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RESUMO

Lesdes no Sistema Nervoso causam rearranjo sinaptico as redes neurais afetadas,
com as células da glia atuando diretamente nesse processo. Dadas as diferencas
interindividuais, o potencial neurorregenerativo varia entre pacientes, sendo
possivelmente influenciado por aspectos intrinsecos do sistema nervoso.
Similarmente, em modelos animais, o potencial regenerativo também varia de
acordo com a linhagem em estudo. Nesse sentido, camundongos C57BL/6J
apresentam maior dificuldade em recuperar danos axonais, comparativamente a
linhagem A/J. Tal atraso no processo de regeneracdo esta relacionado a
plasticidade sinaptica central e ao microambiente periférico, envolvendo diferentes
moléculas, como as do complexo principal de histocompatibilidade de classe | (MHC-
), que atuam na manutencéo de sinapses inibitérias e, possivelmente, um de seus
ligantes, o receptor pareado semelhante a imunoglobulina B (PirB). Tendo isso em
vista, avaliamos, temporalmente, a reatividade glial e a expressdao de MHC-I| e PirB
na medula espinal de camundongos C57BL/6J e A/J ap6s 0 esmagamento do nervo
isquiatico, bem como a expressao génica de componentes da cascata de sinalizagéo
intracelular de PirB em motoneurdnios, no momento de maior retragcao sinaptica. Por
meio de analises histoldgicas, constatamos que ambas as linhagens apresentam
maior retracdo sinaptica ao sétimo dia apds lesdao, mesmo periodo em que houve
maior expressdo de MHC-I e Iba-1 (marcador de microglia). Na linhagem A/J houve
aumento na expressdo de GFAP (marcador de astrdcitos) no quinto dia apés leséo,
concomitantemente a maior expressao de PirB, ao passo que nos animais C57BL/6J
a expressao de GFAP nao se alterou significativamente ao longo do tempo, havendo
maior expressao de PirB no terceiro dia apds a lesédo. A andlise da expressao génica
por gRT-PCR em motoneurdnios microdissecados revelou que, aos sete dias apds a
lesdo, houve aumento na expressdo de crmp2, cofilina e shp2 nos animais
C57BL/6J e queda de trkb nos camundongos A/J. Na analise sensorio-motora nao
observamos diferenga no reestabelecimento da marcha entre as linhagens,
tampouco no limiar nociceptivo, com excecdo do 21° dia apds a lesdo, quando os
animais A/J apresentaram um pico de hiperalgesia Em conjunto, nossos dados
reforcam a participagdo do MHC-I na plasticidade sinaptica e sugerem que PirB
esteja atuando no processo de astrogliose.



Palavras-chave: Neurociéncias. Plasticidade Neuronal. Neuroimunologia.



ABSTRACT

Lesions to the Nervous System cause synaptic rearrangement related to the affected
neural networks, where glial cells are directly involved in this process. Because of the
interindividual differences, neurorregenerative potential changes among patients,
possibly being influenced by intrinsic aspects of the nervous system. Similarly, in
animal models the regenerative potential also varies according to the strains. It is
known that C57BL/6J mice present greater difficulty in recovering axonal damages,
compared to the A/J strain. Such a delay in the regeneration process is related to
central synaptic plasticity and the peripheral microenvironment, involving different
molecules, such as those of the major histocompatibility complex class | (MHC-I),
which act on the maintenance of inhibitory synapses, and possibly one of its ligands,
the paired immunoglobulin-like receptor B (PirB). Based on that, we evaluated the
glial reactivity and the expression of MHC-I and PirB in the spinal cord of C57BL/6J
and A/J mice following sciatic nerve crushing at different time points, as well the gene
expression of components of the intracellular signaling pathway of PirB in
motorneurons of both strains, during the period of greatest synaptic retraction. By
histological analysis, we observed in both strains higher synaptic retraction on the
seventh day after injury, concurrent with a greater expression of MHC-I and Iba-1
(microglial marker). In the A/J strain there was an increase in the expression of GFAP
(astrocyte marker) on the fifth day after injury, concomitantly with higher expression
of PirB, whereas in the C57BL/6J animals GFAP expression did not change
significantly over time, with higher expression of PirB on the third day after injury.
Analysis of the gene expression by qRT-PCR in microdissected motorneurons
revealed that at seven days post-injury there was an increase in the expression of
crmp2, cofilin, and shp2 in C57BL/6J animals and a decrease in trkb expression in
A/J mice. In the sensory-motor analysis, there was no difference in the
reestablishment of gait or nociceptive threshold between the strains, except for the
21st day after injury, when A/J animals presented a peak of hyperalgesia. Together,
our data reinforce the participation of MHC-I in synaptic plasticity and suggest that
PirB is acting in the process of astrogliosis.

Keywords: Neurosciences. Neuronal Plasticity. Neuroimmunology.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 O SISTEMA NERVOSO E SUAS DIVISOES

O sistema nervoso (SN) pode ser dividido, anatomicamente/ didaticamente, em
Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP), controlando as
funcdes somaticas (sensoriomotoras ou voluntarias) e autondmicas (involuntarias)
do corpo humano (SNYDER et al.,, 2018). As estruturas que compdem o SNC
incluem o encéfalo e a medula espinal, enquanto no SNP tém-se os nervos
periféricos e ganglios, nervos cranianos e as estruturas auton6micas. Essas
estruturas trabalham permitindo o envio, recebimento e o0 processamento de

informacgdes provenientes das mais diferentes regides corpéreas (FRANKLIN, 2016)

O SNC é uma rede de aproximadamente 100 bilhdes de células nervosas
individuais, tendo caracteristicas anatémicas e fisiolégicas Unicas, como: 1) o fato de
serem protegidas por estruturas 6sseas (cranio e vértebras); 2) sdo separadas da
circulagcéo sistémica pelas jung¢des oclusivas das células endoteliais, que servem de
barreira para diferentes moléculas, inclusive certas toxinas e 3) a limitada
capacidade de autorreparacao, apesar da presenca de células tronco enddégenas no

encéfalo e na medula espinal (FARINA et al., 2018).

O SNP, por sua vez, € dividido em sistema nervoso somatico e autonémico,
sendo o ultimo subdividido em componentes simpaticos e parassimpaticos (Figura
1). Alguns autores consideram haver uma terceira subdivisdo do sistema nervoso
autondmico, o sistema nervoso entérico, responsavel pela regulagdo da funcédo do
trato gastrointestinal (CUEVAS, 2015).
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Sistema Nervoso

]
I I
Sistema Nervoso Sistema Nervoso
Periférico Central
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Sistema Nervoso Sistema Nervoso
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Sistema Nervoso Sistema Nervoso
Parassimpatico Simpatico

Figura 1. Organograma do Sistema Nervoso e suas subdivisdes.

1.2 AS CELULAS QUE COMPOEM O SISTEMA NERVOSO

As células que compdem do Sistema Nervoso podem ser divididas em duas
grandes categorias: neurénios e glia. As células da glia incluem, no SNC, astrdcitos,
oligodendrdcitos, a microglia e as células ependimarias, ao passo que no SNP ha
células de Schwann, macréfagos e células satélites nos ganglios das raizes dorsais.
Juntos, as células da glia e os neurbnios desempenham papel importante, formando
a unidade funcional do SN. (WILLERTH, 2017).

1.2.1 Neurbnios

Os neurbnios sao responsaveis pela geracao e propagacao de potenciais de
acao, que envolvem mudancgas bioelétricas ou bioquimicas na célula, através de um
alto gasto energético (MIHAILOFF; HAINES, 2018). Para transmitir informacao de
forma bem-sucedida, os neurbnios produzem sinais quimicos especificos, iniciados
através da liberacdo de neurotransmissores em uma regidao conhecida como fenda
sindptica (sinapse quimica). Os neurotransmissores liberados pelos neurénios (pré-
sinapticos) cruzam a fenda sindptica para alcancar um segundo neurdnio (pos-
sinaptico) que os absorve (WILLERTH, 2017).

Embora a arquitetura do neurdnio seja especialmente diversa, um neurdnio

arquetipico € constituido por uma membrana plasmatica continua que forma o corpo
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celular (ou soma), do qual tem origem o axénio e os dendritos (MIHAILOFF;
HAINES, 2018). Uma das fun¢des do soma é garantir a sintese de alguns
componentes necessarios para a estrutura e funcao de neurbnios. Ademais, o0 soma
contém todas as organelas responsaveis pela sintese de macromoléculas e ainda
recebe inUmeras sinapses de outros neurdnios, sendo, juntamente com os dendritos,

a principal area de contato dos neurénios (HAMMOND, 2015).

Os dendritos, por sua vez, apresentam-se como inumeras ramificacdes
partindo do corpo celular, semelhante a “galhos de arvores”. Pequenos brotos
(espinhas dendriticas), de diferentes formatos, sdo frequentemente vistos nos
dendritos mais distais, constituindo a principal area de sinapse, enquanto que a
arborizacao dendritica € mais robusta na sua origem, ou seja, nas proximidades do
corpo celular (MIHAILOFF; HAINES, 2018) (Figura 2). Alteragdes na arvore
dendritica podem contribuir para o desenvolvimento de doengas neurolégicas como
o autismo (MARTINEZ-CERDENO, 2017).

Em contraste aos dendritos, o axbénio estende-se por longas distancias
(MIHAILOFF; HAINES, 2018), tendo origem no corpo neuronal, em uma regidao de
intensa sintese proteica denominada cone de implantacao (WILLERTH, 2017).
Alguns axbnios desenvolvem uma relacdo préxima com células de Schwann ou
oligodendrdcitos, que emitem projegcdes da sua membrana plasmatica a fim de se
associar aos axénios, formando as bainhas de mielina. Entre dois segmentos de
mielina, também chamados de internodos, ha espacos sem mielinizagao
denominados de nés/ nédulos de Ranvier. A mielina associada ao axénio tem como
funcdo o isolamento elétrico do ultimo, visando a otimizacdo da conducdo do
impulso nervoso (ALVITES et al., 2018). Os axénios mielinizados sao referidos como
fibras nervosas, o que inclui 0 componente nervoso e o envoltério glial (MIHAILOFF;
HAINES, 2018).

E importante ressaltar que o transporte axonal pode ocorrer no sentido
anterégrado e na direcao retrograda. No primeiro caso, movimento de estruturas
intracelulares (tais como vesiculas, mitocéndrias, etc) e proteinas (tais como as do
citoesqueleto) ocorre do corpo celular em diregcdo a sitios axonais (nédulos de
Ranvier, vesiculas pré-sinapticas, etc.) e para o seguimento mais distal ao corpo
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celular de um neurbnio, o terminal axonal (HAMMOND, 2015). No sentido

retrdgrado, os mesmos elementos transitam da periferia em dire¢do ao corpo celular.

/7~ Dendrito

#- Espinhas dendriticas

... Terminal
" Axonal

Cone ~ Axénio
Axonal /

- Mitocondria
- Pericario

Figura 2. Representacdo de um neurdnio genérico e suas principais estruturas. E possivel observar a

arborizacdo dendritica se tornando mais delgadaa medida que se afasta do corpo celular.

1.2.2 Células da Glia

A glia compée o maior numero de células do sistema nervoso, sendo
fundamental para o seu funcionamento adequado. A maioria dessas células, no
SNC, sao astrocitos e oligodendrécitos, derivados da neuroectoderme, e a microglia,
derivada do saco vitelinico (GINHOUX et al., 2013) que, por sua vez, é formado a
partir da endoderme e da mesoderme. Analogamente, no SNP sdo encontradas
células de Schwann, além de células satélites, nos ganglios das raizes dorsais, € 0s
macréfagos (MIHAILOFF; HAINES, 2018).

1.2.2.1 Astrocitos

Os astrocitos atuam na manutencdao do funcionamento préprio do SNC. Sao
classificados como protoplasmaticos e fibrosos, de acordo com sua morfologia (em
estado basal) e sua localizacdo anatémica. Os astrocitos protoplasmaticos sao
encontrados na substancia cinzenta, apresentam prolongamentos espessados que
dao origem a finos processos distribuidos uniformemente. Astrécitos fibrosos, por

sua vez, sdao encontrados por toda substdncia branca e apresentam muitos
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processos longos, semelhantes a filamentos. Analises por microscopia eletrénica
mostraram que o0s processos dos astrocitos protoplasmaticos envelopam as
sinapses, ao passo que os prolongamentos dos astrocitos fibrosos se relacionam
aos nés de Ranvier. Ambos formam juncdes oclusivas com 0s processos distais dos
astrécitos circunjacentes (SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Os astrécitos realizam contato bidirecional com vasos sanguineos, através de
seus prolongamentos, regulando, por exemplo, o fluxo sanguineo local. Produzem e
secretam varios mediadores moleculares como proteoglicanos, acido araquiddnico e
oxido nitrico, sendo que o ultimo pode atuar na vasodilatacdo, influenciando,

consequentemente, o fluxo sanguineo.

Atualmente, ha evidéncias de que os astrdcitos desempenham papel direto na
transmissao sinaptica por meio da liberagdo regulada de moléculas sindpticas ativas,
incluindo glutamato e GABA. A liberacdo desses glio-transmissores ocorre em
resposta as mudangas na atividade sinaptica neuronal e envolve a excitabilidade dos
astrdcitos, como resposta ao aumento nos seus niveis de [Ca?*]i, podendo alterar a
excitabilidade neuronal (SHIGETOMI et al.,, 2008). Essa evidéncia sustenta a
hipotese da “sinapse tripartite”, em que os astrécitos desempenham influéncia direta
e interativa com neurénios durante a atividade sinaptica, de forma que é essencial
para o processamento das informacbes pelos circuitos neuronais (HALASSA;
FELLIN; HAYDON, 2007; PEREA; NAVARRETE; ARAQUE, 2009).

Além disso, os astrécitos sao responsaveis por secretar fatores troficos que
servem de suporte aos neurénios, regulando os niveis extracelulares de ions e
neurotransmissores e provendo defesa antioxidante (BARRETO et al.,, 2011;
CHUNG; ALLEN; EROGLU, 2015).

1.2.22 Oligodendrdcitos

Os oligodendrocitos tém um papel importante no suporte do SNC.
Morfologicamente, apresentam inumeros prolongamentos que partem do corpo
celular, estando esses em intimo contato com os axénios dos neurénios,
diferentemente dos astrécitos (WILLERTH, 2017). Uma das principais fungdes
dessas células é a formacao e a manutengéo das bainhas de mielina (BAUMANN;
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PHAM-DINH, 2001), que prové isolamento eletroquimico ao redor de todos os

axonios da substancia branca.

A bainha de mielina é um envoltério membranoso lipoprotéico, que se dispdem
ao redor de um axénio, aumentando a velocidade de condugdo dos potenciais de
acao ao longo do axénio. Os axbnios de grande diametro tém espessas bainhas de
mielina e apresentam velocidade de conducdo maior que a dos axdnios com
didmetro menor e com bainhas de mielina mais finas. Além disso, os axénios menos
espessos nao sdo mielinizados (amielinicos) e apresentam baixa velocidade de
conducao (MIHAILOFF; HAINES, 2018).

A bainha de mielina é formada por uma interacao célula-célula, na qual um
axonio destinado a mielinizagdo é reconhecido por proteinas presentes na superficie
do oligodendrécito. Ainda, oligodendrocitos em desenvolvimento também recebem
sinais eletroquimicos de axo6nios ativos e respondem gerando um processo que
envolve repetidamente o axénio. A medida que as camadas de mielina se
acumulam, quase todo o citoplasma é excluido (permanecendo apenas nas voltas
mais internas e externas do processo do oligodendrécito), de modo que a bainha de
mielina madura consiste em camadas concénctricas de membrana plasmatica de
oligodendrdcitos justapostas (MIHAILOFF; HAINES, 2018). Um unico oligodendrécito
pode prover suporte para mais de cinquenta neurdnios. (WILLERTH, 2017;
MIHAILOFF; HAINES, 2018).

1.2.2.3 Microglia

As células da microglia sdo macréfagos residentes do SNC (GINHOUX et al.,
2010). Encontram-se amplamente distribuidas em todo o cérebro e na medula
espinal (LAWSON et al., 1990) e representam 5-20% da populacao total de células
gliais dentro do parénquima nervoso (LAWSON et al., 1990).

Existem dois principais aspectos funcionais da microglia: defesa imunolégica e
sustentacdo ao SNC. Como células do sistema imunoldgico, elas atuam como
sentinelas, detectando os primeiros sinais de invasdo patogénica ou dano tecidual
no microambiente neuronal, definido como imunoprivilegiado (protegido pela barreira
hematoencefélica) (DANEMAN, 2012). Sob condi¢ées inflamatérias de uma resposta
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imune ativa, entretanto, a microglia também deve moderar o potencial dano ao SNC
e apoiar a reparacao e remodelacao tecidual. A ativacdo microglial desregulada e a
inflamacéao induzida por ela sdo observadas praticamente em todas as patologias do
SNC. Evidéncias sugerem que a microglia exerce efeitos diretos sobre os neurdnios,
contribuindo para a progressado de doengas no sistema nervoso (PERRY; NICOLL;
HOLMES, 2010; IANNACCONE et al., 2013).

Além das suas funcbes imunolégicas, papéis novos e fundamentais vém sendo
atribuidos a microglia, como influéncia no controle da proliferagéo e diferenciagao
neuronal e na formagéo de conexdes sinapticas (GRAEBER, 2010). Sob condigcbes
basais, as células da microglia examinam constantemente o microambiente local,
estendendo seus processos méveis e realizando contato transitério com sinapses
neuronais, contribuindo para a modificacdo e a eliminagdo de estruturas sinapticas
(GRAEBER, 2010). A microglia também contribui para a remodelagcédo de circuitos
neurais no periodo pés-natal, a exemplo da eliminagao sinaptica demonstrada em
camundongos (PAOLICELLI et al., 2011).

1.2.3 Células de Schwann, macrofagos e células satélites

No SNP, assim como no SNC, axénios de grande e médio diametro
apresentam bainhas de mielina, ao passo que os axdnios de pequeno didametro sdo
desmielinizados. As células de Schwann, como dito anteriormente, produzem essas
bainhas de mielina, além de envolverem os axdénios amielinicos no SNP. Além
dessas funcoes, sabe-se que diante de um disturbio, seja genético ou adquirido, as
células de Schwann tém a habilidade de iniciar a degradagédo da propria mielina
(desmielinizagao) (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015).

Os macréfagos, células do sistema imune, pertencem a familia dos leucocitos
mononucleares e sao vastamente distribuidos em grande parte dos tecidos.
Apresentam fenétipo consideravelmente varidvel e dependente do microambiente
em que se encontram. Estdo envolvidos na remocgdo de células, patdogenos e
moléculas através de fagocitose e endocitose, além de secretarem substancias que
induzem o movimento, crescimento, diferenciacdo e morte celular. Os macréfagos
nos tecidos contribuem de forma vital por meio das respostas imunes e inflamatorias
(TOEWS, 2009).
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As células satélites sdo analogas aos astrécitos, sendo, contudo, pertencentes
ao SNP e estdo localizadas ao redor dos corpos neuronais de ganglios sensoriais e

autondémicos.

1.3 MEDULA ESPINAL

A medula espinal € a mais importante conexdo entre o corpo e o encéfalo
(HAINES; MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2018). Ela atua como uma via que carreia
informacgdes que entram (vias neurais aferentes/ascendentes) e saem (vias neurais
eferentes/descendentes) de diferentes segmentos, de acordo com a regiao do corpo
que esta enviando ou recebendo sinalizacdo (WILLERTH, 2017). Apresenta-se
como uma estrutura de forma cilindrica, localizada dentro do canal vertebral que, em
adultos humanos, inicia-se na regido mais caudal do bulbo do tronco encefalico (a
qual é continua), ao nivel do forame magno do osso occipital, e termina entre a
primeira € a segunda vértebras lombares (REA, 2015). Apesar de nao apresentar
segmentacdo em sua estrutura, é dividida de acordo com o nivel em que se
encontra no canal vertebral, sendo 7 vértebras cervicais, 12 toracicas, 5 lombares,5
sacrais e 4 coccigeas. Além disso, ha pontos de maior alargamento, chamados de
intumescéncia cervical (C4 a T1) e lombosacral (L1 a S2) que inervam os membros
superiores e inferiores, respectivamente (HAINES; MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2018).

E composta por uma area central, em formato de borboleta, onde se localizam
0s corpos celulares dos neurdnios, a chamada substancia cinzenta; ao redor dela ha
fibras mielinicas e amielinicas, as quais compdéem a substancia branca. Embora a
cavidade do tubo neural seja proeminente durante o desenvolvimento, apresenta-se
na medula espinal do adulto como uma pequena linha ependimaria, a qual forma o
canal central (HAINES; MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2018).

Diferente dos humanos, a medula espinal dos roedores apresenta a
intumescéncia cervical do segmento C5 - T1, ao passo que a intumescéncia
lombosacral se estende de L2 a L6. Ha diferencas, também, no niUmero de vertebras
da coluna vertebral, tendo-se nos roedores: 7 cervicais 13 toracicas, 6 lombares, 4
sacrais, e 27-30 caudais (cauda). O numero de vértebras lombares pode variar entre
as linhagens de camundongos (SNYDER et al., 2018).
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Ademais, a substancia cinzenta da medula espinal (H medular) pode ser
dividida em camadas, classificadas como ldminas (Laminas de Rexed), numeradas
de I a IX e uma area X, ao redor do canal central. Essas laminas sdo caracterizadas
pelas estruturas celulares que apresentam (ex: grandes motoneurénios na lamina IX
que contribuem para a formagao da intumescéncia cervical e lombosacral), o input
que recebem e a trajetéria dos axdnios oriundos de cada lamina (HAINES;
MIHAILOFF; YEZIERSKI, 2017).

1.4 ESTRUTURA DOS NERVOS ESPINAIS

Os axénios dos nervos periféricos sdo processos de neurbnios, Cujos corpos
celulares podem estar localizados nos ganglios das raizes dorsais, para funcao
somatossensorial geral, ou na coluna anterior da medula espinal, para funcéo
somatica geral (KERNS, 2008). Cada segmento medular da origem as raizes
espinais, que formam pares de nervos espinais que emergem através do forame

intervertebral.

Nervos espinais sdo nervos mistos do SNP que permitem a comunicagao com
o SNC. Eles contém axénios que carregam informacao sensorial para a medula
espinal (fibras aferentes) e fibras motoras que carregam comandos motores da
medula espinal para a periferia (fibras eferentes)(FRANKLIN, 2016).

Diferentes tecidos dao suporte ao nervo. Imediatamente ao redor da fibra
axonal, tem-se o endoneuro, tecido conjuntivo frouxo, composto principalmente por
células endoneurais e fibras colagenas, além de outros elementos da matriz

extracelular.

O perineuro, por sua vez, circunda feixes de fibras e seus elementos
endoneurais, sendo o conjunto dessas estruturas denominado fasciculo nervoso.
Vale ressaltar que a maioria dos nervos tem mais de um fasciculo. Ademais, o
perineuro é rico em células robustas e achatadas (células perineurais) dispostas em
multiplas camadas, unidas por jungdes oclusivas e interpostas por lamina basal. O
perineuro é uma das camadas da barreira hematonervosa, que previne a passagem

de moléculas com alto peso molecular para o microambiente endoneural.
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A camada de tecido conectivo mais externa € chamada de epineuro e é
responsavel por envolver o conjunto de fasciculos. O epineuro possui um arranjo

mais espacado de fibras colagenas e inclui tecido adiposo (KERNS, 2008).

1.5 LESAO NERVOSA PERIFERICA

As raizes nervosas anterior e posterior, de um determinado nivel da medula
espinal, juntam-se para formar um anico nervo espinal, o qual se combina com
outros nervos espinais para formar os nervos periféricos do corpo. Sendo assim, de
acordo com o local de lesdo nervosa, € possivel o aparecimento de déficits motores,
sensoriais ou uma combinacao de ambos (BRUSHART, 2011; HAINES; MIHAILOFF;
YEZIERSKI, 2018).

O nervo pode ser dito unissegmentar ou plurissegmentar, de acordo com sua
caracteristica de inervagdo do territorio corporeo (dermatomo). O nervo
plurissegmentar, por definicdo, contribui com fibras sensoriais de varias raizes.
Sendo assim, conhecendo-se o territério cutdneo de distribuicdo dos nervos
periféricos e 0 mapa dos dermatomos, pode-se, em caso de perda de sensibilidade
cuténea, determinar se a lesao foi em um nervo, na medula ou nas raizes espinais
(MACHADO; MACHADO HAERTEL, 2013).

Um exemplo de nervo plurissegmentar € o nervo isquiatico, que € responsavel
por suprir os flexores do joelho e todos os musculos abaixo desta articulacao, o que
significa que uma paralisia completa do nervo isquiatico resulta em um pé com

mobilidade anormal e dificuldade severa na deambulagdo (ADLER, 2010).

1.5.1 Etiologia basica das lesées nervosas periféricas

Uma forma conhecida de lesdes nervosas periféricas sao aquelas relacionadas
a tracdo. Por conta da matriz extracelular e das camadas de tecido conectivo, nervos
periféricos sao elasticos e as vezes resilientes as distensées (NADI; MIDHA, 2018).
A lesao ocorre quando a forca de tracao ultrapassa a capacidade de distensibilidade
do nervo (SUNDERLAND, 1990). Embora a continuidade permanegca em muitas

situacoes, algumas vezes o alongamento é forte o suficiente para ocasionar ruptura
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completa do nervo. Um exemplo disso € a avulsdo do plexo braquial, onde ha
completa descontinuidade do elemento nervoso (NADI; MIDHA, 2018).

Objetos afiados também sdo grande causa de lesdes por laceracéo,
constituindo cerca de 30% das lesbes graves e sendo, portanto, outra forma
recorrente de lesbes (NADI; MIDHA, 2018). Apesar disso, a continuidade nervosa é
geralmente preservada, sendo a transecg¢do completa menos frequente (SECKEL,
1990).

Na compressdo, embora a continuidade seja mantida, perda completa da
funcdo motora e sensorial pode ocorrer (BURNETT et al., 2004). Causas
iatrogénicas de compressdo sao possiveis, como no caso da posicdo mantida
durante uma anestesia para um procedimento médico, no qual o0 mecanismo de

lesédo € usualmente a combinagéo de contuséo e isquemia (NADI; MIDHA, 2018).

1.5.2 Classificacao anatomofisiologica da les&o nervosa periférica

Seddon, em 1943, classificou as lesdes nervosas em trés grandes grupos, de
acordo com o grau de severidade da lesdo, sendo chamados, do mais ameno ao
mais grave de: neuropraxia, axonotmese e neurotmese (SEDDON, 1943). Em 1951,
Sunderland prop6s um novo sistema de classificacdo consistindo, porém, em cinco
categorias (SUNDERLAND, 1951).

A neuropraxia é classificada como a mais leve das altera¢cdes nervosas, na
qual ha manutencéo da continuidade nervosa e axonal, com disfun¢do decorrente do
bloqueio transitério da condugédo nervosa. Ainda assim, é possivel observar subitas
mudancas na estrutura mielinica nas formas mais severas de neuropraxia, que
podem levar dias para sua recuperagdo plena. A neuropraxia é equivalente ao
primeiro grau de lesdo no sistema de classificacdo de Sunderland (SUNDERLAND,
1951; ALVITES et al., 2018).

Na axonotmese, ha completa interrupcao dos axénios do nervo e da mielina
em volta, ao passo que o perineuro € o epineuro sao preservados. A degeneragao
axonal e mielinica ocorre distalmente ao local da lesédo, resultando em uma
desnervagéao total. Contudo, a recuperacao plena também é esperada nesse grupo,

uma vez que o perineuro e o epineuro intactos provém um caminho preciso para 0s
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brotamentos axonais reinervarem seu 0rgdo alvo, no processo de regeneragao
(SEDDON, 1943).

Para Sunderland (SUNDERLAND, 1951; ALVITES et al., 2018), o segundo,
terceiro e quarto grau correspondem as subdivisbes da axonotmese. No segundo
grau de les&do, ha interrupcao axonal com preservagdo da estrutura endoneural,
mantendo o alinhamento fascicular e a integridade do perineuro e do epineuro.
Lesdes no endoneuro podem ser parciais, € o prognostico depende do grau de
conservacao dessa camada. No terceiro grau, os axonios, bainhas de mielina, e o
endoneuro sdo rompidos, porém o alinhamento fascicular e a integridade das outras
camadas de colageno sdao mantidas. A recuperacao talvez ocorra muitos meses
depois, através de tratamento conservador ou intervengdes cirurgicas para resolver
areas de aprisionamento, com ou sem a realizacdo de neurdlise. No quarto grau,
todas as camadas, exceto o epineuro, sao rompidas. A ocorréncia de hemorragia
dentro do nervo e a presenca de tecido fibroso associado com descontinuidade
fascicular aprisionam e dificultam o crescimento de novos brotos axonais,

promovendo a formagao de neuromas em continuidade.

Por fim, a neurotmese, que caracteriza o grau mais severo de lesdo, envolve
a interrupgcado completa do nervo com perda funcional total. A regeneracao, nesse
caso, nao é plena sem intervencao cirurgica, havendo grande formacao de cicatriz
glial (SEDDON, 1943). Essa categoria é equivalente ao quinto grau de lesdo
proposto por Sunderland, uma vez que ha também transecgéo do nervo, incluindo o
epineuro, sendo comum a formacdo de neuroma em bulbo na extremidade
(SUNDERLAND, 1951; ALVITES et al., 2018).

Em camundongos ja é bem registrado que a regeneracdo do nervo apés
axotomia por compressao é plena e, portanto, esse é um modelo amplamente usado
para se investigar alteragcbes nos corpos dos neurdnios danificados e seu
envolvimento no processo de regeneracao (GEUNA, 2015).

1.5.3 Alteragées celulares apds lesao nervosa periférica

Frente a uma perturbacdo, como em casos de lesbes mecanicas nos nervos

periféricos, mudancgas ocorrem no corpo neural e nas fibras nervosas proximas ao
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local danificado, que variam em intensidade de acordo com a gravidade, bem como
da proximidade do segmento lesionado ao corpo neuronal. No SNP, a bainha de
mielina e o axénio inevitavelmente se degradam ao longo do segmento distal do
local da lesdo, um fendmeno conhecido como degeneracdo Walleriana. A
degeneracao proximal a lesdo pode ser minima (variando do local da lesdo até o
segundo ou terceiro n6 de Ranvier) ou pode se estender até o corpo do neurénio. No
caso de haver degeneracao do corpo celular, como pode ocorrer em lesdes severas,
o segmento proximal também sofre degeneracdo Walleriana e é fagocitado
(BURNETT et al., 2004).

Apbés um dano axonal, o corpo celular do neurbnio passa por alteracoes,
tornando-se, por exemplo, intumescido e sofrendo cromatdlise, um processo em que
os granulos de Nissl (polirribossomos) se dispersam e o nucleo celular é deslocado
para a periferia. Isso reflete a mudanca na prioridade metabdlica que, passa da
producdo de neurotransmissores para a sintese de moléculas necessarias para o
crescimento e reparo axonal, como RNA mensageiro, lipidios, actina, tubulina e

proteinas associadas ao crescimento (LEE; WOLFE, 1981).

Um estimulo lesivo também desencadeia alteracbes morfofisioldégicas nas
células da glia, que nos astrocitos sdo conjuntamente denominadas astrogliose.
Nesse processo, ocorre aumento significativo da expressdo de filamentos
intermediarios, em especial do GFAP (glial fibrillary acid protein), acompanhado de
hiperplasia dos prolongamentos e hipertrofia do corpo celular e prolongamentos
(PEKNY; PEKNA, 2014). Em muitos casos, a astrogliose desempenha papel dubio
no cenario da regeneracao tecidual, que pode ser influenciado pela intensidade do
estimulo lesivo. Nesse sentido, € benéfica aos neurbnios quando ha producéo de
fatores tréficos, fornecendo um microambiente favoravel a regeneragéo nervosa. No
entanto, pode haver a formacdo de um tecido cicatricial, rico em substancias que
impedem o crescimento axonal ou dificultam o rearranjo das conexdes, dentre elas
os proteoglicanos de condroitin sulfato e proteoglicanos de queratan sulfato
(SILVER; MILLER, 2004)

Ainda, na regido medular, os botdes sindpticos excitatérios, do tipo
glutamatérgico, tém suas conexdes largamente desfeitas, tanto no corpo neuronal,

como nos dendritos. Essa diminuicdo no nimero de sinapses também esta ligada a
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astrogliose, visto que os astrdcitos participam do destacamento sinaptico através da
interposicdo de seus prolongamentos entre os terminais pré e pds-sinapticos,
impedindo a interagdo dos neurdnios pré e poés-sinapticos (KANDEL; SCHWARTZ;
JESSELL, 2000). Dentre as sinapses remanescentes, a maioria € do tipo inibitéria
(OLIVEIRA et al., 2004).

1.6 MHC-I E PIRB EM PROCESSOS NEURORREGENERATIVOS

O entendimento dos mecanismos de eliminagdo das sinapses inapropriadas ou
em excesso, tanto durante o desenvolvimento, quanto ap6és uma leséo, ainda nao
esta totalmente claro. Nas ultimas décadas, um numero crescente de estudos vém
explorando o papel de componentes do sistema imune em processos
neurorregenerativos (THAMS; OLIVEIRA; CULLHEIM, 2008; KIPNIS, 2016), dentre

eles, as moléculas do MHC-I.

As moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe |
(MHC-I) sdo muito bem estudadas do ponto de vista imunoldgico, por apresentarem
antigenos aos linfécitos T CD8 (T citotdxicos, CTL) durante o processo de
imunovigilancia. No Homem, sdo conhecidas como antigeno leucocitario humano
(HLA) e, nos camundongos, como moléculas de histocompatibilidade (H). Séo
heterodimeros formados por uma cadeia alfa polimorfica inserida na membrana
plasmatica, associada a cadeia 32-microglobulina (82m). Na cadeia alfa existe uma
fenda que acomoda um peptideo de 8 a 11 aminoéacidos, o qual é essencial para
garantir a estabilidade da molécula do MHC-I, pois, sem ele, a molécula torna-se
instavel na membrana celular. Oriundos da degradagdo proteica realizada pelo
proteossomo, no citoplasma, os fragmentos peptidicos sédo transportados a luz do
reticulo endoplasmatico granular (REG), onde se complexam as moléculas do MHC-
I. Em seguida, o complexo MHC-I (cadeias a, 2m e antigeno) é enderecado a
superficie celular, onde interage com o linfécito T CD8 por meio do receptor de
células T (TCR). Caso a célula T CD8 reconheca o antigeno como ndo-préprio ao
organismo, ele desenvolve mecanismos efetores que culminam na lise ou apoptose
da célula-alvo (ABUL; LICHTMAN; PILLAI, 2014). Esse mecanismo € muito eficiente

frente as infecgdes virais e mutacoes celulares.
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Virtualmente, as moléculas do MHC-I sdo expressas em todas as células
nucleadas. Contudo, sabe-se que o nivel basal das mesmas nos neurénios e células
da glia é extremamente baixo ou até mesmo nulo, fato esse que corroborou o
conceito do SNC ser um sitio imunoprivilegiado, ou seja, livre da acdo do sistema
imune (ARCK et al.,, 2008). Entretanto, estudos de meados da década de 1990
demonstraram que era possivel induzir a expressao de MHC-I em neurdnios
(NEUMANN et al., 1995, 1997), a qual foi, nos anos seguintes, constatada durante
diferentes etapas do desenvolvimento (HUH et al., 2000), envelhecimento
(EDSTROM et al., 2004) e até mesmo apds lesbes (ZANON; OLIVEIRA, 20086;
ZANON et al., 2010; BOMBEIRO et al., 2016b). Nesse ultimo caso, vale ressaltar
que Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al., 2004) atribuiram ao MHC-I uma
funcdo nao imune, a preservacdo de sinapses inibitérias em processos
neurorregenerativos. Ao analisarem a medula espinal de camundongos submetidos
a transeccao do nervo isquiatico, Oliveira et al. (OLIVEIRA et al., 2004) observaram
que animais deficientes em MHC-|I apresentavam maior destacamento de inputs
sinapticos em comparacao ao grupo selvagem. Tal fato poderia ser benéfico, visto
que um neurdnio axotomizado ndo seria capaz de transmitir informagdes adiante.
Porém, embora a cobertura sinaptica fosse maior nos animais imunocompetentes,
0s autores constataram que a maioria dos inputs preservados era do tipo inibitério, o
que, de fato, viria a assegurar que o neurbnio danificado nao transmita o impulso
nervoso adiante, devendo, assim, voltar seu gasto energético aos mecanismos de
reparo celular (OLIVEIRA et al.,, 2004; THAMS; OLIVEIRA; CULLHEIM, 2008).
Desse modo, o MHC-I estaria atuando na manutencgéo seletiva de inputs inibitorios,
contribuindo com a habilidade dos neurbnios em regenerar seus axoénios. Até o

presente, 0s mecanismos envolvidos nesse processo permanecem desconhecidos.

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem trabalhado para a
compreensao do papel das moléculas do MHC-I em processos neurorregenerativos.
Nesse sentido, demonstramos que o aumento da expressdo de MHC-I no SNC
correlaciona-se ao aumento da astrogliose e, concomitantemente, a diminuicdo da
cobertura sinaptica apés axotomia do nervo isquiatico (ZANON; OLIVEIRA, 2006;
SABHA et al., 2008; ZANON et al., 2010). O mesmo pode ser observado durante a
encefalomielite autoimune experimental (EAE) (FRERIA et al., 2010).
Contrariamente, a diminuicdo de MHC-I, seja pela administracdo de acetato de
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glatiramer em animais acometidos pela EAE (SCORISA et al., 2011), ou pelo
silenciamento génico via RNA de interferéncia, em co-culturas de neurénios e
astrécitos (BOMBEIRO et al., 2017), previne a diminuicdo da cobertura sinaptica.
Nesse ultimo exemplo, também constatamos que o silenciamento da f2m causou
reducao da reatividade astrocitaria, evidenciada pela marcacdo de GFAP
(BOMBEIRO et al., 2017), sugerindo que o MHC-I seja importante para tal processo.

QOutras moléculas que vém ganhando atengdo no cenario da
neurorregeneracao sao os receptores pareados semelhantes a imunoglobulina
(PIR). Presentes em camundongos, os PIRs sédo ortdlogos aos receptores de
leucécitos semelhantes a imunoglobulina (LILR), encontrados em humanos (TAKAI,
2005) e podem se ligar as moléculas do MHC-I, tanto in vitro quanto in vivo (TAKAI,
2005). Até o presente, sdo conhecidos o PIR-A e o PIR-B, ambos expressos em
varias células hematopoiéticas, incluindo linfocitos B, mastécitos, granulécitos,
células dendriticas e macréfagos; contudo, ndo estao presentes em células T e nem
células natural killer (NK) (TAKAI, 2005). Os PIRs sao proteinas transmembrana com
seis dominios extracelulares do tipo imunoglobulina. PIR-B apresenta um segmento
transmembrana hidrofébico e uma porcao intracelular com quatro sequéncias de
inibicdo de imunorreceptor baseadas em tirosina (ITIMs), ao passo que o PIR-A
apresenta uma porgao pré-transmembrana, um segmento transmembrana e uma
cauda citoplasmatica pequena desprovida de ITIMs. Contudo, PIR-A estd associado
a proteina FcyR, a qual possui duas sequéncias de ativacdo de imunorreceptor
baseadas em tirosina (ITAMs), formando, assim, uma unidade sinalizadora de
ativacao celular (KUBAGAWA et al., 1999; TAKAI, 2005). Em suma, quando ligado
ao MHC-I, PIR-A delibera mecanismos de sinalizacao intracelular culminantes na
ativacao da proépria célula que o apresenta em sua superficie, ao passo que o PIR-B,
contrariamente, silencia a célula. Estudos constataram que a agdo de PIR-B é
predominante sobre PIR-A em varias células da linhagem hematopoiética,
sugerindo, assim, um papel fisioldgico na manutencao do estado de repouso da
célula através da interacao continua com o MHC-I (TAKAI, 2005).

Expresso por dendritos e axénios de diferentes subpopulagdes de neurbnios
(SYKEN, 2006; STARKEY et al., 2012; BOMBEIRO et al., 2016b), PirB também foi
visualizado no cone de crescimento axonal, préximo ou até mesmo nas zonas de
sinapse (SYKEN, 2006). Além disso, Syken e colaboradores (SYKEN, 2006)
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demonstraram que PirB é capaz de se ligar aos neur6nios de forma dependente de
MHC-I, possivelmente estabilizando circuitos neuronais, pois, na sua auséncia,
constataram dominancia ocular mais robusta no cértex visual. Liga-se também a
proteina B-amiloide, mediando perda da plasticidade sinaptica, em um modelo
murino da doenga de Alzheimer (KIM et al., 2013). Ainda, por estar presente na
membrana celular, PirB, quando excitado por moléculas do meio extracelulares,
desencadeia respostas intracelulares dependentes de moléculas como CRMP2,
cofilina, Shp1 e TrkB, que através de diferentes vias atuam na neuroplasticidade
(ATWAL et al., 2008; FUJITA et al., 2011; LLORENS; GIL; DEL RIO, 2011). Exemplo
disso é a ativagao de PirB, em neurénios, por moléculas presentes da mielina, como
MAG, OMgp e Nogo-A. Essas moléculas desencadeiam uma cascata intracelular
que impede a despolarizacdo de microtubulos e F-actina, através de CRMP2 e
cofilina, respectivamente, gerando estabilidade neuronal (LLORENS; GIL; DEL RiO,
2011). Ao se ligar a MAG, PirB também pode se complexar ao receptor de
neurotrofinas TrkB, o qual, por sua vez, é desfosforilado pelas fosfatases SHP1 e
SHP2, inibindo o crescimento de neuritos (FUJITA et al., 2011).

Sendo assim, no que diz respeito ao estabelecimento de redes neurais
decorrentes da plasticidade sinaptica, PirB, em conjunto ao MHC-I, parece ser um
elemento chave nesse processo. Apesar das diversas funcdes de PirB no SNC,
conforme mencionado anteriormente, vale ressaltar que PirB também esta envolvido
no controle da motilidade celular. Macréfagos deficientes em PirB sdo hiperadesivos
e se dispersam mais rapidamente in vitro, em funcdo da maior fosforilacdo e
ativacao das integrinas (NIMMERJAHN, 2005). Em um estudo recente (BOMBEIRO
et al., 2016b) observamos que macréfagos do nervo isquiatico e microglias da
medula espinal ndo apresentam PirB em condi¢cdes de homeostasia tecidual, sendo
essas células ramificadas e extremamente méveis (NIMMERJAHN, 2005; WALTER,;
NEUMANN, 2009). Entretanto, esses fagécitos passam a expressar PirB quando
perdem suas ramificagdes, em funcdo da ativacao celular ou do cultivo in vitro.
Ainda, nesse mesmo estudo (BOMBEIRO et al., 2016b), observamos que uma
semana apo6s a transeccdo do nervo isquiatico, a expressdo de PirB eleva-se na
medula espinal, concentrando-se, majoritariamente, no neurdpilo. Curiosamente, a
presenca de PirB em astrécitos da substancia cinzenta é muito baixa ou nula, sendo

essas células altamente méveis em funcdo da plasticidade sindptica, enquanto que
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os astrocitos da substancia branca, pouco moveis, apresentam mais PirB
(BOMBEIRO et al., 2016b). Cabe ressaltar que, naquele mesmo periodo, a
expressao de MHC-| também estava elevada (BOMBEIRO et al., 2016b).

O estudo da dindmica da expressdo de PirB e MHC-I no processo de
plasticidade sinaptica medular, ap6s lesdo periférica, mostra-se muito promissor,
especialmente se compararmos linhagens com potenciais regenerativos distintos,
como €& o caso de camundongos A/J e C57BL6/J (DE LA HOZ et al.,, 2003;
EMIRANDETTI et al.,, 2006; SABHA et al, 2008). Em estudos prévios,
demonstramos que camundongos A/J apresentam menor cobertura sinaptica, maior
reatividade astroglial (EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al., 2008) e expressao
elevada de MHC-I (SABHA et al.,, 2008) quando comparados aos camundongos
C57BL6/J, uma semana apos leséo periférica. Xin e colaboradores (XIN et al., 1990)
quantificaram as fibras neuronais de diferentes linhagens de camundongos, 11 e 14
dias apds axotomia, e contabilizaram menos ax6nios nos animais C57BL/6J, em
relacdo aos A/J. Em um estudo subsequente, 0 mesmo grupo observou que essa
diferenca regenerativa ndo estava relacionada as diferengas genéticas entre as
linhagens (LU; SKAMENE; RICHARDSON, 1994).
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2. JUSTIFICATIVA

As lesbes nervosas periféricas sdo ha muito estudadas, uma vez que a baixa
capacidade regenerativa do sistema nervoso continua sendo fator limitante para
recuperacao plena apdés uma lesdo. Apesar dos esforcos para se encontrar terapias
celulares e farmacolégicas que corrijam essa limitacao biol6gica, o entendimento
dos mecanismos celulares e as interagées moleculares, no SNC, apés uma lesao

nervosa, ainda nao sdo totalmente compreendidos.

Sabemos que lesbes nervosas periféricas afetam, retrogradamente, o
microambiente neuronal no SNC, causando, muitas vezes, alteragdes sinapticas que
se correlacionam as moléculas do MHC-I e, possivelmente, a PirB. Além disso,
diferencas interindividuais podem alterar a magnitude das respostas centrais frente
aquelas lesbes, impactando, diretamente, a recuperacado do paciente. Com base
nisso, avaliamos, histologicamente, a cobertura sinaptica, a reatividade glial e a
expressdao de moléculas do MHC-I e PirB na medula espinal de camundongos de
C57BL/6J e A/J, apés esmagamento do nervo isquiatico, além de avaliarmos a

recuperacao da marcha e do limiar nociceptivo.

Ainda, visando compreender os possiveis efeitos da interacdo de MHC-I e PirB
no processo de plasticidade sinaptica, avaliamos, em motoneurénios, a expressao
génica de moléculas envolvidas na cascata de sinalizagao intracelular de PirB, as
quais também estdo relacionadas a motilidade celular. Dentro dessa proposta,
avaliamos a expressdo génica de cofilinas e CRMP2 que, uma vez ativadas,
bloqueiam a despolimerizagao de filamentos de actina, bem como a mobilizagdo de
microtubulos, o que leva a estabilizacao do citoesqueleto neuronal (LLORENS; GIL;
DEL RIO, 2011). Além dessas moléculas, também analisamos a expressdo de
SHP1, SHP2 e TrkB, as quais sofrem modulacdo de acordo com as ligacbes
envolvendo PirB na membrana celular e que podem, quando ativadas, influenciar no
bloqueio do crescimento de neurito (FUJITA et al,, 2011). Para isso, técnicas
refinadas de microdisseccdo a laser de motoneurdnios, seguidas de RT-PCR em
tempo real foram empregadas.



40

3. OBJETIVOS

3.1 GERAIS

Avaliar a participacdo das moléculas do MHC-1 e PirB no processo de
plasticidade sinaptica medular em camundongos com perfis regenerativos axonais
distintos (C57BL/6J e A/J), apds axotomia periférica.

3.2 ESPECIFICOS

*Avaliar a cobertura sinaptica, a reatividade astroglial e microglial e a
expressao de MHC-I e PirB na medula espinal de camundongos C57BL/6J e A/J

durante a degeneracao Walleriana, bem como apds recuperacéo funcional plena;

* Analisar, no periodo de maior retragdo sinaptica, a expressao dos genes
envolvidos na cascata de sinalizagcéo intracelular de PirB em motoneurénios isolados

por microdissecc¢éao a laser;

*Avaliar a recuperagcao funcional motora e o limiar nociceptivo dos

camundongos durante a regeneragao nervosa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ABORDAGENS EXPERIMENTAIS

Camundongos das linhagens C57BL/6J Unib e A/J Unib foram submetidos ao
esmagamento do nervo isquiatico esquerdo e avaliados quanto a recuperacado da
marcha (diariamente, de 3 a 28 dias apos a lesédo), bem como do limiar nociceptivo
(duas vezes por semana). Nos dias 1, 3, 5, 7 e 28 ap6s 0 esmagamento, os animais
(n=5/grupo/tempo) foram submetidos a eutanasia e a medula espinal lombar (de L4
a L6) foi dissecada para andlise da reatividade astroglial, microglial, cobertura
sinjptica e expressdao de moléculas do MHC-I e PirB (histologia por
imunofluorescéncia). Camundongos nao lesionados foram usados como controle

negativo (n=5/grupo).

Complementarmente, camundongos C57BL/6J Unib e A/J Unib foram
submetidos ao esmagamento unilateral do nervo isquiatico (n=3/linhagem) e, sete
dias apdés a cirurgia, foram eutanasiados e a medula lombar foi dissecada,
congelada e seccionada. Os motoneurbnios da regido ipsilateral a lesdo foram
microdissecados para avaliacdo da expressao génica de componentes da cascata
de sinalizagdo intracelular de PirB, via qRT-PCR. Camundongos ndo lesionados
foram usados como controle (C57BL/6 J Unib, n=4; A/J, n=3).

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/6J Unib e A/J Unib,
machos, de 6-8 semanas de idade, obtidos do Centro Multidisciplinar para
Investigagdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB /
UNICAMP). Os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Regeneracéo
Nervosa do Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, acomodados em
microisoladores, sob condicdes ambientais controladas de temperatura e umidade,
em ciclo de luz alternado (12h claro / 12h escuro), com racéo e a agua ad libitum. Os
experimentos foram realizados apés aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), sob o protocolo de niumero 4558-1 e conduzidos de acordo com as
diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
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4.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Os camundongos foram pré-anestesiados com cetamina (50mg/Kg) e xilasina
(10mg/Kg) diluidas em &gua ultrapura, sendo mantidos durante o procedimento
cirurgico em isoflurano (1% em ar medicinal). A fim de se evitar hipotermia durante a
cirurgia, foram posicionados sobre um colchonete aquecido por infravermelho
(45°C).

Primeiramente, o campo cirurgico foi tricotomizado e higienizado com alcool
70%. O acesso cirurgico se deu no membro posterior esquerdo, na face lateral da
coxa. Foi feita uma incisdo longitudinal, com bisturi, desde a regidao proximal do
fémur até seu terco médio. Ao se rebater pele e tecido subcutédneo, o musculo
biceps femoral e suas fascias foram expostos e divulsionados para que se tornasse
visivel o nervo isquiatico, o qual se encontra paralelo e posterior ao fémur. O
esmagamento do nervo foi realizado proximalmente, na altura de sua emergéncia a
partir da incisura isquiatica maior. O esmagamento foi realizado com uma ferramenta
apropriada (Beer clamp, Honer-Medizin, Alemanha, Figura 3) (BEER; STEURER,;
MEYER, 2001), exercendo-se uma pressao constante de 14 Mpa durante 30
segundos. Os musculos da coxa foram reposicionados e o local da incisdo foi
suturado com linha monofilamento de nailon. Durante o p6s-operatério, os animais
foram alocados em um microisolador e aquecidos por um foco de luz incandescente.
Trés horas apés a cirurgia, 0os animais receberam analgésico (cloridrato de tramadol,

60mg/Kg, via oral, dose Unica).
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Figura 3. Beer Clamp. A) Ferramenta para esmagamento do nervo isquiatico com mola média e um

anel. B) Uso da ferramenta para esmagamento do nervo isquiatico em camundongos.

4.4 ANALISE DA FUNCAO MOTORA, VIA SISTEMA “CATWALK”

Para a avaliacdo da funcdo motora, utilizamos o sistema automatizado
CatWalk (Noldus Inc., Holanda, Figura 4), conforme descrito anteriormente (DE
MEDINACELI; FREED; WYATT, 1982; BOMBEIRO et al., 2016a). Ao ser colocado
na plataforma, o animal deambula sobre uma placa de vidro iluminada internamente
com leds verdes, que realcam suas pegadas durante a marcha. Uma camera de alta
velocidade, localizada em baixo da plataforma, registra as pegadas e transfere as
imagens para um computador. Com o auxilio de um software (CatWalk XT 10.5),
dados referentes a largura e comprimento das patas sdo obtidos e aplicados a
formula do indice Funcional do Isquiatico (SFI) (BAIN; MACKINNON; HUNTER,
1989; BARBIZAN et al.,, 2013), SFI = 118,9((ETS - NTS)/NTS) - 51,2((EPL -
NPL)/NPL) - 7,5; na qual N é o lado normal ou nao operado; E, lado experimental ou
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esmagado; PL, comprimento da pegada e TS, distancia entre o primeiro e o quinto
dedo da pata ou largura total da pata. Os valores do SFI foram normalizados em

funcéo daqueles obtidos no pré-operatério, sendo expressos em porcentagem.

Para andlise da fungdo sensério-motora, foram avaliados dois parametros
gerados pelo CatWalk XT: 1) Max Intensity At (%), que representa a intensidade
maxima aplicada pela pata do camundongo, na plataforma de vidro, durante a fase
de apoio da marcha. E um indicativo de impulsdo; 2) Max Contact Max Intensity, que
€ a medida da maior intensidade da pata, na maior area de contato com a
plataforma. Pode ser empregada como uma medida de dor neuropatica.

Como forma de adaptacado, antes da cirurgia, os camundongos andaram
livremente no sistema por trés vezes, durante 5 minutos cada. O teste iniciou-se
antes do esmagamento do nervo, para a obtencdo dos valores basais (pre-
operatorio) e entéo foi realizado conforme descrito na abordagem experimental.
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Figura 4. Sistema "CatWalk” (Walking Track Test). A) Imagem da plataforma de caminhada com a
parte superior aberta. B) Equipamento ligado, vista anterior. C) Imagem da plataforma de caminhada
com a parte superior fechada. D) Equipamento ligado, vista lateral. E) Camera localizada na regiao
inferior da plataforma, para captura das caminhadas. F) Vis&o inferior da plataforma com um animal.

G) Imagem do animal caminhando sobre a plataforma vista pelo software.

4.5 ANALISE DO LIMIAR NOCICEPTIVO — TESTE DE VON FREY ELETRONICO

Os camundongos foram colocados, individualmente, em caixas de acrilico
sem fundo (10 x 10 x 20 cm, L, P, A), acomodadas sobre uma grade de metal. Um
espelho inclinado foi posicionado embaixo do aparato, para a visualizacdo da regiao
plantar das patas. Ap6s ambientagéo (20 min, temperatura ambiente controlada e
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sem ruidos), com uma ponteira de polipropileno acoplada ao transdutor de forca
manual (anestesidmetro eletrénico, modelo EFF 301, Insight, Ribeirdo Preto, Brasil),
aplicamos uma forca crescente no centro da pata lesionada, a fim de se gerar o
reflexo de flexdo plantar associado a retirada da pata. A intensidade da pressao
aplicada foi demonstrada no visor do equipamento. Foram realizadas trés medidas
por animal, com intervalos aproximados de 10 min entre cada uma. Para que néo
houvesse risco de lesdo tecidual, o limite da pressao empregada foi de 8g. Os
camundongos foram avaliados antes da cirurgia, a fim de se obter o valor basal e,
entdo, do terceiro ao vigésimo oitavo dia poés-operatdrio, com intervalos de trés dias
entre os testes. Os valores obtidos foram normalizados pela média da intensidade

da pressao basal.

4.6 OBTENCAO DE MATERIAL PARA ANALISE HISTOLOGICA

4.6.1 Procedimento de eutanasia

Meia hora antes do inicio do procedimento de eutandsia, foi administrado
cloridrato de tramadol aos animais (60mg/Kg). Apds overdose de anestésico
(cetamina, 400mg/Kg e xilasina, 80mg/Kg, intraperitoneal), os animais foram
apoiados sobre uma superficie, onde foi realizada a laparotomia, seguida da
toracotomia. Ao se expor a cavidade toracica, ainda com o coracao realizando seus
movimentos, foi realizada uma pequena incisdo no atrio direito e o camundongo foi
imediatamente submetido a perfusdo transcardiaca com salina tamponada (NaCl
0,9% em tampao fosfato de sédio, pH 7,4), seguida de fixador (paraformoldeido 4%
em tampao fosfato de sédio, pH 7,4). As visceras foram retiradas e o tronco,
juntamente com a regido proximal dos membros superiores e inferiores foram

mantidos no mesmo fixador (4°C) até o momento da dissecao medular.

4.6.2 Procedimento de dissecacdo e congelamento

Pés-fixadas (overnight, 4°C), as amostras foram dissecadas com auxilio de
uma lupa cirargica. Para expor a medula espinal, localizada dentro do canal
vertebral, a musculatura do dorso foi rebatida com o auxilio de um bisturi até a

regido dos processos espinhosos. As vértebras foram cuidadosamente rompidas,
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preferencialmente na regido entre a lamina e o pediculo do arco vertebral, com uma
pinca n® 4, no sentido cranio-caudal. Em seguida, as raizes nervosas foram
cortadas, bilateralmente, assim como a cauda equina e o filamento terminal, com
uma microtesoura, para que a medula espinal fosse desprendida do canal vertebral.
Por fim, com o uso de uma navalha, a intumescéncia lombar foi isolada e incubada
em solucdo de sacarose 10%, 20% e 30% (24h cada, 4°C). Ao final, os espécimes
foram congelados em meio de congelamento tecidual (-37°C) e armazenados (-
20°C) até o momento do uso.

4.6.3 Criotomia

Os cortes histolégicos (12um) foram obtidos em um criostato a -25°C (Microm
GmbH, HM 525, Ser. No. 39035, Germany), montados em laminas de vidro
previamente gelatinizadas e mantidos a -20°C até o uso. Para cada animal, foram
preparadas trinta laminas e, em cada uma, fixados seis cortes da medula espinal. As
seccdes contemplam duas regides de cada segmento (L4, L5 e L6), conforme
esquematizado na Figura 5. Ao se identificar o inicio de L4, a partir de sua
morfologia, foram coletados trinta cortes seguidos desta regido (um para cada
lamina de vidro). Feito isso, o material foi desbastado até a metade de L4,
identificada com base na morfologia para que se capturassem novamente mais trinta
cortes adjacentes. O mesmo foi feito para L5 e L6, a fim de se amostrar duas
regidbes de cada segmento medular por animal. Vale lembrar que, durante a
criotomia, a morfologia da regidao coletada foi periodicamente verificada em uma
lamina teste, sendo comparada com o atlas da medula espinal de camundongos
(HEISE; KAYALIOGLU, 2009).
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Figura 5. Plano de Corte e disposicao do material na lamina. Esquema do plano de corte utilizado
para coleta das amostras das regides L4, L5 e L6 da intumescéncia lombar, dos animais C57BL/6J e
A/.

4.7 IMUNOFLUORESCENCIA

Apés climatizacao em temperatura ambiente, as laminas foram lavadas em PB
0,1M e incubadas com solugéo de bloqueio (BSA 3% em PB 0,1M; 1h, temperatura
ambiente). Em seguida, o material foi incubado em camera Umida, com o0s
anticorpos primarios (Tabela 1) diluidos em solugdo de incubacédo (BSA 1,5% e
triton X-100 0,2% em PB 0,1M), overnight, 4°C. Apd6s lavagens, os anticorpos
secundarios (Tabela 1), especificos aos primarios e conjugados a fluoréforos foram
diluidos conforme acima e incubados (45min, temperatura ambiente). Apds
lavagens, a laminula de vidro foi posicionada sobre o material em glicerol (3:1
glicerina:PB), contendo DAPI (corante fluorescente que evidencia nucleo, 1:1000).
As seccOes foram analisadas e fotografadas ao microscépio de fluorescéncia (Leica
DM5500B, com camera digital Leica DFC345 FX).



Tabela 1. Anticorpos utilizados nas imunomarcacdes
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Alvo Hospedeiro

Sinaptofisina* Coelho
lba-1* Coelho
GFAP* Coelho

MHC Class I* Rato

LILRB2* Coelho
lgG de

Macaco
Coelho**
lgG de

Macaco
Coelho**
lgG de

Macaco
Coelho**

lgG de rato** Macaco

Conjugado Diluicao

Alexa
Fluor® 488

Cy2

Cy3

Cy3

1:1000

1:750

1:750

1:100

1:400

1:350

1:250

1:500

1:200

Marca

Novus Biologicals
Wako

Abcam

BMA Biomedicals
Bioss Antibodies

Jackson

ImmunoResearch

Jackson

ImmunoResearch

Jackson

ImmunoResearch

Jackson

ImmunoResearch

Caddigo
NBP2-25170
019-19741
AB7260
T-2105

bs-7349R

711-545-152

711-225-152

711-165-152

712-165-153

Anticorpos primérios* e secundarios™*

4.8 QUANTIFICACAO DA IMUNOFLUORESCENCIA

As imagens capturadas e salvas com auxilio do microscépio de fluorescéncia

foram quantificadas posteriormente, em densidade integrada de pixels, utilizando-se

software especifico (ImageJ 1.48v Wayne Rasband, National Institutes of Health,

USA). A lamina IX de Rexed, da coluna anterior da medula espinal, ipsilateral a

lesdo nervosa periférica, em um aumento de 20x, foi a area quantificada para os

anticorpos Iba-1, GFAP, MHC-I e PirB. Os dados foram expressos como a média da

razao do lado ipsilateral pelo controle negativo de cada linhagem (GFAP, MHC-I e

PirB) ou como a média dos valores absolutos da densidade integrada de pixels

(unidade arbitraria), quando constatamos diferenca entre os controles negativos de

ambas as linhagens (Iba-1).
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Ja para sinaptofisina, as imagens foram capturadas em aumento de 40x e
realizou-se a quantificacdo da densidade integrada de pixels em oito pontos
equidistantes (e com o mesmo diametro) ao redor do motoneurdnio avaliado, na
Lamina IX de Rexed (Figura 6). Os dados foram expressos como a média da razao

do lado ipsilateral pelo contralateral, de cada secgéo.

') Pontos de quantificacdo
da densidade de pixels

{> Botdio sinaptico

Figura 6. Imagem ilustrativa da quantificagdo da marcagédo anti-sinaptofisina. Analisou-se, em
imagens com aumento de 40x, oito pontos equidistantes ao redor do corpo de motoneurdnios da

coluna anterior da medula espinal.

49 PCREMTEMPO REAL (QRT-PCR)

Os animais C57BL/6J e A/J foram submetidos ao esmagamento do nervo
isquiatico (n=3 por linhagem), em ambiente adequado, e aqueles que nao sofreram
lesdo (C57BL/6J, n=4; A/J, n=3) foram utilizados como controle negativo. No sétimo
dia apéds a lesdo (periodo de maior retracdo sinaptica) os camundongos sofreram
eutanasia por overdose anestésica (quetamina e xilasina — dopalen e anasedan,
respectivamente) e foram perfundidos transcardicamente com sacarose (30%, 4°C)
através do ventriculo esquerdo. A medula espinal desses animais, na altura da
intumescéncia lombar, foi coletada e em seguida congelada em meio de
congelamento tecidual (Tissue-Tek, Sakura-4583) em n-hexano PA (Synth) gelado (-
35°C).
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Dissec¢des com 12 ym de espessura foram obtidas em criostato e dispostas
em laminas RNAse free, sendo, em seguida armazenadas em biofreezer (-80°C)
para posterior microdisseccao (Laser Microdissection (PALM) no Laboratory Of
Multiuser Equipment do Laboratory of Molecular Genetics na Faculdade de Ciéncias

Médicas da Unicamp).

Para que fosse possivel visualizar os motoneurdnios da lamina IX de Rexed,
para microdissecg¢do, realizou-se coloracdo para a técnica com kit especifico
(Arcturus® HistoGene® LCM Frozen Section Staining Kit, ThermoFisher, KIT 0401),
que, em resumo, trata-se de banhos de etanol 75%, 95% e 100%, agua destilada e
xilol, além do corante contido no kit. O RNA das amostras coletadas foi isolado com
kit especifico (Arcturus® PicoPure® RNA Isolation Kit, ThermoFisher, KIT 0204),
utilizando-se tampao de extragdo, condicionamento, agua, etanol 70% e passando
por colunas de purificacdo. Vale ressaltar que durante o isolamento do RNA,
realizou-se tratamento com DNase, também descrito pelo fabricante.

Em seguida, o DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 20ng de
RNA, usando-se um kit especifico e seguindo-se as instru¢des do fabricante (High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Applied Biosystems, numero do catalogo:
4374966). Ao RNA isolado (10uL) foi acrescentado um volume igual de uma mistura
de reagentes, contendo tampdo de reacdo, dNTP, primers, inibidor de RNAse,
transcriptase reversa e agua. As amostras foram levadas ao termociclador, onde o
cDNA foi sintetizado (a 37°C, 120min).

Em vista da baixa quantidade de RNA previamente obtido, realizou-se a pré-
amplificacdo do cDNA referente aos genes de interesse (Tabela 2), a partir de um kit
especifico (TagMan™ PreAmp Master Mix Kit, catalog number: 4384267). Em
resumo, para cada amostra de cDNA (12,5uL), foi acrescentada uma mistura de
igual volume, contendo todos os primers (ensaios TagMan) diluidos em agua, a
concentracao final de 0,05x cada. Em seguida, foram adicionados 25uL de TagMan
PreAmp Master Mix (2x) e as amostras foram amplificadas (1° ciclo: 10min, 95°C;
seguido de 10 ciclos: 15s, 95°C, 4min, 60°C).

Por fim, as amostras (em triplicatas) foram amplificadas por meio da reacao de
RT-PCR em tempo real. Para cada uniplicata, foi adicionado o produto da pré-
amplificacdo (1/2,5 diluido em agua; 5uL), o ensaio TagMan (primer mais sonda,
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20x; 1uL; Tabela 2), agua (4uL) e o reagente TagMan Gene Expression Master Mix
2x (TagMan™ Gene Expression Master Mix, catalog number: 4369016; 10uL). A
reacdo se deu no termociclador, da seguinte maneira: 12 ciclo, 10min, 95°C; 45
ciclos seguintes, 10s, 95°C, 1min, 60°C. Apds analise pelo plug in “Best Keeper’
(Biotechnology Letters, 26:509-512), o gene GAPDH foi escolhido como o enddgeno
apropriado. A expressdo dos demais genes, normalizados pelo GAPDH, foi obtida
aplicando-se a férmula 222t em que cada linhagem teve como calibrador seu

respectivo controle negativo.

Tabela 2. Relacdo de ensaios TagMan (Life Technologies) utilizados na qRT-PCR

Gene Cédigo
b2m Mm00437762_m1
pirb MmO01700366_m1
crmp2 MmO00515559 m1
cofilina MmO03057591_g1
trkb Mm00435422_m1
shp2 Mm00448434_m1
gapdh Mm99999915 g1
hprt1 MmO01545399 m1

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para os dados comportamentais e histoldgicos (imunofluorescéncia), realizou-
se ANOVA de uma via nas analises individuais (dentro da mesma linhagem),
seguido do pés-teste Turkey de comparacdes multiplas. Quanto as analises
interlinhagens, realizou-se ANOVA de duas vias, seguido do pés-teste Sidak’s de
comparagées multiplas. Ademais, utilizou-se o teste t de Student nos controles
negativos, a fim de se identificar possiveis diferencas no estado basal das
imunomarcacoes entre as linhagens. Com relacdo aos dados de expressao génica



53

(gRT-PCR), aplicou-se o teste t de Student nas comparagdes entre as linhagens,

sete dias apoés a leséo.
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RESULTADOS

5.1 COBERTURA SINAPTICA

Realizou-se imunofluorescéncia para sinaptofisina em animais de todos os
grupos experimentais, pois se trata de uma proteina presente nas vesiculas dos
terminais pré-sinapticos. Mudangas na expressdo desse marcador na medula
espinal foram vistas ao longo do tempo, ap6s 0 esmagamento do nervo isquiatico

esquerdo (Figura 7A).

Os animais C57BL/6J apresentaram uma diminuigao progressiva na expressao
de sinaptofisina até o sétimo dia apés a lesdo (7 dal), quando ha maior retracéao
sindptica (Figura 7B). No primeiro dia apds a lesédo, ja se observa uma reducéo de
cerca de 24% da cobertura sinaptica (CN x 1 dal, p<0,01), a qual diminui em 50% no
sétimo dia apds a lesao (CN x 7 dal, p<0.0001). No vigésimo oitavo dia apds a leséo,
observa-se uma recuperagao da cobertura sinaptica, contudo, ainda inferior aquela
do grupo intacto (CN x 28 dal, p<0.05).

Os camundongos A/J também apresentaram uma diminuicdo progressiva na
cobertura sinaptica ao longo do tempo (Figura 7C), porém, o controle negativo se
diferencia estatisticamente dos demais grupos apenas no dia 7, quando ha queda de
aproximadamente 50% da imunomarcacao de sinaptofisina (CN x 7 dal, p<0,001,
Figura 7C). E interessante notar que ao vigésimo oitavo dia, a cobertura sinéptica
volta a se equiparar ao controle negativo (1dal x 28 dal, p>0,05).

Por fim, ao compararmos as linhagens entre si, ndo observamos diferencas

pontuais na expressao de sinaptofisina (Figura 7D).
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Figura 7. Comparacao da cobertura sinaptica, através da imunomarcacdo de sinaptofisina, nas
linhagens C57BL/6J e A/J, ao longo do tempo. (A) Imagens representativas da cobertura sinaptica na
medula espinal. Observa-se uma diminuicdo progressiva da cobertura sinaptica, até o sétimo dia
apds a lesdo (7 dal), com recuperacédo ao 28° dal, em ambas as linhagens. E possivel observar com
maior detalhamento essas diferencas tanto nos camundongos C57BL/6J (B) quanto nos A/J (C). Nao

se observou diferenca entre as linhagens (D). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.2 EXPRESSAO DE MHC-I

Analisou-se, ao longo do tempo, a reatividade da molécula de MHC-I na
medula espinal dos camundongos C57BL/6J e A/J, apOs lesdo nervosa periférica
(Figura 8A). Em ambas as linhagens, a imunomarcagdo é menos intensa no
controle negativo, elevando-se ap6s a lesdo, com predominio na regido da glia e
dendritos (Figura 8A ).

Nos animais C57BL/6J observamos aumento progressivo da expressao de
moléculas do MHC-I apés o esmagamento do nervo isquiatico (Figura 8B), o qual
passa a ser estatisticamente significativo no quinto dia apds a lesdo (CN x 5 dal,
p<0,01), atingindo o pico no sétimo dia (aumento de 92 vezes, CN x 7 dal, p<0,0001;
Figura 8B). Vale observar que nao ha diferenga entre o quinto e o sétimo dia apds
lesdo (5 dal x 7 dal, p>0,05) e, no vigésimo oitavo dia, os valores decaem, se

aproximando aqueles do controle negativo (CN x 28 dal, p>0,05).

Similarmente aos camundongos C57BL/6J Unib, os animais A/J apresentaram
pico de marcacdo no sétimo dia apos a lesdo (aumento de 81 vezes, CN x 7 dal,
p=0,0001; Figura 8C). Contudo, o aumento da expressdo de moléculas do MHC-I
nao foi progressivo, ou seja, nao constatamos diferencas entre o controle negativo e
outro grupo intermediario ao dia 7. Ao vigésimo oitavo dia, os valores da
imunomarcacao de MHC-I diminuem, se equiparando ao basal (CN x 28 dal,
p>0.05).

Quando realizada a comparacao entre as linhagens C57BL/6J e A/J, observou-
se maior expressdo de MHC-I nos animais C57BL/6J no quinto dia apds a leséo
(p<0,005, Figura 8D).
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Figura 8. Expressao de moléculas de MHC-I nas linhagens C57BL/6J e A/J, ao longo do tempo. (A)
Imagens representativas da imunomarcacao de MHC-I na medula espinal. Observa-se diferenca na
expressdao de MHC-I ao longo do tempo, em que a linhagem C57BL/6J (B) apresenta um aumento
progressivo, com pico no 7 dal, ao passo que a linhagem A/J (C) apresenta um aumento subito na
marcagao no 7 dal. As linhagens s6 apresentam diferenca significativa (p<0,05) no 5 dal (D). *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5.3 REATIVIDADE MICROGLIAL

A reatividade microglial foi avaliada com base na imunomarcacgéo de lba-1,
uma proteina ligante de calcio caracteristica de macrofagos. Em ambas as
linhagens, observamos que as células se tornam mais hipertréficas apds a lesao, ou
seja, ha um intumescimento do corpo celular, acompanhado por retracdo dos
prolongamentos (Figura 9A, setas). Além disso, na primeira semana apos a lesao
observamos maior quantidade de células na regido ipsilateral da medula,
caracteristica de hiperplasia (Figura 9A).

Os animais C57BL/6J apresentam aumento crescente de imunomarcagao até o
dia sete apds a lesdo, quando se deu um pico de expressédo de lba-1 (Figura 9B).
Ao compararmos o controle negativo (basal) com os demais grupos, observamos
maior reatividade microglial nos dias 5 (CN x 5 dal, p<0,05) e sete ap6s a lesdo (CN
x 7dal, p=0,001), sendo que no dia 28 os valores decaem (7 x 28 dal, p<0,01) e se
aproximam do basal (CN x 28 dal, p>0,05).

Nos camundongos A/J observamos uma dinamica parecida, com pico de
marcacao no dia 7 (CN x 7dal, p<0,0001) e queda no dia 28 (7 x 28 dal, p<0,001),
quando os valores se aproximam do nivel basal (CN x 28 dal, p>0,05) (Figura 9C).

Por meio da analise de variancia de duas vias, constatamos que a linhagem
A/J apresentou aproximadamente o dobro de reatividade microglial que os animais
C57BL/6J no dia 7 (p<0,001; Figura 9D), ndo diferindo nos demais dias apds a
lesdo. Contudo, vale destacar que a comparacao entre os controles de ambas a
linhagens nos revelou que os animais A/J apresentam, em condi¢gdes basais,
aproximadamente 65% mais Iba-1 que os C57BL/6 J (p<0,05, teste t de Student).
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Figura 9. Reatividade microglial nas linhagens C57BL/6J e A/J, apds leséo nervosa periférica. (A)
Imagens representativas da imunomarcacéao de Iba-1 na medula espinal. As setas indicam células
hipertréficas. A linhagem C57BL6J (B) apresenta aumento progressivo na expressao de Iba-1,
atingindo o pico de imunomarcagao no dia 7 apds a lesdo. A linhagem A/J (C) também apresenta
aumento gradual da reatividade microglial, com pico no dia 7., mesmo dia em que se difere da
linhagem C57BL/6J (D). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.



60

5.4 REATIVIDADE ASTROGLIAL

A reatividade astroglial foi analisada por meio da imunomarcagédo de GFAP,
uma proteina do citoesqueleto que, no SNC, é expressa apenas por astrécitos. Em
ambas as linhagens é possivel observar que, ap6s a lesao, ocorre um aumento na
quantidade dessas células na regido ipsilateral a lesdo, muitas das quais se
encontram claramente hipertréficas (Figura 10A).

A linhagem C57BL6/J nao apresenta alteragdes significativas na quantificacao
de GFAP ao longo do tempo (Figura 10B), todavia, existe uma tendéncia de
aumento da imunomarcagao no terceiro dia, quando os niveis de GFAP passam a
ser aproximadamente o dobro em comparacao aqueles do controle negativo (CN x 3
dal, p=0,06; Figura 10B).

Na linhagem A/J (Figura 10C), observa-se um aumento crescente até o quinto
dia apdés lesdo, quando ha o quadruplo de marcacao, em comparacao ao controle
negativo (CN X 5 dal, p<0,01).

Entre as linhagens, ha diferenca apenas no quinto dia apés lesdao (p=0,001),
como mostra a Figura 10D.



61

G Laboratdrio de
Regeneracio | 2 =
Nervosa
C57BL/6J AlJ
=  C57BL/6J
6_
4 (]
© ®
<
o
8%
o
ug
c
)
T
©
= 5
© -
T 8
- =2

CN 1 3 5 7 28
Dias apés a lesdo

3 dal

5 dal
lesionado/ ndo lesionado

Basal 1 3 5 7 28
Dias apos a lesao

7 dal

lesionado/ nao lesionado
o

o

Basal 1 3 5 7 28

28 dal

I 100 pm 1
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aumento da imunomarcacao (C). *p<0,05; **p<0,01.
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5.5 EXPRESSAO DE PIRB

A imunomarcacao de PirB foi observada tanto no controle negativo, quanto em
todos os demais grupos apés a lesdo, em ambas as linhagens (Figura 11A). E
interessante notar que, em todos 0s grupos, ha neurdnios imunomarcados para PirB,
porém, a medida que a marcacgao se intensifica no tecido, ela torna-se mais evidente
na glia e nos dendritos (neurépilo) (Figura 11A). Nao é regra que todos os neurbnios
de uma mesma regiao estejam marcados, pois observamos a imagem negativa de

motoneurdnios em regides marcadas com PirB (Figura 11A).

Na linhagem C57BL/6J se observa um pequeno aumento na expressao de PirB
no primeiro dia apds lesdo, quando comparado ao controle negativo,(CN x 1 dal,
p<0,01; Figura 11B). Contudo, o pico de expressao de PirB se deu no terceiro dia
apos leséo (CN x 3 dal, p<0,0001), decaindo no quinto dia (3dal x 5dal, p<0,001), a
partir de quando se aproxima do basal (Figura 11B).

Na linhagem A/J, observa-se que a expressdo de PirB é aproximadamente
cinco vezes maior no terceiro e quinto dia apos lesdo, em comparagao ao controle
negativo (CN x 3 dal, p<0,0001; CN x 7 dal, p<0,0001; Figura 11C). No sétimo dia
h& queda na expressao de PirB, com valores préximos ao basal, que se mantém até
o dia 28 (Figura 11C).

Quando comparadas as linhagens entre si, observa-se que no primeiro dia
apos a lesdo, a expressao de PirB é maior no grupo C57BL/6J (p<0,05), ao passo
nos dias 3 e 5 esse cenario se inverte, ou seja, 0os animais A/J apresentam mais PirB
(p<0,0001 nos dois tempos; Figura 11D). Entre os grupos controle negativo, sete e
28 dias, nao observamos diferengas (Figura 11D).
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primeiro, terceiro e quinto dia apos a lesdo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.



64

5.6 RT-PCR EM TEMPO REAL (QRT-PCR)

Com base na quantificacdo da sinaptofisina, demos sequéncia a analise da
expressao génica de beta-2 microglobulina (subunidade da molécula de MHC-I),
PirB e componentes da cascata de sinalizacdo de PirB (crmp2, cofilina, trkb e shp2).
Entdo, motoneurénios foram microdissecados da lamina IX de Rexed da medula
espinal de camundongos de ambas as linhagens, no periodo em que houve maior
retracdo sinaptica (7 dias apds lesdo), bem como em condi¢cées basais (Figura
12A).

Nenhuma diferenca foi observada quanto a expressdo de b2m nos animais
C57BL/6J e A/J (Figura 12B). Curiosamente, nao houve amplificacao de pirb, tanto
em condi¢des basais, quanto 7 dias ap6s a lesdo em ambas as linhagens. Com
relacdo as demais moléculas, observamos que a lesdo periférica estimulou aumento
da expressao de crmp2, cofilina e shp2 nos animais C57BL/6J, porém, manteve
inalterada a expressao dos mesmos genes na linhagem A/J (Figura 12C - E). Ao
compararmos as linhagens entre si, vemos que no sétimo dia, a expressao de

crmp2, cofilina, shp2 e trkb € maior nos animais C57BL/6J (Figura 12C - F).



65

Laboratiio e RT-PCR em tempo real
Regereraio M Motoneurbnios

Nervost ,— microdissecados na
.7 ! Lémina IX de Rexed

N - CN
{B) 1.5+ - CN 'G/ 254 . - == 7dal
== 7dal I 10 1
° o 20-
L
3 a '
a3 E €.
5 051 o £
0.0 . . 0.0 r y
C57BL/6J Al C57BL/6J Al
== CN
- CN
C‘) 20 = 7dal (\E) 3.0+ P . Llnm
I z 11 = 1 2.5+
S ¢ N £
= 2 101 - o = 157 -
% i “ g L
) 50.5_ g . j |7W
0.5
0.0- . : 0.0- T r
C57BL/6J Al C57BL/6J AlJ
== CN
_ == 7dal
F 15 *

T

-
o
1

trkb
expressao relativa
=)
o

0.0~

C57BL/6J AlJ

Figura 12. Expressao relativa de beta-2 microglobulina (82m) e dos genes envolvidos na cascata de
sinalizacdo de PirB (trkb, cofilina, crmp2 e shp2) em motoneurdnios da medula espinal. No dia 7 apés
a lesdo (7 dal), nao observamos diferenca na expressao génica de B2m entre as linhagens (A),
contudo, constatamos maior expressao de crmp2 (C), cofilina (D), shp2 (E) e trkb (F) nos animais
C57BL/6J em comparacao aos A/J. Ainda, a expressao desses genes nao se alterou entre os animais
A/J (B-F), ao passo que nos camundongos C57BL/6J, a lesdo estimulou a expressao de crmp2 (C),
cofilina (D) e shp2 (E). dal = dias apéds lesédo/ CN = Controle Negativo. *p<0,05; **p<0,01.
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5.7 RECUPERACAQO DA FUNCAO MOTORA

Nao foram encontradas diferencas significativas no indice funcional do
isquidtico (SFI), ao longo do tempo, entre as linhagens estudadas (ANOVA de duas
vias, P>0,05). Porém, quando analisados isoladamente, notam-se algumas
diferencas no padrao de recuperacao da marcha.

Nos camundongos C57BL/6J (Figura 13A), observa-se que o SFI diminui para
zero aos 3 dias apos a leséo, indicando perda total dos movimentos. Valores nulos
ou préximos a zero sdo observados até o 10° dia, a partir de quando os animais
voltam a recuperar gradativamente os movimentos. Durante a recuperagdo da
marcha, pequenas oscilagées nos valores do SFI sdo observadas. Observamos que,
no 14° dia, o SFI foi préximo a 57%, sem que houvesse diferenga significativa em
relacdo ao pré-operatério (basal, equivalente a 100%, ANOVA de uma via, p>0,05).
Contudo, ocorreu uma pequena queda no 15° dia (basal vs 15d: P<0,05), que foi
revertida no 16° dia, a partir de quando nao observamos mais diferengcas em relacéo
ao pré-operatério. Cabe ressaltar que aos 28 dias o valor do SFI corresponde a
aproximadamente 91% do basal.

Para a linhagem A/J (Figura 13B), observa-se um comportamento semelhante
ao da linhagem C57BL/6J nos primeiros dias, quando os valores do SFI
permaneceram proximos a zero, com uma pequena variacao até o 11° dia (-1d vs 3
a 11d, P<0,001). Contudo, no 12° dia os animais A/J apresentaram melhora
substancial, com a meédia do SFI proxima a 70%, ndo havendo mais diferenga
estatistica quando comparado ao pré-operatério (P>0,05). Curiosamente, no dia
seguinte (139) ha uma regresséao notavel no SFI, que permanece em queda até o 16°
dia (P<0,01). A partir desse ponto os animais melhoram progressivamente, contudo,
ocorrendo uma queda transitéria no 19° dia (-1d vs 19d, P<0.001). Ao fim do
experimento (28° dia), a média do SFI é de aproximadamente 73% em relagdo ao
basal.
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a lesdo (DAL). RF, right front (pata anterior direita); RH, right hind (pata posterior direita); LF (pata
anterior esquerda).

5.8 _INTENSIDADE MAXIMA DE PRESSAO DURANTE A PROPULSAO

A intensidade maxima de pressao exercida pela pata durante a fase de apoio é
uma medida que, indiretamente, esta relacionada a propulsao. Sua diminuicdo pode

sugerir aumento da sensibilidade ou desuso do membro.

Valores nulos ou préximos a zero foram vistos do terceiro ao décimo dia apés a
cirurgia em ambas as linhagens, ocorrendo uma pequena melhora no 11° dia
(Figura 14). Contudo, apenas no 12° dia ha um aumento relevante na intensidade
aplicada pela pata lesionada, de 83% para os animais C57BL/6J (Figura 14A) e
80% para os A/J (Figura 14B) quando comparados ao valor basal.
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A partir do 12° dia, ndo observamos mais diferengas significativas em relagéo
ao pré-operatério para ambas as linhagens. Contudo, nos chama atengédo a
ocorréncia de duas quedas nos valores da maxima intensidade no grupo C57BL/6 J
no restante do experimento. A primeira delas, mais marcante, ao 18° dia e a
segunda, menos evidente, ao 22° dia. Em ambos os casos ndo houve diferenga em
comparagao ao pré-operatério (Figura 14A). O mesmo padrao foi constatado para o
grupo A/J, porém, houve uma queda marcante no 15° dia e uma segunda, mais sutil,
no 192 dia. Novamente, ndo observamos diferencas em relagdo ao pré-operatério
(Figura 14B). Ao 28° dia os animais C57BL/6J recuperaram 99,6% da intensidade
em relagao ao pré-operatorio, ao passo que os A/J apresentam 85,3%.

De acordo com a ANOVA de duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni,

nao houve diferenga entre as linhagens ao longo do tempo.
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5.9 INTENSIDADE MAXIMA DE PRESSAO NA FASE DE APOIO

A avaliagdo da Max contact Max Intensity é o valor da maxima intensidade no
maior contato da pata com a plataforma de vidro e pode ser considerada como uma
medida indireta de dor neuropatica.

Em relacdo a linhagem C57BL/6J, fica evidente que os animais ndo apoiam a
pata lesionada até o dia 9. A partir dai os valores da intensidade maxima de pressao
na fase de apoio comecam a aumentar, atingindo o pico no 14° dia, momento este
em que ha aproximadamente 84% da recuperacdo quando comparado ao valor
basal (Figura 15A). Contudo, no 15° dia hd uma pequena queda (estatisticamente
nao significativa) que se prolonga até o 192 dia. Valores proximos a 100% foram
observados a partir do dia 21.

Os animais da linhagem A/J apresentam uma dindmica parecida (Figura
15B), ou seja, nos 10 primeiros dias apds a lesdo apresentam valores nulos ou
préximos a zero, o que evidencia o desuso do membro afetado. Contudo, o pico da
intensidade maxima de pressao na fase de apoio foi ligeiramente antecipado, para o
12° dia (83%). Novamente, observamos uma discreta queda, que se mantém até o
17° dia e, a partir do 21° dia, também observamos valores préximos a 100%.

Através do teste ANOVA de duas vias, ndo encontramos diferengca entre as
linhagens ao longo do tempo (Figura 15B)
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5.10 ANALISE DO LIMIAR NOCICEPTIVO

O Teste de Von Frey, utilizado para analise da intensidade do limiar
nociceptivo, foi aplicado em ambas as linhagens C57BL/6J e A/J. Os dados
apresentados estdo normalizados em funcdo do pré-operatorio (basal), que
corresponde a zero. Valores positivos sao diretamente proporcionais a hiperalgesia,

enquanto que valores negativos indicam, também proporcionalmente, analgesia.

De acordo com a Figura 16A, observamos que os animais C57BL/6J
apresentam estado de analgesia no 4° e 7° dia ap0s a cirurgia. Do dia 7 ao 14,
observamos uma inversao no grafico, quando os animais passam para um estado de
hiperalgesia aos 14 dias, cruzando o ponto “zero” no dia 11. Cabe ressaltar que o
pico de hiperalgesia ocorre no dia 14, decaindo a partir de entdo. No dia 21, os
valores estdo proximos ao basal. Os animais A/J apresentam padrdo similar aos
C57BL/6 J (Figura 16B), salvo no 21° dia apds a les&o, quando observamos o apice

da resposta hiperalgica.

Ao compararmos as linhagens entre si, observamos diferenca somente no 21°
dia ap6s lesao (Figura 16C).
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Figura 16. Teste de von Frey para o limiar nociceptivo. Média do peso de retirada (g) depois da
cirurgia subtraido do valor pré-cirurgico, dos animais da linhagem (A) C57BL/6J, (B) A/J ou (C)
ambas. ¢, P<0,001; A, P<0,01 em comparacgéao ao basal (ANOVA de uma via, seguida do pds-teste de
Bonferroni). *, P<0,05, C57BL/6 J vs A/J (ANOVA de duas vias, seguida do p6s-teste de Bonferroni)
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6. DISCUSSAO

Lesbes nervosas podem causar grandes perdas funcionais. Contudo, diferente
do sistema nervoso central (SNC), o sistema nervoso periférico (SNP) apresenta
maior potencial de regeneracdo, o qual nem sempre é plenamente alcangado
(SIDDIQUE; THAKOR, 2013). As lesGes nervosas periféricas (LNP) ocorrem com
frequéncia em humanos e animais, levando a severas e duradouras disfungbes
fisiolégicas e funcionais (WOJTKIEWICZ et al., 2015). As causas dessas lesdes sdo
multiplas e distintas, podendo incluir eventos de origem traumética ou resultantes de
lesbes iatrogénicas, sendo a maioria medicamentosa ou cirurgica (ALVITES et al.,
2018).

A repercussdo de lesdes axonais periféricas no SNC vem sendo o foco de
diversos estudos, visto que as alteracbes retrogradas influenciam no potencial
regenerativo, bem como a recuperacao funcional. A plasticidade neural decorrente
da axotomia periférica, apesar de bem identificada morfologicamente, é pouco
compreendida em termos moleculares. Seu entendimento pode indicar novas
abordagens terapéuticas, melhorando o sucesso na recuperacao clinica de
pacientes. Ainda, pode indicar o potencial regenerativo individual, bem como auxiliar
no prognaostico de resposta a tratamentos farmacolégicos e cirurgicos.

A avaliacdo da cobertura singptica na medula espinal, apds lesdo nervosa
periférica traz informacdes importantes sobre a manutencao dos circuitos espinais
relacionados aos motoneurénios danificados (BARBIZAN et al., 2013). Por exemplo,
um neurbnio axotomizado é incapaz de conduzir a informagdo até o alvo, logo,
grande parte de suas sinapses torna-se disfuncional. Nesse sentido, apds axotomia
periférica observa-se reducdo na cobertura sinaptica em decorréncia do
destacamento dos botbes sindpticos excedentes, o que vem a ser benéfico ao
processo regenerativo, visto que o gasto energético volta-se aos mecanismos de
reparo celular e ndo a condugao de impulsos que nao atingem o alvo (OLIVEIRA et
al., 2004; EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al.,, 2008). Nao obstante,
constatamos reducgao progressiva da cobertura sinaptica em animais C57BL/6J e A/J
axotomizados, com maior queda sete dias apds a lesdo, em ambos os grupos. Em
estudo anterior, (EMIRANDETTI et al., 2006), empregando a transec¢ao do nervo
isquiatico, demonstraram maior reducdo de imunorreatividade anti-sinaptofisina ao
redor dos motoneurbnios medulares em animais A/J, sete dias apods a lesao,
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comparativamente a camundongos C57BL/6J. Tais resultados foram
correlacionados com mais elevados niveis de MHC-I na linhagem A/J.

No presente estudo, observamos maior expressdo de moléculas do MHC-I na
medula espinal das duas linhagens nesse mesmo tempo (7 dias), corroborando os
estudos que demonstram a participacao dessa molécula no processo de plasticidade
sinaptica, especificamente na manutencdo seletiva de sinapses inibitorias
(OLIVEIRA et al., 2004; SABHA et al., 2008; THAMS; OLIVEIRA; CULLHEIM, 2008).
Contudo, em contraste aos nossos achados, Sabha et al. (SABHA et al., 2008)
reportaram que nos animais A/J a expressao de MHC-I e a retracdo singptica eram
maiores que nos C57BL/6J, sete dias apds lesédo periférica, igualando mais
tardiamente, trés semanas ap6s a neurotomia. Segundo os autores, as respostas
mais proeminentes resultariam em um processo regenerativo inicial mais bem
sucedido, em fungéo do redirecionamento energético (SABHA et al., 2008). Um fato
interessante foi que, em nossos experimentos, constatamos maior expressdo de
moléculas do MHC-I nos animais C57BL/6J cinco dias apds a lesao, quando ja ha
uma reducdo evidente na cobertura sindptica, a qual, entretanto, é igual entre as
linhagens. A luz do que foi discutido acima, seria plausivel pensar que o processo de
resposta retrégrada inicial estaria sutiimente mais avangado nos animais C57BL/6J
em relagdo aos A/J, os quais atingiriam o mesmo patamar logo em seguida, sete
dias apo6s a lesao. Contudo, € necessaria uma analise mais detalhada acerca dos
inputs sinapticos preservados, a fim de se obter o balangco entre terminais
excitatérios e inibitérios. Em todo caso, nossos dados reforcam a possivel funcao
pleiotrépica exercida pelas moléculas do MHC-I que, em nosso modelo
experimental, ndo estdo envolvidas com a classica apresentacdo antigénica aos
linfécitos T CD8, uma vez que nao ha quebra da barreira hematoencefalica apo6s
axotomia do nervo isquidatico (OKLINSKI; CHOI; KWON, 2015) e subsequente
infiltracao de linfécitos.

Na literatura, foram demonstradas diferencas em varios aspectos da regeneracao
nervosa entre linhagens isogénicas de camundongos (LIDMAN et al., 2002), que nos
remetem ao potencial regenerativo Unico de cada paciente humano. Os primeiros
estudos datam da década de 1990, quando Lu e colaboradores (LU; SKAMENE;
RICHARDSON, 1994) reportaram que camundongos C57BL/6J apresentavam
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menor potencial regenerativo periférico que a linhagem A/J. Nesse estudo, os
autores realizaram esmagamento do nervo isquiatico e, 11 dias apés, fizeram a
contagem dos ax6nios mielinizados do coto distal do nervo, constatando menor
namero de fibras nos animais C57BL/6J que nos A/J (XIN et al., 1990). Também
realizaram esmagamento de raiz dorsal e contagem de axénios mielinicos 14 dias
apds a lesdo e o resultado foi semelhante (XIN et al., 1990). Em um estudo
subsequente (LU; SKAMENE; RICHARDSON, 1994), o mesmo grupo investigou se
a causa da disparidade na regeneracado periférica poderia ser decorrente de
diferencas genéticas entre as linhagens. Por meio de uma série de cruzamentos
entre as linhagens, constataram que nao havia qualquer polimorfismo génico
responsavel por tal diferenga (LU; SKAMENE; RICHARDSON, 1994). Outros
estudos surgiram na tentativa de elucidar essa questdao. Uma hipétese levantada foi
que a diferenga no potencial regenerativo poderia ser decorrente de caracteristicas
intrinsecas dos neurénios, ou de propriedades do microambiente da lesdo periférica
e das células envolvidas nesse processo.

Oliveira e Langone (OLIVEIRA; LANGONE, 2000) realizaram um estudo no qual
0 nervo isquiatico de camundongos de diferentes linhagens, incluindo C57BL/6 e
A/J, foi transeccionado e, apds 14 dias, o coto distal foi transplantado em animais
descendentes F1 resultantes do cruzamento entre as linhagens. Por meio da
contagem de ax6nios mielinicos, realizada quatro semanas apds o transplante, os
autores constataram que a taxa de regeneragdo era a mesma entre receptores
resultantes do cruzamento de CS57BL/6J e A/J, que receberam nervo em
degeneracao tanto de doadores C57BL/6J quanto de A/J. A taxa de regeneracao
também era semelhante entre camundongos C57BL/6J ou A/J que receberam,
respectivamente, nervos isogénicos. Com isso, os autores concluiram que as
células da periferia ndo eram o fator limitante para a baixa regeneracao observada
nos animais C57BL/6J (OLIVEIRA; LANGONE, 2000). Ainda, o mesmo grupo
investigou diferencas entre as linhagens no que diz respeito a fragmentagéo da
mielina e a presenca de neurofilamentos na fase aguda e subaguda da degeneracao
Walleriana (DE LA HOZ et al., 2003). Constataram que 1 e 3 dias apds o
esmagamento do nervo, havia mais neurofilamentos nos animais AJ que nos
C57BL/6J. Além disso, também encontraram nos camundongos C57BL/6J mais
células que internalizaram mielina nos dias 3 e 5 apés a lesdo (DE LA HOZ et al.,
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2003), o que € sugestivo de um processo acelerado de limpeza tecidual, que
precede a regeneracao do nervo. Aos 7 dias ap6s 0 esmagamento, ndo observaram
mais diferencas entre as linhagens. Com base nesses achados, outros estudos
surgiram para investigar se a diferenca no potencial regenerativo periférico seria
resultante de alteracbes no SNC (EMIRANDETTI et al., 2006; SABHA et al., 2008),
conforme discutiremos adiante.

A relacdo entre neurbnios e células da glia estd diretamente ligada a
estabilizacdo e manutencao dos contatos sinapticos, provendo um microambiente ao
redor das sinapses ativas que limita a difusdo de ions e modula a excitabilidade
neuronal (ARAQUE; PEREA, 2004). Além disso, frente as lesdes, células da glia
participam ativamente do processo de destacamento sinaptico, conferem
neuroprotecdo através da liberacdo de fatores neurotréficos, reciclagem de
neurotransmissores, dentre outros (CULLHEIM; THAMS, 2007; PEKNY; PEKNA,
2014).

Diante de um desequilibrio a homeostase, a microglia responde de forma dual,
podendo atuar tanto na degeneracdo, quanto na regeneracdao. No primeiro caso,
pode produzir substancias que, em grandes quantidades, tornam-se toxicas, como
TNF-a e espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (WALTER; NEUMANN, 2009).
A producado dessas substancias € desencadeada por estimulos inflamatérios que,
muitas vezes, sao originados a partir da prépria microglia ativada (KREUTZBERG,
1996; COLTON, 2009). Por outro lado, as células microgliais também regulam a
neuroinflamacado, através da producdo de citocinas anti-inflamatérias, além de
fagocitarem debris celulares (limpeza tecidual) e produzirem fatores neuroprotetores,
como o BDNF (CULLHEIM; THAMS, 2007; NEUMANN; KOTTER; FRANKLIN, 2008;
WALTER; NEUMANN, 2009). Apds lesbes, a microglia também atua no
destacamento das sinapses, interpondo seus prolongamentos entre os terminais pré
e pos-sinapticos (CULLHEIM; THAMS, 2007; WALTER; NEUMANN, 2009). Em
nossos experimentos, a microglia apresentou comportamento semelhante em ambas
as linhagens, com pico de reatividade no sétimo dia apdés a lesdo periférica,
concomitantemente a maior expressdo de MHC-I e a menor cobertura sinéptica.

A astrogliose € um fendmeno comum em decorréncia de lesdes no SNC, ou
mesmo de danos ao SNP. Similarmente a microgliose, também visa a retomada da
homesostasia e confere neuroprotecao através da producao de fatores neurotréficos
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e reciclagem de neurotransmissores, como o glutamato (PEKNY; PEKNA, 2014),
além de atuar na eliminagéo de sinapses (PEKNY; WILHELMSSON; PEKNA, 2014).
Em estudos anteriores, nosso grupo demonstirou que a reatividade astroglial
correlacionava-se ao aumento da retracao sinaptica (EMIRANDETTI et al., 2006) e
das moléculas do MHC-I (SABHA et al., 2008; ZANON et al., 2010; BOMBEIRO et
al., 2016a) na medula espinal, apés axotomia periférica. Ainda, ao compararem as
linhagens A/J e C57BL/6J entre si, Emirandettii e colaboradores (EMIRANDETTI et
al., 2006) demonstraram que, uma semana apds a transecc¢ao do nervo isquiatico,
camundongos A/J apresentavam maior reatividade astroglial, acompanhada de
expressao reduzida de sinaptofisina. O mesmo foi observado por Sabha et al.
(SABHA et al., 2008), contudo, acrescido do aumento da expressao de MHC-I. Em
nossos experimentos, ao focarmos apenas no dia 7 apdés a lesao, notamos que
também ha mais astrécitos reativos em ambas as linhagens, em comparacdo ao
grupo basal. Mais ainda, nesse mesmo tempo (7 dias) ha maior imunomarcagéo de
MHC-I e reducdo da sinaptofisina. Contudo, nas condi¢cdes experimentais do
presente estudo, as linhagens nao diferiram entre si. Ao ampliarmos o tempo
avaliado, o que vemos € que a reatividade astroglial oscila de forma nao significativa
na linhagem C57BL/6J, com aparente pico no dia 3, enquanto que nos animais A/J,
os astrocitos estdo nitidamente mais reativos no dia 5, diferindo-se dos C57BL/6J.
Aparentemente, ha uma antecipacdo na reatividade astroglial em ambas as
linhagens, quando comparada aos trabalhos acima mencionados (EMIRANDETTI et
al., 2006; SABHA et al.,, 2008). Acreditamos que essa diferenca possa ser
decorrente dos diferentes modelos de axotomia empregados, sendo que aqui
realizamos o esmagamento do nervo, enquanto que nos demais estudos foi
realizada a transeccado. Uma vez que o esmagamento € mais ameno que transecao,
sendo inclusive possivel a regeneragdao do nervo no primeiro caso, acreditamos que
os efeitos retrégrados da axotomia decorrente do rompimento total do nervo
persistam por mais tempo, justificando, assim, as diferengas observadas.

Assim como as moléculas do MHC-I, PirB pode estar relacionado a modulagao
da plasticidade sinaptica e estabilidade da circuitaria neuronal (THAMS; OLIVEIRA;
CULLHEIM, 2008). PirB apresenta-se como um receptor de alta afinidade para
proteinas da mielina (NoGo, MAG e OMgp), inibindo a neuritogénese e crescimento
axonal (ATWAL et al., 2008). Além disso, ele pode se complexar ao TrkB (receptor
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de BDNF, NT3 e NT4), recrutando as fosfatases SHP1 e SHP2 que, por sua vez,
desfosforilam o TrkB e, assim, inibem o crescimento de neuritos (FUJITA et al.,
2011). Foi proposto para PirB um outro mecanismo que confere estabilidade ao
citoesqueleto, através da interacao com a mielina. Frente a ligagcdo com NoGo, MAG
ou OMgp, PirB recrutaria, na sua cascata de sinalizacdo, crmp2 e cofilina que,
respectivamente, interage com microtubulos e atua na despolimeriza¢ao da F-actina,
inibindo a neuritogénese (LLORENS; GIL; DEL RIO, 2011). Em nossos
experimentos, ndo constatamos expressdo génica de PirB em motoneurdnios, sete
dias ap6s o esmagamento do nervo, em ambas as linhagens. Porém, nos animais
C57BL/6J, observamos a manutencao da transcricdo génica do TrkB e o aumento
na expressao de shp2, crmp2 e cofilina, sugerindo que, naquele momento, os
neurénios motores estavam mais propensos a se manter desvinculados de inputs
pré-sinpticos, tendo em vista sua ndo funcionalidade em termos de propagacao do
impulso nervoso axonal. E isso pode ser benéfico, uma vez que a célula volta seu
gasto energético aos mecanismos de reparo celular. Nos animais A/J, por sua vez,
observamos queda do TrkB e manutencdo dos demais transcritos analisados,
também sugestivo de estabilidade da circuitaria neuronal.

Complementarmente a inibicdo da neuritogénese, também foi relatado que PirB
atua no controle da motilidade de macréfagos, pois em animais nocautes em PirB
(PirB-KO) essas células sdo mais reativas, com maior capacidade de aderéncia e
espraiamento (PEREIRA et al., 2004). Em um estudo anterior, constatamos
auséncia de PirB em projecdes de células microgliais cultivadas in vitro, as quais
passavam a expressar PirB ao longo do tempo, conforme tornavam-se mais
aderidas (BOMBEIRO et al., 2016b). Nesse mesmo estudo, observamos que
astrécitos fibrosos, presentes na substancia branca e pouco reativos, também
expressavam PirB (BOMBEIRO et al., 2016b). Deng e colaboradores constataram a
expressao de PirB em astrocitos e neurdnios hipocampais, durante o processo de
neuroinflamagdo induzida por LPS (BOMBEIRO et al, 2016b). Em nossos
experimentos, observamos que embora alguns motoneurénios expressassem PirB, a
maior parte da marcacao estava concentrada na regido da glia, comportando-se,
inclusive, de modo similar ao GFAP. Visto que PirB controla a motilidade de
macréfagos, € possivel que também esteja restringindo a extensao da reatividade
astroglial.
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Em todas as analises histoldgicas por nos realizadas, € interessante notar que 28
dias apds a lesao, animais A/J e C57BL/6 ndo apresentam quaisquer diferencas
entre si e equiparam-se aos seus controles basais. Logo, os efeitos da resposta
desencadeada pela lesao periférica ndo perduram por muito tempo.

Para o melhor entendimento do processo regenerativo, a avaliagdo da marcha
em animais lesionados é muito importante, principalmente porque nenhum estudo
avaliou de forma continua e minimamente espacada 0 comportamento da
recuperacao motora e sensoriais em camundongos A/J, comparados aos C57BL/6J.

Com base em nossos achados, constatamos que nao houve diferenga entre as
linhagens ao longo do tempo em relacdo a recuperagdo motora. Contudo, €
importante observar que mesmo sem diferenca estatistica, os animais C57BL/6J e
A/J apresentam, na sua dindmica de recuperacdo, algumas disparidades. Um
exemplo disso € observado no 12° dia apo6s a lesdo, quando os animais A/J atingem
70,8% de recuperagédo no SFI, em contrapartida, os animais C57BL/6J s6 passam a
apresentar valores proximos a esse no 21° dia (69,6%), ou seja, nove dias depois.

No presente estudo, também ndo observamos diferenca significativa entre as
linhagens ao longo do tempo para intensidade maxima de pressdo durante a
propulsdo. Contudo, vale ressaltar que no 18° dia apds a lesdo, verifica-se uma
gueda na intensidade aplicada pelos animais C57BL/6J, que volta a se repetir no 22°
dia, porém, em menor propor¢ao. Curiosamente, uma dindmica semelhante é vista
nos animais A/J, porém, essas quedas sao antecipadas para o 152 e 192 dia.

Como forma de se avaliar uma possivel dor neuropatica, realizamos a anadlise
dos dados de intensidade maxima de pressdao na fase de apoio (VRINTEN;
HAMERS, 2003) e nao encontramos diferenca entre as linhagens. Porém, foi
possivel notar que os animais C57BL/6J ndo apresentaram melhora significativa até
o 13° dia, diferente da linhagem A/J que, no 12° dia apresentou valores proximos
aos encontrados em condi¢cdes basais. Isso corrobora os dados que demonstram
que os animais C57BL/6J apresentam menor capacidade regenerativa periférica
(EMIRANDETTI et al., 2006). Entretanto, tal melhora antecipada nao foi constatada
na analise do limiar nociceptivo (teste de Von Frey), uma vez que os animais de
ambas as linhagens apresentaram um padrdo parecido, com excecado do dia 21,
quando os animais A/J se apresentaram hiperalgicos. Os mecanismos que causam
essas diferencas pontuais permanecem desconhecidos.
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7. CONCLUSOES

Com base em nossos achados, observamos que camundongos A/J e C57BL/6J
apresentam um padrdo de resposta semelhante no que diz respeito a expressao de
MHC-I, a qual é proporcional a retragdo sinaptica e a reatividade microglial,
corroborando o papel dessa molécula na plasticidade sinapica. Quanto a expressao
de PirB, essa se mostrou majoritariamente ligada a contencdo da reatividade
astroglial nas duas linhagens, possivelmente por diminuicdo da motilidade celular,
embora ndo descartemos a possibilidade de que esteja relacionada a estabilizagcao
dos circuitos neuronais. Além disso, observaram-se diferencas comportamentais
sutis entre as linhagens estudadas, atribuidas a mecanismos intrinsecos
desencadeados durante os processos de degeneracdo e regeneracdao. Nossos
resultados, portanto, contribuem para o entendimento da variada resposta
regenerativa apds axotomia, em parte dependente de caracteristicas individuais,
sendo necessarios estudos mais detalhados acerca das moléculas e mecanismos

envolvidos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada MHC-I E PirB NA PLASTICIDADE SINAPTICA MEDULAR EM
CAMUNDONGOS COM DIFERENTES RESPOSTAS REGENERATIVAS APOS LESAO NERVOSA
PERIFERICA, registrada com o n° 4558-1/2017, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Alexandre Leite

Rodrigues de Oliveira e Bruno Henrique De Melo Lima, que envolve a produgdo, manutengdo ou

utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE
OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em 20 de maio de 2017. ’

Finalidade: ( ) Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica
H\'/igéncia do projeto: 12/05/2017-02/03/2019

Vigéncia da autorizacdo para manipulagao | 20/05/2017-02/03/2019

animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / C57BL/6JUnib

No. de animais: 120

Peso / Idade: 06 semanas / 20g

Sexo: machos

Espécie / linhagem/ racga: Camundongo isogénico / A/JUnib

No. de animais: 120

Peso / Idade: 06 semanas / 20g

Sexo: machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

A aprovagéo pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizag&o prévia junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e é
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 20 de maio de 2017.

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Fatima Alonso_/
Presidente Secretaria Executiva

WS .
U

IMPORTANTE: Pedimos atengéo ao prazo para envio do relatdrio final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias
apds o encerramento de sua vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do
pesquisador responsavel. A ndo apresentagéo de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos
sejam submetidos.
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