regido que apresenta
menor quantidade de tecido preservado. Os aninmaemf posicionados em uma base
estereoataxica e as injecdes medulares foramadabzzom agulhas de vidro de gf0obtidas

pelo puxador de pipetas (David Kopf Instruments,AlEUAs agulhas foram acopladas a
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seringas Hamilton de p0para a promocao da injecdo manual que durou apambamente 30

segundos (figura 4A,B). Ao término dos procediments animais tiveram seu dorso suturado
e foram mantidos sob condicdes favoraveis e comstartomo descrito acima. Grupos de
animais submetidos a lesao contusa foram criados:
e Grupo lesédo: animais receberam tratamento com lagdo de meio de cultura D-
10/Mitégeno (n=10);
e Grupo células de Schwann: animais receberam ingolae células de Schwann
(n=10);
e Grupo células de Schwann + T@E: animais receberam inoculacdo de células de
Schwann acrescidas de TGE{(n=10);
e Grupo células de Schwann + TNE-animais receberam inoculacdo de células de
Schwann acrescidas de TNKn=10);
e Grupo TGFB1: animais receberam inoculacao de TE@RN=10);
e Grupo TNFe: animais receberam inoculacdo de TiNf=10).
Ainda, no grupo controle foi realizado a laminect®m inoculagcdo do meio de cultura
D-10/Mitégeno, sem que os animais sofressem a lesfhular (n=10). A figura 5 ilustra os

grupos de animais deste desenho experimental.
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Figura 3. Fotografias ilustrando o posicionamento do ratoImpactor (A), sistema criado pela
Universidade de Nova lorque para promover difeeirttensidades de lesdes contusas sobre a medula
espinal exposta (B, seta). Um peso de 10 g (B ceatie seta) € liberado a uma distancia de 25 man par
promover lesbes contusas de intensidade moderadammnitorizacdo da leséo foi realizada através de
potenciébmetros Opticos acoplados ao sistema (C).

Figura 4. A fotografia mostra o posicionamento do animal steroataxico (A) sendo submetido a
inoculacdo de células na medula espinal (B).
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GRUPOS

Controle Les&o cs cs
s + CSs + TGF-R1 TNF-a
D-10 Mitégeno D-10 Mitégeno TGF-R1 TNE-a

Figura 5. Esquema os grupos de animais deste desenho egp&imO grupo controle recebeu
laminectomia e inoculacdo do meio de cultura D-1864§kno. Os demais grupos receberam leséo
contusa de intensidade moderada e 0s respectatamgntos.

3.5 Analise do comportamento motor

Apés a lesdo contusa da medula espinal, os défiefesentes a motricidade foram
analisados, assim como a evolucao temporal destgsndo o teste BBB. Esta analise foi

realizada 48 horas, 72 horas e semanalmente d#goisurgia até o sacrificio dos animais.

3.5.1 indice BBB
O indice BBB € uma escala de avaliacdo motora slegBasso, Beattie e Bresnahan

(Basso et al., 1995) que analisa a movimentacamtaria dos membros pélvicos dos animais
submetidos a lesdo medular (tabela 1). A pontusgéia de 0 a 21 e é dividida em 3 blocos:
0 — 7: corresponde a recuperacéo inicial dos maviosearticulares dos membros pélvicos;
8 — 13: avaliacdo dos passos e da coordenagdo214cerresponde a analise dos movimentos
finos realizados durante a locomocéao. Dois anis@iscolocados em uma area que permita sua
movimentacdo confortavel e livremente. A avaliagin pares encoraja 0s animais a se

movimentarem e ndo sairem da area da avaliacadeueauracdo aproximada de 5 minutos.
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3.6 Eutanasia dos animais

Para a eutanasia, cada grupo experimental foi idiviem duas partes iguais. Na
primeira metade foi realizada perfusdo transcaadtanforme procedimento descrito a seguir.
Na segunda metade foi realizada decaptacéo parariposnalise tecidual, ndo compreendida
nesta tese.

ApoGs 8 semanas do periodo pos-cirirgico, os anifoes sacrificados através de uma
perfusdo transcardiaca de solugéo salina (NaCl,0NM&fck, Alemanha), seguida de solugéo
fixadora que consiste de 4% de paraformaldeidodkl&lemanha) diluido em tampéao fosfato
0,1M; pH 6,9 (de Martino e Zamboni, 1966). As medulespinais foram rapidamente
removidas e pés-fixadas na mesma solucéo fixadmr@&@ minutos e lavadas em uma solucao
de 10% de sacarose (Merk) dissolvida em tampaattosf8 horas para crioprotecdo. As
medulas espinais foram reduzidas em segmentosmd& e continham a lesdo. Os segmentos
da medula espinal foram ent&o congelados pela &mesm liquido isopentano (Sigma, EUA)

resfriado com gelo seco (-45°C) e armazenadasesndr —70°C até sua utilizagdo.
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indice BBB

Sem movimento dos membros posteriores

Movimento perceptivel de uma ou duas articulaggemlmente quadril e/ou joelho

Movimento amplo de uma articulacdo ou movimempla de uma articulagdo e perceptivel de outra
Movimento amplo de duas articulagdes

Movimento perceptivel de todas as trés articeagh membro posterior (quadril, joelho e torngzelo
Movimento perceptivel de duas articulagbes e mernto amplo da terceira

Movimento amplo de duas articulagBes e percdmtéveerceira

Movimento amplo das trés articulacdes do membsbepior

Arrasta sem suporte de peso ou realiza cologdaftar das patas sem suporte de peso

© 00 N o o b~ w N = O

Colocacgédo do membro posterior com suporte de gmrente quando parado (em posi¢éo estética) owapoin dorsal €

suporte de peso ocasionais, freqlientes ou cortestersem passos com apoio plantar

10 Passos com apoio plantar e suporte de pes@oaisisem coordenacdo do membro anterior e do rogmobterior (MA
e MP respectivamente)

11 Passos com apoio plantar e suporte de pese@freggiiou consistentes e sem coordenacdo MA-MP

12 Passos com apoio plantar e suporte de pese@freggiou consistentes e coordenagdo MA-MP ocasional

13 Passos com apoio plantar e suporte de pesstnisie coordenacdo MA-MP freqliente

14 Passos com apoio plantar e suporte de pescstntes, coordenacdo MA-MP consistente e posigddoprinante da
pata durante locomocgéo é em rotagdo ou passosmmm @antar freqiientes, coordenagdo MA-MP consiste passos
com apoio dorsal ocasional

15 Coordenacdo MA-MP consistente e arrasta os deglmmgo do passo

16 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardnegéentemente ndo arrasta os dedos; a posicdonpireante da
pata € paralela no contato inicial do passo e endadase de retirada

17 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardnegéentemente ndo arrasta os dedos; a posicdonpireante da
pata é paralela no contato inicial do passo e seda retirada

18 Coordenagcdo MA-MP consistente durante a mardumsstentemente n&o arrasta os dedos; a posigdonpinante da
pata € paralela no contato inicial do passo e endadase de retirada

19 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardumsstentemente n&o arrasta os dedos; a posigdonpinante da
pata é paralela no contato inicial do passo eseda retirada e cauda para baixo parte do tempo

20 Marcha coordenada consistente, consistentenn@iotearrasta os dedos; a posicdo predominante daéppdralela ng

contato inicial do passo e na fase de retirada lrdasstabilidade de tronco e cauda para cima stamiémente

21 Marcha coordenada consistente, consistentenn@iotearrasta os dedos; a posicdo predominante daépparalela ng

contato inicial do passo e na fase de retiradactrestivel e cauda para cima consistentemente

Tabela 1.Escala desenvolvida por Basso, Beattie e Bresnghdice BBB) para avaliacdo locomotora
de ratos com lesdo medular. A escala varia de @ pohtos, onde em zero a funcionalidade dos
membros pélvicos do animal € nula, e em 21 os daasbulam normalmente.
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3.7 Processamento tecidual

Os segmentos congelados das medulas espinais k&racmonados e cortes seriados
transversais de 20pum foram obtidos. Os cortes fafetuados em um criostato Leica, modelo
CM3000 (Alemanha) com temperatura variando en#ee-120°C. Com um inicio aleatério, as
seccOes da regido estudada foram amostradas dissemente, incluindo cada 90 seccoes.
Séries, em ordem cranio-caudal, foram entdo obtiiedos os cortes foram processados em
laminas previamente gelatinizadas, que permanecana@zenadas a temperatura de -70°C até

utilizacao.

3.7.1 Coloracédo de Nissl e marcacao imunohistogami

Uma das séries de sec¢Bes da medula espinal recalbeacdo pelo Violeta de Cresilo.
Isto permitiu a demonstragdo dos nucléolos e sabistéde Nissl de neurbnios, elementos
necessarios a analise estereoldgica das célulasli(€hal., 1993a).
Séries de seccdes da medula espinal foram submatilaubacdo por 24 ou 48 horas a
4°C, usando o método imunohistoquimico descrito detalhes por Chadi et al. (1994), com
um dos seguintes marcadores:
e Anticorpo monoclonal anti-GAP-43 (Sigma) feito emnmundongo diluido na
concentracao de 1:2600;

e Anticorpo policlonal anti-glutamato (Sigma) feitome coelho diluido na
concentracao de 1:1500;

e Anticorpo policlonal anti-NPY (Sigma) feito em cheldiluido na concentracéo de
1:1500;

e Anticorpo policlonal anti-substancia P (Peninstg#p em porco da india diluido na
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concentracao de 1:1000;

e Anticorpo policlonal anti-GFAP (Dako) feito em cheldiluido na concentracéo de
1:1200;

e Anticorpo policlonal anti-FGF-2 (gentilmente cedidelo Dr. Andrew Baird) feito
em coelho diluido na concentracéo de 1:600;

e Anticorpo policlonal anti-PGSC NG2 (Chemicon) feiem coelho diluido na
concentracao de 1:600.

O sistema da imunoperoxidase indireta empregandawvidina-biotina (Vectastain,
Vector, EUA; Hsu et al., 1981) foi usado com a 3izgiminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB,
Sigma) como cromégeno. Depois de lavadas em targsfato, as secc¢des foram incubadas
com imunoglobulinas biotiniladas (Vector, diluid@30) por uma hora. Essas imunoglobulinas
sao obtidas de ovelha ou cavalo e produzidas camtiaorpos de animais cujos anticorpos
primarios foram retirados. Os anticorpos foram idids em tampé&o fosfato contendo 0,3%
Triton X-100. Numa terceira incubacdo a avidina mauperoxidase biotinilada foram
introduzidas (Vectastain, Vector, ambas diluidas23) durante 45 minutos. A reacdo foi
completada com 0,03% de DAB como cromégeno e agugemada (Sigma) durante
aproximadamente 6 minutos. Os procedimentos imstaduimicos foram uniformizados.
Assim, foram considerados os pontos de saturacddA®) a diluicdo do anticorpo primario
longe da saturacdo e um tempo de incubacdo ajusiadal modo que os elementos mais

escuros das seccdes estivessem inferiores a saiy#ali et al., 1990).

3.8 Quantificacéo estereoldgica

Esta metodologia foi utilizada na quantificacdo miomero estimado de neurdnios
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remanescentes corados com a coloracdo de Violetarelglo. As fases do processamento

tecidual para a analise estereoldgica foram dascaibteriormente (Chadi et al., 1993a; Janson
e Moller, 1993). Esta metodologia é realizada istesa estereoldgico (C.A.S.T. - System,
Olympus, Dinamarca) que permite quantificacbesat@sacdes morfolégicas com auxilio de
computador, empregando ferramentas estereoldgicas.

Neste experimento, a medula espinal foi secciorada cortes seriados amostrados
sistematicamente, de tal modo que as séries camtémseccado a cada 90 secc¢des (fracdo 1,
F1 = 1/90). Na fracdo F1, pontos de contagem pudsex amostrados sistematicamente (F2).
Na fracdo F2, particulas puderam ser amostradas@gides sistematicamente determinadas da
espessura tecidual (F3), o que pode ser efetuagioocauxilio de microscépio modificado
(fracionamento Optico) empregando o dissector Optse o fracionamento foi feito aleatério e
sistematico, o namero total de particulas (N) pseteestimado: N= QF1  F2" F3, sendo Qo
namero de particulas encontrado nas amostras.

O dissector Optico é uma ferramenta estereoldgieapgrmite realizar uma estimativa
do numero de particulas com uma probabilidade mm#do na terceira dimensao
independentemente de suas caracteristicas modagdD dissector fisico foi aplicado em duas
secches planas e paralelas separadas por uma@igtrgue, com uma moldura de contagem
de éarea definida, era colocado sistematicamente puw®os amostrados das seccbes
(Gundersen, 1986; Bendtsen e Nyengaard, 1989). €auxilio do microscopio modificado, o
dissector Optico conta particulas, definindo unmea fsec¢do Optica dentro de uma seccédo
espessa, através do movimento do plano de focogia@ e para baixo (Gundersen et al.,
1988). Um “microcator” acoplado ao microscopio fara medidas dos movimentos do carro
do microscépio no eixo “Z”, como os dados da egpasda seccédo, posi¢cdo do dissector no
espaco, e a altura do dissector. Com o auxiliondsiatema de projecdo, a imagem da seccéo e

a moldura de contagem podem ser projetadas numtonanique permite a contagem das
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particulas. A metodologia para a amostragem sigteando dissector no interior da seccao e da

amostragem das particulas estd descrita na litar@iMest e Gundersen, 1990; West et al.,
1991; Chadi et al., 1993c). A figura 6A ilustraegifio em que foi realizada a quantificagao do
namero de neurbnios remanescentes.

A figura 6B ilustra a moldura de pontos para qui@aitédo utilizada para a obtencéo do

volume de tecido preservado, utilizando também tdwéestereoldgico.

3.9 Analise morfométrica

Segundo Chadi et al. (1994) a medida morfométéacaa)) indica a quantidade de perfis
imunopositivos. Os procedimentos de analise de émaipram realizados em um analisador de
imagem KS400 (Alemanha) descritos em detalhesta@tura (Zoli et al., 1990; Chadi et al.,
1993a, Chadi et al., 1993b). Uma camera acoplaoha emicroscopio Zeiss (objetiva de 40x ou
63x) captura a imagem. A imagem das seccoes faabtravés da camara e projetada em um
monitor. Campos de area definida foram amostradosregides especificas da substancia
branca e cinza da medula espinal, bilateralmenp&sAa correcdo do sombreamento foram
realizados os procedimentos de discriminacédo. A tal dos perfis imunorreativos foi obtida

dentro dos campos de quantificagéo (figura 6C).

3.10 Anélise estatistica

Os dados do decurso temporal das médias do testeoc@amental foram analisados
segundo o teste estatistiBblOVAbifatorial de medidas repetidas. As andlises istitats dos
periodos foram realizadas segundo o teSMOVA associado ao poés-teste de Fisher de

comparacao entre dois grupos.
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Os dados da analise estereoldgica e morfométricanf@omparados estatisticamente

através do testANOVAassociado ao poOs-teste de Fisher de comparag@odai$ grupos. A
analise dos dados das regides craniais e caudagrigpada com o intuito de obtermos uma
visdo global das alteracdes bioquimicas encontradasedula espinal. Os dados das regides
cranial distante e cranial adjacente ao epiceratie@sfio foram agrupados, assim como os dados
das regides caudal adjacente e distante. A pastio,doi realizado um terceiro agrupamento
entre as regides cranial e caudal. Este agrupantemtioém foi realizado para as regifes de

epicentro da lesao.
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Regido tor4cica
cranial

Regido toracica
epicentro da lesdo

Regido toracica
caudal

Figura 6. Esquema representativo dos campos amostrados garalise estereoldgica e morfométrica
(adaptado deGeorge Paxinos and Charles Watson - The Rat BrminStereotaxic Coordinates,
Compact Third Edition, Academic Press, 1297 nimero estimado de neurdnios remanescenties inc

a quantificacdo amostrada de neurbnios motoresodm canterior e neurbnios da substancia cinza
intermédia da medula espinal corados pelo VioletaCtksilo (A). Moldura de pontos utilizada para a
obtencdo do volume de tecido preservado (B). Ems@) apresentadas as areas utilizadas para a
quantificacdo morfométrica. Os numeros indicam roategho da area: 1, 2, 3 e 6 = 33,6 X ;1012;
4=121x16pm* 5=8,1 x 16un?.
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4. RESULTADOS

4.1 Parametros da lesao

Sé&o apresentadas na figura 7 as curvas represastdts parametros da lesao.
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Figura 7. Gréfico registrado pelo NYU Impactor ilustrando @srametros como curva de
posicionamento do Impactor, curva de velocidadgeriio de impacto. A queda do peso de 10g sobre a
medula espinal exposta ocorreu a partir da distadei25mm para promover lesdes moderadas.

4.2 Analise comportamental — indice BBB

Um efeito significante das interacdes realizadasedula espinal [F(6,62) = 311.575,
p= 0.0001, e também da progressao temporal dasan#l(2,62) = 4149.279, p= 0.0001 foi
observado. Houve também interacdo entre os trataseno tempo [F(12,62) = 116.246,
p= 0.001. As diferencas entre os grupos em cadadmeestudado estdo apresentadas na tabela

2.
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Indice BBB
Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3

Controle 20910.11 210 _‘L 210 _‘L
Lesdo 091 £0.61— AT £0.35 /] 1175 10'38_1
Ch 0.5+034 — 1025 0,65 — 1302 +0.87 ——

CS+TGF-B1 1.1+0899 — 1047 £0.32 — 124+£022 —

CH+THF-o 016 +0.11—] 1005 +0.49 — 1227 +0.13 —

TGF-B1 0.1+0687 — 1102 +0.25 — 1272 +0.28 —

THF- 027 x012— 1038 £ 045 — 1208 £0.28 —

Tabela 2. Médias + e.p.m. do indice BBB dos ratos nos do®igrupos experimentais. Os animais
receberam cirurgia simulada (controle) ou lesdoutaedie intensidade moderada pelo NYU Impactor.
O teste estatisticANOVA bifatorial de medidas repetidas mostrou p=0.0084ndo 0s grupos ou o
tempo pds-cirargico foram analisados (descritoexto). As andlises estatisticas em cada periodofor
realizadas segundo tesd®OVAde comparacdes multiplas e pés-teste de Fisheomparacdo entre
dois grupos, p = 0.0001. Os dados de cada andlise foram agdpspan periodos, a saber:

Periodo 1 — 48 horas e 72 horas

Periodo 2 — semana 1, semana 2, semana 3 e semana 4

Periodo 3 — semana 5, semana 6, semana 7 e semana 8

4.3 Andlise estereoldgica

A quantificacdo pelo método estereoldgico mostrona usignificativa redugdo no
namero de neurbnios remanescentes do corno anteritar substancia cinza intermédia da
medula espinal corados pelo Violeta de Cresilo edos os grupos que receberam leséo
contusa de intensidade moderada em relacdo amnido foi encontrada diferenca deste
parametro entre os grupos lesados (figura 8A e PA,B

A quantificagcdo demonstrou um maior volume de tegdeservado no grupo controle

em relagdo aos grupos que receberam lesdo cofftasdém ndo foi encontrada diferenca
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deste parametro entre os grupos lesados (figura 88,D). A analise histolégica das seccbes

coradas pelo Violeta de Cresilo mostrou a presdagaavidades, perda ou interrupcao tecidual,
retracdo e degeneracdo cistica, assim como idfitde células gliais (figura 9D). A anélise da
porcentagem do volume de tecido preservado emaelag volume de tecido total da medula
espinal do grupo controle que recebeu pequena [@séwoovida pela inoculacdo do meio de

cultura D-10/Mitogeno foi de 98,77% (figura 9E).

A Numero Estimado de Neurdnios Remanescentes

kel O R L
61 T

namero (x16)

[] Controle

Lesdo

Células de Schwann

B Células de Schwann + TGF-B1

Células de Schwann + TNF-a

~ 09 M7 T 1 T 1

g 1 TGF-B1
E

= 754 TNF-a

I
T
S

2.5

0

Figura 8. Os graficos mostram as médias + e.p.m. do niméroao de neurbnios remanescentes (A)
e do volume de tecido preservado (B) quantificagos metodologia estereoldgica. Os animais
receberam cirurgia simulada (controle) ou lesdandaula espinal de intensidade moderada no nivel
toracico pelo NYU Impactor. O teste ANOVA de congagires multiplas e o teste de Fisher de
comparacao entre dois grupos foram realiza#tes = p< 0,01k %% = p< 0,001.
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Figura 9. Fotomicrografias de sec¢fes da medula espinaldlugo os neurdnios remanescentes (A,B) e
o volume de tecido preservado (C,D). Ratos queberaen cirurgia simulada (A,C) e les@o contusa de
intensidade moderada (B,D). * indica area de degefie secundéria (cavitacdo cistica). A lesdo

s

tecidual provocada pela injecdo de meio de cultoa grupo controle € apontada (setas, E).
Barras = 200um (A,B); 30um (C,D); 40um (E).
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4.4 Analise morfométrica

A imunorreatividade da GAP-43 revelou fibras secadas transversalmente e outras
longitudinalmente, principalmente na regido do ocanterior da medula espinal dos ratos dos
diversos grupos experimentais. Na analise morfacgétte imagem da GAP-43 (figura 10A e
11) a lesdo promoveu uma draméatica diminuicdo dan@meatividade da GAP-43 no corno
anterior, que foi revertida quando a leséo foiattatcom as CS pré-tratadas ou ndo com a
citocina TGF-31. Nas regides de funiculo laterfdseiculo gracil ndo houve diferenca na

imunorreatividade da GAP-43 entre os grupos (figuo@,C).
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Imunorreatividade da GAP-43

A  Corno Anterior B Funiculo Lateral
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Figura 10. Gréficos das médias + e.p.m. das areas da imutisideale da GAP-43 obtidos por anélise
de imagem em areas especificas do corno anterjprfyiculo lateral (B) e fasciculo gracil (C) em
niveis adjacentes ao epicentro da leséo. Teste AN@8/comparacbes multiplas e teste de Fisher de
comparacao entre dois grupgsk = p< 0,01.
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Figura 11. Fotomicrografias da imunorreatividade da GAP-43carno anterior da medula espinal de
ratos do grupo que recebeu cirurgia controle (Alpg lesédo (B) e grupo tratado com células de
Schwann (C). Neurdnios do corno anterior (setagfr prolongamentos neurais (setas finas) e fibras
seccionadas transversalmente (cabecas de setag@itados. Barras = 10pum.

A lesdo nao alterou a imunorreatividade do glutam&ntretanto, o tratamento da
medula lesada com as CS por si aumentou a imutivigdeae do glutamato no corno anterior
(figura 12A e 13A,C,E) e no funiculo lateral (figut2B e 13B,D,F) quando comparado com o
grupo leséo. Efeito este ndo observado quando dsr@8 pré-tratadas com as citocinas.

Foram observadas modificacbes no corno anterion éuniculo lateral, mas ndo na
substancia cinza e no corno posterior (figuras BLAC, D respectivamente) no que se refere a

imunorreatividade do NPY.
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No corno anterior a lesdo nao alterou estatistiodena imunorreatividade NPY. Houve

aumento da imunorreatividade do grupo tratado cer©& apenas em comparacado ao grupo
controle. Porém este aumento deixou de existir duaas CS foram pré-tratadas com as
citocinas (figura 14A e 15A,C e E).

Ja no funiculo lateral a lesdo aumentou a imuntividade NPY, inclusive quando
houve tratamento com as CS. Mas este aumento tamdig&ou de existir quando as CS foram

pré-tratadas com as citocinas (figura 14B e 15BH). e
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Imunorreatividade do Glutamato
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Figura 12. Graficos das médias + e.p.m. das &areas da imunvideale do glutamato obtidos por
analise de imagem em areas especificas do coradar(y), funiculo lateral (B) em niveis adjacente
ao epicentro da lesdo. Teste ANOVA de comparac@ssptas e teste de Fisher de comparacgdo entre
dois gruposx = p< 0,05:%% = p< 0,01.
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Figura 13. Fotomicrografias da imunorreatividade do glutanmrai@orno anterior (A,C,E) e no funiculo
lateral (B,D,F). Painéis A e B ilustram o grupo gqeeebeu lesdo contusa; painéis C e D ilustram o
grupo que recebeu lesdo contusa e tratamento clutasée Schwann; E e F ilustram o grupo que
recebeu les@o contusa e tratamento com &N&-imunorreatividade do glutamato é apontada $3eta
Barras = 20pm.
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Imunorreatividade do NPY
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Figura 14. Gréficos das médias + e.p.m. das areas da imutivideale do NPY obtidos por analise de
imagem em areas especificas do corno anterioffifAjculo lateral (B), substancia cinza intermédia (

e corno posterior (D) em niveis adjacentes ao epiweda lesdo. Teste ANOVA de comparacbes
multiplas e teste de Fisher de comparacéo entsegdoposy = p< 0,05.
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Figura 15. Fotomicrografias da imunorreatividade do NPY nonooanterior (A,C,E) e no funiculo
lateral (B,D,F). Painéis A e B ilustram o grupo qeeebeu lesdo cirurgia simulada; painéis C e D
ilustram o grupo que recebeu lesdo contusa e teatantom células de Schwann; E e F ilustram o
grupo que recebeu leséo contusa e tratamento dotascée Schwann e TGF. A imunorreatividade
do NPY é apontada (setas). Barras = 30pum.
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A imunorreatividade da substancia P n&o foi moddaem funcéo dos tratamentos para

as regides analisadas (figuras 16 e 17).

A leséo contusa nao alterou a imunorreatividadé@aP no corno anterior (figura 18A
e 19A, C e E) e no funiculo lateral (figura 18B¥5] H). Porém, quando os grupos lesados
foram tratados com as CS e/ou citocinas houve umeato significante da imunorreatividade
da GFAP comparada ao grupo controle. Na regiagpa®etro, a lesdo promoveu aumento da
imunorreatividade da GFAP. Aumento este potenciuando houve tratamento com as CS

(figura 18D e 19B,D e F).
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Imunorreatividade da substancia P

A  Corno Anterior B Corno Posterior
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Figura 16. Gréaficos das médias = e.p.m. das areas da imutivideale da substancia P obtidos por
analise de imagem em areas especificas do coredaar(th), corno posterior (B) e substancia cinza
intermédia (C) em niveis adjacentes ao epicenttesion. Ndo houve diferenca estatistica segunt®d tes
ANOVA de comparacdes multiplas e teste de Fishe@odgparagdo entre dois grupos.
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Figura 17. Fotomicrografias da imunorreatividade da subs#ri®ino corno anterior (A), corno
posterior (B), substancia cinza intermédia (C,D)gdopo que recebeu cirurgia simulada. O painel D
ilustra fibras imunorreativas a substancia P questendem da coluna intermédio lateral ao canal
central, bilateralmente. Aspecto pontiforme conteadmunorreatividade da substancia P é encontrado
ao redor de neurbnios do corno anterior e nas demegjibes, sugerindo terminais nervosos
imunorreativos (setas). Barras = 20um (A,B,C); 4qDn
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Imunorreatividade da GFAP
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Figura 18. Graficos das médias + e.p.m. das areas da imutivideale da GFAP obtidos por andlise de
imagem em areas especificas do corno anteriorf@ftjculo lateral (B) e substancia cinza intermédia
(C) em niveis adjacentes ao epicentro da lesédop epicentro da lesdo (D). Teste ANOVA de
comparacdes multiplas e teste de Fisher de confmaeare dois grupos.

* = p< 0,055k % = p<0,001 k%% = p<0,001.
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Figura 19. Fotomicrografias da imunorreatividade da GFARomo anterior (A,C,E), no epicentro da
lesdo (B,D,F) e no funiculo lateral (G,H) de ratpge receberam cirurgia simulada (A,B,G), lesdo
contusa (C,D), lesdo contusa e tratamento comashlé Schwann (E,F,H). A imunorreatividade do

astrocito é apontada (setas). Barras = 20um.

A andlise morfométrica de imagem da imunorreatiddo FGF-2 na medula espinal
nas regides adjacentes ao epicentro, a lesdo eondfigs alterou a imunorreatividades FGF-2
(figura 20A,B,C). No funiculo houve aumento da imreatividade do grupo tratado com as
CS, acrescidas ou nao de TGF-R1, apenas em com@pasacgrupo controle. Os 3 grupos
tratados com as CS apresentaram uma maior imutividede do FGF-2 em relagcdo aos
grupos tratados sé com as citocinas no funicuédb(figura 20B e 21B,E e H). Na regido do

fasciculo gracil, também houve aumento da imuntvidade do grupo tratado com as CS,
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acrescidas ou nao de TGF-R1, apenas em comparacapupo controle. Entretanto, o

tratamento da medula lesada com as CS aumentourmireatividade do FGF-2 (figura 20C).
Na regidao de epicentro a lesdo aumentou a imurivickale do FGF-2, e este efeito foi
mantido nos grupos tratados com as CS, acrescudasi@ da citocina TGF-R1 (figura 20D e
21C,Fel).

A imunorreatividade do PGSC NG2 nao foi modificasa funcdo dos tratamentos nas
regides adjacentes analisadas (figura 22A,B,C e, B3Aa no epicentro a lesdo promoveu
aumento da imunorreatividade do PGSC NGZ2, inclugiiendo houve tratamento com as CS e

com a citocina TNFe na presenca ou ndo das CS (figura 22D; figuraRJX).
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Imunorreatividade do FGF-2
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Figura 20. Graficos das médias + e.p.m. das areas da imunieideale do FGF-2 obtidos por analise
de imagem em areas especificas do corno anterjprficulo lateral (B) e fasciculo gracil (C) em
niveis adjacentes ao epicentro da lesédo, e norgpicda lesdo (D). Teste ANOVA de comparacles
multiplas e teste de Fisher de comparacéo entsegdopos.

% = p< 0,05%% = p< 0,01 k%% = p<0,001.



Figura 21. Fotomicrografias da imunorreatividade do FGF-Zomo anterior (A,D,G), funiculo lateral
(B,E,H) e no epicentro da lesé@o (C,F,l) de ratasmpaeberam cirurgia controle (A,B,C), leséo cants
tratamento com células de Schwann (D,E,F) ou lesétusa e tratamento com células de Schwann e
TNF-0 (G,H,l). A imunorreatividade do FGF-2 é apontasktds). Barras = 30um.
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Imunorreatividade do NG2
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Figura 22. Gréaficos das médias + e.p.m. das areas da imutisideale do PGSC NG2 obtidos por
analise de imagem em areas especificas do corapaar(fh), funiculo lateral (B) e fasciculo gra¢i)

em niveis adjacentes ao epicentro da leséo, eicen¢ da leséo (D). Teste ANOVA de comparagdes
multiplas e teste de Fisher de comparacéo entsegioposy = p< 0,05.
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Figura 23. Fotomicrografias da imunorreatividade do PGSC MG2orno anterior (A), funiculo lateral
(B) e no epicentro da lesdo (C,D,E,F) de ratosrgqoeberam cirurgia simulada (A,B,C), lesdo contusa
tratamento com células de Schwann (D), les@o cardusatamento com células de Schwann e BGF-

(E) ou lesdo contusa e tratamento com T©NE). A imunorreatividade do PGSC NG2 é apontada
(setas). Barras = 30um.
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou o potencial tréfico das CStatadas ou ndo com as citocinas
inflamatdrias TGF-31 e TNEk-apds lesdo medular contusa de ratos em promavetheora do
comportamento motor nestes animais.

O tratamento com CS associadas ou nhdo com asneitoitiflamatorias foi escolhido por
dois motivos. O primeiro é o fato de que estudostram a influéncia do meio no crescimento
de fibras nervosas lesadas no SNC, assim comoem@akt das CS em tornar o meio mais
propicio a regeneracdo de neurbnios centrais (Rasman, 1994; Peng et al.,, 2003). A
utilizacdo experimental de CS é apontada como uensppctiva benéfica no tratamento da
lesdo medular em humanos, ja que essas célulaszemd entre outros, fatores neurotréficos e
citocinas inflamatérias que influenciam o ambiedtesistema nervoso (lde, 1996; Xu et al.,
1997; Keirstead et al., 1999; Hoke et al., 200®gd, a inoculacéo de CS pode liberar fatores
guimioatrativos que irdo favorecer e guiar o crasecito permissivo de fibras neuronais em
direcédo ao seu alvo especifico e também atenwamagao da cicatriz glial no local do trauma,
contribuindo para a regeneracdo do SNC (Hoke,2@03).

O segundo motivo é que a utilizacdo de abordageesatuem sobre 0S processos
inflamatérios e, conseqiientemente, sobre a degegttesecundaria é importante em lesdes do
SNC. As células imunes podem ser a origem de fatodficos, mitogénicos, quimioatrativos e
angiogénicos que sustentam a remielinizacao e r@wwéncia neuronal em diversos modelos
de doencas e lesbes do SNC (Liberto et al., 200 fase aguda da leséo neural, 0 processo
inflamatério influi diretamente nas respostas nwdfitas promovidas pelas células de
Schwann (Peng et al., 2003).

A lesdo contusa da medula espinal induzida pelo Niipactor € um modelo aceito

para promocao da lesdo medular graduada e reprebath animais experimentais (Chadi et
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al., 2001; Young, 2002; do Carmo Cunha et al., 2088 lesdes contusas promovidas pelo

NYU Impactor exibem uma degeneracdo secundariarggsiya e produzem a morte celular
pela apoptose das células da medula espinal a -fmago, incluindo os neurbnios e os
oligodendrécitos (Abe et al., 1999; Warden et2001). Isto pode modificar o progndstico de
uma lesdo medular parcial, considerando a pequerendao transversal deste 6rgao (Andrade
et al., 2008).

Uma relacao entre o déficit comportamental e arggaae da lesdo medular contusa foi
descrita com detalhes por Chadi et al. (2001) er#dhel et al. (2008), onde foi demonstrada
uma degeneracdo secundaria dependente do tempoaafEsio contusa de intensidade
moderada (25mm), mas nao severa (50mm). A les&dosade intensidade moderada sustenta
eventos degenerativos mais demorados se compasatda de intensidade severa, permitindo
uma oportunidade para condutas neuroprotetivasr@iiedet al., 2008). Rosenberg e Wrathall
(1997) descreveram que lesbes contusas mais sdesean a perda axonal mais precoce.
Logo, o conhecimento sobre a correlacdo entre @resedo dependente do tempo na
degeneracdo secundéaria e a severidade da lesdospodmportante quando considerados
procedimentos terapéuticos, como tratamentos #atiatérios.

O estudo de Matrtin et al. (1996) que analisa quatethor tempo entre a leséo e a
injecdo das CS, visando a melhor sobrevivénciaesconento das mesmas, mostra que a
injecdo imediatamente ou apds 10 dias de lesddi®nmuando comparado a inoculacdo apés
3 dias. Isto devido as substancias toxicas respeissdpela morte de parte das células
inoculadas ndo estarem presentes imediatamenteadps8o, sendo que no periodo de 10 dias
estas substancias ja estdo ausentes. Outra efplipagle ser relacionada com a presenca ou
auséncia de fatores neurotroficos, citocinas irdk&mias ou também com a modificacdo
estrutural da medula espinal. No experimento agalizado as injecdes foram realizadas

imediatamente ap0s o trauma contuso, ndo so visaraséncia de substancias toxicas, mas
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também o cuidado e a salde dos animais, jA quesegunda cirurgia poderia deixar os

animais mais debilitados e suscetiveis a infec¢des.

No presente estudo, a inoculagdo de CS na lesdaseoda medula espinal de ratos
aumentou a recuperacado espontanea do comportameio ao longo do periodo analisado,
efeito este ndo potenciado pelo pré-tratamentacC&asom as citocinas TGFE e TNFe.. No
estudo de Takami et al. (2002) que inoculava CS senzana apos lesdo contusa (12.5mm), foi
relatado melhor desempenho motor de membros péhdeoratos. Apesar de diferencas na
intensidade da lesdo e no tempo de inoculacaoélidss, estes resultados estdo de acordo com
os deste desenho experimental. Outro estudo gata rkelhora do comportamento motor apos
tratamento com as CS é o de Firouzi et al. (208)6¢sar da lesdo contusa ser promovia por
esmagamento e a injecao das células ser realipagispaco subaracndide.

A recuperacdo motora de membros pélvicos ap6s las@lalar incompleta depende do
namero de axdnios descendentes regenerados esmnya@os do tronco encefalico e do cortex
cerebral (Basso et al., 1996) e dos axonios pregpinais locais (Helgren e Goldberger, 1993).
Interessante é o fato de que somente uma pequecentagem de axodnios descendentes do
tronco encefalico € necesséria para direcionailirogitos envolvidos na geracdo de padrbes
basicos de locomocéao (Helgren e Goldberger, 1988s®et al., 1996; Ribotta et al., 2000).

Apesar da melhora comportamental observada no gupoecebeu tratamento com as
CS, nao foram observadas alteracdes morfolégicaso cdiferencas no volume de tecido
preservado e no numero de neurbnios remanescdtdgtss achados indicariam um efeito
neuroprotetivo do tratameto. Este resultado ditbveestudo de Takami et al. (2002), onde
houve preservacdo tecidual ap6s a injecdo de C&raWimente estes resultados séo
contraditérios devido a inoculacdo no estudo deaiaket al. (2002) ter sido realizada uma
semana apos lesao contusa, promovida por umadsi@a 12.5mm, com uma sobrevida de 12

semanas apos a lesdo. No estudo de Martin et%6)1a injecdo de CS também promoveu
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preservacao tecidual, porém a lesdo medular cofdugaomovida por um baldo inflado. Na

lesdo contusa de intensidade moderada os neurfmioem devido a lesdo primaria e os
neurbnios localizados nas adjacéncias sofrem aseqdéncias da degeneracdo secundaria
(Dusart e Schwab, 1994; Zhang et al., 1997). N&olesedular, os fatores subseqientes a lesdo
primaria proporcionam perda tecidual, a qual difcua regeneracdo. Estes fatores sao
definidos temporalmente, sendo dependentes d&siateva de proteinas por células neuronais
e gliais (Dusart e Schwab, 1994; Liu et al., 19@7Wportante ressaltar que o processo enddgeno
de migracdo das CS associado com processos exogemanta a recuperacdo motora apos
lesédo medular (Beattie et al., 1997).

Os tratamentos realizados nos experimentos dediallio ndo alteraram as respostas
neuroprotetivas. Logo, o melhor desempenho motassemido no grupo que recebeu
inoculacédo de CS deve estar relacionado a fatome cespostas plasticas e neuroquimicas no
tecido preservado da medula espinal e ndo as pss@gpostas neuroprotetivas.

As manipulagbes realizadas neste experimento n#oemciaram as marcagbes
imunohistoquimicas das regides da substancia ameanédia e do corno posterior, onde ndo
foram constatadas diferencas significativas paramasorreatividades analisadas, ou talvez
apos 8 semanas de lesdo as alteracbes nestassrigimham desaparecido. O anexo A
resume 0s principais resultados das imunorreatieisl@aqui apresentadas.

Os neuropeptideos estdo amplamente distribuidoSMG, podendo influenciar os
processos plasticos da medula espinal como as@des entre os neurbnios e os astrocitos
(Kozlov et al., 2001). A imunorreatividade do NP¥ e¢orno anterior mostrou o grupo controle
com menor imunorreatividade em relacdo ao grup@adeacom as CS. Nao foi encontrada
diferenca estatistica entre o grupo lesdo e o gfono corno anterior, 0 que pode estar
relacionado com o fato do NPY exercer ac6es mattidatinfluenciando neurbnios em regides

distantes da leséo (De Quit e Emson, 1986; Fuaé,et990; Liu et al., 1994). A expresséo de



65
peptideos em motoneurbnios lesados esta alteradanpinda ndo estad bem estabelecido seu

significado (Zhang et al., 1994). Em seu estuddkdvés (1995) afirma que os neurdnios em
resposta a axotomia elevam a expressédo de neuidgeptesponsaveis pela sua sobrevivéncia
e regeneracdo, podendo alterar a expressdo deirstibst relacionadas com sua atividade
transmissora e secretoria.

Logo, a maior imunorreatividade do grupo CS no caanterior pode estar de alguma
forma influenciando o suporte trofico aos neurbnipeovavelmente através de astrocitos
vizinhos, considerando que este mesmo padrao gearsea imunorreatividade da GFAP e que
0s neuropeptideos aumentam a capacidade dos w@strédeé promoverem substratos
metabdlicos e troficos aos neurbnios (DescheppoB)L

Apesar de o NPY exercer fungbes no processamensoisal (Sasek e Elde, 1985;
Roddy et al., 1990) e no sistema nervoso neuroatget onde estd implicado nas alteracdes
urindrias como a bexiga neurogénica apés lesdesulared (De Quit e Emson, 1986;
Haferkamp et al.,, 2006), neste experimento n&o nforancontradas alteracbes da
imunorreatividade do NPY na substancia cinza inéelisme no corno posterior.

Trabalhos relatam a presencga de terminais nenioaasorreativos a substancia P na
medula espinal, provenientes de corpos celulares trdaco encefalico. Entretanto,
interneurbnios da substancia cinza intermédia ddufaeespinal também projetam para
neurdnios na propria medula (Gibson et al., 1984 (it e Emson, 1986; Brown et al., 1995;
Wiedermann et al., 1996). A resposta da substdhejads lesdo medular esta envolvida com os
eventos vasculares, imunes e gliais, ou aindajgnéliando os processos plasticos bioquimicos
gue podem ocorrer no local do trauma e no tecidegovado nas regides adjacentes (Parker e
Grillner, 1999; Edgerton et al., 2004). Deve senliéam considerado que os interneurdnios
atuam sobre os motoneurdnios utilizando a substd8hcomo neurotransmissor (Gibson et al.,

1984; Cassam et al., 1999). Com base na bibli@ag@ide hd aumento da substancia P apds
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lesdo medular e sua influéncia tréfica em motongoedno cormno anterior (Wiedermann et al.,

1996; Cassam et al., 1999; Kozlov et al., 2001;ridgr2004) é possivel o envolvimento de
interneurdbnios imunorreativos a substancia P nosamemos de plasticidade neste
experimento. Entretanto, este estudo ndo viu gliesana substancia P apds 8 semanas de leséao
medular. Porém, deve se ressaltar no presentehldeseperimental, a imunorreatividade dos
neuropeptideos, onde o grupo controle recebeu lagin de meio de cultura, o que deve ter
ocultado a possivel reacdo de fibras contendo &udtist P pela lesdo em si, assim como
influenciando a imunorreatividade do NPY.

Neurdnios imunorreativos a GAP-43 foram encontradiomedula espinal (Curtis et al.,
1993; Brook et al., 1998). A GAP-43 é uma prote@lacionada com processos de regeneracao
apos lesdes do SNC (Skene e Willard, 1981). A maianorreatividade da GAP-43 no corno
anterior do grupo tratado com as CS em relacadaw@modeséo pode estar relacionada com o
estudo de Brook et al. (1998) que afirma que a omeatividade da GAP-43 esta associada
com as CS que invadem o local da lesdo. No estaddndla et al. (1992) apds transeccao da
medula espinal a imunorreatividade da GAP-43 faoatrada em neurdnios nos segmentos
adjacentes a area da lesdo. Os padrbes de imunodade da GAP-43 aqui encontrados
provavelmente estéo relacionados com processoscpisjue ocorrem apoés lesdes, como 0s
gue ocorrem no hipocampo, onde atividades neuriigd&scomo a aprendizagem e memoria
foram relatadas (Skene, 1989; Benowitz e Routtend€97).

Estudos indicam que a substancia branca lesada ngivele aos mecanismos
excitotoxicos que envolvem os receptores glutamiaias (Wrathall et al., 1997; Rosenberg et
al., 2005).

A diferenca encontrada entre o grupo tratado co@Sae o0 grupo lesdo no que se refere
a imunorreatividade do glutamato no funiculo ldtexas regides de tecido preservado pode

estar relacionada com a sinalizacdo astrocitarissutsstancia branca. O neurotransmissor
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glutamato influencia a atividade locomotora em asnctom lesdo medular, estando envolvido

na CPG de vertebrados (Grillner, 2003).

A lesdo medular interrompe as vias descendentetrotmaoras da atividade de
motoneurdnios da medula espinal que inervam os utosesqueléticos, no qual muitas delas
sao do tipo glutamatérgicas (Shapiro, 1997; Grossn&/rathakk, 2000).

As alteracOes nas imunorreatividades da GAP-43 glutlamato provavelmente estdo
relacionadas com os mecanismos plasticos da CP&@eados apos lesdo da medula espinal
(Grosmam et al., 2001). E possivel que uma parte fittmas imunorreativas a GAP-43
encontradas neste experimento sejam glutamatérgicdadamente no grupo que recebeu
tratamento com as CS, o que poderia ajudar justibacomportamento motor observado.

Os fatores neurotroficos e as citocinas inflamasgdpodem influenciar a sobrevida, a
diferenciacdo ou a morte das células. O fator nefroo FGF-2 regula de modo paracrino o
trofismo de diversos tipos de neurdnios durantesedvolvimento e a vida adulta (Chadi et al.,
1994; Mocchetti et al., 1996; Gomide e Chadi, 198@&Vvido suas multiplas funcdes, tais como
promover a sobrevivéncia e a regeneracao neu@magiogénese e a remodelacao tecidual, o
FGF-2 tem sido associado aos mecanismos de repadgeno no SNC (Mocchetti et al., 1996;
Meijs et al., 2004).

O FGF-2 esta presente em astrocitos e seu aumed® gstar associado a atividade
sobre o trofismo neuronal desencadeada apos lesaw (e Chadi, 2001). Além disso, o FGF-2
estimula as respostas gliais apos leséo e prompvaiteracdo de astrdcitos reativos, 0s quais
podem liberar moléculas com efeitos tréficos no iemte da lesdo (Eckenstein et al., 1991;
Koshinaga et al.,, 1993). Estas funcbes podem esfacionadas aos resultados aqui
demonstrados. O acumulo da imunorreatividade do-E@& redor de neurdnios indica que ele
pode ser liberado por astrécitos, sugerindo que fagr neurotréfico age de modo autécrino,

promovendo as fungdes gliais apropriadas nos psosede recuperacéo celular (Follesa et al.,
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1994).

Os resultados aqui apresentados apos 2 mesesadeektfo de acordo com o estudo de
Follesa et al. (1994), onde ocorreu aumento da amaatividade do FGF-2 nas substancias
cinza e branca da medula espinal 7 dias apds les@dular contusa (25mm). A
imunorreatividade do FGF-2 foi detectada no fadoiguacil 5 dias apds a lesdo medular em
ratos (Mocchetti et al., 1996), o que também oconeste experimento. Apos a lesédo contusa,
ocorreu aumento no numero de perfis imunorreata@sFGF-2 no epicentro e em niveis
adjacentes, o que pode elevar os processos eny®lua recuperacdo funcional, muitas vezes
observados apés lesdo medular em ratos (Beattie £997).

Apesar do exato mecanismo pelo qual o FGF-2 inflizea sobrevivéncia da célula e a
plasticidade ap0s lesdo ndo ser claro, ele tem mithrionado com a estabilizacdo da
homeostase do céalcio (Mattson et al., 1989; Cherdatison, 1991). Logo, a expresséo
endogena de fatores neurotroficos pode ser um tanerrecurso no tratamento de lesdes do
SNC.

As respostas morfoldgicas e bioquimicas apés lesitular sdo mediadas por respostas
inflamatérias locais, seguidas por eventos neunEgtivos e neuroprotetivos (Giulian et al.,
1993; Davies et al., 1996; do Carmo Cunha et &072 ApOs a lesdo os componentes da
cicatriz glial servem para reparar a barreira hematdular, limitando a degeneracéo celular e
a resposta inflamatoria, prevenindo que esta smeatpara regides adjacentes (Moonen et al.,
1990; Namiki et al., 2000; Silver e Miller, 20049romovendo a regeneracdo do SNC e
favorecendo os eventos troficos no local da lesdim eegifes adjacentes (Chadi et al., 1994).

As respostas gliais no tecido nervoso lesado ermadvem respostas funcionais
intrinsecas sdo mediadas por substancias quiniieaadas no local da lesédo, (Martin, 1992;
Giulian et al., 1996). Postula-se que as interagdgge 0s astrocitos e a microglia ativados

exercam influéncia nos eventos tréficos na are&es@o, assim como em regides adjacentes
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(Giulian et al., 1996; Leme e Chadi, 2001).

A cicatriz glial é também invadida por células etetlais que reorganizam os vasos
sanguineos, resultando em uma revascularizaca@mumove suporte trofico e metabdlico
essencial para o reparo apos lesdo (Stichel e MdI#98). A morte ou a sobrevivéncia de
astrécitos pode influenciar as respostas motoraxidoais através de seus efeitos na
neurogénese e na reorganizacdo sinaptica (Chen ams8w 2003). Deve ser também
considerado que os astrocitos podem receber idiaé&te fatores liberados pelas CS os quais
podem alterar seu fendtipo e da expressao de rtodnflamatérias na area da lesédo, que
interferem com a ativacao astrocitaria (McKeonl.etl®91; Yoshida et al., 1992).

Na auséncia de lesBes as células imunorreativdsA® Gdo abundantes na substancia
branca, mas raras na substancia cinza. Apos lesdalan, aumentos significantes de células
imunorreativas a GFAP sao encontrados em ambagbatiacias (Curtis et al., 1993; Dusart e
Schwab, 1994; Prewitt et al., 1997; Xu et al., 190@adi et al., 2001; Ishii et al., 2001), o que
esta de acordo com os resultados aqui apresentaglosiderando que houve alteracdo nas
regibes do corno anterior e funiculo lateral, bermma no epicentro da lesdo medular. Assim
como no estudo de Takami et al. (2002), onde tanfbéancontrada maior imunorreatividade
da GFAP na regido do epicentro da lesdo apds gimjge CS.

As substancias secretadas pelos astrocitos reaiyma microglia merecem atencéo
devido seu papel paracrino na formacéo da cicgliat e sua acdo neuroprotetora. A secrecao
de substancias gliais com atividades inibitoridedcas perto da leséo foi descrita, podendo
inibir o crescimento de fibras indesejaveis e/cevpnir a degeneracdo das fibras (Fawcett e
Asher, 1999). Além disso, as células gliais reatimas areas lesadas podem favorecer a
plasticidade e o trofismo neuronal, através daesinte da liberagdo de substéncias com
propriedades tréficas (Moonen et al., 1990; Namildl., 2000).

Ard et al. (1987) afirmam que a matriz extracelgerduzida pelas CS promove e guia
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0 crescimento neuritico de varios tipos de neusdio SNC e SNP. Segundo Fitch e Silver

(1997), os niveis elevados de proteoglicanos oocoem um padrao muito restrito, confinado
ao foco de lesdo. Segundo Levine (1994) as célm@amorreativas ao PGSC NG2 sao
recrutadas apoés lesdes traumaticas, com acumuéresada lesdo, provavelmente devido a
combinacéo da proliferacéo e da migracdo. O nuehke®lulas alcanca seu pico apos 7 dias de
lesé@o, declinando lentamente ap0s este periodae@sta de acordo com os resultados aqui
apresentados em relagcdo ao PGSC NG2.

Deve ser considerado que as células imunorreativgaBGSC NG2 podem ser tanto
astrocitos como oligodendrdcitos (Dawson et alQ02QJones et al., 2002; Zai e Wrathall,
2005). Se estas células sao oligodendrdcitos,peldem estar associadas a remielinizacdo de
fibras. Porém, se estas células de diferenciarerastricitos, elas poderiam nao sé auxiliar na
reorganizacdo estrutural do tecido, mas também rodupdo de substancias troficas que
beneficiem os processos plasticos do SNC.

Para as imunorreatividades analisadas na regi@&pidentro da lesdo (GFAP, FGF-2 e
NG2) o grupo controle foi estatisticamente difeestainto do grupo que recebeu lesdo contusa e
inoculagcdo do meio de cultura, como do grupo quebreu lesdo contusa e tratamento com as
CS. Porém, o grupo que recebeu lesédo contusa elégéo do meio de cultura foi diferente do
grupo tratado com as CS s6 no que se refere a maatividade da GFAP. Estes resultados
podem estar relacionados as quantidades elevadfatodes neurotréficos que favorecem os
eventos troficos na area da leséo e nas regidaseadgs (Dijkstra et al., 1999). A sintese e a
liberacdo de substancias com propriedades tréficasieurbnios sado importantes na contencao
da degeneracédo secundaria apos a lesdo da meginkal ¢damiki et al., 2000). Estas respostas
gliais se estendem para as areas adjacentes diw tpeservado, podendo influenciar a
neuroplasticidade na recuperagédo motora.

O PGSC NG2 e o fator neurotréfico FGF-2 podem, anas em parte, serem
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responsaveis pela maior reatividade astrocitarigrdpo tratado com as CS. Ha também o fato

de que as proprias CS produzem substancias trafimasleixam os astrécitos mais reativos. E
importante ressaltar que os astrdcitos influena@amigracao das CS (Salgado-Ceballos et al.,
1998). Hertz e Zielke (2004) afirmam que grandéepdas funcdes do glutamato sao reguladas
pelos astrécitos.

E possivel que o tratamento com as CS tenha estimuima maior reacio astrocitaria
ao nivel da leséo, possivelmente contribuindo com processo mais efetivo de reparo e
cicatrizacado local, com reflexos no processo dape@cao do comportamento. Este efeito de
induzir uma maior ativacdo astrocitaria na bordéedao aquela produzida pela lesdo em si ndo
se acompanhou da adicional expressdo de FGF-2 ¢ p&E2 menos quando analisado aos 2
meses poés-cirdrgico possivelmente pela desnecass@nutencdo de um provaveduto-
turnover destas moléculas.

As alteragdes funcionais dos neurbnios podem sardogis, sem a necessidade de uma
alteracdo estrutural evidente. Isto pode ser amiaatlo pelas mudancas bioquimicas na
interacdo entre as células, caracterizando fenOsngldsticos. Estas observacdes indicam que
0s astrocitos reativos podem ser um dos princigponsaveis pelos mecanismos plasticos
encontrados neste experimento, principalmente nhomedo desempenho motor dos animais
tratados com as CS. O processo enddégeno de migogsidCS associado com processos
exdgenos, como a inoculacdo de CS, aumenta a racd@pemotora apos lesdo da medula
espinal (Beattie et al., 1997).

A lesdo medular, a locomoc¢édo e o treinamento aps&ol podem alterar o estado
fisiolégico e bioquimico dos sistemas de neurotrassores, alterando as vias sensorio-
motoras que geram a locomocao (Edgerton et al4)2Q0na consideragédo importante para o
desenvolvimento de terapias para o tratamentosd® lmedular € o fato de que a bioquimica

celular é alterada conforme o tempo da lesdo (€hal, 2002).
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As citocinas inflamatorias, reguladas por sinatemos, sdo mediadoras e ativadoras da

funcdo astrocitaria. Quando sintetizadas estag&ulias agem rapidamente, exercendo a¢des
locais e sistémicas, com func¢Bes autdcrinas e p@a&c (Abbas e Litchman, 2005). A
inoculacéo de citocinas inflamatorias realizadaenegperimento provavelmente néo foi tdo
benéfica quanto o proprio potencial endégeno do 8MCpromover a homeostase do meio. O
fato do tratamento adicional com as citocinas r@opbtenciado o efeito das CS pode ser
devido diferentes abordagens, concentracdes e des&s necessarias para influenciarem de
forma consistente os complexos mecanismos neuégfdols relacionados a neurodegeneracao,
a neuroprote¢ao e a neuroplasticidade.

O uso de CS promove uma significante recuperacéoidoal e axonal apds lesédo
medular contusa em ratos e assegura investigagacaphbcacao clinica potencial (Rasouli et
al., 2006). A melhor compreenséo do funcionament&NC frente a lesdes ou modificacdes
do ambiente celular e molecular, assim como dgpe&ncial endégeno, se faz necessaria. Ha
de se considerar que os programas de processametdono SNC do rato diferem em alguns
pontos daqueles dos humanos. De modo que nem mgodascrito nesta tese pode ser
reproduzido na clinica no paciente com traumatisasui-medular. Por outro lado, é notorio
gue as avaliacOes celulares e moleculares agwadpk que evidenciaram a importancia da
plasticidade na medula espinal lesada nos padréeealperacdo motora espontanea nao

poderiam ser estudados na clinica.
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6. CONCLUSOES

1. A inoculacdo de CS na lesao contusa da medulaasienratos aumentou a
recuperacao espontanea do comportamento motog efge ndo potenciado
pelo pré-tratamento das CS com as citocinas infianag TGF-31 e TNk

2. As injecdes de CS pré-tratadas ou ndo com asmésdnflamatérias TGF-31
e TNFa na medula espinal submetida ao trauma contusoNyéld Impactor
nao protegeu o 6rgdo da neurodegeneracdo secueddoialesaparecimento
neuronal préximo a leséo.

3. As alteragbes das imunorreatividades encontradas regibes de tecido
preservado provavelmente estdo relacionadas com eahora do
comportamento sensdrio-motor encontrada no grigiadn com as CS, néo
observado no pré-tratamento com as citocinas irflérias TGF-R1 e TNE-

4. As respostas gliais vistas pela imunorreatividadeG#FAP, do FGF-2 e do
PGSC NG2 no epicentro da lesdo apds a injecdo 8asi6 tratadas com as
citocinas inflamatérias TGF-B1 e TNF{podem estar relacionadas aos
processos troficos paracrinos moduladores do repacicatrizacdo. Estas
respostas gliais se estendem para as areas admdentecido preservado e
podem ter influenciado as respostas neuroplastitastas areas, com

repercussao no ganho do comportamento motor.
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ANEXO

1 | : A'lesdo contusa alterou a imunorreatividade, lanve de tecid preservado ou ¢

< *r"}TREG‘AO'DEREPA*R'OT—Y}*5': ~
¢

REGIAO DE PLASTICIDADE

GFAP
7
1

FGF-2

$ (+ ou - TGF-RB1)
1 (+ou-TGF-B1, FG)
1 (FG)

NG2

1
1

nimero de neurbnios remanescentes.

REGIAO DE PLASTICIDADE

GAP-43
1(CA

GLUTAMATO

1(CA

1(FL)

1 (+ou—-TGF-R1, FL)

NPY
T(CA
T(FL)
T(FL)

GFAP
1 (+ ou— TGF-R1, CAe FL)

FGF-2
1 (+ou-TGF-B1, FL)

VOLUME DE TECIDO
PRESERVADO

i

NUMERO NEURONIOS
REMANESCENTES

i

1 |: O tratamento com as células de Schwann mantefeito da leséo.

1 |: O tratamento com as células de Schwann potencieito da leséo.

}: O tratamento com as células de Schwann alteramuaorreatividade quando

comparado com 0 grupo controle.
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Anexo A - Esquema representativo dos principais resultast@®ntrados. CA(Corno Anterior), FL
(Funiculo Lateral), FG (Fasciculo Grécil), + ou GHf1 (presenca ou auséncia TGE: Figura

adaptada deGeorge Paxinos and Charles Watson - The Rat BrhinStereotaxic Coordinates,
Compact Third Edition, Academic Press, 1997
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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