VICTOR TULIO RIBEIRO DE RESENDE

“Evidéncias da Atividade Trofica de Células
Derivadas da Medula Ossea na Regeneracéo do
Sistema Nervoso Periférico”

TESE SUBMETIDA A UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO
DE JANEIRO VISANDO A OBTENCAO DO GRAU DE
DOUTOR EM CIENCIAS BIOLOGICAS (BIOFISICA)

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro
2007



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ribeiro-Resende, Victor T.

Evidéncias da Atividade Trofica de Células Derivadas da Medula Ossea na Regeneragéo
do Sistema Nervoso Periférico/

Victor Tulio Ribeiro de Resende — Rio de Janeiro:

UFRJ/IBCCF, 2007

XIl, 98 f.:il.; 31cm

Orientadora: Rosalia Mendez Otero

Tese de Doutorado — Universidade Federal do Rio de Janeiro, IBCCF, Programa de
Bioengenharia e Biotecnologia Animal, 2007

Referéncias Bibliogréaficas: f. 88-99

1.Regeneracéo 2. Nervo Ciatico 3. Células Derivadas da Medula Ossea 4. Ganglio da Raiz
Dorsal 5.Medula Espinhal 6. Fatores Neurotroficos 7. Neurociéncias — Tese

I- Mendez-Otero, Rosalia. Il- Universidade Federal do Rio de Janeiro, IBCCF, Programa
de Bioengenharia e Biotecnologia Animal. 111- Titulo




O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Neurobiologia Celular e
Molecular do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, sob orientagdo da Dra.
Rosalia Mendez Otero e na vigéncia de auxilios concedidos pela Coordenacgao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Programa de Nucleos de
Exceléncia (PRONEX), Conselho de Ensino para Graduados da UFRJ
(CEPG/UFRJ), Fundacéao Universitaria José Bonifacio (FUJB), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), Fundagdo de Amparo a Pesquisa
do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) e Ministério de Saude.



Agradecimentos

- A professora Rosalia Mendez Otero por me acolher em seu laboratério ao longo desses
oito anos, desde a iniciacao cientifica;

- Aos componentes da banca, ao revisor e aos suplentes por aceitarem 0 convite e
dedicarem seu tempo na leitura e discussdo dos dados contidos nesta tese;

- Ao professor e amigo Marcelo Felippe Santiago por todo o aprendizado no laboratorio,
principalmente sobre microscopia éptica;

- A querida Professora Cecilia Hedin Pereira por permitir a minha entrada no Laboratério
de Neurobiologia Celular e Molecular (NCM) em setembro de 1999;

- Aos queridos alunos de iniciacdo cientifica do NCM (os periféricos), Pedro Moreno
Pimentel Coelho (hoje doutorando do NCM), Raquel de Moura Brito Mendez, Joéo
Paulo Cordeiro de Lima e Louise Mesentier Louro. Muito obrigado pelo interesse,
dedicacéo e contribuicdo para esse trabalho;

- Aos professores e amigos, Ricardo Augusto de Mello Reis e Cristiano Coutinho, pelo
incentivo e conselhos;

- Ao amigo e técnico do NCM Felipe Marins;
- Ao nosso bioterista Sr. José Tibuarcio;

- A todos os ratos e camundongos que cederam as suas vidas para que esse trabalho
pudesse ser realizado;

- Aos amigos da UFRJ, Jodo Pedro Saar Werneck de Castro, Emerson Lopez Olivares,
Mauricio Castro, Brian Njaine, Ricardo Henrique, Danilo Furtado, Eduardo Both, Léo
Morita, Anderson dos Santos e Ricardo Azevedo (0 Mostro) por todos os conselhos e
conversas cientifico-culturais. “Valeu rapaziada!”

A minha querida Roberta Figueiredo, pelo incentivo, amor e companheirismo.

A querida amiga Ana Cristina Machado Ledo, grande companheira nos bons e maus
momentos;

As queridas amigas Virginia Duarte (Aparicial) e Isis Cristina pela amizade e
companheirismo;

Aos demais companheiros de laboratério, muito obrigado a todos;

- Aos mestres Maurdo, Gabriel, Mario Moura e Celso Alvim e aos amigos batuqueiros,
Rodrigo Cupim, Mariana, Giordano e Mannuela. M.o.n.o.b.l.o.c.0, que beleza...

- Aos meus pais e herois, Themis Ponzio de Rezende e Marilene Marinho Ribeiro, pelo
amor, educacdo e liberdade de escolha que vocés me deram. Amo vocés do fundo do meu
coragao!



“Voceés que estdo no palacio, venham ouvir meu pobre pinho. Nao
tem o cheiro do vinho, das uvas frescas do Lacio. Mas tem a cor de Inacio,
da serra da catingueira. Um cantador de primeira que nunca foi a uma
escola. Pois meu verso é feito a foice, do cassaco cortar cana. Sendo de
cima pra baixo, tanto corta como espana. Sendo de baixo pra cima, voa do

cabo e se dana.”

Ivanildo Vilanova, fragmento de um improviso.



Sumario

LiSta A8 ADIEVIALUIAS. ... .ecuee ettt te e e st tees e sbeebeeneesreeaeeneeaneenens 8
RESUMO M POITUGUES. .....eeeieieeie ettt sttt te e e st esbeeseesneesteeneeaneesneenneeneenas 11
RESUMO M INQIES......eiiiiiieiee ettt st e et e et e st e e be e e e sreesreennesreenee e 12
LUINEFOTUGAOD. ...ttt bbb bbbt e bbbt bbbt 13
1.1- O desenvolvimento do sistema nervoso periférico (SNP)........ccccvveriiiiernennen, 13
1.2- O nervo ciatico como modelo de estudo do SNP..........ccceovvirinieninienisees 16
1.3- A Célula de Schwann e a Bainha de Mielina............cc.ccoovviiiininnenise 17
1.4- O Ganglio da Raiz Dorsal (GRD).......c.cccuiiiiiriiiiesieseeie e e 23
1.5- A ReQeNeraGio 00 SNP..........ccoiiiiiiiieiee e 25
1.6-  Reparo de nervos periféricos utilizando proteses tubulares............cccccevvevvernnnne 38

1.7- A biologia das células derivadas da medula 6ssea e o seu potencial terapéutico

EM 1ESDES 0O SNP......oiiieiee e e 42

2.0DJEIIVOS. ...ttt bbb R bbb b bbb 45
3. MaALEriaiS € IMBLOUOS. ... ettt bbbttt bbbttt neene e 46
K TB N o0 - UL PSSP RO PRPRPRR 46

3.2- Obtencdo de celulas da fragdo mononuclear da medula 0ssea............cccoecvevereeneen. 46

3.3- Procedimentos cirargicos para estabelecimento do modelo experimental.............. 49

3.4- Procedimentos cirargicos para aplicacdo de tracador axonal...............ccccevevveieennens 52

3.5- Administracdo de Bromo-Deoxiuridina para quantificacdo da proliferacdo glial in

3.6- Perfuséo, Crioprotecdo, Medida de Crescimento e Densidade Axonal e Obtencao de

(00 g (oI 0] g [=] F=To [0 13U 55
3.7- Técnicas Histoquimicas e Imunohistoquimicas...........ccccevevveiieiieieciiese e 56
3.7.1- Coloragao Vermelno NEULIO.........cccouiiiiiiieieieicses e 56

3.7.2- Imunocitoquimica dos cortes de Nervo Ciatico, GRD e Medula Espinhal..57
3.8- Cultura de Células derivadas da Medula Ossea e Obtenc&o do Meio Condicionado de

Células da Medula OSSBa............cc..erveeveeereiieessieesse et esess st 60
3.9- Cultura de Explantes de Ganglio da Raiz Dorsal e de Neurdnios Simpaticos

[0 TSIS{0 Lol T o[0T USSP PPSN 60
3.10- Cultura de Explantes de Nervo Ciatico de Ratos AdUltos...........ccccveveivereiieennnn 62
3.11- Analise Microscopica, Quantificacdo e Analise Estatistica.............cccoeveveeivernnnen. 63

A RESUITAAODS. ...ttt bttt b e bt st s b e et ne e beebe e nre s 65



4.1-  Crescimento Axonal no Interior do Tubo de Polietileno............cccccocvvviiininnne. 65
4.2- CDMO Aumenta a Sobrevivéncia de Neurénios do GRD apds Lesao do Nervo
O F- 1[0 SR PP TP 67
4.3- CDMO Aumentam o Numero de Axdnios Sensitivos e Motores em Regeneracao
ap0S LesE0 A0 NErvO CIALICO. ..o 70
4.4- CDMO Apresentam Baixo Potencial de Diferenciacdo em Células de Schwann in
1YL J OSSPSR 73
4.5- A Atividade Tréfica de CDMO Aumenta a Sobrevivéncia e Neuritogénese de
NEUrONIoS SIMPALICOS. .....ccuevereriirieieieie et et 73
4.6- A Atividade Tréfica de CDMO Aumenta a Neuritogénese de Explantes de
Ganglio de RAIZ DOrSal.........cc.ooveiiiiieiie s 75
4.7-  Atividade Trofica de CDMO Aumenta a Migracéo e o Numero de Células Gliais
in Vitro a partir de Explantes de GRD.........ccccceiiiiiiiiniiee e 77
4.8- A Atividade Tréfica de CDMO Aumenta a Migracao de Células de Schwann a
partir de explantes de Nervo Ciatico AdUlto...........ccccevveveeieiieecr e 79
4.9- CDMO Aumentam a Proliferacdo de Células de Schwann in vivo apos lesao do
NEIVO CIALICO. ....viviitisiietieieie ettt e et e st ntenne e 81
4.10- CDMO Aumentam a Proliferacdo de Células Satélite no GRD in vivo apés Lesdo
A0 NEIVO CHALICO. ...ttt 81
4.11- A Atividade trofica de CDMO aumenta a proliferacao glial na medula espinhal
ap0S 16530 A0 NEIVO CIALICO........cieiiiiieieieieie et 84
LT 00 0] [0TSR 87
B. DISCUSSAD. ...ttt ittt skttt b b bbbt e e b bbbt b bt e bt e s et e b e b e et e s b e bt b e e ne e 89
6.1-  Contribui¢cbes das CDMO para a regeneracao do sistema nervoso periférico:
Estariam essas células agindo como mini-bombas de liberag&o continua?.......89
6.2-  Atividade tréfica de CDMO agindo em duas vias: Neuroénios e Glia................ 92
6.2.1- Proliferacdo de células de Schwann apos 1€S80..........cccccvvevveiecicrinennene, 92
6.2.2- Proliferacdo das células satélite do GRD..........cccccceovevvveviiiieiieie e, 94
6.2.3- Proliferacdo de células gliais na medula espinhal.............cccccoocvvvinnenn. 95
6.3- Pespectivas e consideragdes finais sobre o uso de CDMO em teratipas celulares para
regeneraCao O SNP.........ccci i e 96
7. RETEIBINCIAS ...ttt bbbttt ettt st b e b e e et et e e 98



Lista de Abreviaturas

AMPc - Adenosina monofosfato ciclica

ATP - Trifosfato de adenosina

BDNF - Fator neurotrofico derivado do cérebro

BrDU — Bromodeoxi uridina

BSA - Soro de albumina bovina

CC - Canal Central da Medula espinhal

CDMO - Células derivadas da medula 6ssea

CDMOCFP* - Células derivadas da medula dssea positivas para a proteina
fluorescente verde

CNAPs - Potenciais somatosensoriais evocados

CNTF - Fator neurotrofico ciliar

Cy3 - Indocarbocianina

DAPI - 4°, 6’'-diamidino-2-phenilindol

Dil - 1,1"-dihexadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine perchlorate
DL - Dorso-lateral

DMEM - Meio de eagle modificado por Dulbeco

DMSO - Dimetil-sulféxido

Erb B - Receptor para neuregulinas tipo B

FCS - Soro fetal de novilho

FGF - Fator de crescimento de fibroblastos

GAP-43 - Proteina associada ao crescimento com 43Kd de peso molecular
GDNF - Fator neurotréfico derivado da glia

GFAP - Proteina fibrilar acidica da glia

GFP - Proteina fluorescente verde



GPI - Glicosilfosfatidilinositol

GRD - Ganglio da raiz dorsal

Hz - Hertz

LIF - Fator inibitorio de leucemia

MAG - Glicoproteina associada a mielina

MAPK - Proteina cinase ativada por mitégeno

MBP - Proteina basica de mielina

MC-CDMO - Meio condicionado das células derivadas da medula 6ssea
MEPs - Potenciais musculares evocados

NC - Nervo ciatico

N-CAM - Molécula de adeséao celular neural

NF-200 - Neurofilamento com 200Kd de peso molecular
NGF - Fator de crescimento de nervos

NGS - Soro normal de cabra

NRG-1 - Neuregulina-1

NT-3 - Neurotrofina-3

NT-4 - Neurotrofina-4

OMgp - Glicoproteina de mielina de oligodendrécitos
P75 - Receptor de baixa afinidade para neurotrofinas
PBS - Salina tampéao fosfato

PEIP - poli [(etilalanato) 4(imidazolil), sgfosfazeno]
PF4% - Paraformaldeido a 4%

PGSC - Proteoglicanos de sulfato de condroitina
PI-3 K - fosfatidil inositol 3 cinase

PLC - fosfolipase C



PMP22 - Proteina basica de mielina periférica

RNAm - Acido ribonucléico mensageiro

RPM - Rotacbes por minuto

$100-B - Subunidade B da proteina ligadora de Ca*" associada ao citoesqueleto
SNA - Sistema nervoso autdbnomo

SNC - Sistema nervoso central

SNE - Sistema nervoso entérico

SNP - Sistema nervoso periférico

TGF-B - Fator de crescimento e transformagéao-f3

TNF-a - Fator de necrose tumoral-a

TrK (A, B, C) - Receptor de alta afinidade de cinase relacionada a tropomiosina
VEGEF - Fator de crescimento de vasos endoteliais

VL - ventro-lateral

YFP - Proteina fluorescente amarela

10



Resumo

Os neurbnios Sistema Nervoso Periférico (SNP) s&o capazes de regenerar
seus axbnios apoOs sofrerem uma lesao, diferentemente do que ocorre no Sistema
Nervoso Central (SNC). No entanto, em muitos casos, essa regeneragdo nao €
completa e, portanto ndo é capaz de promover uma melhora funcional. Apods
transecgéao total do nervo ciatico ocorre no ganglio da raiz dorsal (GRD) uma perda de
aproximadamente 40% de neurénios. Neste trabalho, Investigamos o possivel papel
das células tronco derivadas da medula 6ssea na regeneracdo do SNP. Como
modelo experimental utilizamos a transeccdo do nervo ciatico em ratos e
camundongos. O nervo seccionado foi reconectado no interior do tubo de polietileno e
em seguida o interior do tubo foi preenchido com células derivadas de medula éssea
(CDMO) ou PBS. Observamos aumento da sobrevivéncia neuronal no GRD além da
regeneracgao de axbnios sensitivos e motores presentes no nervo ciatico apés 7, 21 e
42 dias da lesao e tratamento. A analise das CDMO injetadas no interior do tubo néo
mostrou potencial de diferenciacdo em células de Schwann. No entanto, as CDMO
apresentaram atividade trofica capaz de promover sobrevivéncia neuronal e
neuritogénese in vitro. Além disso, a atividade tréfica de CDMO aumentou a
migracdo e a proliferacdo de células gliais tanto no SNP quanto no SNC. Nossos
resultados sugerem que a atividade tréfica de CDMO aumenta a regeneragdo no SNP

agindo em populag¢des neuronais e em populagdes glias.
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Abstract

Differently from the central nervous system (CNS), neurons from peripheral
nervous system (PNS) are able to regenerate their axons after nerve lesion.
However, very often this regeneration is not complete and does not represent any
functional recovery. After sciatic nerve transaction it is estimated that 40% of dorsal
root ganglia (DRG) neurons die. In the present work, we investigated a possible role
for bone marrow-derived stem cells in the PNS regenration. After sciatic nerve total
transection in adult rats both proximal and distal stumps were reconnected inside a
polyethylene guide tube. After connection, the gap between both stumps (4mm) was
filled with bone marrow derived cells (BMDC). We observed DRG neuronal survival
and axonal regeneration of both sensory and motor axons seven, twenty and forty
two days after the lesion and treatment. BMDC injected inside the guide tube does
not showed any differentiation into Schwann cells in vivo. However, trophic factor
released BMDC induced neuronal survival and neuritogenesis in vitro. Moreover,
trophic activity derived from bone marrow cells increased migration and proliferation
of glial cells in both PNS and CNS. Taken together, these results suggest that
trophic activity derived from bone marrow cells improves PNS regeneration acting on

both neuronal and glial population.
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1- Introducgao

1.1- O Desenvolvimento do Sistema Nervoso Periférico

O sistema nervoso periférico (SNP), assim como o sistema nervoso central
(SNC), tem sua origem a partir do folheto embrionario ectodérmico. Logo apés o
dobramento da placa neural e formacado do tubo neural, uma populacdo de células
proveniente das bordas da placa neural se separa do tubo neural formando a crista
neural (Figura1A). As células da crista neural tém uma grande capacidade
proliferativa e migratéria dando origem aos neurbnios e a glia do SNP além de
diversas outras populagdes celulares como melandcitos e células epiteliais. Numa
primeira etapa de migragao, as células da crista neural apds se distanciarem do tubo
neural, aglomeram-se e diferenciam-se em células comprometidas com o fenétipo de
neurénios e glia (LeDouarin et al., 2007). Ap6s a diferenciagéo, os neurénios iniciam
0 processo de extensao axonal a partir dos aglomerados celulares denominados, a
partir de agora, de ganglios. Duas proje¢cdes axonais sdo enviadas: uma em diregcao
ao tubo neural, denominada de ramo central e outra em diregcao a periferia, o ramo
periférico. Essas proje¢des axonais, ao encontrarem seus alvos, servem de guia
para que ceélulas da crista neural, precursores neuronais ou gliais migrem para a
regido correta ao longo do nervo em desenvolvimento (Pietri et al., 2004). Essas
células migratérias da segunda etapa tendem a formar no SNP em desenvolvimento,
as células de Schwann e fibroblastos, que irdo constituir a camada de tecido
conjuntivo mais interna dos nervos, o endoneuro (Joseph et al., 2004).

Maro e colaboradores (2004) demonstraram que existe uma populacédo de

células precursoras provenientes da crista neural que migra e habita por um curto
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periodo de tempo duas regides distintas do SNP em desenvolvimento. Uma delas
seriam as raizes dos nervos espinhais e a outra seria a zona de entrada do géanglio
da raiz dorsal. Para essa demonstragédo o grupo utilizou a técnica de Knock in CRE
recombinase no locus do gene Krox 20 de forma que o produto lac Z ou a proteina
fluorescente amarela (YFP) fossem expressos como indicador de transfecgcdo em
camundongos no periodo embrionario de E10 até E15. Segundo o grupo, essa
populacdo de células pertence a chamada segunda onda migratéria no
desenvolvimento do SNP e dao origem as células precursoras de Schwann que
ocupam as raizes dorsais. As células concentradas na regidao de entrada do GRD
dao origem principalmente a neurdnios de corpo celular pequeno (nociceptivos) e
células satélite.

O SNP compreende aglomerados de corpos celulares de neurdnios (ganglios) e
nervos. Em mamiferos adultos esses neurdnios sao circundados por um tipo celular
glial denominado de células satélite. Essas células além de funcdo estrutural no
ganglio, também s&o fundamentais para a sobrevivéncia e manutengao da atividade
fisiolégica dos neurdnios. Através de jungdes comunicantes, as células satélite
exportam para os neurdnios moléculas como o fator de crescimento do nervo (NGF),
o fator de crescimento derivado do cérebro (BDNF) e o AMPc (Wetmore e Olson,
1995). Além dessa populacédo glial, as células de Schwann e seus precursores
também residem nos ganglios, exercendo fun¢des na organizagéo e mielinizagao
das projecdes axonais e dando origem as novas células de Schwann,
respectivamente. No final do desenvolvimento os nervos periféricos sao formados
por células de Schwann que podem formar ou ndo bainha de mielina nos axdnios.
Os axobnios por sua vez sao os principais componentes dos nervos, por conduzirem

o impulso elétrico no sentido aferente (em dire¢do ao SNC) ou eferente (na diregédo
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Regido precursora

A Placa Neural
da crista neural
Epiderme

v 1 . ] Células-
RV Células Tronco da
Neuroeptellals Crista Neural Neurdnios
Notocorda 1 Celulas de
Schwann

Células Flbroblastos

Progenltoras

—} Neurdnios

Celulas Tronco \‘
Glia no Adulto \ Astrécitos

Radial

Oligodendrocitos

Ventriculo

Tubo neural

que constituem o SNP (esquema a direita).

Figura 1A — Desenho ilustrativo dos periodos iniciais do desenvolvimento do sistema nervoso e da
migragado das células da crista neural dando origem aos principais tipos celulares que formam o
SNP. Dobramento da placa neural formando o tubo neural (azul claro) e a crista neural (laranja, esquema a
esquerda). A partir da crista neural migram células da crista neural que irdo formar as populagdes celulares
Células da crista neural originam neurdnios, células de

Schwann e fibroblastos. Adaptado de: Pevny e Rao, 2003

Medula Espinhal
L4
L5 P Projegdes L4, L5, L6
L6 Bifurcacao
B Membros Inferiores

Figura 1B - Desenho ilustrativo da anatomia do nervo ciatico de ratos adultos. Projegdes axonais dos
motoneurdnios contidos no corno anterior (regido ventral) da medula espinhal se unem as projecdes
periféricas do GRD formando um dos trés segmentos (L4, L5 ou L6) que mais adiante vao se unir e formar o
nervo ciatico. A partir do GRD partem também proje¢bes axonais (raizes dorsais) em diregdo ao corno dorsal

da medula espinhal.
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do tecido alvo). Além disso, fibroblastos formam trés camadas de tecido conjuntivo
denominadas de endoneuro, epineuro e perineuro. Essas camadas de tecido
conjuntivo possuem importante fungcao estrutural e de manutencdo da composicao

da matriz extracelular.

O SNP pode ser ainda dividido em trés componentes principais: 0 componente
somatico, autondmico (Sistema Nervoso Autbnomo - SNA) e o sistema nervoso
entérico. As estruturas somaticas do SNP sdo constituidas por dois componentes

distintos, o motor e o sensitivo.

Além dos neurbnios do GRD, seus prolongamentos e as células da glia, fazem
parte do SNP os axbnios dos neurbnios motores. Os neurdnios motores sao
unipolares com seus corpos celulares contidos no corno anterior da medula espinhal
e estendem seus axdénios até o tecido-alvo, representado pela musculatura estriada

esquelética ou até a musculatura lisa e glandulas no caso dos axdnios do SNA.

1.2- O Nervo Ciatico como Modelo de estudo do SNP:

O nervo ciatico pertence ao componente somatico do SNP, sendo que sua
composicao é mista, isto €, possui axénios de neurbnios sensoriais € motores. Os
corpos dos neurbnios motores que compdem o nervo ciatico do rato encontram-se
no corno anterior da medula espinhal ao nivel das vértebras lombares L4, L5 e L6.
Os neurdnios sensoriais, que compdem o GRD, tém suas proje¢des axonais centrais
conectadas a neurbnios presentes no corno dorsal da medula espinhal, também ao
nivel das vértebras lombares L4, L5 e L6 (Figura 1B). As projegdes axonais
periféricas dos neurbnios sensoriais € as projegcdes motoras inervam de forma

homogénea trés grupamentos musculares especificos presentes nos membros
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posteriores do rato: lateral gastrocnémio, solear e tibial anterior. Esses grupos
musculares sao inervados exclusivamente pelos axdnios do nervo ciatico. A maioria
das fibras do nervo ciatico sdo mielinizadas pelas células de Schawnn, mas ha uma
parte das fibras sensoriais que sdo nao mielinizadas (para revisdo ver: Sherman e

Brophy, 2005).

1.3- A Célula de Schwann e a Bainha de Mielina

As células de Schwann sao responsaveis pela formacido da bainha de mielina
no SNP enquanto que no SNC os oligodendrdcitos desempenham este papel. Outra
diferenca quanto a mielinizagdo € que um unico oligodendrocito é capaz de
mielinizar mais de um axdnio, enquanto uma célula de Schwann mieliniza apenas
um axoénio (Poliak e Peles, 2003; Fields e Stevens-Graham, 2003) (Figura 2)

Diversos estudos tém demonstrado a plasticidade das células de Schwann
desde sua origem a partir das células precursoras da crista neural. Este dinamismo
esta relacionado a capacidade dessas células de se tornarem mielinizantes ou nao-
mielinizantes. Durante o desenvolvimento de vertebrados, uma populagdo de
células-tronco da crista neural da origem a células precursoras, com capacidade de
diferenciagdo em células de Schwann ou neurbnios periféricos (Jessen e Mirsky,
1999; Mirsky et al., 2002). Uma vez que essas células precursoras assumem 0O
fendtipo de células de Schwann imaturas, irdo entdo se tornar células mielinizantes
ou ndo mielinizantes. Recentemente foi descrito que a quantidade de neuregulina-1
expressa por axoOnios determina se essas fibras serdo ou ndo mielinizadas.

(Taveggia et al., 2002, Michailov et al., 2004) (Figura 3B). O estado mielinizante da
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Figura 2 — llustracdo das diferencas entre a mielinizagdo por células de Schwann e por
Oligodendrécitos. No SNP as células de Schwann é capaz de mielinizar apenas um axénio (A)
enquanto no SNC os oligodendrdcitos sdo capazes de mielinazar mais de um axénio (B). Astrécitos
perinodais, no SNC, fazem contato com os espagos nodais. Em nervos periféricos nao foram
descritas populagdes gliais exercendo a mesma fungéo dos astrécitos perinodais.

Adaptado de: Poliak e Peles 2005
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célula de Schwann diz respeito a capacidade de formar a bainha de mielina em
algumas populagdes de axdnios periféricos.

Os estudos sobre o desenvolvimento das células de Schwann podem ser
descritos em duas partes. A primeira descreve sua origem a partir das células da
crista neural até a formagao da célula precursora, com programa celular ja definido
(Jessen et al. 1994) (figura 3A). O grupo de Jessen e colaboradores caracterizaram
a célula precursora de Schwann distinguindo-a das células da crista neural. Neste
estudo foi observado que a proteina associada ao crescimento (GAP-43) era
expressa somente nas células precursoras no periodo embrionario de E15 em
roedores. Além da expressdo de moléculas, a interagao celular, o comportamento
migratorio e a regulagao da apoptose foram parametros adicionais na caracterizagao
das duas populagdes celulares. A analise da expressdo de S100-3, um marcador
caracteristico da célula de Schwann madura, mostrou que a porcentagem de células
positivas para esta proteina aumenta de 7% para 90% entre E15 e E18 em
camundongos. Esse estudo mostrou ainda que o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) era capaz de manter as células precursoras de Schwann vivas na
auséncia de axonios in vitro. Em camundongos nocaute para B-neuregulina, que é
um fator produzido por neurdnios, a sobrevivéncia das células precursoras de
Schwann foi reduzida, sugerindo que os receptores desse fator (ErbB2 e ErbB3)
estdo presentes em células de Schwann e quando ativados levariam a sinalizagcao
de vias anti-apoptéticas (Garratt et al. 2000a e b). Os receptores ErbB2, no entanto,
parecem nao ser importantes para mielinizagao, proliferagcdo ou sobrevivéncia de
células de Schwann apods lesao (Atanasoski et al., 2006). Durante a mielinizagao
grandes mudangas ocorrem no padrao de expressdo génica das ceélulas de

Schwann. A formacéao da bainha de mielina necessita de extensa sintese de
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Figura 3A - llustracdo do desenvolvimento da células de Schwann a partir das células de crista
neural. Células da crista neural dao origem a células precursoras de Schwann que por sua vez originam
células de Schwann imaturas. A partir desse fenétipo imaturo as células de Schwann podem se tornar
células mielinizantes, passando por um periodo pro-mielinizante ou podem se tornam células n&o
mielinizantes. Uma célula mielinizante pode, no entanto, se tornar uma célula ndo mielinizante (ou vice-
versa) durante a regeneragdo de um nervo periférico, passando pelo fenétipo de célula de Schwann
imatura (setas pontilhadas). Adaptado: Mirsky e colaboradores 2002
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Figura 3B — O papel da Neuregulina-1 na mielinizagao por células de Schwann. A quantidade de
neuregulina-1 expressa nos axénios (pontos ao longo do axdnio) periféricos durante o desenvolvimento
determina se a célula de Schwann imatura sera mielinizante ou ndo mielinizante (B1). Além disso a
quantidade de neuregulina expressa por axénios determina a espessura da mielinizagdo (B2 e B3) e a
organizacao dos axdnios pelas células de Schwann n&o mielinizantes (B3).

Adaptados de: Lemke e cols. 2006, Taveggia e cols. 2005, Michailov e cols. 2004
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membrana plasmatica, de alteragdes na expressao génica e de modificagdes em seu
citoesqueleto para permitir formas espiraladas e o envolvimento dos axénios.
Proteinas de mielina, as quais incluem periaxina, MAG, Py, MBP e PMP22, sao
fortemente expressas, enquanto outras proteinas, como N-CAM, p75 e GFAP, que
estdo presentes em células precursoras de Schwann e células maduras nao
mielinizantes tém sua expressao reduzida de forma marcante (Jaegle e Maijer,
1998). Sox10, Oct-6 e Krox-20 sao fatores de transcricdo induzidos durante a
interacdo entre o axbénio e a célula de Schwann necessarios para que células
precursoras de Schwann se tornem maduras (Britsch et al., 2001).

A proximidade das células de Schwann com axbénios de neurdnios cujas
projecdes encontram-se estabelecidas favorece o estado mielinizante. No entanto,
com a ocorréncia de uma injuria que leve ao rompimento de axdnios periféricos,
células mielinizantes podem se tornar ndo mielinizantes e sobreviverem, mesmo na
auséncia de interagdo axénio-glia (para revisao ver: Jessen e Mirsky, 2002). Células
de Schwann maduras que perdem o contato com axdnios em fungdo de um
rompimento por transeccdo, sofrem alteragbes na sua morfologia e na expressao
génica (Bajestan et al., 2006). Essas mudancgas levam a alteragdo dos seus papéis
bioldégicos no SNP.

O grupo de Barres demonstrou que o NGF é capaz de promover mielinizagao
(expressdo de MAG e Py) em axdnios de neurdnios do GRD pelas células de
Schwann (Chan et al., 2004). No entanto, o oposto foi observado em relagdo a
mielinizagdo de axbnios do GRD por oligodendrécitos, ou seja, o NGF inibiu a
mielinizacdo. Por outro lado, as proteinas plasmaticas S100- e CNPase, presentes
em células de Schwann e oligodendrdcitos respectivamente, foram utilizadas como

controle e ndo apresentaram alteragées nas suas expressdes na presenga ou nao
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de NGF. Ainda quanto a mielinizagdo, foi demonstrado que camundongos nocaute
para uma molécula de superficie chamada periaxina causa deformacdo na
morfologia do citoplasma de células de Schwann mielinizantes. (Court et al., 2004).
As bandas de Cajal, que sao proje¢des do citoplasma das células de Schwann vistas
em corte transversal, praticamente desaparecem nesses camundongos. Foi visto
ainda que o comprimento longitudinal das células de Schwann, ou seja, a distancia
internodal €& severamente reduzida. Como consequéncia, esses animais
apresentaram diminuicdo da velocidade de conducdo dos impulsos elétricos e

também reduziram o tempo de corrida na roda giratéria (Court et al., 2004).

Esse conjunto de dados mostra claramente que moléculas ja conhecidas, como
as neurotrofinas e a neuregulina tém apresentado novos papéis biolégicos na
biologia das células de Schwann e na sua interacdo com axénios no SNP. NGF e
BDNF foram inicialmente descritos como fatores de sobrevivéncia neuronal e
crescimento de axénios (para revisao ver; Barde, 1989 e Lykissas et al., 2007). No
entanto, a literatura recente mostra que essas moléculas participam também nos
processos de mielinizagdo, controle da atividade elétrica neuronal e plasticidade
sinaptica (Arancio e Chao, 2007; Tolwani et al., 2004). As neuregulinas inicialmente
foram descritas como fatores envolvidos na sobrevivéncia de precursores gliais,
incluindo células precursoras de Schwann. Atualmente acredita-se que também

participem dos processos de mielinizagao.
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1.4- O Géanglio da Raiz Dorsal (GRD)

As células do GRD, de acordo com o periodo do desenvolvimento em que se
encontram, originam neurdbnios numa primeira etapa e células gliais numa etapa
seguinte (Bixby et al., 2002, Kruger et al., 2002). Os neurdnios do GRD com corpo
celular pequeno possuem axénios de calibre fino ndo mielinizados e sua atividade
fisiolégica depende do contato com células de Schwann ndo mielinizantes. Esses
neurdnios possuem velocidade de condug¢do dos impulsos elétricos lento e seus
axbénios também sido denominados de fibras C (Ruscheweyh et al., 2007). Além
disso esses neurbnios tém funcdo de conduzir impulsos relacionados a dor
estimulada por calor (queimaduras). Recentemente foi demonstrado que neurénios
com essa morfologia respondem ao NGF, através da ligagdo ao receptor de alta
afinidade do tipo tirosina cinase A (TrKA). Por outro lado, neurbnios com corpo
celular médio possuem axoénios de calibre médio que sao mielinizados, denominados
de fibras AB. Os axbnios desses neurbnios conduzem o impulso elétrico com
velocidade superior aos axdnios nao mielinizados das fibras C e possuem a fungao
de mecanoreceptores. Além disso, foi observado que neurbnios de corpo celular
médio do GRD respondem ao BDNF através da ligacdo aos receptores de alta
afinidade tipo tirosina kinase B (TrKB). Finalmente, os neurbnios com corpo celular
grande possuem axoénios de grosso calibre e espessura de mielinizagdo ainda maior
que os axbnios dos neurbnios de corpo celular médio, e suas fibras s&o
denominadas de Aa. A velocidade de condugao desses axbnios é alta, estando
esses neurdnios relacionados com a propiocepc¢ao, isto €, a percepgao do corpo no
espaco. Esses neurbnios sao ativados pela neurotrofina-3 (NT-3) através da ligagao
aos receptores de alta afinidade tipo tirosina cinase-C (TrKC) (Teng e Hempstead,

2004).
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Além das populagdes neuronais descritas acima, quatro populagdes de células
gliais sdo encontradas no SNP: células de Schwann, células precursoras de
Schwann, a teloglia e células satélite. Embora as células precursoras déem origem e
mantenham a populacao de células de Schwann presentes no GRD, nio se sabe se
essas células originam as células satélite. A interagdo entre neurbnios e células
satélite ocorre via jungdes elétricas apos o periodo de diferenciagao celular no
desenvolvimento (Huang et al., 2006). Essas conexdes sao fundamentais para que
moléculas produzidas pelas células satélite possam ser direcionadas para os
neurdénios. Dentre as moléculas transportadas através dessas jungdes estdo NGF,
BDNF, AMPc e o ion potassio. Esse fluxo favorece a neuroprotecao e a manutencao
da concentracao ideal de ions importantes para o funcionamento dos neurdnios do
GRD. Essa comunicagao, no entanto, também pode ocorrer na direcado contraria,
como foi demonstrado por Zhang e colaboradores (2007). Estes autores observaram
que a estimulagao elétrica aumentava a liberagao de ATP contido nos neurénios em
direcao as células satélite através de um mecanismo dependente de influxo de calcio
no citoplasma dos neurdnios. O ATP liberado, ao se ligar aos receptores P2X7 na
superficie das células satélite, evoca um aumento da ades&o e da comunicagdo com
os neurbnios. Enquanto o bloqueio dos canais de calcio do tipo L inativa
completamente essa comunicacdo neurbnio-glia, a ativagdo dos receptores P2X7
induz a liberagdo do fator de necrose tumoral a (TNF- a). O TNF-a potencializa
respostas mediadas por P2X7 aumentando a excitabilidade dos neurbénios do GRD.
Demonstrou-se recentemente, através de microscopia eletrbnica, que o numero
juncdes elétricas entre células satélite e neurdnios do GRD aumenta ao longo do
desenvolvimento (Martinelli et al., 2004). Os dados morfolégicos apresentados

sustentam a hipotese de que a cooperacdo metabdlica entre esses dois tipos
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celulares € mantida ao longo da vida adulta. Quanto a proliferagéo glial no GRD
adulto, foi demonstrada a presenca de células BrDU positivas apenas em uma taxa
basal, isto €, ndo mais que 5 células por corte longitudinal. Além disso, a analise da
localizagdo dessas células proliferantes sugere que tanto as células satélite
perineuronais quanto as células de Schwann, além de precursoras de Schwann
tenham uma taxa de proliferacdo basal no GRD. Apesar da demonstracdo de
proliferacdo glial no GRD no adulto, ainda nédo estd claro se essas células

estabelecem comunicacao funcional com os neurénios.

1.5-A Regeneracéo do Sistema Nervoso Periférico

Ao longo dos anos, pesquisadores de todo mundo vém estudando os eventos
regenerativos no sistema nervoso (SN). As conclusbes obtidas no passado
mostravam que depois de estabelecida a formagdo do SN adulto, qualquer injuria
que levasse a perda de neurbnios nao poderia ser reparada, devido a incapacidade
regenerativa desse tipo celular (para revisdo ver: Sohur et al., 2006).
Consequentemente, uma perda de neurdnios representaria uma deficiéncia parcial
ou total na funcdo daquelas células que estivessem comprometidas. No entanto,
hoje em dia é sabido que, embora limitada, o SNC adulto apresenta uma capacidade
de regeneracgdo. Sabe-se também que novos neurbénios podem ser gerados no SN
adulto, embora nao se saiba ainda se os mesmos podem contribuir para restaurar
funcdes perdidas apoés lesdes (para revisédo ver, Gage, 2002).

Diferente do SNC, o SNP tem a capacidade de manter a sobrevivéncia de grande

parte dos neurdnios cujas proje¢des axonais foram seccionadas apds uma injuria.

25



Essa sobrevivéncia no SNP esta relacionada com a distadncia entre a regiao
transeccionada e o corpo celular do respectivo neurbnio, de forma que, quanto
menor for a distancia entre a regido de seccdo e o corpo celular, menor é a
possibilidade dessas células sobreviverem. Uma explicacdo para esse fendmeno
seria a dependéncia do aporte de fatores tréficos que proveriam a manutengao dos
neurbnios remanescentes e promoveriam a extensdo dos axénios (Lankford et al.,
1998). Muitos desses fatores, como BDNF, GDNF (fator de crescimento derivado da
glia), NT3 e NGF s&o liberados por células de Schwann. Tais fatores troficos ou
neurotrofinas sdo amplamente descritos na literatura como pequenos peptideos
expressos por neurénios ou glia (para revisao ver, Markus et al., 2002). Logo apos
serem sintetizadas, essas macromoléculas sao exportadas para a matriz extracelular
e ligam-se a receptores de alta afinidade tipo TrK ou de baixa afinidade do tipo p75.
Apoés a ligacdo, esses receptores sao internalizados e podem ativar diferentes vias
de sinalizacao intracelular, dependendo do complexo formado pelas subunidades
dos receptores. Um dimero constituido de duas subunidades de receptores TrK pode
levar a ativagdo das vias de PI3 cinase (PI3K), fosfolipase C (PLC) ou proteina
cinase ativada por mitdgenos (MAPK) que sinalizam para sobrevivéncia celular. A
formacéao de tetrameros constituidos de duas subunidades de TrK e dois receptores
tipo p75 também pode levar a ativacdo das mesmas vias de sinalizagdo. No entanto,
a ligagdo de uma neurotrofina ao receptor tipo p75 na auséncia do receptor TrK
pode levar a morte celular através da ativagdo da via de Jun Kinase (para revisao
ver, Nykjaer et al., 2005) (Figura 4). As ativa¢des das vias de sinalizagdo que levam
a sobrevivéncia neuronal geralmente estdo associadas a repressdo da atividade
sinalizadora pro-apoptotica da proteina Bax e BaD, através da formacdo de um

complexo com a proteina Bcl-2 (para revisao ver, Antignani e Youle, 2005).
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A biologia das células gliais que formam a bainha de mielina no SNC e no SNP
ap6s uma injuria, ajuda a explicar do ponto de vista celular porque a regeneragao é
possivel no SNP e ndo no SNC. Apds a injuria de um nervo periférico que leve ao
rompimento de axdénios, as células de Schwann alteram sua morfologia, proliferam,
migram e sao capazes de se organizar formando vias permissivas a regeneragao
dos axénios (para revisao ver, Bunge, 1993). Diferente do que acontece no SNP, no
SNC os oligodendrdcitos proliferam de forma descontrolada apdés uma injuria que
leve ao rompimento de axénios. Os astrécitos também tendem a proliferar de uma
forma desorganizada (para revisdo ver: Vargas e Barres, 2007). Essa proliferagédo
desordenada leva a formacédo de uma cicatriz glial que forma uma barreira fisica
para que os axOnios centrais possam regenerar. Dentre as moléculas presentes
nessa cicatriz glial os proteoglicanos de sulfato de condroitina (PGSC) apresentam-
se como um dos principais componentes inibitérios para o crescimento axonal (para
revisao ver Carulli et al., 2005). PGSP possuem uma variedade de papéis no SNC e
SNP como: ligagdo as moléculas de forma que a sua atividade seja bloqueada,
apresentacao de moléculas para células e axénios, localizacdo de moléculas ativas
em sitios especiais e apresentacao de fatores de crescimento para seus receptores.
De maneira geral essas moléculas tém papéis biolégicos durante o desenvolvimento,
plasticidade e regeneragao do SN. A demonstragcdo mais direta de que a cicatriz glial
inibe o crescimento axonal foi feita por Silver e Miller (2004). Eles demonstraram que
neurdnios do GRD micro transplantados estendiam seus axénios sobre a mielina do
SNC intacta ou em degeneragdo. Todavia, ao adicionar fragmentos de tecido
cicatricial ricos em PGSC sobre essa mielina o crescimento axonal foi impedido.
Quanto a regeneragcdo de axbnios sensoriais € motores, investigagdes sobre a

seletividade da regeneracao de nervos mistos mostraram que os axonios se
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reinserem nos tubos de células de Schwann randomicamente visualizados por
técnicas com duplos tragcadores (Brushart et al., 1988). Viu-se ainda que, apos
transeccgéo e sutura do nervo femoral, motoneurdnios com proje¢cdes regenerativas
inseridas em tubos de célula de Schwann sé sobrevivem caso haja formagéao de uma
nova placa motora (Brushart et al., 1993). Ax6nios que entraram em tubos de células
de Schwann incorretos, isto €, tubos proprios para axénios sensoriais, nao tiveram
contato com fatores troficos e pistas moleculares adequadas que os levariam a
extensdo axonal completa (Brushart et al., 1993). Esse fendmeno foi chamado de
“pruning” (poda) e é associado a incapacidade dos axdénios de se estenderem ao
longo de uma via. Resultados semelhantes foram obtidos com a transecg¢é&o e sutura
do nervo femoral seguido ou ndo pela remogdo do GRD. Ao comparar a
regeneragao do componente motor e sensorial em estagios iniciais apds transecg¢ao
(72 horas), observou-se que neurdnios sensoriais regeneram melhor do que os
motoneurdnios (Suzuki et al., 1998).

O transporte ao longo dos axénios pode ser definido como anterégrado, isto
€, dos corpos celulares para a extremidade dos axénios ou retrogrado, tendo diregcéo
contraria. Trabalhos utilizando modelos de transeccéao total do nervo ciatico mostram
que existe um aumento na produgéo e no transporte de fatores tréficos ao longo dos
axbnios sensoriais em regeneragao. Neurotrofinas como o BDNF tem sua expresséo
e transporte axonal anterogrado elevados apds injuria do nervo ciatico procedida por
dupla ligadura (Tonra et al. 1998). No entanto, durante esses eventos, moléculas
transportadas de forma anterégrada ao longo dos axdnios como a substancia P e a
calcitonina, ndo apresentam aumento no seu transporte, demonstrando n&o haver

aumento generalizado no transporte axonal (Tonra et al. 1998).
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Grande parte dos trabalhos relacionados com as neurotrofinas e com o
transporte axonal mostra o sentido retrégrado de transporte desses fatores (Henry et
al., 1975). Esse fendmeno é coerente com o seu papel biolégico no corpo celular em
eventos anti-apoptéticos. O transporte das neurotrofinas como o BDNF no sentido
retrogrado sugere sua interacdo com células de Schwann em proliferagcao
(Dobrowsky et al., 1995). Num trabalho posterior foi demonstrado que as
neurotrofinas sdo capazes de regular o estado ndo mielinizante e migratério de
células de Schwann (Yamauchi et al., 2004). Através da ativagao das vias de Rac-1
e Cdc42 nas células de Schwann, a neurotrofina-3 (NT-3) através do receptor TrkC
induz o estado ndo-mielinizante e migratério dessas células. O BDNF ao se ligar no
receptor p75, no entanto, é capaz de bloquear a migragdo de células de Schwann
através da sinalizagdo por Rho A e do fator de troca do nucleotideo guanina Vav2
(Yamauchi et al., 2004).

No nervo periférico ocorre um fendbmeno denominado degeneracao Walleriana
apos eventos de injuria por transec¢cdo ou por esmagamento. Este fenémeno
caracteriza-se inicialmente pela mobilizagdo de células fagocitarias do sistema
imune para a regido da lesdo. Essas células, os macréfagos, desempenham dois
importantes papéis: fagocitar o material resultante da degeneracdo das fibras
nervosas (fragmentos da bainha de mielina decomposta e fragmentos de axdnios) e
liberar fatores que estimulem a proliferacédo das células de Schwann (Guertin et al.,
2005). Com a proliferagao das células de Schwann ocorre entdo a formacéo de uma
estrutura denominada banda de Bungner (Figura 5a). Tal estrutura, cuja formacéo
ocorre pela sobreposicdo de células de Schwann em seu estado ndo mielinizante,
constitui uma via permissiva a regeneragdo axonal. Nesta via, axénios em

regeneragao reconhecem pistas moleculares e podem se orientar corretamente
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durante a extensdo (Aguayo et al.,1981). Os eventos iniciais de orientagdo dos
axobnios periféricos sdo fundamentais para o reencontro das fibras em regeneragéao
com seu tecido alvo em periodos posteriores. No inicio da regeneracao, o estado
mielinizante da célula de Schwann nédo é favoravel a extensdo dos axénios. No
entanto, o estado ndo-mielinizante permite a passagem das fibras através da via
sem que haja a formacdo de uma barreira fisica (Bunge, 1993 e 1994). Uma
molécula essencial para os fendbmenos iniciais de regeneragédo de nervos periféricos
é a fibrina (Akassoglou et al., 2002). Essa molécula se origina a partir da clivagem de
um peptideo precursor de maior peso molecular, o fibrinogénio. Tanto a fibrina como
0 seu precursor, sao peptideos comuns nos processos de coagulagdo. Com a leséo
de nervos periféricos, alguns pequenos vasos se rompem e uma quantidade de
plasma sanguineo entra em contato com a regido lesionada. A fibrina contida nessa
regido passa entdo a desempenhar um importante papel sobre a proliferacédo e o
estado ndo mielinizante da célula de Schwann. Estudos in vitro mostraram que
células de Schwann quando plagueadas sobre um substrato contendo fibrina
proliferam numa taxa superior a condicdo que nao contém fibrina (Akassoglou et al.,
2003). Neurotrofinas podem modular negativamente e positivamente a mielinizagéo.
O bloqueio experimental dos receptores TrKB promoveu aumento da producio de
proteinas da mielina e mielinizag&o (para revisao ver Chen et al., 2007). No entanto,
o bloqueio experimental dos receptores p75 mostrou efeitos inibitérios sobre a
mielinizagdo (Song et al., 2006) Trés moléculas vém sendo descritas como
importantes agentes ativadores de vias de sinalizagdo para sobrevivéncia e
proliferacdo de células de Schwann apds lesio in vitro e in vivo: o NGF, a NRG-1 e o
TGF-B1. A perda de contato com axénios na regiao distal ap6s uma lesdo aumenta a

expressao dos receptores p75 nas células de Schwann (Heumann et al., 1987a,
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Figura 5A- llustragcdo dos processos decorrentes ao rompimento de um axoénios
periférico. Apds o rompimento de um axbnios funcional, células de Schwann alteram sua
morfologia, reduzindo seu tamanho e aumentam sua proliferagcdo. Ocorre também a invasédo
de macréfagos no sitio de lesdo (Ab). Esses fendbmenos em conjunto sdo chamados
degeneragéo Walleriana. Células de Schwann em proliferagéo sdo capazes de se organizar
e formar vias permissivas a passagem de ax6nios em regeneracéo (Ac, Bandas de Bungner,
seta). Adaptado de: From Neuron to Brain. J. Nicholls, 2001.
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Figura 5B- llustragdo exemplificando a atividade tréfica derivada de macréfagos e
células de Schwann durante a regeneragao do SNP. Macréfagos ativados liberam LIF que
age em axdnios auxiliando na regeneragéo e também em células de Schwann auxiliando na
proliferagdo. Células de Schwann, por sua vez, aumentam a produgcdo de NGF e BDNF.
Essas neurotrofinas podem agir em células de Schwann vizinhas e também em neurdnios
cujos axdnios estejam em regeneracdo. Adaptado de: From neuron to brain. J. Nicholls, 2001.
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1987b). Essa mudanca altera a sensibilidade das células ao NGF, que neste caso
leva a sobreviéncia dessas células. A NRG-1 que é liberada por axénios intactos ou
em regeneragao se liga a receptores do tipo ErbB1 e B2. Essa ligagdo aumenta a
sobrevivéncia das células de Schwann. A ligacdo concomitante de NRG-1 com TGF-
B1 aos seus respectivos receptores induz aumento de proliferagao dessas células
durante a regeneragao (D’Antonio et al., 2006). Além disso, TGF-1 aumenta a
atividade tréfica derivada das células de Schwann para a regeneragao dos axénios
(Sulaiman e Gordon 2002).

Estudos demonstraram que a ligacdo entre MAG, presente na superficie
das células de Schwann e de oligodendrécitos, e os gangliosideos GD1a e GT1b,
presentes na membrana dos axdnios em regeneragdo contribuem para o bloqueio
dos processos de extensdo neuritica de culturas primarias de neurdnios granulares
do cerebelo (Vyas et al, 2002) (Figura 6). Em experimentos utilizando
imunobloqueio, a inibigdo da via biosintética desses gangliosideos nao resultou em
comprometimento da extensdo dos neuritos em cultura de células de camundongos
nocaute para MAG. No entanto, a competicdo entre MAG e laminina pela ligagao
aos gangliosideos GD1a e GT1b no SNP, n&o bloqueia a regeneragdo dos axbnios
do SNP (MacKerracher et al., 2002). O bloqueio do acesso da MAG ao coto distal da
lesdo, através de inje¢cdes diarias de anticorpos anti-MAG, acelerou e elevou a
regeneragao motora preferencial (Mears et al., 2003). A agédo desses anticorpos foi
significativamente maior na regeneragdo de axdnios sensoriais que nao fazem parte
do circuito (ou arco) reflexo com motoneurénios no mesmo nervo estudado. Outra
molécula de superficie de membrana, associada a inibigdo do crescimento de
neuritos foi a glicoproteina de mielina de oligodendrdcitos (OMgp). Viu-se que o0s

receptores do tipo NOGO possuem alta afinidade de ligagdo por esta &ncora de
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glicosilfosfatidilinositol (ancora de GPI). A formagdo do complexo entre essas duas
entidades resultou na inibicdo da extensao neuritica de explantes de neurdnios do
GRD mantidos em cultura (Wang et al., 2002). Uma série de trabalhos subsequentes
demonstrou a existéncia de um conjunto de moléculas de superficie tanto na
membrana dos axdénios como na membrana da glia embainhante (para reviséo ver
Schwab 2004) (Figura 6B). Essas moléculas localizadas em ambas as células, ao
interagirem, bloqueiam o crescimento neuritico através da ativacédo de Rho A. No
SNP, moléculas da matriz extracelular possuem expressdo e secrecdo elevada
mesmo apos o desenvolvimento. A laminina impede a interacdo entre as moléculas
de superficie das células de Schwann e dos cones de crescimento relacionados com
o0 bloqueio da regeneracdo axonal (MacKarrecher et al., 2002). Outra molécula
envolvida com regeneracao e matriz extracelular € a galectina-1, uma glicoproteina
ancorada na membrana dos axénios (Horie et al., 2004). Em um estudo utilizando
modelos de esmagamento e transecgédo do nervo ciatico de ratos mostrou-se que a
galectina-1 tem papel fundamental no crescimento dos axdnios em regeneragao via
ativagcdo de macréfagos. Neste estudo, foi sugerido que a galectina-1 atua como
uma molécula que favorece a mobilidade das células de Schwann levando a maior
extensdo dos axdnios do GRD tanto in vitro como in vivo. Trabalhos anteriores
mostraram que a galectina-1 € o principal receptor para o gangliosideo GM1 em
culturas de neuroblastoma humano (Kopitz et al., 1998). A morfologia dos neurénios
do GRD e a sua disposi¢géo anatdémica permitiram o surgimento de evidéncias muito
importantes para explicar fenbmenos regenerativos apds a lesdo. Diversas
moléculas, entre fatores de transcrigdo, proteinas de citoplasma ou de membrana e
glicolipideos, tém a sua expressao alterada no GRD apds a secgdo de axdnios das

projecdes central ou periférica. Apods a lesdo dos axdnios periféricos dos neurdnios
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Figura 6A. Regeneragdao axonal em nervos periféricos. Proteinas da matriz extracelular como a laminina se
ligam aos receptores tipo integrinas no cone de crescimento ativando a via de PI3, resultando no acumulo de Akt
nos sitios de contato axénios-laminina. Akt ativada fosforila e inativa GSK-3B. Essa inativagdo regula proteinas
associadas ao citoesqueleto e promove crescimento axonal. Neurotrofinas podem também participar da promogao
do crescimento através dos receptores TrK e ativagcao de vias de sinalizagdo similares as da laminina. A leséo
periférica ativa a capacidade intrinseca de crescimento dos axénios centrais. Essa capacidade intrinseca supera o
ambiente inibitério gerado pela mielina do SNC. Adaptado de: Chen e cols., 2007.
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Figura 6B- Interagao entre moléculas de superficie dos axdnios e da glia embainhante sdo capazes de
inibir a regeneracao axonal. A glicoproteina associada a mielina (MAG), a proteina NOGO e a glicoproteina de
mielina de oligodendrécitos (OMgp) estdo presentes na superficie dos oligodendrdcitos. Os Gangliosideos GD1a
e GT1b, o receptor da proteina NOGO e os receptores tipo p75 estdo presentes na superficie dos cones de
crescimento nos axbnios. A interacdo entre essas moléculas promove a ativagdo da via de sinalizagao
rhoA/ROCK que ¢ inibitéria para o crescimento axonal. Estratégias farmacolégicas (em vermelho) foram
desenhadas na tentativa de inibir essa via de sinalizacgao inibitoria ao crescimento.Adaptado de: Schwab, 2004.
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do GRD, observou-se o aumento da capacidade regenerativa da projegcao central
(Richardson et al., 1984). A lesdo apenas de axdnios centrais, ndo seria suficiente
para ativar um programa celular que permitisse sua regeneragao. No entanto, a
lesdo do axdénio periférico ativaria um programa celular permitindo a extensdo do
axénio de projecao central. Mais tarde, mostrou-se o envolvimento de duas proteinas
nesse fendmeno: GAP-43 e CAP-23 (Bomze et al., 2001). O aumento em conjunto
na expressao dessas proteinas nos neurénios do GRD leva a uma maior taxa de
crescimento axonal das projegdes centrais lesionadas, em camundongos
trangénicos, sem que houvesse lesao periférica. A super expressdo de apenas uma
das proteinas nao foi capaz de reproduzir o fenbmeno.

Apds a lesdo por esmagamento do nervo ciatico de ratos adultos foi
também observado o aumento da expressao do gangliosideo 9-O-acetil GD3 tanto
em neurdnios do GRD, quanto em motoneurdnios e células gliais do SNP. No nervo
ciatico o pico de expressdo desse gangliosideo foi correlacionado com o inicio da
regeneragao axonal, ou seja, 7 dias apos leséo (Ribeiro-Resende et al., 2007 anexo
2). Esses dados sugerem que esta molécula tenha um papel importante nos
periodos iniciais da regeneracao de nervos periféricos.

Com relagao a reinervagao feita pelos axénios em regeneragéo, foram realizados
estudos de reinervacdo de musculos de ratos adultos por axénios motores do nervo
ciatico apos transeccdo e reconexao (ljkema-Paassen et al., 2002). Neste estudo,
utilizou-se a técnica de revelagdo da enzima de degradagdo da acetilcolina
(acetilcolinesterase) na placa motora dos musculos solear, gastroquinémio e tibial
anterior. Os resultados obtidos apds 21 semanas mostraram que trés quartos das
placas motoras presentes no musculo tibial anterior, metade das placas presentes

no musculo lateral gastroquinémio e um tergo das placas motoras do musculo solear
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reestabeleceram sua morfologia normal apdés a transeccdo. Apesar desse
reestabelecimento da morfologia normal de inervagdo das placas motoras,
ocorreram anormalidades de locomogao nestes animais.

likema-Paassen e colaboradores (2001) em estudos anteriores, também
mostraram a mudanca na distribuicdo do tipo de fibra muscular inervada por axénios
regenerados. Em condicbes normais, a maioria das fibras do musculo lateral
gastroquinémio e do musculo tibial anterior sdo do tipo Il e o musculo solear contém
aproximadamente 80% de fibras do tipo |. Sete semanas apds a transeccéo e
reconexao do nervo ciatico, todos os grupamentos musculares passam a conter
proporcdes similares do tipo | e Il das suas fibras musculares. Estudos utilizando
proteinas marcadas com radioisétopos e marcagdo anterégrada de axdénios em
regeneragao mostrou que a estimulagdo elétrica com pulsos de 20Hz na regido de
les&o, durante 1 hora, faz com que motoneurénios regenerem (Brushart et al., 2002).

Em suma, com relagédo a regeneracao do SNP, poderiamos mencionar trés
pontos fundamentais. 1- A elevagao dos niveis intracelulares de AMPc em nervos
periféricos desempenha um papel fundamental na ativagao da capacidade intrinseca
do neurbnio para regenerar. O sucesso da recuperagao funcional depende de um
ambiente permissivo e da capacidade intrinseca de crescimento do neurdnio (Qiu et
al., 2002). 2- O programa molecular para controlar a remielinizacdo de células de
Schwann denervadas em nervos periféricos € similar a diferenciacdo de células de
Schwann imaturas em nervos em desenvolvimento (Mirsky et al., 2002). No entanto,
0s mecanismos moleculares que controlam a proliferacdo de células de Schwann
sdo diferentes comparando-se a regeneragdo e o desenvolvimento. 3- Os dois
maiores moduladores enddgenos da remielinizagdo das células de Schwann sao

moléculas da matriz extracelular e fatores neurotroficos (Zhang et al., 2000; Song et
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al., 2006; Jungnickel et al., 2006; Sulaiman e Gordon, 2002; Chen e Strickland,

2003; Akassoglou et al., 2002; Willians e Brophy, 2002)

1.6- Reparo de Nervos Periféricos Utilizando Proteses Tubulares.

Uma das maiores dificuldades para que um nervo transeccionado possa
regenerar e alcancgar o coto distal é a orientagao correta das fibras proximais até sua
insercao durante periodos iniciais da lesdo. Alguns modelos de reconexao de nervos
periféricos vém sendo aperfeicoados visando maior viabilidade dos axdnios
potencialmente capazes de se projetar em direcdo ao tecido-alvo. O estudo de
materiais biocompativeis ou inertes em relagdo ao tecido nervoso em regeneracao
constitui uma linha de estudos paralela aos estudos sobre regeneragao (Langone et
al., 2005).

As proteses comumente descritas na literatura podem ser divididas em dois
grupos. As de material biolégico podem ser obtidas a partir de vasos de grande
calibre, pequenos segmentos de nervos, proteses a base de colageno e tecido
acelular derivado de vasos ou musculos (Giardino et al., 1995) Este ultimo,
geralmente é obtido a partir do congelamento do tecido de interesse, seguido da
remogao de restos celulares e obtengdo da matriz de colageno. O segundo grupo
de proteses é obtido a partir de material sintético como silicone, polietileno,
poliésteres e outros polimeros nao absorviveis. Algumas proteses tubulares
sintéticas tém sido projetadas para serem nao sé biocompativeis, mas também
biodegradaveis. Dessa forma n&o seria necessario retirar posteriormente o tubo

utilizado para reconexao do nervo transeccionado.
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Langone e colaboradores (1995) demonstraram que a tubulinizacdo do nervo
ciatico de camundongo lesionado utilizando proteses tubulares de
poli(organo)fosfazeno (PEIP, poli [(etilalanato)q 4(imidazolil); sfosfazeno]) mostrou-se
eficaz na orientagao das fibras em extensdo. Neste estudo comparou-se a eficiéncia
de proteses tubulares a base de PEIP com as tradicionais proteses de silicone.
Utilizando-se um segmento de 10mm dos tubos, apés completa transecg¢ao do nervo
ciatico na regiao proxima a bifurcagao (pinch notch), os cotos proximal e distal foram
imediatamente inseridos e suturados no interior do tubo, resultando num intervalo de
5mm entre as duas extremidades inseridas. Observou-se a presenca de tecido
conectivo reativo ao redor de ambas as préteses 10 e 45 dias apds o implante. No
entanto, a capsula de tecido conectivo ao redor da protese a base de PEIP foi
reduzida em relacédo a protese de silicone. O material bioldgico interno ao redor do
polimero de PEIP foi analisado através de métodos histoquimicos. Foram
encontrados fibroblastos, estruturas ricas em colageno e alguns mondcitos. Apesar
das vantagens da utilizacdo de préteses a base de PEIP, a analise de cortes
transversais mostrou que a organizagao das fibras no interior do tubo foi maior
utilizando-se préteses de silicone. A analise ultra-estrutural mostrou extensa erosao
do biomaterial associado a presenga de mondcitos e, 42 dias apds o implante, foi
observado que o diametro do coto proximal inserido no tubo de PEIP parecia ser
maior que o coto proximal dos nervos implantados nos tubos de silicone.

Uma critica feita ao uso de préteses nao neurais diz respeito a baixa capacidade
de sustentar a regeneragéo por grandes intervalos e permitir o acesso de células do
sistema imune e a revascularizagdo da area em regeneragdo. A bioengenharia
tecidual propde-se entdo a estudar modelos que sustentem essa regeneragdo ao

longo de vias relativamente extensas. Fansa e colaboradores (2001) utilizaram
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proteses de 2 cm a base de tecido muscular e venoso “acelularizados”, obtidos por
congelamento, para o nervo ciatico transeccionado. Essas préteses foram
previamente enxertadas com células de Schwann mantidas em cultura. Este trabalho
monitorou a revascularizacdo e a invasdao por macrofagos do tecido em
regeneragao. Essas duas abordagens sado fundamentais para a manutengdo da
sobrevivéncia das células de Schwann e consequentemente para a regeneragéo do
nervo periférico. Tanto as préteses derivadas de tecido venoso como muscular
apresentaram maior revascularizagdo e invasao por macrofagos se comparadas a
proteses obtidas com segmentos de nervo periférico. Estudos preliminares
mostraram que préteses obtidas com tecido acelular permitiram maior taxa de
regeneragao do coto proximal do nervo ciatico se comparados com a utilizagdo de
tecidos integros (Fansa et al., 1999). Nakamura e colaboradores (2004)
reconectaram o nervo peroneal de caes utilizando tubos de acido poliglicélico
contendo colageno polimerizado no seu interior. No interior do tubo havia um
intervalo de 15mm entre o coto proximal e o coto distal. Trés semanas apds o
reimplante, os cotos estavam reconectados e 18 dias apds o implante foram
detectados potenciais musculares evocados através de eletrofisiologia (MEPs) e
potenciais somatosensoriais evocados (CNAPs). Seis meses apds a cirurgia, 0s
animais que receberam o tubo contendo colageno apresentaram MEPs e CNAPs
com menor tempo de laténcia e maior pico de voltagem se comparados com 0s
animais cujos cotos foram reconectados com fragmentos autélogos de nervos
periféricos.

A reconexdo das extremidades do nervo transeccionado no interior das
proteses tubulares tém grande importancia para a obtencdo de dados confiaveis

sobre a regeneragdo dos axoénios periféricos. Falhas neste procedimento, que
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permitam a mobilidade do segmento inserido no interior do tubo, podem levar a erros
na quantificacdo do crescimento dos axbnios. Dentre as técnicas mais utilizadas
estdo a sutura das extremidades na protese tubular com fio ultrafino, o
clampeamento das extremidades transeccionadas no tubo utilizando pequenos fios
metalicos inoxidaveis e a utilizacdo de adesivos cirurgicos. Alguns autores, por
estarem mais interessados em estudar o crescimento axonal especificamente no
interior do tubo, ndo tém grande preocupagao com a reconexao do coto distal na
prétese tubular. Todavia, para se estudar a regeneragao dos axonios nos tubos de
células de Schwann da regiao distal, € importante garantir o acesso desses axénios
a regiao correta do nervo. Schlosshauer e colaboradores vém contribuindo
intensamente com estudos de biotecnologia e bioengenharia para a regeneragao de
nervos periféricos (Lietz et al., 2006). Com a aplicagdo de microfilamentos contendo
células de Schwann ou fibroblastos, orientados logitudinalmente no interior de
préoteses tubulares, o grupo tem acompanhado a biocompatibilidade dessas células
nos filamentos e no tubo in vitro (Lietz et al., 2006). O objetivo principal seria
mimetizar as bandas de Bungner formadas pelas células de Schwann durante a
regeneragao dos nervos periféricos. Nesse sentido, foram adicionados explantes de
GRD de ratos embrionarios sobre placas de cultura contendo os mesmos filamentos,
apresentando células de Schwann, fibroblastos ou nenhum tipo celular aderido na
superficie. Foi observado que os neuritos crescem mais e em maior numero na
presenca dos filamentos contendo células.

A eficiéncia das préteses tubulares na regeneragdo dos nervos periféricos foi
demonstrada também na regeneragao dos nervos facial, 6ptico e femoral (Dezawa et

al., 2002, para revisdo; Brushart, 1988).
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1.7- Caracteristicas das Células da Medula Ossea e o seu Potencial
Terapéutico em Lesdes no Sistema Nervoso Periférico.

A medula 6ssea contém duas populagdes de células precursoras que dao
origem ao estroma (células com fungao estrutural) ou a células hematopoéticas. As
células-tronco hematopoéticas dao origem a precursores mieldides e precursores
linféides. Esses precursores linféides ou mieldides formam toda linhagem
hematopoiética do tecido sanguineo. O grupo de Irving Weissman (Wagers et al.,
2002), através de técnicas de enxerto, inseriu células precursoras hematopoiéticas
multipotentes (c-Kit", Lin", Thy1.1", Sca-1") de camundongos GFP em camundongos
normais. A analise minusciosa dos tecidos dos animais receptores revelou o baixo
potencial desse tipo celular para originar tecidos nao hematopoiéticos. Esses
achados, contrariando trabalhos anteriores (Lagasse et al., 2000), sugeriram que a
producdo de células ndo hematopoiéticas nao € uma funcio tipica de células
precursoras hematopoéticas pluripotentes.

O estroma da medula 6ssea contém uma populacdo de células-tronco
denominada de células mesenquimais ou estromais. Grande parte dos autores
sustentou até recentemente a hipotese de que células-tronco mesenquimais sao
células fibroblastdides com grande capacidade de diferenciacdo. No entanto
diversos trabalhos posteriores mostraram muita controvérsia em relagdo ao potencial
dessas células como fonte de células tronco capazes de reparar perdas celulares
causadas por uma lesdo ou uma doencga no sistema nervoso. O grupo de Catherine
Verfaillie (2002) apds seguir rigorosos critérios de selegao clonal mostrou que as
células progenitoras multipotentes adultas originaram células nos trés folhetos
embrionarios, além de originar células da linhagem hematopoiética. Estudos

previamente realizados mostraram que subpopulagées de células derivadas da
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medula 6ssea também sao capazes de se diferenciar em células dos trés folhetos
embrionarios (Jiang et al., 2002). Apesar da elegancia do trabalho, o numero de
células ditas diferenciadas de uma potencial célula-tronco mesenquimal nao foi
suficiente para explicar os beneficios trazidos em terapias celulares no sistema

Nnervoso.

Muitos pesquisadores passaram a questionar o potencial dessas células
tronco e boa parte deles passou a acreditar que os processos de fusdo celular
seriam a melhor forma de explicar a aparente diferenciacdo observada (Terada et
al., 2002, Alvarez-Dolado et al., 2003). Dezawa e colaboradores (2001) demostraram
que células mesenquimais de rato, quando induzidas a expressar proteinas de
células de Schwann como S100, GFAP, O4 e p75 assumem uma organizagdo em
cultura semelhante a cultura de células de Schwann. Essas células foram
submetidas a transfecgao utilizando retro-virus contendo um plasmidio que expressa
GFP. Apods transfeccdo e “pré-diferenciacdo”™ em cultura, essas células foram
injetadas no interior de uma protese tubular inserida em ratos, cujo nervo ciatico foi
transeccionado e reconectado no interior da prétese. A analise por microscopia
eletrbnica demonstrou que essas células injetadas foram capazes de se integrar ao
tecido nervoso em regeneragcdo e se tornarem células mielinizantes. A injegao
dessas células também aumentou a taxa de regeneragdo dos axdnios da regido
proximal do nervo. Até entdo esses dados nao contavam com a possibilidade de
haver uma atividade paracrina derivada de células da medula 6ssea. Pereira Lopez
e colaboradores (2006) posteriormente demonstraram que, apds transeccgéao total e
conexado do nervo ciatico em tubos de colageno, células do estroma da medula
O0ssea injetadas no interior desses tubos auxiliavam na mielinizagdo e no

crescimento axonal no interior tubo. Foram ainda apresentadas evidéncias da
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liberacdo de NGF através da deteccao do RNAmM dessa neurotrofina. A presenca do
RNAm de outros fatores tréficos derivados de células do estroma da medula dssea
tais como, BDNF, CNTF e GDNF foi também demonstrado por Chen e
colaboradores (2007). Esse grupo demonstrou também a presenga dos fatores
troficos no meio de cultura dessas células apdés quatro passagens utilizando a
técnica de ELISA. Em outro trabalho foi demonstrado que subpopulacdes de células
tronco mesenquimais humanas expressam uma variedade de moléculas neuro
regulatorias capazes de promover sobrevivéncia celular e neuritogénese. Nessas
populacdes celulares foi descrita a presenca de BDNF e NGF. No entanto, nao
houve deteccdo da presenca de outros fatores troficos como NT-3, NT-4 ou

Neuregulina (Chen et al., 2007).
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2- Objetivos

Tendo em vista as informagdes sobre o potencial regenerativo do SNP e os desafios
demonstrados para que um numero significativo de neurdnios possa sobreviver e

regenerar seus axénios, os objetivos desse trabalho foram:

- Avaliar in vivo a contribuicdo das células derivadas da medula éssea para a
sobrevivéncia dos neurbénios do GRD e dos neurdnios motores presentes no corno
anterior da medula espinhal lombar, apds a transeccgao total do nervo ciatico de ratos

adultos;

- Seguindo o mesmo modelo experimental, procurou-se avaliar in vivo a contribuicdo
das células derivadas da medula O6ssea para a regeneragdo dos axoénios dos

mesmos neurdnios sensitivos e motores;

- Analisar in vivo o potencial de diferenciacao de populagdes de células-tronco

derivadas da medula 6ssea em células de Schwann;

- Analisar in vitro a existéncia de atividade tréfica derivada de células da medula

O0ssea que pudesse promover sobrevivéncia e neuritogénese em populagdes

neuronais em desenvolvimento;

- Analisar in vitro e in vivo a proliferagcao glial apos lesdo do nervo ciatico e a

contribuigao das células derivadas da medula 6ssea para essa proliferagao.
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3- Materiais e Métodos

3.1- Animais.

Neste estudo utilizamos ratos machos Lister ou Wistar, com aproximadamente
trés meses de idade e camundongos da linhagem black C57-6 selvagens e
modificados por conter o gene que expressa a proteina fluorescente verde sob o
controle do promotor de expressao da actina. Esses ratos foram criados no biotério
de roedores do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ com fornecimento
diario de agua fresca e comida. Os camundongos foram criados sob as mesmas
condicdes no biotério de roedores da fundagao BioRio. Os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica de uso de animais em pesquisa do Instituto

de Biofisica Carlos Chagas Filho.

3.2- Obtencao de Células da Fracdo Mononuclear da Medula Ossea.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical apds anestesia
em camara com vapor de éter, e seus membros inferiores foram deslocados por
desprendimento da cabecga do fémur do acetabulo. Foram obtidos entdo o fémur e a
tibia removendo todos os musculos da coxa e perna. Os ossos foram mantidos em
PBS 10mM estéril em uma placa de Petri. Em seguida, no fluxo laminar, fémur e
tibia foram separados e um ultimo procedimento de limpeza foi realizado visando

retirar restos de cartilagem e tenddes presentes nas epifises dsseas.
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As epifises 6sseas foram entdo cuidadosamente removidas e a medula
Ossea foi totalmente transferida para um tubo plastico estéril de 15mL, utilizando-se
uma seringa descartavel estéril contendo meio de cultura a-MEM (meio minimo
essencial) com 10% de soro fetal bovino (Life Sciences), adicionado de penicilina e
estreptomicina (1,0mg/mL, Sigma) e fungizona (2,5mg/mL, Sigma). Apds a
aspiracao, as células da medula foram dissociadas mecanicamente utilizando-se
uma pipeta Pasteur estéril. Em seguida, as células dissociadas em meio de cultura
foram centrifugadas durante 5 minutos com velocidade de 260 g. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi resuspenso em 3 mL de meio de cultura.

Para obtencido da fragcdo de células mononucleares da medula éssea as
mesmas foram separadas utilizando-se o gradiente de Ficol (Histopaque™ Plus
d=1077g/mL, Sigma). Em um tubo estéril de 15 mL (Corning) foram adicionados 3mL
de Ficol em temperatura ambiente. Cuidadosamente adicionou-se 3mL do meio
contendo as células sobre o Ficol formando-se entdo duas fases distintas, uma
transparente de Ficol e uma avermelhada do meio de cultura. O tubo foi centrifugado
por 25 minutos a 260 g. Apds centrifugacao, recolheu-se o halo branco contendo as
células da fragdo mononuclear que se forma entre o Ficol e o meio de cultura (Figura
7A). As células foram lavadas por trés vezes durante 5 minutos com PBS 10mM
para retirar os residuos de Ficol que sao toxicos para as células.

Apos a ultima lavagem, as células foram resuspensas em 1mL de
PBS10mM para contagem. Uma aliquota de 10uL foi retirada da suspensao de
células e seu volume aferido até 100uL. Em seguida adicionou-se volume igual de
azul de tripan. Células mortas, que incorporaram o azul de tripan foram descartadas
da contagem. Para contagem em microscopia oOptica comum, utilizou-se uma

camara de Neubauer (Boeco Germany), na qual foi adicionada uma pequena
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1- Meio de cultura;
2- Halo contendo a fragdo mononuclear
de células da medula 6ssea (CDMO);

4 | . 3- FiCOlTM;
4- “Pellet” contendo células vermelhas.

B3 Sobreposicao

C Matrigel+Células
1-2x 107

Vi Coto Distal

IR

W—J
4mm

[\

e

2mm

Coto Proximal

Figura 7. Desenho experimental para obtengao, coloragao e inje¢ao da CDMO. A: Fotografia de um
tubo de 15mL apds separagao de células de fragdo mononuclear através de gradiente de ficol onde o
esquema de numeros mostra o halo branco contendo as células entre o meio de cultura que continha as
células CDMO antes da centrifugacéo e o ficol abaixo. Células vermelhas podem ser visualizadas no
fundo do tubo. B: Fotomicrografia em contraste de fase das células da fragdo mononuclear da medula
6ssea (B1) cujos nucleos foram corados com DAPI (B2). A sobreposigdo das imagens pode ser vista
em B3. C: Figura ilustrativa dos parémetros utilizados para reconexdo do nervo ciatico lesionado.
Barra=50um
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amostra da suspensao de células contendo azul de tripan (Sigma-Aldrich). A média
aritmética de dois campos contendo 16 pequenos quadrados, multiplicados por 10*
nos forneceu o numero de células contidas no volume total da suspensao
(parametros de contagem determinados pelo fabricante da camara).

Para coloragdo dos nucleos das células de rato, utilizou-se DAPI (4’,6-
Diamino-2-Fenilindol, Sigma) na concentragao de 2,69 mg/mL sendo que para cada
mililitro de suspensdo de células adicionou-se 2uL da solugdo de DAPI. Essa
suspensdo de células contendo DAPI foi incubada durante 25-30 minutos em banho
de gelo. Ao final do periodo de incubagdo, as células foram centrifugadas e
submetidas a trés lavagens com PBS 10mM. Apds a ultima lavagem, uma pequena
amostra era retirada do tubo para visualizagdo em microscopia por contraste de fase
e fluorescéncia comum. Cerca de 95% dos nucleos celulares encontravam-se
marcados (Figura 7B). Esta coloragao permitiu a posterior visualizagcdo das células
apos sua injecao nos animais experimentais (7 e 21 dias apods injecdo). Para cada
animal foram obtidas em média 6,00x107 células de medula 6ssea. Células da
fragdo mononuclear da medula 6ssea derivada de camundongos GFP* n&o foram

coradas com DAPI.

3.3- Procedimentos cirargicos para estabelecimento do modelo experimental
Para realizar os procedimentos cirurgicos de transeccédo e reconexdo do
nervo ciatico, os animais foram previamente anestesiados com éter. Em seguida
foram anestesiados com uma injec&o intra-peritonial de solu¢gdo contendo Cloridrato
de Xilazina 0,5% (Rompum, Bayer) e Cloridrato de Quetamina 5% (Vetaset, Fort
Dodge Laboratories), sendo que, a partir dessa diluigédo, utilizou-se 100uL de cada

um dos anestésicos para cada 100g de peso do animal. O tempo de anestesia
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Matrigel+ CDMOQGFP*
10-15 x 10°©
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—_—
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Figura 8. Desenho experimental dos

procedimentos cirurgicos em camundongos e para
aplicagao do Dil. A: Figura ilustrativa dos pardmetros
utilizados para a injegdo das CDMOCFP* no interior do
tubo apds reconexdo do nervo ciatico lesionado. B:
Figura ilustrativa dos parémetros utilizados para
aplicagao do cristal de Dil no coto distal do nervo
ciatico 40 dias ap0s lesdo. C: Estrutura molecular do
Dil.
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variou de 20 a 30 min sem a necessidade de reaplicagdo. Apos incisao realizada na
coxa direita, o acesso ao nervo foi feito através do afastamento da musculatura da
coxa, atingindo-se entdo a fossa poplitea, por onde o nervo se projeta em diregcéo
aos musculos da perna (solear, gastroquinémio lateral e tibial anterior). O nervo
ciatico foi exposto e sofreu transecgao completa a 1cm da regiao de bifurcagédo deste
nervo. Previamente ao inicio do procedimento cirurgico, um segmento de um tubo de
polietileno com 7mm era confeccionado e através desse tubo cruzavam-se dois
segmentos de linha de algoddao comum. Antes da transeccdo, as linhas eram
levemente amarradas ao nervo, deixando-se um intervalo entre elas de
aproximadamente 4mm. A seccdo era entdo realizada neste intervalo.
Imediatamente apds a transeccdo o nervo era reconectado ao tubo, de tal maneira
que, aproximadamente 2mm do coto proximal e 1mm do coto distal permaneciam
inseridos em seu interior. No interior do tubo havia portanto, um intervalo de

aproximadamente 4mm (Figura 7C).

No primeiro grupo de animais foi injetada no interior do tubo de polietileno
uma suspensdo contendo aproximadamente 15 milhdes de células da fracéo
mononuclear obtidas a partir do gradiente de Ficol em Matrigel a 33% (Collaborative
Biomedical Products) (Figura 1C). Os nucleos dessas células foram marcados com
DAPI e a ordem de grandeza do nimero de células era de 107, variando entre 1 e
2x10” O volume final da suspens&o era de aproximadamente 15pL.

Um segundo grupo de animais, o grupo controle, recebeu uma suspensao
contendo Matrigel a 33% diluido em PBS 10mM no interior do tubo de polietileno.
Nos experimentos realizados com periodos curtos de sobrevida (7 e 21 dias apds
lesdo), o PBS 10mM era proveniente da ultima lavagem da fragdo mononuclear,

apos procedimento de coloracdo de seus nucleos utilizando corante fluorescente
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DAPI. As inje¢cdes da suspensao do grupo experimental e do grupo controle foram
realizadas com uma microseringa Hamilton, sendo que o acesso ao interior do tubo
foi feito através de uma agulha nao bizelada.

Esses experimentos visavam a quantificacdo do numero de axénios com Dil
(1,1'-dihexadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine  perchlorate, Invitrogen,
aproximadamente 0,4mm). O terceiro grupo de animais recebeu no interior do tubo
um coquetel contendo 50ng/mL de NGF e 50ng/mL de BDNF diluidos em solugéo de
Matrigel a 33%. Essa condi¢cao experimental foi denominada de controle positivo,
uma vez que as neurotrofinas adicionadas promovem sobrevivéncia e crescimento
axonal.

Os nervos reconectados foram novamente acondicionados no interior da
fossa poplitea e a incisdo foi costurada com fio de sutura ndo absorvivel (Clone |
Nylon 5-0, Shalon Suturas) apos a injecdo das células no interior dos tubos. Logo
apos o procedimento cirurgico foi possivel observar o severo comprometimento nos
movimentos da pata dos animais recém manipulados, cujos nervos foram

seccionados.

3.4- Procedimentos cirurgicos para aplicacao de tracador axonal

Quarenta dias apds a transecgdo do nervo ciatico, os animais foram
novamente anestesiados, seguindo os mesmos parametros descritos anteriormente.
O nervo ciatico reconectado desses animais foi novamente exposto e uma lesao por
compressao foi realizada a 4 mm do tubo no coto distal a lesdo. Nesta regido foi
inserido um pequeno cristal de Dil (Figura 8B). A regido do implante foi identificada
com uma linha de algodao. O nervo foi colocado novamente no interior da fossa

poplitea seguido pela sutura interna da musculatura e sutura externa da pele. Esses
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ratos tiveram trés dias de sobrevida para que o tragador pudesse atingir os corpos
celulares dos neurdnios. Apds esse periodo os animais foram perfundidos e o nervo
ciatico, os GRDs e a medula espinhal lombar foram cuidadosamente dissecados e

removidos para posterior obtencao de cortes no criostato.

3.5- Administracdo de Bromo-Deoxiuridina para quantificacdo da
proliferacéo glial in vivo.

Para analisar a proliferagdo glial in vivo, inicialmente os ratos foram
manipulados seguindo os procedimentos do item 3. Apds o procedimento cirurgico,
esses animais receberam durante 10 dias uma injegao diaria intra-peritoneal (IP) de
Bromo-deoxiuridina (90mg/kg de peso de BrDU por dia, Sigma), sendo que a
primeira injecdo ocorreu no mesmo dia em que o0 nervo ciatico foi transeccionado
(Figura 9A). Um dia apés a ultima injecdo de BrDU os animais foram perfundidos e o
nervo ciatico, os GRDs e a medula espinhal lombar foram dissecados e removidos
para a posterior obten¢ao de cortes no criostato. Durante o periodo das injegdes, 0s
animais foram mantidos sob as mesmas condi¢gdes de sobrevivéncia, no interior das

caixas, com acesso livre a agua e ragao.
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Figura 9A- Desenho experimental para analise da proliferagdo glial utilizando BrDU. Apds o
procedimento cirurgico e injecdo das CDMO os animais receberam durante dez dias, um vez ao dia,
injecdes contendo 35mg de BrDU diluido em salina alcalinizada. 24h apés a ultima injegdo os animais foram
perfundidos.

B

Meio Condicionado por 48h ou 72h

|

Células Mesenquimais Neurdnios dissociados do
32 Passagem / Confluente ganglio simpatico embrionarios (E16)

Figura 9B- Desenho experimental para ensaio com meio condicionado das CDMO. B1: Fotomicrografia
em campo claro mostrando células mesenquimais confluentes apods trés passagens incubadas com DMEM F12
+10% de soro fetal bovino (SFB). Apos as células mesequimais atingirem a confluéncia na terceira passagem,
DMEM F12 +10%SFB foi substituido por DMEM F-12 sem soro e condicionado por 48h ou 72h em cultura. B2:
Fotomicrorafias em contraste de fase mostrando neurdnios simpaticos dissociados e incubados durante 48h
com meio condicionado de CDMO. B3: Fotomicrografias em contraste de fase mostrando explantes de GRD
incubados durante 48h com o meio condicionado de CDMO. Barra (B1-B3)= 50um
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3.6- Perfuséo, Crioprotecdo, Medidas de Crescimento, Densidade Axonal e
Obtencéo de Cortes Congelados

O objetivo da perfusao foi fixar os tecidos do animal, de forma a manter a
integridade das células e permitir sua manipulagdo a baixas temperaturas para
obtencao de cortes em criostato. Apds a sobrevida de 7, 21 ou 42 dias, os animais
sofreram procedimento de perfusdo para que fosse feito o acesso ao nervo ciatico
reconectado, GRDs L4 e L5 e as medulas espinhais lombares (L4-L6). Para este
procedimento, os animais foram profundamente anestesiados com éter. Em seguida
injetou-se solugdo salina a 0,9% com uma bomba peristaltica de perfusao
(Masterflex, Cole Palmer Instrument Co.) durante 10 minutos, para retirar o conteudo
sanguineo. Em seguida foi aplicado solugdo de paraformaldeido 4% em tampéo
fosfato pH 7,4 por 40 minutos para fixagdo do tecido, seguido de uma solugao de
10% de sacarose em paraformaldeido 4% por 10 minutos para crioprotecédo. O nervo
ciatico, os GRD e as medulas espinhais foram dissecados e colocados em solugao
crioprotetora de tampao fosfato contendo 30% de sacarose. O material foi mantido
nesta solucdo durante aproximadamente 24 horas, exceto as amostras contendo Dil

por motivos de difusado do tracador e perda de fluorescéncia.

Apos crioprotecao total, os nervos foram retirados do interior dos tubos e a
membrana de tecido conjuntivo mais externo, o epineuro, foi retirada para uma
melhor visualizagdo do tecido regenerado. Esse procedimento também preveniu a
ligacdo inespecifica dos anticorpos secundarios durante os procedimentos de

imunocitoquimica.

Antes da obtencdo dos cortes congelados dos nervos, foi realizada a

medi¢ado do crescimento dos axénios, utilizando um paquimetro com precisdo de

55



0,02mm. A referéncia para orientacdo do paquimetro foi a deformagdo no coto
proximal inserido no tubo. Apds a determinagdo da medida, subtraia-se 2mm

referentes a insercao do coto proximal no tubo.

Logo apoés a realizagdo das medidas, as amostras foram incluidas em resina de
congelamento (OCT, Sakura Fine Tecnologies) sendo endurecida com o uso de
nitrogénio liquido. Para obteng¢ao de cortes de 16um, os blocos de resina contendo o
material foram alinhados no criostato (Leica) com temperatura de —19°C. Foram
obtidos cortes longitudinais do nervo ciatico e GRDs, além de cortes transversais de
medula espinhal lombar, os quais foram montados em I|aminas previamente
gelatinizadas e armazenadas no freezer comum (-20°C) até o processamento

histologico e/ou imunocitoquimica.

3.7- Técnicas Histoquimicas e Imunohistoquimicas

3.7.1- Coloragdo com Vermelho Neutro

Para visualizagdo da citoarquitetura do GRD foi utilizada a técnica de
coloragédo histologica de vermelho neutro. Cortes longitudinais de GRD e cortes
transversais da medula espinhal foram lavados trés vezes com PBS 10mM para
retirada dos residuos da resina de congelamento. Em seguida foram colocados por 2
minutos em banho de tamp&o acetato 5%, pH 3,3. A seguir, as ldminas foram
mergulhadas em solugéo de vermelho neutro 1% em tamp&o acetato 0,1M pH 4,8,
onde permaneciam por aproximadamente 20 segundos e eram entdo mergulhadas

novamente em tampdo acetato durante 5 minutos para retirada do excesso de
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corante no tecido. Os cortes foram entido desidratados e montados em Entellan

(Rapid Montage Medium, Merck).

3.7.2-Imunocitoquimica dos cortes de Nervo Ciatico, GRD e Medula Espinhal

Para marcagao imunocitoquimica, os cortes longitudinais de nervo ciatico e
GRD previamente adicionados as laminas gelatinizadas, foram lavados trés vezes
com PBS 10mM + 0,1% de Triton X-100 por 5 minutos. Apds as lavagens, os cortes
foram pré-incubados com solugdo de lavagem contendo 10% de soro normal de
cabra (NGS, Life Sciences, BRL) e 1% de albumina sérica bovina (BSA, Life
Sciences, BRL) durante 1 hora. Essa pré-incubacdo em camara umida visou
bloquear sitios inespecificos. Cortes de medula espinhal sofreram bloqueio dos sitios
inespecificos com apenas 5% de NGS diluido em PBS 10mM +0,1% pH 7,4 em
Triton X-100. Em seguida a solugdo de bloqueio foi removida e as laminas foram
incubadas durante 2 horas em temperatura ambiente com solugcdo contendo o
anticorpo primario diluido em solugdo de bloqueio (ver tabela de anticorpos
primarios). Apds a incubagédo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados com
PBS 10mM, pH 7,4 (3 vezes durante 5 minutos) e incubados por 90 minutos com
anticorpo secundario (ver tabela de anticorpos secundarios). Em seguida as laminas
foram lavadas com PBS 10mM, pH 7,4 (3 vezes durante 5 minutos) e montadas com
laminulas utilizando n-Propil-Galato, pH10 (Sigma) ou Vecta Shield (Vector) como
meio de montagem para visualizagdo em microscopia de fluorescéncia. Ambos os
meios de montagem, para visualizagdo dos nucleos celulares, continham DAPI na
sua composic¢ao, exceto quando o material examinado era originado dos animais

que receberam CDMO previamente marcadas com DAPI. Para visualizacdo dos
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nucleos celulares através de microscopia confocal foi utilizado To-Pro (1:1000,

Molecular Probes) diluido juntamente com o anticorpo secundario.

Para a dupla marcacédo de BrDU e GFAP, cortes de animais que receberam as
injecoes de BrDU durante 10 dias foram descongelados em temperatura ambiente e
incubados posteriormente numa camara umida contendo paraformaldeido 4%, a
50°C durante 15 minutos. Esse procedimento aumentava a adesdo dos cortes na
lamina evitando o desprendimento ao longo do procedimento. Em seguida as
laminas foram lavadas com agua destilada a 40°C (2 x 5 min.) e incubadas com
acido cloridrico (HCI 2N) por 30 minutos a 37°C . Os cortes foram entdo incubados
duas vezes durante 10 minutos, com tampé&o borato 0,1M pH 8,4 a 40°C, e lavados
por duas vezes com PBS 10mM pH 7,4 + 0,3% de Triton X-100. Apds esse
tratamento os cortes foram incubados com a mesma solugéo de lavagem contendo
10% NGS e 1% de BSA em temperatura ambiente durante 1 hora. O anticorpo anti-
BrDU monoclonal (1:100, AbCam) foi diluido na mesma solugdo de bloqueio,
juntamente com anti-GFAP policlonal (1:500, Dako Corporation) e foram incubados
durante a noite. Apos esse periodo, os cortes foram lavados (3x 5 min.) com PBS
10mM pH 7.4 + Triton X-100 0,3% durante 1 hora e em seguida foram incubados
com anticorpos secundarios Alexa 488 anti-mouse (1:250, Molecular Probes) e Alexa
555 anti-rabbit (1:250, Molecular probes) durante 90 minutos. Os cortes foram entéo
lavados com PBS 10mM pH 7.4 + Triton 0,3% (3x 5 min.). As laminas foram
montadas com Vectashield contendo DAPI (Vector) e laminula. Os procedimentos
foram os mesmos para cortes de nervo ciatico, GRD e medula espinhal, sendo que a
solucao de bloqueio para os cortes de medula apresentava apenas 5% de NGS. As

laminas reagidas foram armazenadas a 4°C em geladeira.
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3.8- Cultura de Células derivadas da Medula Ossea: Obtencdo do Meio
Condicionado.

Células derivadas da medula 6ssea (CDMO) foram obtidas seguindo os
procedimentos descritos acima e foram plaqueadas em meio DMEM F-12 mais 10%
de soro fetal bovino (Invitrogen), penicilina/estreptomicina (10.000 unidades/mL e
10mg/mL, Sigma), fungizona (10mg/mL, Sigma), glutamina (100mg/mL,Invitrogen) e
sacarose (0,15%, Sigma). Cerca de 2,00 x 10° CDMO foram plaqueadas em placas
de 10cm (Cornning) e mantidas na estufa a 37°C durante 24 horas. Apds esse
periodo, as células nao aderentes foram removidas e a por¢cdo aderente,
denominada de células mesenquimais (Figura 9B), foram expandidas. Apos trés
passagens, atraveés de tripsinizagdo de placas confluentes e replaqueamento, novos
meios suplementados com e sem soro foram adicionados e as células foram
mantidas em cultura por 72 horas. Esse meio de cultura condicionado foi entao

coletado, centrifugado a 260g durante dez minutos e congelado a -20°C.

3.9- Cultura de Explantes de Ganglio da Raiz Dorsal e de Neurodnios
Simpaticos.

Culturas de explantes de GRD foram realizadas utilizando embrides de rato
com 16 dias de gestacdo (E16). Fémeas gravidas foram anestesiadas com éter e
posteriormente sacrificadas por deslocamento cervical sendo que os embrides foram
imediatamente removidos. Os GRDs foram removidos apds exposicdo da medula
espinhal, dissecados e plaqueados com DMEM F-12 contendo 50ng/mL de NGF
(Invitrogen) por 1 hora na estufa a 36°C, antes do plaqueamento definitivo. Os

ganglios tratados com NGF foram entdo plaqueados sobre laminulas pré-tratadas
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com 100ug/mL de poli-L-lisina e 50 ug/mL de laminina (Invitrogen). O grupo controle
foi incubado com DMEM F-12 sem soro (n=5). O grupo controle positivo foi incubado
com DMEM F-12 sem soro contendo 20ng/mL NGF (n=5). O terceiro grupo foi
incubado com o meio condicionado sem soro das CDMO (diluigdo 1:1, com DMEM
F-12, n=6). Todas as condigdes experimentais foram mantidas a 36°C, 5% de CO,
na estufa durante 48 horas. Apds esse periodo, as culturas foram fixadas com
paraformaldeido, lavadas com PBS 10mM +0,01% de triton X-100 (3 x 5 min.) e
processadas para imunocitoquimica contra NF-200 (policlonal, 1:200, Sigma/ Alexa
488 anti-rabbit, 1:250, Molecular Probes). Em seguida as laminulas foram aplicadas
sobre laminas contendo uma gota (20uL) de Vectashield (Vector), seladas com
esmalte e levadas ao microscoépio de fluorescéncia para visualizagao e quantificagao

da neuritogénese.

Para a cultura de neurbnios simpaticos, foram removidos os ganglios
simpaticos de embrides de pinto com 10 dias (E10). Apds lavagem com tampéao livre
de calcio e magnésio (CMF) as cadeias de ganglios foram incubadas com a mesma
solugédo contendo 0,05% de tripsina a 37°C por 30 minutos. Apos centrifugagdo e
remogao da solugdo contendo tripisina os ganglios foram lavados com DMEM F-12
contendo 10% de soro fetal bovino e dissociados com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. Células ndo neuronais foram removidas por um gradiente diferencial de
sedimentacao através da adicdo do numero total de células dissociadas em uma
coluna contendo aproximadamente 60mL de DMEM F-12 + 10% de soro fetal
bovino. Fracbes foram coletadas apds uma hora de corrida sendo que das 12
fragcdes coletadas, os neurdnios simpaticos estavam contidos em sua maioria nas
fragbes intermediarias (Fracdes de 6-9). Esses neurbnios foram plaqueados em

baixa densidade sobre placas de cultura (35mm, Cornning) previamente tratadas
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com poli-L-lisina (10pg/mL, Sigma) e laminina (20 pg/mL, Invitrogen). As condi¢des
experimentais foram as mesmas utilizadas para os explantes de GRD, DMEM F-12
mais soro como controle, DMEM F-12 com soro mais NGF (20ng/mL) como controle
positivo e o meio condicionado das CDMO sem soro diluido (1:1) com DMEM com
soro. Nesse experimento testamos o meio condicionado por 48 horas e 72horas. Os
neurdnios simpaticos foram incubados por 48 horas a 37°C, com 5% CO- na estufa.
Foram realizados trés experimentos independentes para cada condi¢cao
experimental. Apds 48 horas as culturas foram fixadas com paraformaldeido 4% pH
7.4, lavadas (3x 5 min.) e mantidas em PBS 10mM para imediata analise e

quantificagdo da sobrevivéncia neuronal e neuritogénese.

3.10- Cultura de Explantes de Nervo Ciatico de Ratos Adultos

Para obtencao da cultura de explantes de nervo ciatico, o nervo foi exposto e
sofreu um esmagamento por compressao utilizando-se uma pinga média
mergulhada em nitrogénio liquido, vinte e quatro horas antes da remog¢ao do nervo.
Esse procedimento permitiu que as células de Schwann fossem ativadas em funcéao
do rompimento dos axdénios. Apds o periodo de 24 horas do esmagamento, os
animais foram anestesiados com éter, sacrificados por deslocamento cervical e
ambos os nervos foram removidos. O tecido conjuntivo mais externo, o perineuro, foi
removido da regido distal a lesdo e com o auxilio de uma lamina de bisturi foram
obtidos pequenos fragmentos da regido distal. Em seguida foi aplicado um explante
por poco numa placa de 24 pocgos. Esses explantes foram mantidos com as
seguintes condi¢des experimentais: DMEM F-12+10% de SFB como meio padréo,

50ng/mL de NGF, 50ng/mL de BDNF, 50ng/mL de NGF e BDNF e o meio

62



condicionado das CDMO com 10% de SFB em diluigdo 1:1 com DMEM F-12. Esses
explantes foram mantidos em cultura por 10 dias, e apds esse periodo as placas de
cultura foram levadas ao microscopio invertido para que os explantes e as células

migratorias pudessem ser fotografados por contraste de fase.

3.11- Analise Microscopica, Quantificacéo e Anélise Estatistica.

Para analise das laminas submetidas a métodos histoquimicos de coloracéao, foi
utilizada microscopia 6ptica convencional através de contraste de fase ou contraste
diferencial interferencial (DIC, microscopio Axioskop, Zeiss), com objetivas de baixo

e grande aumento.

Para analise dos cortes processados por métodos imunocitoquimicos, foi
utilizada microscopia oOptica de fluorescéncia (microscépio Axiovert 135, Zeiss) com

objetivas de baixo e grande aumento.

As imagens de microscopia 6ptica comum e de fluorescéncia foram feitas com a
utiizacdo de uma camara fotografica digital acoplada ao microscopio invertido
(Axiocam, Zeiss) e o processamento e melhora grafica das imagens foi realizada
utilizando-se o softwear especifico da camera (Axiovision 5.0, Zeiss). A contagem
do numero de células do GRD e da medula espinhal foi feita a partir da visualizagao
direta dos cortes reagidos pela técnica de vermelho neutro ao microscopio 6ptico
comum utilizando uma objetiva com aumento de 40 vezes. O numero de neurbnios
Dil positivos do GRD e da medula espinhal foi quantificado diretamente ao
microscopio de fluorescéncia convencional (Axiovision 5.0, Zeiss) utilizando-se o

fitro para rodamina. Imagens de cortes longitudinais dos nervos ciaticos de
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camundongos que receberam CDMO®™*

foram obtidas através de microscopia
confocal (microscopio invertido, Zeiss Confocal Microscopy LSM 510 Meta)

utilizando-se os laseres de 488, 583 e 633nm de comprimento de onda.

Para analises estatisticas dos dados de quantificacéo foi utilizado o programa
Prizma (Graph Pad). Analise de variancia ndo paramétrico, seguido pelo pds-teste
Neuman-Keuls para comparagcdo entre pares de coluna foram utilizados como
testes. A densidade de colocalizagao entre GFP e S100-B foi medida com a fungao

de colocalizagao grafica do software (Axiovision, Zeiss).
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4- Resultados

4.1-Crescimento Axonal no Interior do Tubo de Polietileno.

Os nervos ciaticos lesionados foram cortados e a andlise dos cortes
histolégicos processados para o neurofilamento-200 (NF-200) mostrou a presenga
de axoénios no interior do tubo na extremidade do coto proximal em regeneracgao.
Nessas regides analisadas foi possivel visualizar células injetadas que foram
previamente coradas com DAPI (Figura 10A e B). Isso demonstra que uma
populacdo das células injetadas se estabelece em regides adjacentes aos axdnios
em regeneracao e € possivel sugerir que estas células possam estar exercendo
alguma atividade biolégica que favorega o aumento do crescimento desses axénios
no interior do tubo de polietileno.

A analise morfométrica da regeneragao do nervo ciatico mostrou que o
crescimento do nervo foi maior em animais que foram injetados com uma suspenséao
contendo CDMO marcadas com DAPI, quando comparado a situagao controle onde
foi injetado apenas matrigel em PBS10mM (figura 10D). A analise estatistica
comparando a taxa de crescimento do nervo em ambas as condigdes experimentais
demonstrou que nao houve diferenga significativa na regeneracao sete dias apos o
tratamento com CDMO (p>0,05).

No entanto, vinte e um dias apds lesdo houve um aumento significativo na
regeneragao axonal no interior do tubo nos animais tratados com CDMO (p<0.0001)

(Figura 10 D).

Nesse sentido, observa-se um tecido conectivo unindo os cotos proximal e
distal vinte e um dias apés transeccgao e inje¢cao das células da fragdo mononuclear

(Figura 10 C).
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Figura 10. CDMO aumentam a regeneragdao do nervo ciatico
lesionado nos periodos iniciais apdés lesdao. A-B: cortes
longitudinais do nervo ciatico imunomarcados para NF-200, 21 dias
apos transecgdo. CDMOPAPH podem ser visualizadas bem préximas
aos axOnios positivos para NF-200. C: Fotografia em baixo aumento
mostrando a regido reconectada do nervo ciatico 21 dias apds a
injegdo das CDMO. D: Histograma da andlise quantitativa do
crescimento axonal no interior do tubo de polietileno 7 e 21 dias apds
lesdo. E: Desenho esquematico do nervo ciatico em regeneragao onde
os quadrados indicam o campo exato de obtengdo das fotografias em

AeB.
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4.2- CDMO Aumenta a Sobrevivéncia de Neuronios do GRD apos Lesdo
do Nervo Ciético.

Existe uma perda de aproximadamente 30% dos neurénios nos GRDs L4 e
L5 apds lesdo do nervo ciatico (figura 11D). Nos animais tratados com CDMO e
sacrificados apo6s 21 dias foi observado que a porcentagem do numero de neurénios
nos GRDs correspondia a 82% do total quando comparado ao animal controle (sem
lesdo). (Figura 11E, Tabela 1 e 2, GRD L4 **p<0, 001 e L5 *p<0,01). Dessa forma
observamos que o tratamento com CDMO aumenta a sobrevivéncia de neurbnios

sensitivos do GRD em aproximadamente 15%.

A lesdao do nervo ciatico nao resulta em perda de motoneurbnios
(Hammarberg et al., 2000). No nosso estudo, a contagem do numero de
motoneurdnios presentes nos cortes transversais da medula espinhal lombar (Figura
11C e D), especificamente na regido dorso-lateral, revelou que ndo houve diferencga
significativa no numero de células entre o grupo de animais que recebeu CDMO e o
grupo controle que recebeu apenas PBS 10mM diluido em Matrigel (Figura 11F,
Tabela 2, p>0,05). As porcentagens foram novamente calculadas tendo como
referéncia o numero total de motoneurdnios existentes na regido dorso-lateral da

medula de ratos que n&o sofreram qualquer tipo de lesao.
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Figura 11. CDMO aumentam a sobrevivéncia de neurénios do ganglio da raiz dorsal (GRD,
L4 e L5). A-B: Fotografias de cortes longitudinais de GRD L4 em menor (A) e maior aumento (B),
21 dias ap6s a lesédo do nervo ciatico, corados com vermelho neutro. C-D: Fotografias de cortes
transversais da medula espinhal lombar em baixo (C) e maior aumento (D), 21 dias ap6s lesdo do
nervo ciatico, coradas com vermelho neutro. E e F: Histogramas da andlise quantitativa do niumero
de neurdnios do GRD L4 e L5 (E) e motoneuénios (F) remanescentes 21 dias apds a lesdo do
nervo ciatico. Tabelas 1, 2 e 3 de quantificagdo da sobrevivéncia dos neurénios do GRD (L4 eL5) e
motoneurdnios respectivamente (Verso). Barras: A e C=200um; B e D= 50um. DL=dorso-lateral.
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Tabela 4. Regeneragao dos neurénios GRD L4

Ratos Cortes Dil* Regeneracao
cbMmo 7 52 188 60,5%
PBS 6 38 138 48%
NGF/BDNF 4 30 162 54%

Tabela 5. Regene

ragao dos neurénios GRD L5

Ratos Cortes Dil* Regeneragao
cbmMmo 7 63 202 48%
PBS 6 50 135 39,5%
NGF/BDNF 4 31 223 56%
Tabela 6. Regeneragdao dos Motoneurénios
Ratos Cortes Dil+ Regeneragao
CDMO 7 28 15 65%
PBS 6 25 10,5 45,5%
NGF/BDNF 4 26 22,2 96%
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4.3- CDMO Aumentam o Numero de Axdnios Sensitivos e Motores em
Regeneracdo apos Lesdo do Nervo Ciatico.

Para analisar os axénios em regeneracdo que alcangcaram o coto distal
utilizamos a imunocitoquimica para GAP-43, uma proteina expressa por axénios em
crescimento. Os animais que receberam CDMO apresentaram maior numero de
axobnios no coto distal quando comparados ao grupo controle que recebeu apenas
PBS 10mM diluido em Matrigel, quarenta e dois dias apds a transec¢do do nervo
ciatico e reconex&o no interior do tubo de polietileno (Figura 12A e B).

A figura 12 C mostra o raio de difusdo do cristal de Dil 2 dias ap6s a aplicagéo
no coto distal em relagédo a lesdo do nervo ciatico. Através da analise desse raio, foi
possivel descartar a hipétese de difusao desse tragador para o interior do tubo, o
que poderia resultar em marcacdes falso-positivas dos corpos celulares dos
neurénios do GRD e motoneurénios da medula espinhal. Na figura 12 D observa-se
a presenga de axdénios marcados com Dil numa regido muito préxima aos corpos
celulares dos neurdnios do GRD L4 de um rato que sofreu a transec¢édo do nervo
ciatico e injecdo das CDMO. E importante notar a presenca de um neurénio marcado
para Dil ao lado de um neurdénio ndo marcado para o mesmo tragador (Figura 12E),
através de microscopia de fluorescéncia convencional no GRD L4. Essa observacéo
sugere que o axonio do neurdnio positivo pra Dil apresentou regeneragao na regido
onde o cristal de Dil foi aplicado enquanto o neurdnio vizinho nao.

A analise através de microscopia de epifluorescéncia revelou a marcagao de
Dil em neurdnios no GRDs nos segmentos L4 e L5 e na medula espinhal (Figura 12

FeG).
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Figura 13. A-E, Reconstrugdo bidimencional
por microscopia confocal da extremidade do
coto proximal do nervo ciatico 14 dias apéds
lesdo. AE, GFP; B,F, S-1008; B,G,To-Pro;
D,H, Sobreposigdo. Barras=50um. F: Grafico

de colocalizagdo entre GFP e S100-B onde os pontos contidos no quadrado
numero 3 representam pontos de colocalizagZo. A variagao de cor do vermelho
para o azul representa maior fraquéncia de pontos (vermelho) para menor
frequéncia de pontos (azul). G: Esquema do nervo ciatico em regeneragéo onde
o quadrado indica o campo exato de obtengéo das fotografias de A a E. Barra: A-
E=50pm
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Essa marcacao esta de acordo com o padrao de marcagao in vivo, representada por
pontos fluorescentes no interior dos corpos celulares dos neurénios. No GRD de um
animal que recebeu CDMO observou-se marcagao para Dil nas trés populagdes de
neurénios (Figura 12 F): os de corpo celular pequeno (setas brancas), médio (setas
amarelas) e grande (setas verdes). Esse padrao de marcagao também ocorreu nos
animais controle. A analise quantitativa demonstrou que o numero total de neurénios
positivos pra Dil nos GRDs L4 e L5 dos animais que receberam CDMO foi
significativamente maior que no grupo que recebeu apenas PBS 10mM e Matrigel
(Figura 12 H e |, Tabela 3, GRD L4 e L5 **p<0,001). Nao houve diferengas
significativas entre o grupo de animais que recebeu CDMO e o grupo controle
positivo representado pelos animais que receberam NGF e BDNF diluido em
Matrigel. Na medula espinhal o nimero de neurénios Dil* foi maior no grupo de
animais que receberam as CDMO se comparado com o grupo controle (Figura 12 J,
Tabela 4, *p<0,05). Estes resultados sugerem que o tratamento com CDMO
aumenta o crescimento de axénios motores até o coto distal. Os animais que
receberam NGF e BDNF no sitio de lesdo apresentaram um aumento no numero de
motoneurdnios Dil* quando comparado ao grupo tratado com CDMO e ao grupo
controle (PBS 10mM+Matrigel). Estes resultados sugerem que o tratamento com
CDMO aumenta o crescimento tanto de axdénios sensitivos quanto de neurbnios

motores.
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4.4- CDMO Apresentam Baixo Potencial de Diferenciacdo em Células de
Schwann in vivo.

A analise por microscopia confocal de cortes do nervo ciatico de
camundongos adultos tratados com CDMO®™* mostrou uma pequena colocalizagao
de GFP e de S100-3, uma proteina utilizada como marcador de células de Schwann,
quatorze dias apds a injecao (Figura 13 A e B). A coloragao dos nucleos celulares
com To-Pro (Figura 13 C) permitiu observar que as células injetadas, apesar de
apresentarem expressao muito baixa de S100-f, estavam incorporadas ao tecido em
regeneracgao (Figura 13 D). O grafico que ilustra os pontos de fluorescéncia de GFP
(abscissas) e S100-B (ordenadas) apresentou um perfil com precaria co-localizagao
(Figura 13 F). A co-localizagdo dos pontos contidos no quadrante numero trés é

muito baixa sugerindo nao existir diferenciacdo das CDMO em células de Schwann.

4.5- A Atividade Tréfica de CDMO Aumenta a Sobrevivéncia e Neuritogénese
de Neurdnios Simpaticos.

Para analisar os possiveis efeitos troficos de fatores liberados pelas CDMO,
foram utilizadas culturas de neurbnios simpaticos. A analise destas culturas em
microscopia de contraste de fase mostrou que quarenta e oito horas apds o
plagueamento e incubagcdo com meio controle (DMEM F-12 sem soro) as células
nao apresentaram extensao neuritica (Figura 14 A). Neurbnios tratados com o meio
condicionado das CDMO incubados por 48h (MC-CDMO) apresentaram uma

pequena neuritogénese (Figura 14 B).
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Figura 14: Atividade trofica de CDMO aumenta a sobrevivéncia e neuritogénese de neurdnios
simpaticos. A-H, Fotomicrografias em contraste de fase de culturas fixadas de neurbnios simpaticos
dissociados de embrides de pinto (E-10) tratados com DMEM F-12 (A), MC-CDMO 48h (B ), MC-CDMO
72h (C) e NGF (D). E e F, Histogramas da andlise quantitativa da sobrevivéncia neuronal (l) e
neuritogénese (J). Barras=100um.
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Neurdnios tratados com MC-CDMO incubados por 72h apresentaram extensa
neuritogénese (Figura 14C). Esse efeito foi semelhante ao observado nas culturas
de neurdnios simpaticos incubados com NGF 20ng/mL (Figura 14 D). A analise
quantitativa da extensao neuritica demonstrou que apenas o MC-CDMO com 72h de
condicionamento induziu uma diferenca significativa em relagdo aos neurénios
mantidos em meio DMEM F-12 sem soro. No entanto ndo houve diferenca
significativa em relagéao ao controle positivo (NGF).

A analise quantitativa da sobrevivéncia de neurbnios simpaticos dissociados
(Figura 14 E, ANOVA p<0,01) mostra um aumento na sobrevida dessas células
quando incubadas por 48h com ambos os meios condicionados por 48 e 72h. Essa
sobrevivéncia € semelhante a observada com culturas tratadas com NGF. Em
conjunto, estes resultados mostram que os meios condicionados por 48 e 72 horas
aumentam a sobrevivéncia de neurbnios simpaticos, e que apenas 0 meio

condicionado por 72 horas foi capaz de promover expressiva extensao neuritica.

4.6- A Atividade Trofica de CDMO Aumenta a Neuritogénese de Explantes de
Ganglio de Raiz Dorsal.

Para estudar o efeito de fatores liberados pelas CDMO sobre neurbnios do
GRD, utilizamos culturas de explantes obtidos de ratos embrionarios no estagio E15.
O crescimento neuritico foi observado utilizando como marcador a expressao de
neurofilamento (NF-200). A andlise mostrou que 48 horas apdés o plaqueamento e
incubacdo com meio DMEM F-12 sem soro ndo houve neuritogénese nos ganglios
em cultura (Figura 15 A, N=5). Os explantes incubados com meio MC-CDMO por 72

horas apresentaram um grande numero de neuritos (Figura 15B, N=6). A extensao
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Figura 15. MC-CDMO promove neuritogénse de explantes de GRD in Vvitro.
Fotomicrografias de explantes de GRD de ratos embrionarios (E16) incubados por 48h com
DMEM F-12 (A), MC-CDMO (B) ou NGF (C), imunomarcados para NF-200. Barra A-C=200um.
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neuritica observada nestas condigdes foi semelhante a das culturas mantidas na
presenca de NGF, que é um fator tréfico enddgeno necessario para indugao

neuritica de explantes de GRD (Figura 15 C, N=5).

4.7- Atividade Trofica de CDMO Aumenta a Migracéo e o Numero de Células
Gliais in Vitro.

Para analisar o possivel efeito de fatores liberados pelas CDMO sobre as
células de glia do GRD foram utilizados explantes de GRD de embrides de rato E16
plaqueados na presenga de DMEM F-12 ou MC-CDMO acrescidos de 10%SFB.
Como observado nas figuras 16 A e 16 C, a migracdo de células para fora do
explante foi maior nas culturas tratadas com meio condicionado quando comparadas
ao meio controle. Explantes mantidos na presenca de NGF (50ng/mL), também
apresentaram uma grande migracgao de células (Figura 16 B). A analise quantitativa
do raio de migracao das células gliais mostrou que houve um aumento significativo
nos explantes tratados com MC-CDMO em relagdo aos incubados com meio
controle (Figura 16 G, p<0,001). Entretanto, ndo houve diferenca entre o grupo MC-
CDMO e o grupo NGF. Embora a incubagcdo com BDNF tenha aumentado o raio de
migragao, esse aumento foi significativamente menor quando comparado ao grupo
MC-CDMO (p<0,01). Na condicao incubada com NGF+BDNF, o raio de migragao foi
semelhante ao do grupo incubado com MC-CDMO. A analise de uma regiao
adjacente ao explante de GRD (células contidas no quadrado branco, Figuras 16 D-
F) permitiu a comparagao do numero de células gliais entre os grupos controle, NGF
e MC-CDMO, 48h apos incubacdo. O grupo MC-CDMO apresentou densidade
celular cinco vezes maior (Figura 16 D, F e H, p<0,001) do que o grupo controle,

sendo também maior que os grupos tratados com NGF (Figura 16 E, p<0,05) e
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Figura 16. Atividade trofica de CDMO aumenta a migragao e a densidade de células de Schwann de
explantes de GRD in vitro. Fotografias em baixo aumento de explantes de GRD de embrides de rato
(E16) cultivados durante 24 (A-C) e 48 horas (D-F). A-C: Halo de migracdo das células de Schwann
incubadas durante 24h com DMEM F-12+10% SFB (meio padrao, A), NGF 50ng/mL (B) e MC-CDMO (C).
D-F: Densidade celular e organizagdo das células de Schwann incubadas durante 48h com DMEM F-
12+10%SFB (D), NGF 50ng/mL (E) e MC-CDMO (F). Histogramas da andlise quantitativa do raio de
migragéo (G) e densidade de células de Schwann por area. Barras A-F=200pm
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BDNF (p<0,01, 150% maior). A densidade celular entre os grupos MC-CDMO e
NGF+BDNF foi semelhante. Conclui-se que o meio condicionado das CDMO foi
entdo capaz de aumentar o raio de migracéo e a densidade de células gliais a partir

de explantes de GRD de embrides de rato E16.

4.8- A Atividade Trofica de CDMO Aumenta a Migracdo de Células de
Schwann a partir de explantes de Nervo Ciatico Adulto.

Foram utilizados explantes de nervo ciatico de ratos adultos para uma
analise quantitativa do numero de células de Schwann e fibroblastos migratérios,
apos incubagdo de dez dias (Figura 17 A-E). Os explantes incubados em meio
controle (DMEM F-12 + 10% SFB) apresentaram um numero pequeno de células
migratorias sendo que na maioria nao foi observado migragao celular (Figura 17 A,
n=5). No entanto, explantes incubados com MC-CDMO apresentaram um grande
numero de células migratoérias (Figura 17 E, n=5), assim como os explantes tratados
com NGF (Figura 17 B, n=5) e BDNF (Figura 17 C, n=5). O numero de células de
Schwann que migraram a partir dos explantes incubados com MC-CDMO foi 10
vezes maior quando comparado aos explantes controle (Figura 17 F) e
aproximadamente 40% maior que os grupos tratados com NGF (50ng/mL) e BDNF
(50ng/mL). A quantificagdo do numero de fibroblastos oriundo dos explantes tratados
com MC-CDMO foi 10 vezes menor quando comparado com explantes incubados
com NGF e 6,5 vezes menor se comparado com aqueles tratados com BDNF
(50ng/mL).

Conclui-se que o meio condicionado de CDMO induz uma maior migragao
de células a partir dos explantes de nervo ciatico e essa migracédo €

preferencialmente de células de Schwann.
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Figura 17. Atividade tréfica de CDMO aumenta a migragcao das células de Schwann a partir de
explantes de nervo ciatico lesionado. Fotografias de explantes derivados de nervos ciaticos de ratos
adultos, previamente lesionados por esmagamento (24h antes) e incubados durante 10 dias com DMEM
F-12 (meio padréo, A), NGF 50ng/mL (B), BDNF 50ng/mL (C) e MC-CDMO (D). E: Fotomicrografia em
maior aumento demonstrando células de Schwann (seta) e fibroblastos (cabeca de seta) que migraram a
partir do explante de nervo ciatico (Expl.). F: Histograma do numero de células de Schwann e
Fibroblastos que migraram a partir do explante de nervo ciatico. Barra: A-D=200um; E=100um.
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4.9- CDMO Aumentam a Proliferacéo de Células de Schwann in vivo .

Para analisar uma possivel contribuicio das CDMO na proliferacdo de
células de Schwann apods lesdo do nervo ciatico, os animais receberam inje¢des
intra-peritoniais de BrDU, durante dez dias, uma vez ao dia. A analise dos cortes
longitudinais de nervo ciatico mostrou intensa atividade proliferativa nas regides
adjacentes a lesdao do nervo (Figura 18A-D). Os animais que receberam CDMO
apresentaram um ndmero 90% maior de células BrDU'/GFAP* do que os que
receberam apenas veiculo (PBS10mM+Matrigel) (Figura 18 A, B, F, p<0,01) mas,
por outro lado, apresentaram cerca de 26 vezes mais células BrDU*/GFAP* do que
nos animais nao lesionados (Figura 18 E e F, p<0,001). No coto distal, no entanto,
ndo houve diferenca no nimero de células BrDU"/GFAP” entre os animais que

receberam células e os que receberam veiculo (Figura 18 C, D e F).

4.10- CDMO Aumentam a Proliferacdo de Celulas Satélite no GRD in vivo.

Para analise da proliferacao de células satélite do GRD apds lesdo do nervo
ciatico e injegdao das CDMO ou apenas veiculo (PBS 10mM+Matrigel), os animais
receberam durante dez dias, uma vez ao dia, injecdes intra-peritoniais de BrDU.
Cortes longitudinais de GRD (L4 e L5) imunoreagidos para BrDU revelaram a
existéncia de uma proliferacdo basal de células satélite em ratos nao lesionados
(Figura 19 A). Por outro lado, observou-se que o numero de células BrDU positivas
aumentou 7 vezes apos a lesdo do nervo ciatico e a injecao de veiculo (Figura 19 B

e D, p<0,001) e 12 vezes nos animais que receberam CDMO (L4, Figura 19 C e D,
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Figura 18. CDMO aumentam a proliferagdao de células de Schwann in vivo apés lesdao do
nervo ciatico A-E: Fotomicrografias de cortes logitudinais de nervo ciatico 10 dias apds leséo,
duplamente marcados para BrDU (verde) e GFAP (vermelho) e contra-corados com DAPI. As
imagens representam coto proximal de um rato que recebeu CDMO (A), o coto proximal de um
rato que recebeu PBS10mM (B), o coto distal de um rato que recebeu CDMO (C), o coto distal de
um rato que recebeu PBS10mM (D) e um nervo que ndo sofreu lesdo (E). F: Histograma da
proliferagdo das células de Schawnn (BrDU*/GFAP*) sob as diferentes condi¢cdes experimentais.
Barra: A-E=50pm.
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Figura 19. A atividade trofica de CDMO aumenta a proliferagao das células-satélite do GRD apos

lesdo do nervo ciatico. A-C: Fotomicrografias em contraste de fase e fluorescéncia de cortes

longitudinais de GRD de ratos adultos que tiveram seus nervos ciaticos lesionados e receberam
PBS10mM+Matrigel (B), CDMO+Matrigel (C) e de um nervo que n&o sofreu lesdo (A), imunomarcados
para BrDU e contra-corados com DAPI para visualizagdo dos nucleos celulares. D: Histograma da
analise da proliferagéo das células-satélite nos GRDs L4 e L5. Barra: A-C=50um
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p<0,001). Os animais injetados com CDMO apresentaram 57,5% mais células BrDU
positivas quando comparados aos animais injetados apenas com veiculo (L4, Figura
19 D, p<0,01). O GRD L5 apresentou diferengas semelhantes as observadas em L4
(Figura 19 D).

Conclui-se que a lesdo do nervo ciatico seguida da injecao de veiculo
aumentou significativamente a proliferagdo de células satélite em ambos os GRDs
analizados. As CDMO, por sua vez, potencializaram ainda mais o aumento da

proliferacdo de células satélite.

4.11- A Atividade trofica de CDMO aumenta a proliferacdo glial na medula
espinhal apés lesédo do Nervo Ciatico.

Para a analise da proliferagdo glial na medula espinhal os animais cujos
nervos ciaticos foram lesionados receberam durante dez dias, uma vez ao dia,
injecdes intra-peritoniais de BrDU. Os cortes longitudinais da regido lombar (L4-L6)
da medula espinhal mostraram que em animais n&o lesionados, existe uma
proliferagdo basal de células gliais visualizadas com a dupla imunomarcagéo para
BrDU e GFAP (Figura 20A). Na substancia cinzenta ndo foi observada nenhuma
marcagdo para BrDU nos animais ndo lesionados. Por outro lado, em animais
lesionados que receberam PBS, o numero de células BrDU*/GFAP" foi 2 vezes
maior (p<0,05) enquanto que na substancia cinzenta esse aumento foi de 4 vezes
(p<0,05) (Figura 20 B, F e G). No lado contra-lateral ndo houve diferencga
significativa entre os animais nao lesionados e aqueles que receberam apenas PBS

(Figura 20C, F e G).
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Os animais que receberam CDMO apresentaram um aumento de 8,5 vezes
no numero de células BrDU’/GFAP® positivas na substancia branca quando
comparados a mesma regido nos animais nao lesionados (p<0.01) (Figura 20 D e F).
Essa diferencga foi 1,2 vezes maior quando comparado aos animais lesionados que
receberam apenas PBS 10mM. Por outro lado o numero de células BrDU*/GFAP*
positivas foi 7,5 vezes maior nos animais que receberam CDMO quando
comparados aos animais nao lesionados, na substancia cinzenta (p<0,001) (Figura
20 D e G). Esse numero foi 76% maior quando comparado com animais lesionados
que receberam apenas PBS 10mM. N&o houve diferenca significativa no numero de
células BrDU/GFAP® positivas no lado contra lateral & lesdo dos animais que
receberam CDMO se comparados as demais regides e condi¢cdes experimentais. No
entanto, também foram observadas células com esse perfil de marcacdo no lado
contra-lateral de animais lesionados que receberam CDMO ou PBS 10mM.

Foi possivel observar que a lesao do nervo ciatico promoveu um aumento
significativo no numero de células gliais tanto na substancia branca quanto na
substancia cinzenta do lado ipso lateral a lesdo. As CDMO por sua vez aumentaram

significativamente esse numero de células gliais em proliferagao.
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Figura 20. A atividade trofica de CDMO aumenta proliferagdo a glial no corno anterior da medula
espinhal apoés lesdo do nervo ciatico. A-E: Imagens obtidas por microscopia confocal de cortes transversais
de medula espinhal duplamente imunomarcados para GFAP (vermelho) e BrDU (verde) e contra corados com
DAPI. A figura A representa a medula de um animal n&o lesionado. B e C: Regido ipso-lateral (B) e regido
contra-lateral (C) de um animal lesionado que recebeu apenas 10mM. D e E: Regido contra-lateral (D) e regido
ipso-lateral (E) de um animal lesionado que recebeu CDMO. F e G: Histogramas do numero de células
GFAP*/BrDU* presentes na substancia cinzenta (DL) da medula espinhal (F) e na regido adjacente localizada
na substancia branca (G). SC: Substancia cinzenta. SB: Substancia branca. DL: Regido dorso-lateral do corno
anterior da medula espinhal. Barras: A-E=50um.
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5- Conclusoes

CDMO se mantém no sitio onde foram injetadas e aumentam a regeneracdo dos
axénios do nervo ciatico no interior do tubo nos periodos iniciais (7 e 21 dias) apos
lesao;

CDMO aumentam a sobrevivéncia de neurbnios sensitivos de ganglio da raiz dorsal
(GRD), mas nao aumentam a sobrevivéncia de motoneurdnios 21 dias apos lesao do
nervo ciatico;

CDMO aumentam o numero de axbnios de neurbnios sensitivos e motores em
regeneragao apos lesdo do nervo ciatico;

CDMO apresentam baixo potencial de diferenciacdo em células de Schwann 14 dias
apos lesdao do nervo ciatico in vivo, no entanto se mantém na regido em
regeneracgao;

A atividade trofica de CDMO promove sobrevivéncia neuronal e neuritogénese in
vitro;

A atividade trofica de CDMO induz migragao glial a partir de explantes de GRD e
nervo ciatico in vitro;

CDMO aumentam proliferagcao de células de Schwann no coto proximal e células
satélilte do GRD apés lesdo do nervo ciatico in vivo;

CDMO aumentam a proliferagdo de astrocitos da medula espinhal apés lesdo do

nervo ciatico in vivo.
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Figura ilustrativa das conclus6es. CDMO podem contribuir para o aumento da sobrevivéncia de neurénios do GRD e para o
aumento do numero de axdnios motores e sensitivos em regeneragdo. CDMO podem também contribuir para o aumento da
proliferagao glial de células de Schwann, no coto proximal do nervo ciatico lesionado, aumento da proliferacdo de células satélite do
GRD e aumento da proliferagao glial na substancia branca (SB) e na substancia cinzenta (SC) da medula espinhal lombar.

88



6- Discussao

6.1- Contribuicdes das células derivadas da medula dssea para a regeneracao
do sistema nervoso periférico: Estariam essas celulas agindo como mini-
bombas de liberagdo continua?

Nesse trabalho, inicialmente observou-se que as CDMO se mantém no sitio
de lesdo 7, 14 e 21 dias apos transeccao do nervo ciatico e injecdo das CDMO no
tubo de polietileno. Essas células foram encontradas préoximas aos axénios em
regeneragao, no interior do tubo de polietileno. Dados semelhantes foram
demonstrados por Dezawa e colaboradores em 2001. Para visualizar os axénios em
regeneragao foram utilizadas as marcagdes de NF-200 e GAP-43 no coto distal a
lesdo, além da analise quantitativa dos corpos celulares Dil positivos. Desta forma foi
possivel analisar ndo s6 a extensao da regeneracdo, mas também o numero de
neurdnios regenerando seus axonios ao longo do tubo e se reinserindo no coto distal
a lesdo. Através da marcacdo dos corpos celulares dos neurbnios com Dil, foi
possivel também determinar quais populag¢des celulares estavam regenerando seus
axonios. Foi observado um aumento no numero de axdnios no interior do tubo nos
animais tratados com CDMO comparados com os animais controle, 21 e 42 dias
apos o transplante das células. Nao houve diferenga entre os grupos experimentais
sete dias apoOs o transplante, todavia a média de crescimento axonal no interior do
tubo foi maior nos animais transplantados. Juntos, esses dados sugerem que em
periodos iniciais apds a lesdo, as CDMO podem contribuir de alguma forma para
uma regeneracado mais rapida dos axdnios do nervo ciatico lesionado.

Foi descrito que aproximadamente 40% dos neurénios do GRD sofrem

apoptose apds transecgao total do nervo ciatico de ratos ou camundongos adultos
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(Holmberg et al., 2001; Pierucci e Oliveira, 2006). Também foi descrito recentemente
que o volume total do GRD é reduzido em aproximadamente 15% apds transecc¢éao
total (West et al., 2007). Nossos resultados mostram que, animais que receberam
transplante de CDMO no sitio de lesdo tiveram uma diminuigdo na taxa de morte
celular de neurbénios quando comparados com o grupo controle. Houve em média
uma redugao de 31% no numero de neurdnios no GRD L4 e 22,5 % no GRD L5
apos a transeccdo do nervo ciatico. No entanto, quando os animais receberam
CDMO houve um aumento de 14% no numero de neurdnios do GRD L4 e 17% no
GRD segmento L5. Em contraste com esses numeros, a andlise quantitativa dos
motoneurdnios revelou que nao houve diferenga nos animais que receberam CDMO
ou apenas veiculo (PBS10mM). E sabido que em mamiferos adultos ndo ha morte
celular de motoneurénios apos transecgdo do nervo ciatico (Hammanberg et al.,
2000). Portanto, uma vez que ndo ha perda dessa populagdo neuronal, nossos
resultados corroboram a auséncia de contribuicdes das CDMO para um possivel
aumento da sobrevivéncia dos neurdnios motores.

Foi demonstrado o aumento na densidade de axénios no coto distal a lesdo
42 dias apos o tratamento com as CDMO. Esse aumento foi revelado utilizando-se o
GAP-43 como marcador para regeneragao axonal, (Woolf et al., 1990; Chong et al.,
1994; Yin et al., 2006) comparando-se os animais tratados com os que receberam
apenas veiculo. Utilizando Dil como tragador axonal (Rosario et al., 1993; Ramon-
Cueto e Nieto-Sampedro, 1994; Oysiku e Wigston, 1996) aplicado no coto distal a
lesdo também foi possivel observar a contribuicdo das CDMO para a regeneragao
de axbnios de motoneurdnios e neurénios do GRD. Além disso, observou-se que
neurénios do GRD que possuem corpo celular de tamanho pequeno médio e grande

regeneraram seus axonios.
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Nossos resultados demonstram que CDMO apresentam atividade trofica
promovendo sobrevivéncia neuronal e extensa neuritogénese in vitro (Figuras 14 e
15). E possivel sugerir que os fatores troficos liberados por CDMO estejam sendo
transportados retrogradamente até os corpos celulares dos neurbnios do GRD e
motoneurdnios, promovendo sobrevivéncia e crescimento axonal. Para fortalecer

O°®™* nzo se diferenciam em células de

essa hipotese, nds observamos que CDM
Schwann, auxiliando assim na regeneragdo dos axdnios. E conhecido o fato de que
o transporte axonal retrégrado de fatores tréficos € aumentado apdés lesao de nervos
periféricos (Murphy et al., 1999; Rind et al., 2006; Barati et al., 2006). A atividade
trofica de CDMO foi observada em culturas de neurbnios simpaticos dissociados
apos a incubagdo com MC-CDMO por 48h (Figura 14C), onde a sobrevivéncia e
neuritogénese observadas foram semelhantes com a adicdo de NGF. Mais de 95%
dos neurdnios do ganglio simpatico sdo responsivos ao NGF através da ligacéo aos
receptores do tipo tirosina cinase A (TrKA) sinalizando para sobrevivéncia e
crescimento axonal (Glevoba e Ginty, 2005). Além disso, aproximadamente 70% dos
neurdnios do GRD sao neurbnios nociceptivos e possuem receptores do tipo TrKA,
portanto, também sao responsivos ao NGF. A hipotese de que o NGF seja uma das
moléculas expressas e secretadas por CDMO ¢é fortalecida pela identificacdo do
RNAmM e da proteina através das técnicas RT-PCR, Western Blotting e ELISA
utilizando material obtido do lisado de CDMO e meio condicionado de CDMO (Chen
et al., 2007b; Pereira-Lopez et al., 2006; Crigler et al., 2006). Os dados referentes a
expressao de BDNF variam de acordo com a populagcdo de CDMO estudadas.
Pereira Lopez e colaboradores (2005) demonstraram a auséncia do RNAm de BDNF

em células do estroma da medula 6ssea de ratos através de RT-PCR. No entanto,

em sub-populagdes de células mesenquimais humanas a expressdo do BDNF é
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maior que a expressao de NGF (Crigler et al., 2006). Qin Chen e colaboradores
(2005) demonstraram que além de NGF e BDNF, células do estroma da medula
Ossea expressam também GDNF, CNTF e NT-3.

E cada vez mais frequente o nimero de trabalhos que mostram a contribuigéo
de células derivadas da medula Ossea através da expressdo e liberagdo de
moléculas com atividade sinalizadora em neurbnios. No entanto, pouco se sabe
sobre quais os tipos celulares envolvidos com a produgao dos fatores tréficos e
quais as condicdes ideais de cultivo ou transplante para que esse suporte trofico

tenha o rendimento ideal.

6.2- Atividade trofica de células derivadas da medula éssea agindo em duas
populacdes celulares: Neuronios e Glia.

6.2.1- Proliferacéo de células de Schwann apos leséo.

Nossas observacdes sobre o efeito do meio condicionado das CDMO nos
permite sugerir a existéncia de uma atividade direta sobre populagdes gliais, além do
efeito direto sobre populagdes neuronais sugerido anteriormente. Foi demonstrado
que o MC-CDMO aumenta preferencialmente o numero de células de Schwann
migratérias, apos 10 dias de incubagdo de explantes de nervo ciatico de ratos
adultos previamente lesionados. Corroborando esses dados, foi observado que as
CDMO sao capazes de aumentar a proliferagdo das células de Schwann no coto
proximal do nervo lesionado (Figura 18). Recentemente foi demonstrado que o
FGF-2 ligando-se ao receptor de FGF tipo 3 € um potente indutor de proliferacao de
células de Schwann apds lesdo do nervo ciatico de ratos adultos (Jungnickel et al.,

2004). Esse mesmo fator é capaz de inibir a mielinizagao promovida por células de
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Schwann durante esse mesmo periodo (Jungnickel et al., 2006). Dados recentes do
nosso laboratério mostraram através de RT-PCR a presenga do RNA mensageiro de
FGF no lisado de células mesenquimais que foram cocultivadas com explantes de
nervo ciatico transeccionado. Esse dado sugere que essa molécula ative a
proliferacdo das células de Schwann a partir de fragmentos de nervo lesionado em
cultura e também in vivo no coto proximal do nervo lesionado. O aumento das
concentragcbes de BDNF durante a regeneragdo periférica e a ligagdo dessa
neurotrofina ao receptor de baixa afinidade para neurotrofinas p75, promove
remielinizacdo das células de Schwann durante a regeneragdo do nervo ciatico
(Zhang et al., 2000; Song et al., 2006). Em paralelo aos efeitos das moléculas
citadas acima, foi demonstrado que o TGF-B é capaz de induzir nas células de
Schwann o aumento da liberacéo de fatores troficos (Rogister et al., 1993; Sulaiman
e Gordon, 2002). Esse dado nos permite imaginar que a atividade tréfica de CDMO
possa também promover o aumento da secregao de fatores tréficos em populacdes
residentes no SNP. Além disso, o TGF-B quando adicionado sozinho em cultura
primaria de células de Schwann, induz morte celular. Porém, quando adicionado
juntamente com Neuregulina-1 promove proliferagdo dessas células (D Anténio et
al., 2006).

A sobrevivéncia, proliferacdo e organizagdo das células de Schwann sao
fundamentais para que os neurdnios periféricos possam sobreviver e seus axénios
regenerar. Dessa forma, a atividade trofica das CDMO se mostra importante para o
aumento da regeneracdo do SNP, mesmo agindo indiretamente sobre populag¢des

gliais.
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6.2.2- Proliferacéo das células satélite do GRD.

A analise da marcacédo de BrDU também mostrou que as células satélite do
GRD aumentaram sua proliferacdo in vivo 10 dias apds a transeccao do nervo
ciatico. Além disso, a atividade trofica das CDMO aumentou ainda mais essa
proliferacdo glial no GRD. Células satélite eram consideradas apenas como células
com fungao estrutural no GRD adulto até a década passada. No entanto, alguns
trabalhos mostraram os papéis bioldgicos dessas células para a manutencao da
homeostasia de neurbnios apés o desenvolvimento embrionario. Huang e
colaboradores (2006) demonstraram através de injecdo do corante fluorescente
Lucifer yellow, que 26,2% das células satélite do ganglio da raiz dorsal se
comunicam com os neurdnios através de jungdes do tipo GAP. Eles demonstraram
ainda que a diminuicdo do pH, que € comum em processos inflamatorios, diminui a
comunicacao entre essas células. Foi também caracterizado o transporte de ions
(Na*/K*/Ca?"), fatores tréficos (NGF, BDNF e NT-3) e segundos mensageiro (AMPc
e GMPc) de células gliais para neurbnios do GRD em ratos adultos (Liu et al., 2003;
Thippeswamy et al., 2005; Arteaga et al., 2004). Essas informagdes sugerem que o
aumento da proliferacdo de células satélite no GRD do rato adulto apdés o
transplante de CDMO possa aumentar o suporte de fatores necessario reduzindo a
morte celular dos neurdnios. Além do suporte aos neurbnios, células satélite atuam
ainda no crescimento e manutencdo de vasos sanguineos do GRD através da
liberagdo de VEGF (Kutcher et al., 2004). Entretanto, ndo se pode descartar a
possibilidade de liberacdo de VEGF pelas CDMO com efeito sobre os vasos em

crescimento no nervo em regeneragao (para revisdo ver Mendez-Otero et al., 2007).
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Independente do aumento na proliferagao glial no GRD apds lesdo do nervo
ciatico, foi demonstrada a existéncia de uma proliferacdo basal desse tipo celular em
ratos nado lesionados. Recentemente, Li e colaboradores (2007) isolaram e
caracterizaram uma populagao de células progenitoras da crista neural no GRD de
ratos adultos. Esse grupo mostrou que células semelhantes a progenitores gliais e
neuronais sdo derivadas de células satélite, utilizando o ensaio de BrDU. Com base
nessas observagdes, o grupo sugere que apoés lesdo, novos neurbnios podem ser

gerados no GRD do rato adulto, a partir desses progenitores.

6.2.3- Proliferacéo de células gliais na medula espinhal.

Os ensaios de proliferacéo in vivo mostraram que a lesao do nervo ciatico de
ratos adultos aumenta a proliferagdo de células gliais no lado ipso- lateral a lesdo na
medula espinhal. Foi possivel identificar células gliais duplamente positivas para
BrDU e GFAP tanto na substancia branca como na substancia cinzenta. Esses
dados sugerem que exista uma sinalizagdo nas duas areas do segmento lombar da
medula espinhal induzindo a proliferacdo glial. Os animais que receberam o
transplante de CDMO tiveram um aumento ainda maior na proliferagdo glial nas
substancias branca e cinzenta. Esse aumento de proliferagdo ocorreu em regides
proximas dos motoneurbnios cujos axbnios foram lesionados. Essa observagao
fortalece a hipotese de que fatores troficos proveniente das CDMO e transportados
pelos axbénios possam estar estimulando o aumento da proliferagéo das células gliais
vizinhas aos corpos celulares dos motoneurdnios em regeneragdo. Sabe-se que
lesdes no SNC estimulam a proliferagdo de oligodendrocitos e astrécitos, que

liberam uma variedade de fatores tréficos que atuam na sobrevivéncia e plasticidade
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dos neurénios (Swanson et al., 2004; Ridet et al., 1997). Gao e colaboradores (2005)
demonstraram que células do estroma da medula 6ssea quando co-cultivadas com
astrocitos aumentam a producdo de RNAm de BDNF, VEGF e FGFb. Uma vez que o
BDNF tem papel fundamental na sobrevivéncia e plasticidade de motoneurdnios via
receptores TrKB, é possivel que, tanto o BDNF liberado pelas CDMO como o
aumento da expressao dessa neurotrofina pelos astrécitos, induzam um aumento no

numero de axénios em regeneragao e o comprimento de regeneragao.

6.3- Perspectivas e consideracgdes finais sobre o uso de CDMO em terapias
celulares na regeneracdo do SNP.

Os resultados apresentados neste trabalho associados aos dados
recentemente apresentados por outros autores demonstram que as CDMO podem
contribuir para a regeneracdo de nervos periféricos e recuperacdo da funcao
comprometida. A analise da regeneragao até seis semanas apos leséo e tratamento
com CDMO, como realizado neste trabalho, ndo é suficiente para o estudo da
recuperacao das fungdes perdidas. No entanto, € muito importante manter o maior
numero possivel de neurbnios em regeneragao, para que a recuperagao funcional
em periodos posteriores represente efetivamente o restabelecimento da funcao
perdida. As CDMO, através da secrec¢ao de fatores troficos, podem ser utilizadas
como uma ferramenta importante para terapias celulares em pacientes que sofreram
algum tipo de lesdo de nervos por acidente ou em decorréncia de uma patologia que
leve a compressdo, rompimento ou perda de fungdo. No Brasil, estudos clinicos
preliminares utilizando CDMO foram realizados em pacientes com lesdo de nervos
periféricos. Embora os dados obtidos tenham sido animadores, ainda existe muita

controvérsia na tentativa de explicar como essas células atuam na contribuicdo da
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melhora da fung¢ao perdida nesses pacientes. Além disso, o estudo de mecanismos
fundamentais na contribuicio das CDMO ajuda a entender quais populagdes
celulares estdo envolvidas na regeneragao de nervos periféricos.

Ainda em relacao aos estudos basicos, seria muito importante caracterizar
os fatores que estdo sendo produzidos pelas CDMO, ndo s6 em periodos curtos,
mas também ao longo de todo o tratamento. E de fundamental importancia a
caracterizagdo da ocorréncia de mudangas no conjunto de fatores troficos
secretados ao longo do tratamento além da caracterizagdo das populagdes celulares

beneficiadas com tal procedimento.
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