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RESUMO

As barreiras que limitam a regeneragdo axonal no Sistema Nervoso Central
(SNC) dentre elas a cicatriz glial, moléculas inibitérias presentes na mielina e
0 processo de cavitacdo, impedem uma eficaz recuperacdo pos-leséo.
Assim, minimizar ou extinguir essas barreiras pode ser um fator promissor
para o desenvolvimento de novas terapias. Diferencas na plasticidade
cortical e subcortical, além de diferentes efeitos na perda funcional sao
observados dependendo do tipo de lesdo. O uso de Células Mononucleares
de Medula Ossea (CMMOs) tem sido mostrado eficiente na recuperacgio
funcional ap6s danos cerebrais, mas seus mecanismos de acdo precisam ser
melhor compreendidos. Ja se sabe que a proteina GAP-43 (growth-
associated protein-43) esta relacionada com crescimento neural,
regeneracao e plasticidade. Sendo assim, aumento na sua expressao apos
uma lesdo encefalica poderia ser um indicio de processo regenerativo. Neste
projeto, avaliamos o efeito do tratamento com CMMOs no modelo de ablacéo
focal unilateral do cértex sensorimotor em ratos analisando a expressdo da
proteina marcadora de plasticidade estrutural, a GAP-43. 24 horas ap0s a
inducdo da ablacdo em aparelho estereotaxico, administrou-se as CMMOs
obtidas de fémures de animais doadores via veia jugular e apds o0s tempos
de sobrevida de 5, 7 e 10 dias, os animais tiveram seus encéfalos frescos
removidos e homogenatos preparados para analises por Western Blotting.
ApoOs a analise da densitometria das bandas, observamos um aumento na
expressdo de GAP-43 no lado ipsolateral para tempo de sobrevida de 5 dias
e no lado contralateral em 10 dias. Como conclusdo, o tratamento com as
CMMOs aumenta a expresséao de GAP-43 em dois tempos de sobrevida (5 e
10 dias), sugerindo que a recuperacao observada anteriormente, no mesmo
modelo de lesdo e com a mesma terapia celular, pode ser atribuida a
significativas mudancas plasticas estruturais envolvendo neuritogénese.
Entretanto, o n amostral do experimento precisa ser aumentado para que
possamos chegar a uma conclusdo a cerca da terapia na expressao da
proteina GAP-43 e assim verificarmos se a recuperacdo observada
anteriormente, no mesmo modelo de lesdo e com a mesma terapia celular,
pode ser atribuida a significativas mudancas plasticas estruturais envolvendo
neuritogénese. Assim, mais estudos precisam ser realizados pra comprovar
essa hipotese.

PALAVRAS-CHAVE: Neuroplasticidade; Terapia Celular; Ablacéo; Proteina
GAP-43



ABSTRACT

The barriers (glial scar, inhibitory molecules present in myelin and the process of
cavitation) which limit axonal regeneration in the central nervous system (CNS)
prevent effective recovery. Thus, minimizing or eliminating them may be a promising
factor for the development of new therapies. Differences in cortical and subcortical
plasticity and different effects on functional loss are observed depending on the type
of lesion. The use of Bone Marrow Mononuclear Cells (BMMC) has been shown to
be effective in functional recovery after brain damage, but its mechanisms of action
needs to be better understood. It is known that the protein GAP-43 (growth-
associated protein-43) is related to neural growth, regeneration and plasticity. Thus,
increased expression after brain injury could be a sign of regenerative process.In this
project, we assessed the effect of BMMC treatment in the model of focal ablation of
sensorimotor cortex in rats analyzing the expression of the structural plasticity marker
protein GAP-43 (growth-associated protein-43). Therefore, the objective of this study
was to assess the effect of BMMC treatment in structural plasticity in the model of
unilateral focal lesion of the sensorimotor cortex ablation by quantifying protein GAP-
43 in cortex regions. 24 hours after induction of ablation in a stereotaxic apparatus,
the BMMC obtained from the femurs of animals, were administered via jugular vein.
After survival times of 5, 7 and 10 days, the animals had their brains removed and
fresh homogenates prepared for analysis by Western Blotting. After analyzing the
densitometry of the bands, we observed a increased expression of GAP-43 on the
ipsilateral side on the survival time of 5 days, and on the contralateral side at 10
days. As conclusion, our results showed effect of BMMC treatment on the expression
of GAP-43 at two survivels time (5 and 10 days). However, the number of samples of
the experiment needs to be increased so that we can come to a conclusion about the
therapy on the expression of GAP-43 protein and thus verify whether the recovery
observed previously on the same model with the same injury and cell therapy, can be
attributed to significant structural changes involving plastic neuritogenesis. Therefore,

further studies need to be performed to confirm this hypothesis.

KEYWORDS: Neuroplasticity; Celular Terapy; Ablation; Protein GAP-43
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1- INTRODUCAO

1.1- O Cértex Motor

O Sistema Nervoso Central (SNC) € formado por um tecido de extrema
complexidade, servindo como centro de processamento ao organismo e transmitindo
informagdes externas para o meio interno (corpo). A sua principal unidade funcional
€ 0 neurdnio, que possui como funcgdo: receber, armazenar e transmitir informacoes.
Entretanto, esse tipo celular difere entre si de acordo com papéis funcionais que
desempenham podendo ser caracterizados em: neurbnios sensitivos, autbnomos e
motores; diferem também nos neurotransmissores que utilizam para transmitir o
sinal, na forma como suas conexdes sdo distribuidas e ainda de acordo com suas
necessidades metabdlicas e nivel de atividade elétrica em um determinado
momento. A maior parte dos neurbnios jA no seu estagio final de maturidade séo
células pés-mitdticas (permanentes) e incapacitadas de sofrer o processo de divisao
celular (Bear et al., 2002).

A capacidade de gerar movimentos de forma coordenada depende da
interconexdo de diversas estruturas envolvidas no controle motor de mamiferos. O
primeiro passo necessario para que um movimento voluntario se inicie € a ativacao
do cortex. O cortex motor em humanos é dividido em coértex motor primario (M1),
cortex motor secundario incluindo o cortex parietal posterior, cortex suplementar ou
area motora suplementar (AMS) e cortex pré-motor ou area pré-motora (APM)
(Figura 1). A area M1, que possui o menor limiar de estimulagéo para a producéo de
movimentos e projeta densos feixes axonais pelas vias descendentes, ocupa 0 giro
pré-central do lobo frontal. E dessa regifo que partem os comandos para a
realizacdo de movimentos voluntérios, responséaveis pelo inicio da locomocao e dos
movimentos de integracdo sensorimotora. Ja as areas AMS e APM sao mais
associadas ao planejamento de movimentos voluntarios do que ao comando de sua

execugao (Lent, 2005).
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Cdrtex Motor Primario (M1) Cortex parietal posterior

Cortex Motor

Suplementar
|

Cortex Pré-motor

Figura 1.Divisdo do Cortex Motor em humanos. A figura mostra a disposicao e localizacdo das
quatro principais partes do cortex motor. Cortex Pré-motor em amarelo, Cértex motor primario
representado pela cor azul, Cortex Parietal Posterior na regido laranja e na verde o Cértex Motor
Suplementar (Imagem fonte: www.lookfordiagnosis.com).

No caso de roedores, o cértex sensorio-motor denomina-se isocortex frontal
(Fr), uma estrutura bastante heterogénica com relacdo a sua composi¢ao celular,
podendo ser dividida conforme as suas caracteristicas morfoldgicas, neuroquimicas
e de padrbes de conexdes em trés areas: Frl (M1), Fr2 (M2) e Fr3 (Figura 2). A area
M1 corresponde ao coOrtex motor primario de primatas, a area M2 corresponde a
APM e AMS, enquanto Fr3 seria uma sub-regido da representacdo somatotopica.
Essas regibes possuem uma estrutura ordenada em camadas celulares, conferindo
um padrédo de organizacdo laminar. No cértex sensério-motor as camadas celulares
Il e V sdo as mais proeminentes (Palomero-Gallagher e Zilles, 2004; Paxinos e
Watson, 2004).

14
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Figura 2. Figura esquematica mostrando areas que compdem o coOrtex de roedores.
(A) Representacdo esquematica de uma vista dorsal do mapa neocortical do cérebro de rato
com base em estudos citoarquitetdnicos. Cgl, coértex cingulado; Frl-3, areas corticais
frontais; Oc1B, OclM, Oc2L, Oc2MM e Oc2ML, areas corticais occipitais; Parl-2, FL, HL,
areas corticais parietais. (B) Diagrama esquematico de um corte coronal do cortex cerebral
de ratos. CC, corpo caloso; CG1, area 1 do cértex cingulado; CG2, area 2 do cortex
cingulado; FL, area dos membros anteriores; FR1, area 1 do cortex frontal; FR2, &rea 2 do
cortex frontal; PAR, cortex parietal; ST, corpo estriado. Extraido e modificado de McNeill et
al. (1999).

15



As células do coértex motor sdo dispostas em colunas verticais, com milhares
de neurdnios em cada coluna, as quais funcionam como unidades, geralmente
estimulando um grupo de musculos sinérgicos, mas algumas vezes estimulando
grupamentos musculares dnicos. lgualmente, cada coluna tem seis camadas de

células distintas, como ocorre em quase todo cortex cerebral.

A capacidade de reorganizacdo funcional cortical ndo se restringe ao
desenvolvimento, podendo ser observada em um cérebro ja maduro. A redistribuicdo
das representacdes motoras e sensoriais dentro do cortex de adultos tem sido
demonstrada em resposta a um grande numero de manipulagcbes experimentais,
incluindo mudancas nas aferéncias corticais, estimulacdo cortical repetitiva e
manipulacbes farmacoldgicas. Alteracdes prolongadas dos sinais de entrada
proprioceptivas e tateis associadas aos musculos tém mostrado inducdo de
mudancas plasticas no mapa motor em roedores (Nudo e Jenkins, 1990; Sanes e
Donoghue, 2000). A organizacdo do mapa cortical pode também ser dependente do

treinamento motor (Monfils et al., 2005).

No cortex cerebral de ratos, as areas motoras séo fortemente interconectadas
e apresentam conexdes com outras regides corticais, como a area somestésica
primaria (S1) e as areas associativas dos lobos parietal e frontal. Todas as areas
projetam-se para regidées motoras sub-corticais, nucleos da base e cerebelo (Lent,
2005). Além disso, os tratos corticoespinhal e corticobulbar sdo as vias mais
importantes utilizadas na execucdo dos movimentos voluntarios. O trato cortico-
espinhal medial e parte do trato corticobulbar, assim como outras vias indiretas,
controlam a musculatura do tronco, proporcionando sustentacdo postural aos

movimentos apendiculares voluntarios (Levy, 2006).

O sistema de controle do movimento funciona através de uma alca de
retroalimentacéo, que leva a informag¢do do movimento pretendido até as estruturas
de controle que irdo corrigi-lo, adequa-lo e aperfeicoa-lo reenviando essas
informacdes as estruturas corticais (Delong e Wichmann, 2007; Handley et al.,

2009). As informagfes geradas no cortex, de forma simplificada, sdo transmitidas

16



através do estriado, globo palido e tdlamo, e dessas areas voltam ao coOrtex cerebral
(Handley et al., 2009).

1.2- Lesdes do Sistema Nervoso Central

Uma vez que a maior parte dos neurbnios ja no seu estagio final de
maturidade séo células pos-mitéticas (permanentes) e incapacitadas de sofrer o
processo de divisdo celular, danos mesmo que a um pequeno numero de neurdnios
com funcéo especifica como, por exemplo, neurénios motores, podem resultar em
sérios déficits ao individuo acometido com perda de movimento ou até mesmo
paralisia (Robbins e Cotran, 2004), visto que axénios maduros séo incapazes de

regenerar apos uma leséo.

As lesdes do Sistema Nervoso Central (SNC), como por exemplo,
traumatismo craniano e Acidente Vascular Encefalico (AVE) encontram-se entre as
principais causas de Obito e constituem atualmente a maior causa de incapacitagdo
humana no Brasil segundo o Ministério da Saude em 2007 e no mundo (Sekhon e
Fehlings, 2001; Strong et al., 2007). Quando acometidos, 0s pacientes geralmente
apresentam hemiparesia ou hemiplegia (um dos lados paralisado ou enfraquecido) e
passam a ficar dependentes de outras pessoas para auxilia-lo em tarefas antes
comuns ao seu dia a dia (Michaelsen et al., 2004).

O tratamento necessario para a recuperacao destes pacientes, que gera
enormes gastos ao governo (Wolfe, 2000; Strong et al., 2007), e todas as barreiras
fisiologicas que limitam a regeneragcdo axonal no SNC, sdo limitacdbes a uma
recuperacdo eficaz. Dentre essas barreiras encontram-se a cicatriz glial, as
moléculas inibitorias presentes na mielina e o processo de destruicdo tecidual
(Michael e Jerry, 2008).

A cicatriz glial, é formada apés um dano ao tecido nervoso e constituida por
elementos do tecido conjuntivo e astrécitos. Estes ultimos agem de forma a

proporcionar efeitos benéficos, visto que o isolamento do local da lesdo limitaria a
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area onde esses eventos inflamatorios estariam ocorrendo e minimizaria assim
danos teciduais e consequente degeneracao (Michael e Jerry, 2008). Entretanto, a
maioria das células presentes nesse ambiente se torna hipertréfica e passa a reagir
de forma exacerbada (Glenne e Zhigang, 2006), liberando diversas moléculas
inibidoras de matriz como a Tenascina, diversos proteoglicanos sulfato de
condroitina, Semaforina 3 (Brodkey et al., 1995; McKeon et al.,1995; Pasterkamp et
al., 2001; Jones et al.,2003; Rhodes e Fawcett, 2004) entre outros constituintes, que
reagem com axonios cortados pela lesdo, se apresentando entdo como uma barreira

quimica ao processo de regeneracao axonal (figura 3).
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Cavidade dalesso Regulagdo positiva
de proteoglicanos

¢ Célula Inflamatoria
- Astrocitos Reativos

Dano secundario axonal

@

Neurdnio morrendo

Brotamento axonal

e,

Desmielinizagao axonal

Figura 3.Cicatrizagdo Glial e Regeneragdo no Sistema Nervoso Central. A cavidade
provocada pela lesdo no SNC é resultado da interagdo de células da glia reativas com os
astrécitos também reativos e aumenta de tamanho conforme essa interagdo ocorre. Tal
resposta inflamatdria exacerbada acaba levando os axdnios poupados do dano inicial a uma
situagcdo em que sofrem danos secundéarios. Outro fator importante envolvido nesse
processo é a desmielinizacdo que ocorre nos axbnios proximos e acaba por limitar o
processo de regeneracdo, uma vez que nao conseguem ser re-mielinizados pelos
oligodendrécitos adultos, dando origem aos neurénios distréficos. Na localidade da cicatriz
glial h4 ainda uma mudanca de forma crescente na distribuicdo e concentracdo de
moléculas inibitérias presentes na mielina, onde maior concentragdo se da no centro desta,
com diminuicdo gradual a medida que se direciona para regibes periféricas (zona de
penumbra). A regulacdo positiva da distribuicdo de moléculas inibitérias de mielina neste
ambiente faz com que a regeneracdo nao aconteca (Retirada de Michael e Jerry, 2008).
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A resposta inflamatoria envolvida apés a lesdo desencadeia diversos danos
secundérios aos axdnios que foram poupados do dano direto e também desmieliniza
os axbnios adjacentes impedindo assim a regeneracao a longa distancia, diferindo
do Sistema Nervoso Periférico ou do Sistema Nervoso embrionario (Michael e Jerry,
2008) (figura 4.).
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Figura 4. Danos a mielina e a cicatrizagdo glial como fatores limitantes a regeneracgéo.
Com o acontecimento de uma lesdo no SNC ocorrem danos aos axdnios (transeccdo de
fibras nervosas), que danificam a mielina formada por oligodendrdcitos saudaveis, fazendo
com que aja uma associacao dos debris de mielina e das moléculas inibitérias de mielina.
Além disso, vale ressaltar o envolvimento das células inflamatérias do SNC e dos astrocitos,
que acabam por formar uma cicatriz glial no tecido associado com aumento na liberacéo de
proteoglicanos sulfato de condroitina. Juntos, esses fatores limitam ainda mais a
regeneragdo axonal. (Retirada de Glenn e Zhigang, 2006).
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Além disso, a microglia, que sao células constituintes do SNC e servem para
a manutencao da integridade do tecido e de neurdnios nele presentes expressando
diversos fatores neurotréficos (Elkabes et al., 1996; Hanisch, 2002), também pode
dar origem a um dano tecidual através da secrecdo exacerbada de uma grande
quantidade de fatores como citocinas pré-inflamatoérias em resposta a uma
agressdo. Este dano ou descontinuidade tecidual representa uma barreira fisica para
a regeneracdo a longa distancia de tratos lesados (Windle e Chambers, 1950; van
Rossum e Hanisch, 2004).

Assim, minimizar ou até mesmo extinguir as barreiras que restringem a
regeneracao axonal pode ser um fator promissor para o desenvolvimento de novas

terapias para doencas relacionadas a lesbes do SNC (Benowitz e Yin, 2007).

1.3- GAP-43

A proteina GAP-43 (do inglés growth associated protein), também conhecida
como neuromodulina, B-50, P-57, F1 e pp46 (Benowitz e Routtenberg, 1997) é uma
fosfoproteina de membrana que apresenta peso molecular real de cerca de 25 Kda.
Porém, em géis de SDS-poliacrilamida seu peso molecular aparente é de 43 Kda.
Esse fenbmeno apresenta como explicacdo o fato de a GAP-43 ser altamente
carregada, levando a uma menor reacdo desta proteina com o SDS quando
comparado a reagdo normal do SDS com proteinas menos carregadas, além de sua
longa estrutura proteica secundaria que € explicada pela riqueza em residuos de
Prolina (Pro) (Hayashi et al., 1997). Além disso, seu peso molecular aparente
também varia inversamente com relagdo a concentracdo de acrilamida em géis.
(Jacobson e colaboradores em 1986) evidenciou esse fato e mostrou que em um gel
com concentracdo de 5-10%, a proteina migra através de uma concentracdo muito
baixa de acrilamida durante a corrida do gel e exibe peso molecular de 56-60 kDa.

Entretanto, em géis de 12%, a GAP-43 migrou em bandas equivalentes a 46-50 kDa.

O gene gap-43 esta localizado em humanos no cromossomo 3 e em ratos no
11, é sintetizada no corpo celular dos neurénios em ribossomos livres e concentra-
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se em axbnios em regeneracao de neurdnios adultos no Sistema Nervoso Periférico
(SNP), se apresentando também no Sistema Nervoso Central (SNC), porém em
menor quantidade (Benowitz, 1991). A presenca de GAP-43 na membrana
plasmatica de cones de crescimento axonal apresenta importancia nos eventos de
sinalizacdo celular para a modificagdo do citoesqueleto de actina (Carmichael,
2003), uma vez que esta associada com a formacéo de filopddios- projecdes de
membrana plasmatica finas (0,1-0,3 mm) e ricas em actina, que apresentam
estrutura similares a dedo preenchidos com feixes paralelos e apertados de (F)-
actina filamentosa. Os filopodios funcionam como antenas a fim de que as células
possam explorar o seu ambiente, apresentando importante papel na migragao
celular através de adesdo a matriz extracelular, orientacdo através de
guimioatrativos, cicatrizacdo de feridas, crescimento de neuritos, desenvolvimento
embrionario e servem ainda como precursores de espinhas dendriticas em
neurdnios (figura 5) (Steketee e Tosney, 2002; Faix e Rottner, 2006, Gupton e
Gertler, 2007;).

Protusdes e retragfes filapodiais sdo promovidas por um balangco dinamico
entre a polimerizagédo de actina nas extremidades do filamento e fluxo retrégrado do
feixe de filamentos de actina (Mallavarapu e Mitchison, 1999). Os filopédios contém
trés ades0fes funcionais distintas. A adesdo da ponta esta envolvida em recepcao de
sinal, a adeséo do eixo controla a extensdo lamelar e a adesdo basal € associada
com emergéncia filapodial. A formacdo do filopdédio se da em resposta a sinais
extracelulares e € tida como o primeiro passo para a 0 processo de ramificacdo
neural (Pieta e Pekka, 2008).
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Figura 5.Tipos de filopédios. a- Em células migratérias, os filopddios se apresentam na
ponta da sonda, sondam o microambiente , sendo pioneiros na protusdo celular. b-
Filopédios de camadas epiteliais, que se projetam a partir de células opostas, ajudam no
alinhamento e adeséo das células. c- filopodios participam na orientagdo e na migracéo de
cones de crescimento neuronal (inserto superior) e sao precursores de espinhas dendriticas
(inserto inferior), que sao as regides pos-sinapticas com maior nimero de sinapses
neuronais excitatorias. A medida que uma espinha dendritica amadurece, suas mudancas
na morfologia da protuséo se assemelha a uma estrutura em forma de cogumelo. Figura
retirada de Pieta e Pekka, (2008).
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GAP-43 também tém sido associada com a liberacdo de neurotransmissores
e com endocitose e reciclagem de vesiculas sinapticas na membrana plasmatica
pré-sinaptica. Apos sua sintese, GAP-43 ndo se liga imediatamente a membrana
plasmatica (Martin e Bazan, 1992). Primeiramente ela se liga a membranas da via
secretoOria early secretory pathway, dentre elas o compartimento intermediario do
Complexo de Golgi, e a rede cis-Golgi e através de transporte de membranas pela
via secretdria chega entdo a membrana plasmatica (Gonzalo e Linder 1998). Alguns
experimentos confirmaram essa localizacdo de GAP-43 no Golgi, dentre eles o de
Liu et al.,, 1994 que mostrou que quando células COS-7 sao transfectadas com
cDNA de GAP-43 houve imunomarcacdo dessa proteina no Golgi. Esse fato foi
confirmado através de mutac¢des nos residuos de Cys-3 e Cys-4 por glicina, uma vez
gue nesse caso a imunomarcacdo para GAP-43 revelou uma localizacdo citosolica.
Foi também mostrado que essa ligagcdo de GAP-43 na superficie citosoélica da via
secretoria early secretory pathway é devida também a afinidade pela

palmitoiltransferase de Golgi.

A ligacdo da GAP-43 na face citoplasméatica da membrana ocorre como
resultado da palmitoilagdo em Cys-3 e Cys-4, ou seja, adicdo de palmitato (C16) a
residuos de cisteina, mediada por uma palmitoil transferase. Esse fato foi
comprovado por Liu et al., 1994 que diz que uma mutacdo nessas regides impede
que a GAP-43 se ligue a membranas. Quando a GAP-43 apresenta residuos de Arg-
6, Arg-7, e Lys-9, ela se encontra ligada a membrana e palmitoilada. No entanto, a
ligacdo de GAP-43 a membrana ndo é permanente, uma vez que em alguns tipos
celulares como em células PC-12 a maioria das proteinas GAP-43 foram
encontradas despalmitoiladas, porém ligadas (Liang et al., 2002). Esse fato se deve
aparentemente por interagcdo da GAP-43 com outros componentes de membrana.
Uma vez que mutacdes em Cys-3 e Cys-4 impedem a ligacdo (Zuber et al., 1989; Liu
et al., 1994), sugere-se que a palmitoilagcdo € o evento inicial para que a ligacao
ocorra, seguida pela interacdo dos 3 residuos basicos com a membrana. Linder e
Deschenes, 2003 comprovaram ainda que o propdésito da palmitoilacdo é alinhar os
residuos de Arg-6, Arg-7 e Lys-9 com a membrana para que a ligagdo aconteca.
Apés a ligacdo, as cadeias de palmitato sdo removidas por ndo serem mais
necessarias.
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A proteina quinase C medeia a fosforilagdo de GAP-43 no residuo de Ser-41,
que se encontra no dominio efetor, e introduz um grupamento fosfato carregado
negativamente que elimina a ligacdo da GAP-43 ao acido fosfolipidico
fosfatidilinositol 4,5- bifosfato (Pl (4,5) P2) (Laux et al., 2000) e calmodulina
(Chapman et al., 1991) além de mudar as interacdes de GAP-43 com os filamentos
de actina (He et al, 1997). Sua fosforilacdo parece ser importante para o

crescimento axonal (Benowitz e Routtenberg, 1997).

A GAP-43 pode interagir tanto com a Ca/Calmodulina quanto com a
apocalmodulina (Chapman et al., 1991). A fosforilacdo de GAP-43 pela proteina
quinase C reduz significativamente a afinidade por calmodulina (Alexander et al.,
1987; Apel et al., 1990) sugerindo que uma funcdo da GAP-43 é se ligar a sitios
especificos de calmodulina em células neuronais e libera-la localmente quando a
proteina quinase é ativada (Alexander et al., 1987).Um estudo de ligacGes cruzadas
realizado por Gamby et al., 1996 mostrou que a GAP-43 in vivo encontra-se ligada a
calmodulina em condicBes onde a concentracado de calcio encontra-se reduzida e/ou

quando ocorre a fosforilagdo de GAP-43 pela proteina quinase C.

Com relacéo a ligacdo de GAP-43 com a actina, a ligacdo ocorre em actinas
no estado desfosforilado, na razdo de uma molécula de GAP-43 para 7 de actina ou
ainda uma molécula de GAP-43 por filamento de actina que possui
aproximadamente 203 nm de comprimento (He et al., 1997). A afinidade de ligacao
de GAP-43 pela actina € diferente quando comparamos uma molécula de GAP-43
no seu estado fosforilado ou desfosforilado. Fosforilada, ela apresenta maior
afinidade (Kd = 161 nM) que desfosforilada (Kd = 1.2 uM).

Por ultimo, a ligacdo de GAP-43 com o &cido fosfolipidico fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (Pl (4,5) P2) agrupa os fosfolipidios em ‘rafts’ no folheto interno da
membrana plasmatica (Laux et al., 2000). PI (4,5) P2 pode se ligar a proteinas
ligadoras de actina como a profilina, cofilina e gelsolina concentrando-as, portanto
na membrana plasmatica e inibindo sua acado no ‘esqueleto’ da membrana. Nesse

modelo, o sequestro de Pl (4,5) P2 induzido por GAP-43 remove esse efeito
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inibitério. Como resultado, a dindmica de actina cortical € aprimorada e ocorre 0

espalhamento celular (Laux et al., 2000).

1.3.1- A proteina GAP- 43 e a plasticidade

Como dito anteriormente, a GAP-43 isolada pode se ligar a actina e a
calmodulina e ativar as proteinas heterotriméricas de ligacdo a guanosina trifosfato
(GTP), Go e Gi (Strittmatter et al., 1991) para regular as respostas metabdlicas que
iniciam o crescimento axonal (Strittmatter et al.,, 1990; Strittmatter et al., 1991). A
importancia da GAP-43 nesta regulacdo foi demonstrada em cultura de células de
feocromocitoma de rato (PC-l 2), onde o crescimento de neuritos foi eliminado
blogueando a expressdao de GAP-43 com a utilizagdo de sondas anti-sense de
oligonucleotideos ( Fidel et al., 1990). No entanto, as células PC-12 sem a proteina
puderam ainda estender neuritos (Baetge e Hammang, 1991) sugerindo que,
enquanto GAP-43 poderia alterar uma propensao para o crescimento de neuritos,
ela ndo € em si essencial. Em outras palavras, GAP-43 pode aumentar ou diminuir
os efeitos de outros reguladores de crescimento, sem que ela propria diretamente

leve ao crescimento.

J4 se sabe que a extensdo axonal se da em resposta a agentes
extracelulares, dentre eles neurotrofinas como o fator de crescimento neural (NGF),
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), neurotrofina 3 (NT-3),e neurotrofina -
4/5 (NT-4/5), assim como moléculas de matriz extracelular como laminina,
proteoglinanos heparan sulfato e moléculas de adesdo como L1 e N-caderina
(Goldberg, 2003). Tem sido proposto que quando ha a ligacdo de NCAM, L1 ou N-
caderina na superficie externa de um cone de crescimento, os receptores FGF séo
agrupados e ativados resultando em fosforilacdo de GAP-43 e posterior mudanc¢a no
esqueleto membranar, levando ao avanco do cone de crescimento (Dunican e
Doherty, 2000).

A proteina GAP-43 é inicialmente detectada no SNC, quando os neurbnios
completam sua divisdo celular final. No neocortex e na formagéo hipocampal de

ratos, altos niveis de expressdo de GAP-43 sdo observados nas duas primeiras
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semanas pos-natais, coincidindo com o periodo de brotamento dos terminais
axonais e formacado de sinapses (Holtmaat et al.,1995). Dessa forma, as células
neuronais de individuos adultos apresentam, em condi¢cdes normais, baixos niveis
de GAP-43, quando comparados aos individuos em estagios iniciais de

desenvolvimento (Stroemer et al.,1995).

Apesar dos niveis do RNAm e da proteina decairem apds o nascimento na
maior parte do cérebro, algumas populacdes de neurbnios continuam a expressar
altos niveis de GAP-43 constitutivamente (Dani et al., 1991). A presenca da proteina
em regides do sistema limbico, por exemplo, sugere o seu envolvimento na
capacidade dos neurbnios de continuarem a sofrer mudancas estruturais e
funcionais relacionadas ao armazenamento de informacdes (Benowitz e
Routtenberg, 1997).

Estudos mostram que a superexpressdo de GAP-43 induz o crescimento de
projecdes neuronais aberrantes, como no caso da doenca de Alzheimer (de la Monte
et al.,, 1990). Assim, a proteina parece permitir o brotamento de novos terminais
mesmo na auséncia de fatores tréficos. A expressdo do transgene para GAP-43
induz o crescimento de prolongamentos com consequente reorganizacdo do
citoesqueleto inclusive em células ndo neuronais (Verhaagen et al.,, 1994).
Camundongos que ndo possuem um exon do gene que codifica a proteina GAP-43
apresentam defeitos nas vias axonais e a maioria morre logo ap0s o nascimento
(Strittmatter et al., 1995).

O aumento de expressdo de GAP-43 também aumenta o brotamento axonal
apos lesdes no sistema nervoso, como a isquemia (Carmichael, 2003). Stroemer e
colaboradores em 1993 mostraram pela primeira vez que uma lesdo isquémica
provocada pela oclusdo da artéria cerebral média induziu o aumento significativo da
expressao da proteina GAP-43 na periferia da lesdo e um aumento menor no cortex
contralateral homélogo. A expresséo da proteina também é observada em situacdes
em que os neurdnios sdo inseridos no ambiente permissivo do sistema nervoso

periférico, podendo, assim, regenerar os axdnios danificados.
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Uma medicao bioquimica que tem sido utilizada como um indice quantitativo de
crescimento neuronal, regeneracdo ou plasticidade é a presenca de GAP-43, ou
seja, 0 aumento da expressao desta proteina apods uma lesdo € um indicio de que o
axbnio estd em processo regenerativo. No entanto, para se obter conclusbes
definitivas de que ocorre crescimento axonal apos lesdo, sdo necessarias analises
ultraestruturais e o tragamento das conexdes no cortex adjacente a area lesada e
em areas que mantinham conexdes com a mesma, uma vez que a GAP-43 poderia
também atuar de outras formas na célula nervosa, como através da inducdo de
potenciacéo de longo prazo (LTP) (Benowitz, 1991; Benowitz e Routtenberg, 1997;
Carmichael, 2003). Essa correlagdo com a inducédo de LTP esté relacionada com
alteracdes na fosforilacdo da GAP-43 observada no hipocampo de ratos e serve

como medida fisiolégica de plasticidade sinaptica (Akers, 1987).

1.4- Comparacdo entre modelos de lesdo por Isquemia e Ablagdo no cértex

cerebral - Plasticidade Neural.

Diferencas notaveis na plasticidade cortical e subcortical, além de diversos
efeitos na perda funcional sdo observadas dependendo do método utilizado para
induzir leséo. Existe uma grande diversidade em modelos de AVE que incluem
modelos de isquemia global e focal (ex: oclusdo transiente de vasos) e infarto focal
(oclusdo permanente de vasos). No entanto, os diferentes modelos ndo séo

equivalentes com relacéo a patologia pos-lesédo (Gonzalez e Kolb, 2003).

Na lesédo cerebral isquémica induzida por termocoagulacdo, h4 mudancas
muito diferentes no corpo estriado comparadas as induzidas pela lesdo por ablacéo
em areas equivalentes, incluindo diferencas no brotamento axonal e na expressao
de moléculas associadas com plasticidade neuronal, como a proteina GAP-43 (do
inglés, "growth associated protein-43), mais expressa em regides ao redor da area
lesionada por termocoagulacao (Stroemer et al., 1995; Li et al., 1998; Uryu et al.,
2001) e o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) (Szele et al., 1995).
Estudos anteriores mostraram que a imunomarcacado para GAP-43 diminuiu no

corpo estriado dorsolateral apdés remocdo do cortex por aspiracdo (Szele et al.,
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1995), o que ndo foi visto na termocoagulagéo, sugerindo que a Ultima induz a uma

redistribuicdo desta proteina.

Lesbes isquémicas do coOrtex sensériomotor provocam brotamento axonal e
remodelacdo singptica no cortex homotipico do hemisfério oposto a leséo.
Entretanto, nenhum ou minimo brotamento axonal foi observado no estriado
dorsolateral denervado apos lesGes por aspiracdo (Napieralski et al., 1996), o que
leva a consideracdo de que o brotamento axonal € lesdo-especifico (Carmichael,
2003; figura 6). Em lesdes por termocoagulacdo, uma densa rede axonal foi
observada no estriado dorsolateral ipsolateral a lesdo (figura 6). O brotamento
axonal no estriado dorsolateral pode resultar tanto de um aumento na colaterizacéao
local de axbnios existentes no estriado dorsolateral ou de brotamento axonal de
longa distéancia que normalmente ndo inervam o estriado (McGeorge e Faull, 1987,
1989; Napieralski et al., 1996). Além disso, lesdes por aspiracdo nao resultam em
aumento da arborizacdo dendritica cortical contralateral encontrada depois de lesdes

por isquemia de mesmo tamanho e localizacéo (Voorhies e Jones, 2002).
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Figura 6. Neuroplasticidade de conexdes cortico-corticais e cortico-estriatais. A figura
mostra cortes coronais do cortex frontal de ratos submetidos a ablacdo (A), isquemia (C) e
ainda ratos controle (B). A regido escura no cortex de cada corte (cabeca de seta em A) é
uma injecdo de BDA (do inglés biotinylated dextran amine), um marcador axonal
anterégrado. Podem-se observar no padréo normal destas conexdes (B) terminais axonais
no cértex motor primario contralateral e no corpo estriado (ipsolateral). No cértex de animais
submetidos a isquemia (C), houve um importante aumento em projecfes axonais em
direcdo ao estriado contralateral e ainda na periferia da lesdo (mostrado pelas setas em (C).
Plasticidade anatdomica ndo € induzida em lesbes por ablagdo (A) de mesma extenséo e
localizagdo. Em (D) podemos observar uma representacdo esquematica do brotamento

axonal apoés lesfes corticais isquémicas. Modificada de Carmichael et al., 2003.
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A plasticidade em conexdes corticais apds acidente vascular cerebral leva a
recuperacédo parcial da funcdo apos a leséo inicial resultante de um remapeamento
motor, onde o cérebro recruta areas adjacentes e contralaterais do mapa motor
normal ou ainda incorpora por¢bes do mapa somatossensorial resultando em
evidente fungdo motora o que explica a existéncia de plasticidade funcional em
lesGes isquémicas (Szele et al., 1995; Napieralski et al., 1998; Weiller, 1998; Hallet,
2001; Uryu et al., 2001; Carmichael, 2003; Gonzales et al., 2003).

A plasticidade funcional observada apO6s a isquemia pode ser devida a
inducdo de um processo de remapeamento e reconexdao dentro do cérebro de
adultos através de mudancas na atividade neuronal, que pode envolver uma
ativacdo de programas de desenvolvimento em areas ligadas ao infarto (Carmichael,
2003). Diferencas na plasticidade e nas perdas sensoriomotoras também s&o
observadas em lesbes do cortex causadas por ablacdo e por isquemia (atingindo a
mesma regido cortical e mesma extensdo). Na ablacdo observou-se maior perda de
funcdo sensorimotora da pata dianteira induzida por estimulagéo tatil (Napieralski et
al., 1998). Na lesédo por isquemia, a maior perda foi observada no uso espontaneo
da pata dianteira durante os comportamentos de exploracdo e apoio (Napieralski et
al., 1998). Tal diferenca nas perdas funcionais pode ser devida a diferenca no

potencial indutor de alteragdes nas conexdes entre os dois modelos de leséo.

1.5- Células-Tronco e a Terapia Celular

As células-tronco tem sido alvo de recentes estudos em diversos tipos de
doencas incluindo as que atingem o Sistema Nervoso Central (SNC). Dentre estas
encontram-se as neurodegenerativas e as neurotraumaticas, as quais ainda
apresentam poucas alternativas a terapia eficaz. Estas células séo indiferenciadas e
com capacidade de autorrenovacao, ou seja, podem se multiplicar, mantendo seu
estado indiferenciado, proporcionando uma reposi¢cdo ativa de sua populacdo de
maneira constante nos tecidos, e com capacidade de se diferenciar em diversos

tipos celulares (Schwindt et al., 2005). Desta forma, acredita-se que células-tronco
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presentes nos diferentes tecidos tenham papel regenerativo quando estes sofrem

uma leséo ou injuria.

Dependendo da fonte a partir da qual a célula-tronco é obtida, ha uma
variacdo nas suas caracteristicas e, portanto na sua classificacdo. As células que
séo obtidas do blastocisto sdo denominadas embrionarias e consideradas células
que apresentam a capacidade de originar todos os tipos celulares embrionarios e
extra-embrionarios de um determinado tecido e todos os tecidos do corpo, ou seja,
séo células totipotentes. As células-tronco fetais somente originam tipos celulares de
um tecido determinado e como o préprio nome diz, apresentam sua origem fetal.
Assim, podem originar todas as células que formam um embrido (propriamente dito),
sendo denominadas de pluripotentes. Outro tipo de células-tronco sdo aquelas que
apresentam um baixo nivel de proliferacdo e reduzida capacidade de diferenciacéo
em tipos de células de outros tecidos que ndo o de origem (multipotentes),
comparada a outros tipos celulares citados anteriormente. Essas Ultimas sdo,

portanto denominadas células-tronco adultas (Schwindt et al., 2005).

As células derivadas de medula 6ssea tém sido descritas como multipotentes,
com capacidade de ser quimioatraidas para tecidos lesionados e de liberar citocinas
e fatores tréficos (Krause et al., 2001; Chopp and Li, 2002; Crain et al., 2005; Shyu
et al.,, 2006; Kawamoto and Losordo, 2008). Dentre as células-tronco derivadas de
medula 6ssea, um protocolo alternativo vem sendo estabelecido através da terapia

com as células mononucleares de medula 6ssea.

A fracdo de células mononucleares de medula 6ssea (CMMOSs) pode ser
obtida pela separacdo do restante das células da medula éssea por diferenca de
densidade, ndo sendo necessaria a proliferacdo em cultura. Ela corresponde a uma
fracdo de medula que contém dois tipos de células-tronco adultas: as células-tronco
mesenquimais (CTMs) que ocorrem em pequena fragdo e as células-tronco
hematopoiéticas (CTH) (Orkin, 2000; Weissman et al., 2001) que representam
apenas cerca de 0,0001% do total de células da medula O0ssea, além de células
progenitoras hematopoiéticas (CPH) (Weissman et al., 2001), células progenitoras
endoteliais (CEP) (Wang et al., 2008) e células hematopoiéticas diferenciadas (CH).
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Esta constituicdo heterogénea de células favorece a producdo de uma elevada
quantidade de citocinas e fatores tréficos que promovem, apés a injuria do sistema
nervoso central, a angiogénese, neuroprotecdo e neurogénese, em modelos animais
de doencas neurolégicas (figura 7). Tais acBes provavelmente contribuirdo para
reduzir as perdas funcionais que poderdo ocorrer devido ao insulto isquémico
(Lipton,1999; lioshil et al., 2004; Mendez-Otero, 2007).

3 ‘__/'_\__.,-/'
Penumbra Zona subventncular

Fatores troficos

Sinaptogénese
Inibe apoptose Célula tronco neural

v v

L 4

Neurogénese

Figura 7. Terapia celular e seus provaveis beneficios apés lesdes do SNC (isquemia).
Acredita-se que quando administradas em um animal ou no homem, as células-tronco
apresentam a capacidade de migrar para os locais de lesdo através dos fatores
guimiotaticos. Em casos de lesdes por isquemia, as células-tronco aglomeram-se na zona
de penumbra (uma area de hipoperfusdo sanguinea, periférica a lesdo e que contém células
ainda vivas, porém danificadas). L4, essas células podem vir a induzir a sinaptogénese,
angiogénese e neurogénese e ainda inibir a morte celular programada por apoptose através
da liberacao de fatores troficos. Adaptada de Chopp e Li, 2002.
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Desde 1950 sao realizados transplantes de células-tronco da medula éssea
com a finalidade de tratar doencas do sangue. Porém, somente na década de 1990,
comecaram a surgir evidéncias a partir de experimentos realizados em animais, de
gque na medula Ossea também existem outros tipos de células-tronco com
capacidade de regenerar tecidos e até érgdos como, por exemplo, o coracéo, figado
e o0 sistema nervoso (Krause, 2001). Estudos de transplante de CMMO
demonstraram que a terapia com essas células pode ser segura e eficaz em
modelos de doenca do coracao, isquemia e lesdes medulares mostrando resultados
benéficos similares aos observados na administracdo de CTMs (Perin et al., 2003;
Yoshida et al., 2003; Soares et al., 2004; Mendez-Otero et al., 2007; Sprengers et
al., 2008; Strauer et al., 2008). No modelo de isquemia focal, a terapia com CMMOs
resulta em recuperacéo funcional e reduzida neurodegeneracéo na periferia da leséo
(lihoshi et al., 2004; Kamiya et al.,, 2008; Giraldi-Guimardes et al., 2009; de

Vasconcelos dos Santos et al., 2010).

Sendo assim, a terapia com as CMMOs pode ser uma alternativa que venha a
minimizar ou até mesmo curar algumas dessas doencas (McLaren, 2001) mais
rapidamente e com menor custo visto que ndo ha a necessidade de manutencéo em

culturas e que a sua administracao pode ser imediatamente apds a obtencao.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Verificar o efeito do tratamento com as CMMOs na plasticidade estrutural no
modelo de lesdo dos cortices motor e somestésico primarios por ablacdo focal

unilateral.

2.2- Objetivos Especificos

Apéds a inducdo da lesdo cortical por ablacéo focal unilateral e a administracéo

das CMMOs pretendeu-se:
- estimar o efeito da terapia no brotamento axonal através da quantificacdo da

expressdo da proteina GAP-43 na regido cortical periférica a lesdo e na regiao de
cortex homologo contralateral a les@o através da técnica de Western Blotting.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Modelo Animal

Ratos Wistar machos com idade variando de 2 a 4 meses e peso entre 250-
550 gramas foram obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Os procedimentos no qual os animais foram submetidos
obteve aprovacdo da Comiss&o de Etica de Uso de Animais da Instituicdo (CEUA —
UENF), sob o protocolo n°® 86 em 02/09/2010. Os animais permaneceram mantidos
no mesmo local com agua e comida ad. libitum, em um ciclo de 12 horas em claro :

12 horas em escuro, antes e durante o experimento.

3.2- Procedimentos Cirargicos

Para os procedimentos cirdrgicos, os animais foram anestesiados com
cloridrato de xilazina (10 mg/Kg) e cloridrato de quetamina (90 mg/kg), via injecéo
intraperitoneal (i.p.) e tiveram entdo a cabeca fixada no aparelho estereotaxico. Apos
terem seu cranio exposto cirurgicamente com auxilio de um bisturi, realizou-se
através de uma broca a craniotomia a fim de expor o cortex frontoparietal esquerdo,
de +2 a -8 mm a partir do bregma no eixo anteroposterior; de acordo com o atlas
estereotaxico de Paxinos e Watson (1986). A lesdo deve resultar em perda das seis
camadas de cértex com igual localizacdo e extensdo (vide item 3.2.1). A pele foi
suturada e os animais mantidos aquecidos sob uma lampada até se recuperarem do
efeito do anestésico. ApOs a recuperacdo, 0os animais foram levados ao biotério,

onde ficaram mantidos até a data da inducéo do 6bito, através de camara de CO..
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3.2.1- Ablacéo focal unilateral por sucgéo

A leséo por ablacéo foi induzida através da succédo de maior parte do cortex
motor e de parte do cértex somestésico (figura 8) Apos a craniotomia, foi realizado o
rompimento da dura-méater com auxilio de pingas ultrafinas. A parte exposta do
cortex foi sugada com uma ponteira de pipeta de 1.000 pL acoplada a uma bomba
de vacuo. Todo cuidado foi tomado para que fossem aspiradas apenas as seis
camadas corticais, ndo lesando ou lesando o menos possivel o corpo caloso e a
substancia branca subjacentes ao cortex lesado. Apés a aspiragdo, foi colocado um
pedaco de esponja hemostatica feita de gelatina (Hemospon® Technew Ltda.,

Brasil) dentro da leséo, para auxiliar no estancamento da hemorragia.

Figure 19

{st(aL)
{ / s1(FL)

Interaural 8.70 mm

Bregma -0.30 mm

Figura 8. Desenho de um corte coronal do encéfalo de rato representativo da area em
que foi realizada a lesdo. Destacada em vermelho se encontra a area onde foram
realizadas as lesdes por ablacdo. Vale ressaltar que a injuria provocada abrangeu o cortex
motor primario (M1) e parte do cértex somestésico (S1). (Retirada de Paxinos e Watson,
1986).
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3.3- Obtencéo das CMMOs

Animais adultos foram anestesiados e posteriormente eutanasiados na
camara de CO, e tiveram seus fémures e tibias extraidos e separados dos tecidos
adjacentes. Os 0ssos obtidos foram cortados de forma a permitir 0 acesso a medula
com uma seringa contendo 10 ml de meio de cultura (DMEM F12) suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Assim, o conteido da medula foi lavado e coletado
em tubos estéreis. O material obtido foi entdo submetido & centrifugacéo por 5
minutos com velocidade de 8,5, o precipitado recolhido e novamente suspenso em
meio de cultura (2 ml de DMEM F12 sem soro). Este material foi submetido a
centrifugagéo por 30 minutos em Ficoll para a extragdo das CMMOs. As células que
ficam na interface entre a fracdo aquosa (DMEM F12) e o Ficoll foram retiradas e
submetidas a primeira lavagem em um tubo cotendo PBS 10mM. Posteriormente as
mesmas foram ressuspendidas e centrifugadas por 5 min a 4000G e em seguida, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 3 ml de PBS para uma segunda lavagem.
Novamente realizou-se a ressuspensao das células, centrifugacdo e o descarte do
sobrenadante. Mais uma lavagem foi efetuada, e apds o descarte do sobrenadante
as células foram ressuspendidas em 1ml de DMEM F12 sem soro. ApdOs a extracao,
as células foram submetidas a uma lavagem e suspensdo em salina e iniciou-se o
processo de contagem das células. Estas foram contadas com o auxilio da camara
de Neubauer e tiveram sua viabilidade avaliada através da coloragdo do Azul de
Tripan (4%). Apds a contagem, as células foram ressuspensas em solucdo PBS, na

concentrac&o final de 3,0 x 10" células/500 pL (figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo do procedimento de extracdo de células
mononucleares. Apos a remoc¢do do 0sso, a medula 6ssea do animal foi extraida com
DMEM-F12, dissociada e submetida a centrifugacao em gradiente de Ficoll, para obtencao
da fragdo mononuclear.

3.4- Administracao sistémica das CMMOs

Os animais submetidos a ablag¢édo foram divididos em dois grupos: tratado e
controle. Aproximadamente 24 horas apds serem submetidos a lesdo cortical, os
animais do grupo tratado foram submetidos & injecéo de cerca de 3,0 x 10’ células
em 500 pL de solugdo salina pela veia jugular. Nos animais dos grupo controle, foi

injetado apenas 500uL do veiculo (PBS).

A técnica de injecéo pela veia jugular requer a exposicdo da mesma por uma
incisdo cirargica da pele proxima ao pesco¢o com o auxilio de um bisturi. Com
pincas ultrafinas, a veia de interesse foi localizada para que assim a administracao
pudesse ser realizada através da introducdo de uma seringa com agulha fina na luz
do vaso sanguineo. Em seguida a incisdo foi suturada, e ap0s a recuperacdo

anestésica ( conforme descrito no item 3.2) os animais foram devolvidos ao Biotério.
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3.5- Preparagdo de homogenatos de tecidos

Amostras de tecidos corticais (ipso e contralaterais) (figura 10) de ratos
submetidos a ablacéo que receberam injecdo de células mononucleares, injecéo de
PBS foram preparadas para gel SDS. Homogenatos de animais normais (sem leséo)
também foram feitos para fins de comparacéo. Apos os tempos de sobrevida de 5, 7
e 10 dias ap06s a ablagdo, os animais foram sacrificados e tiveram seus encéfalos
rapidamente removidos e as areas de interesse devidamente dissecadas, separadas
em eppendorfs e congeladas a -20 °C até o momento da preparacdo dos
homogenatos. Para os homogenatos, foi adicionado as amostras 400 pl de tampao
de lise com inibidores de proteases. Apos centrifugacao por 20 min a 3000 RPM e 4
°C, o sobrenadante foi obtido e as proteinas foram dosadas através do kit “Pierce ®
BCA protein Assay” conforme instru¢des do fabricante (Thermo Scientific) e
normalizadas, de forma que cada amostra que foi colocada em um poco do gel teve

a mesma massa de proteina bruta (30 pg).

Figura 10.Desenho de um corte coronal do encéfalo de rato mostrando as regiées que
foram analisadas no projeto. As regides homogeneizadas para os estudos com western
blotting foram o cértex cingulado periférico a lesao (I) e o cortex homdlogo contralateral a
lesdo (C). A figura mostra ainda: STR*-corpo estriado ipsolateral & lesédo; STRV# — corpo
estriado contralateral a lesdo; CC — corpo caloso; ventriculo (v). Adaptada de Giraldi-
Guimaraes et al. (2009).
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3.6- Analise da expressdao das proteinas relacionadas a plasticidade anatémica
na periferia da leséo por SDS-PAGE e Western Blotting

Amostras dos sobrenadantes dos homogenatos foram utilizadas de acordo
com o seguinte protocolo: as amostras foram previamente solubilizadas em tampao
de amostra para eletroforese, que € constituido de B-mercaptoetanol, SDS, glicerol,
azul de bromofenol e agua. Elas foram entdo colocadas no gel, onde foi aplicada
uma voltagem de 70 Volts por 2 h. O gel € composto de acrilamida 30%,
bisacrilamida 1%, tampdo Tris 1,5 M (pH 8,8), SDS 0,4% e agua, sendo a
concentracédo final de poli-acrilamida de 5%. Apds a eletroforese, o gel foi colocado
em contato com uma membrana de nitrocelulose (Hybond ECL - Amersham) numa
cuba contendo tampéo de transferéncia (constituido de 24,8 mM de Tris, 192 mM de
glicina e 10% (v/v) de metanol). As proteinas foram transferidas submetendo-se o
gel e a membrana a uma corrente de 200 mA por 2h. A membrana foi bloqueada
com uma solucéo de leite em pé desnatado (MOLICO) a 5% diluido em tampédo TBS
(Tris-buffered saline) + Tween 0,1% por 2h sob agitacdo e a temperatura ambiente,
sendo depois incubada com o anticorpo primario especifico para a proteina desejada
(GAP-43 - rabbit, diluicdo: 1:500, por 2 h a temperatura ambiente) diluido na mesma
solu¢do. Em seguida a membrana foi lavada e incubada com anticorpo secundério
anti-imunoglobulina de coelho conjugado a peroxidase (Amersham) (1:5000 por 1 h
a temperatura ambiente), lavada novamente e usada para impressionar um filme do
tipo Hyperfiim-ECL (Amersham), pelo método western blotting - ECL. A proteina
beta-actina foi usada como controle de carregamento. Para a sua marcagao, 0sS
anticorpos foram removidos das membranas e uma segunda rodada de incubacao
com anticorpo primario (beta-actina - mouse, diluicdo 1:5000, por 2 h a temperatura
ambiente) mais anticorpo secundario anti-imunoglobulina de camundongo conjugado
a peroxidase (Amersham) (1:5000 por 1 h a temperatura ambiente) e lavagem foi
feita. A densitometria (O.D.) das bandas foi quantificada medida, e o valor final para
cada amostra foi: O.D. da GAP-43/ O.D. da beta-actina.
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3.7- Analise Histoldgica

A fim de analisar a extensao da lesao realizada, um animal foi sacrificado 24h
apos o procedimento de inducdo de ablagdo. O encéfalo foi rapidamente removido
do cranio e cortes de 2 mm de espessura foram feitos no plano coronal usando uma
matriz para fatiamento de encéfalo de rato (Insight LTDA; Ribeirdo Preto, SP). Os
cortes foram imersos imediatamente em uma placa de 24 pocos contendo tampéao
fosfato 0,1M. Posteriormente, substituimos esta solucdo pela solu¢do de Cloreto de
Tetrazdlio (TTC) 0,5% aquecida previamente a 37 °C. Os cortes permaneceram
dentro de uma estufa protegidos da luz por cerca de 30 minutos, sendo viradas na
metade do tempo para que ambos os lados da amostra reagissem de forma
homogénea. Passados os 30 minutos na estufa, as fatias foram entéo lavadas por
duas vezes em PBS e fixadas com paraformaldeido (PF) 4% diluido em tampéao
fosfato 0,1M, pH 7,4, por 24 horas. Neste tipo de andlise, somente o tecido saudavel
€ corado de vermelho o que nos permite uma clara observacdo da regido cortical
afetada pela leséo através de uma Lupa STEMI SV11 ZEISS (Oberkohen, Germany)
acoplada com uma camera digital Canon G10 14.7 megapixels utilixando o software

AxionVision®.
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4- RESULTADOS

4.1- Analise Histoldgica

Na figura 11 pode-se observar que o procedimento de indugcéo de ablagao
utilizado induziu de forma eficaz uma lesdo que abrangeu as seis camadas corticais,

deixando intacta a substancia branca.

Figura 11. Reacdo com Cloreto de Tetrazolio (TTC) em amostras de encéfalos
submetidos a ablagc&o. A figura mostra cortes sequenciais (no sentido rostral caudal) de
encéfalo de animal submetido a ablagcéo apds reagir com TTC evidenciando que a lesao foi
realizada ao longo da extenséo rostrocaudal cortical, e englobou as seis camadas corticais
sem atingir a substancia branca. Nesse tipo de reagdo, somente o tecido que mostra
viabilidade € marcado de vermelho. O corpo caloso e a substancia branca sdo corados

menos intensamente.
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4.2- Expresséao da proteina GAP-43 por Western Blot

Como resultado das analises realizadas por Western Blot em homogenatos
corticais de animais apds um periodo de sobrevida de 5 dias, verificamos através de
analises densitométricas que houve diferenca na expressdo entre os lados
(ipsolateral e contralateral) do grupo tratado com a fragdo mononuclear da medula e
do grupo controle (figura 12a).

Apoés analise dos dados de forma agrupada para esse tempo de sobrevida,
podemos ver esse aumento da expressdo com o tratamento no lado ipsolateral e
contralateral quando comparado aos mesmos lados em animais controle (Figura

12b), mostrando-se maior no lado ipsolateral.
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Figura 12. Expressao de GAP-43 em animais com sobrevida de 5 dias. a- Analises da
expressao de GAP-43. O painel superior mostra bandas imunorreativas para a proteina de
interesse. Foi observado um aumento na expressdo da proteina entre os grupos. O painel
inferior mostra a proteina de controle de carga (B-actina). Note que o tratamento com as
CMMOs induziu mudancas na expressao da proteina GAP-43 relacionada com plasticidade
neural. b- Analise dos dados agrupados. A analise nos revela que ha um aumento na
expressao proteica em animais tratados com as CMMOs no lado ipsolateral a lesdo. A-
animal controle (cortex ipsolateral); B- animal controle (cortex contralateral); C- animal
tratado (cortex ipsolateral); D- animal tratado (cortex contralateral); E- animal controle
(cortex ipsolateral); F- animal controle (cortex contralateral); G- animal tratado (cértex
ipsolateral); H- animal tratado (cOrtex contralateral); |- animal tratado (cortex ipsolateral); J-

animal tratado (cértex contralateral). O.D-densitometria
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As amostras corticais de animais com 7 dias de sobrevida nos revela uma
diferenca na expressao proteica no lado ipsolateral do grupo controle (figura 13a).
Através da analise dos dados agrupados (figura 13b) podemos observar esse
aumento da expressdo no lado ipsolateral de animais controle, ao contrario das
amostras de mesmo lado de animais controle com sobrevida de 5 dias (figura 12b).
Esse fato pode ser explicado pelo n utilizado ser pequeno, de 1 animal, uma vez que
o Blotting para amostras do outro animal ndo deu certo (apresentou sinal fraco) ( ver
figura 13a, lanes E e F). Assim, a quantificacdo para animais controle de sobrevida 7

dias contou somente com dados de um animal.
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Figura 13. Expressao de GAP-43 em animais com sobrevida de 7 dias. a- Andlises da
expressao de GAP-43. As bandas superiores correspondem a expressao da proteina
estudada (GAP-43) e as inferiores ao controle de carga (B-actina). Para o tempo de
sobrevida de 7 dias, pode-se observar que o tratamento com as células ndo induziu
alteracdes na expressdo da proteina em questdo, visto que nenhuma diferenca foi
observada. b- Andlise dos dados agrupados. Nesta analise observa-se um ligeiro aumento
na expressado da GAP-43 no lado ispolateral de animais controle. A- animal tratado (cortex
ipsolateral); B- animal tratado (cOrtex contralateral); C- animal tratado (cOrtex ipsolateral); D-
animal tratado (cortex contralateral); E- animal controle (cortex ipsolateral); F- animal
controle (cortex contralateral); G- animal controle (cortex ipsolateral); H- animal controle
(cortex contralateral); 1- animal tratado (cértex ipsolateral); J- animal tratado (cértex

contralateral). O.D-densitometria.
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Como resultado das analises da expressdao de GAP-43 em animais com
sobrevida de 10 dias, ndo observamos diferenca na expressao proteica nos lados
ipsolaterais de animais submetidos ao tratamento com as CMMOs e de animais
controle (figura 14a). Contudo, para animais tratados com as CMMOs foi observado
um aumento na expressdo proteica do lado contralateral a lesdo em comparacao
com o grupo controle que pode ser melhor visualizado através do gréfico dos dados
agrupados (figura 14b).
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Figura 14. Expressao de GAP-43 em animais com sobrevida de 10 dias. a- Andlises da
expressdao de GAP-43. As bandas superiores correspondem as bandas de expressao da
proteina GAP-43 e as inferiores a B-actina (controle de carga). O tratamento com as CMMOs
também induziu alteracdes na expressao da proteina em animais tratados com as CMMOs.
b- Analise dos dados agrupados. Na figura 11.b podemos verificar um aumento na
expressao da proteina no lado contralateral a lesdo de animais tratados. A- animal controle
(cortex ipsolateral); B- animal controle (cortex contralateral); C- animal tratado (cortex
ipsolateral); D- animal tratado (cOrtex contralateral); E- animal tratado (cortex ipsolateral); F-
animal tratado (cortex contralateral); G- animal tratado (cortex ipsolateral); H- animal
tratado (cértex contralateral); I- animal controle (cortex ipsolateral); J- animal controle (cortex

contralateral). O.D-densitometria.
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Para fins comparativos, também realizamos o procedimento para andlise da
expressdo da proteina GAP-43 em animais que ndo foram submetidos a lesdo
(figura 15). Podemos observar no lane D da figura 15 que apareceram duas bandas
para a proteina GAP-43, diferindo das outras bandas. Esse fato pode estar
relacionado com eventos de splicing na proteina e também ao citado anteriormente
no item 1.3 com relagdo ao variavel peso molecular da mesma. Vale ressaltar ainda
que o Blotting para o lado ipsolateral de um animal (letra C da figura 15) ndo deu

certo. Portanto, contamos apenas com amostras de lado ipsolateral de um animal.

IPS CONT IPS CONT

A B C D

GAP-43 (55 Kda)

B- actina (42 Kda)

Figura 15. Expressdo de GAP-43 em animais sem lesdo. A- animal sem lesdo (cértex
ipsolateral); B- animal sem lesdo (cértex contralateral); C- animal sem lesdo (cértex
ipsolateral); D- animal sem lesdo (cértex contralateral). Note que em D, na parte superior do
painel, podemos observar duas bandas para a proteina GAP-43. Esse fato pode estar
relacionado a um evento de splicing que a proteina pode ter sofrido e/ou a variacdo no peso
molecular pelo fato da mesma ser uma proteina altamente carregada e variar sua posicédo
em géis SDS (ver item 1.3).
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Para verificar se houve efeito do tratamento sobre a expressao da proteina,
agrupamos os animais controle e tratados de todos os tempos de sobrevida: 5, 7 e
10 dias (figura 16). O que podemos constatar com esse resultado é que ha uma
tendéncia de aumento na expressdo de GAP-43 nos animais submetidos ao

tratamento com as CMMOs. Entretanto, o0 n amostral ainda precisa ser aumentado.

I CMMOs
3.5 [—Jcontrole
E=normal
3.0+
2.5+
2,04
=
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1.5+
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0.5+
0.0- T T | —
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Figura 16. Gréafico de dados agrupados para todos os dias de sobrevida. Agrupando os
animais com tempos de sobrevida 5, 7 e 10 dias em grupos tratado e controle, podemos
observar um aumento na expressao de GAP-43 no lado contralateral de animais tratados.
Pode-se observar também uma grande expressado da proteina no lado ipsolateral de animais
normais. Entretanto, esse dado ndo pode ser considerado definitivo. Assim, 0 n amostral
precisa ser aumentado a fim de que se tenha uma conclusdo mais precisa sobre a

expressao proteica.
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5- DISCUSSAO

Diferentes modelos de lesdo cortical induzem alteracbes plasticas e
funcionais distintas, mesmo quando as lesdes sao realizadas na mesma area e
atingindo as mesmas 6 camadas corticais. Esse fato foi descrito previamente por
Uryu, K. (2001). J& se sabe que em lesdes isquémicas, a recuperacédo funcional que
foi observada é restrita principalmente pelo fato de ocorrer um remapeamento motor,
ou seja, 0 cérebro recruta areas adjacentes e contralaterais do mapa motor normal e
ainda incorpora algumas por¢des do mapa somatossensorial resultando em funcéo
motora (Napieralski et al., 1998; Carmichael, 2003; Gonzales et al., 2003). Ao
contrario, ainda ndo foi comprovado qualquer tipo de plasticidade seja ela em
conexdes cortico-corticais ou cortico-estriatais no modelo escolhido para nosso

trabalho: a ablacdo (Carmichael, 2003).

Inicialmente buscamos verificar se 0 nosso procedimento lesional se
assemelhava com o procedimento de isquemia utilizado por outros autores para que
pudéssemos ter um modelo para comparacdo. Assim, apos realizar a reagcdo com o
Cloreto Tetrazolio (TTC) em encéfalo de animais que tinham sido submetidos a
ablacdo, constatamos que o nosso modelo de lesdo atingiu as 6 camadas corticais
como o descrito previamente para lesbes isquémicas (Szele et al., 1995; Giraldi-
Guimaraes et al., 2009).

Estudos anteriores do nosso grupo (Freitas, H.T et al., 2012) demonstraram
gue para o modelo de leséo induzido por ablacéo cortical em ratos Wistar tratados 1
dia ap6s a lesdo com a fragdo mononuclear da medula 6ssea ou com células
mesenquimais, houve recuperacao funcional significativa dos animais nos primeiros
2 meses de acompanhamento com testes funcionais. Ja sabendo disso,
pretendemos verificar se essa melhora foi atribuida a uma inducdo de plasticidade.
Portanto, o presente trabalho investigou a modulacdo da expressao da proteina
GAP-43, relacionada com plasticidade sinaptica, no cortex cerebral de ratos adultos
submetidos ao processo de lesdo cortical focal unilateral por ablacdo apds a terapia
com células mononucleares de medula Ossea. A fim de acessar de forma
quantitativa a expressao desta proteina no coértex ipso e contralateral a lesao,

realizamos a técnica bioquimica Western Blotting.
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Ja se sabe que o0 aumento na expressao da proteina GAP-43 pode ser usado
como uma medida fisiologica de plasticidade sinaptica para identificar brotamento
axonal, um dos eventos que esta relacionado com mudancas plasticas em conexdes

neuronais (Benowitz et al., 1988; Stroemer et al., 1998).

Alguns estudos anteriores como o de Stroemer et al. (1995) realizaram
analises imunohistoquimicas por imunoblot em ratos Wistar machos hipertensos
submetidos a isquemia unilateral neocortical por oclusdo permanente da artéria
cerebral média distal e da artéria carétida comum ipsolateral. Como resultado desse
estudo, foi observado um aumento na expresséo de GAP-43 na regido da periferia
da isquemia durante as duas primeiras semanas poés-leséo (3, 7 e 14 dias). Esse
resultado foi interpretado como uma evidéncia de crescimento e brotamento axonal

em regides neocorticais que se encontram ao redor da leséo induzida.

Em outro estudo, Giraldi-Guimardes e colaboradores (2009) submeteu ratos
Wistar machos a leséo isquémica por termocoagulacdo de vasos sanguineos piais
dos cortices motor e somestésico, e apds o tratamento com células mononucleares
da medula 6ssea quantificou a expressao de GAP-43 em animais com tempo de
sobrevida de 7 dias (escolhido a partir dos resultados anteriores obtidos por
Stroemer e colaboradores (1995). A expressdo da proteina foi entdo verificada por
andlise densitométrica de bandas em imunoblot e revelaram nenhuma diferenca
significativa entre os grupos de animais que foram tratados com as células ou com
0S animais controle. Entretanto, ao contrario do mesmo estudo de Stroemer e
colaboradores (1995), foi observado por Giraldi-Guimaraes e colaboradores (2009)
gue a expressdo da proteina na regido periférica a lesdo foi menor do que no lado
oposto em ambos o0s grupos (tratado ou controle). Para comprovar se essa diferenca
era devido a lesdo isquémica realizada pelo grupo ou a uma alteracao natural na
expressao da proteina entre os lados ipso e contralateral, analises foram realizadas
em animais sem lesdo e o que foi observado nesses animais foi que a expressao da
GAP-43 foi similar em ambos os lados. Portanto, esses resultados indicam que a
lesdo isquémica induziu um decréscimo na expressdao da GAP-43 na regido

periférica a lesao.
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Nosso resultado para animais submetidos ao processo de leséo cortical focal
unilateral por ablagdo com sobrevida de 5 dias mostrou que houve um aumento na
expressao da proteina GAP-43 no lado ipsolateral em animais tratados, ao contrario
do que foi observado para ambos os grupos em lesfes isquémicas por Giraldi-
Guimardes e colaboradores (2009). Entretanto, 0s nossos resultados séo
condizentes com o estudo de Stroemer e colaboradores (1995), uma vez que ele
observa que em tempos de sobrevida curtos (3, 7 e 14 dias) apés lesdo isquémica
houve um aumento na expressdo de GAP-43 na regido periférica (ipsolateral) a

lesdo.

Para amostras com sobrevida de 7 dias, a expressao proteica entre os lados
ipso e contralateral dos dois grupos (tratado e controle) ndo apresentou diferenca.
Porém, a analise dos dados agrupados revela um aumento na densitometria em
amostras de animais controle (lado ipsolateral). Esse fato se contrapde ao
observado para o tempo de sobrevida de 5 dias, que mostrou que em animais
controle a expressao para o lado ipsolateral foi menor. Essas diferencas observadas
podem estar relacionadas ao fato citado por Benowitz et al. (1990) e Masliah et al.
(1991), que segundo seus trabalhos mostram que no caso de lesdes em vias
hipocampais adultas que resultam em brotamento axonal, ha inicialmente um
aumento na expressdo de GAP-43 que retorna a niveis basais assim que o
brotamento termina. Esse fato pode ser uma possivel explicacdo para nossos
resultados, sugerindo que no periodo de 7 dias pés-lesdo para nosso modelo de
ablacdo essa diminuicdo seja devida ao término do processo de brotamento. Além
disso, outra justificativa para esse evento pode estar relacionada com o numero de
animais utilizados para a quantificacdo proteica, uma vez que tinhamos um n
amostral de 2 animais e 1 animal ndo foi utilizado na quantificacdo devido a um

problema no Blotting que ndo revelou expressao proteica ( inclusive de (3 -actina).

Porém, observamos na maior sobrevida estudada -10 dias- que esse padrao
(aumento na expressdo de proteina GAP-43 na regido periférica de animais
controle) ndo se repete como para a sobrevida de 7 dias, se comparando portanto
aos resultados obtidos com a sobrevida de 5 dias. Para saber se esse aumento (7
dias) e diminuicdo (em 5 e 10 dias) na expressao proteica € um fato caracteristico de
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lesGes por ablacao e chegar a alguma conclusao acerca, mais estudos precisam ser
realizados com maior n amostral. Além disso, também observamos um aumento na

expressdo de GAP-43 no lado contralateral de animais tratados com as CMMOs.

Segundo Ng e colaboradores (1998), que realizou experimentos com
hibridizacdo in situ em encéfalos humanos que sofreram uma injdria isquémica
aguda, houve aumento no mRNA de GAP-43 pouco tempo apos a lesdo, com
expressdo proteica aumentada em regibes corticais periféricas ao centro da
isquemia e até mesmo em areas onde inicialmente sua expressdo era baixa.
Entretanto, outros estudos mostraram expressdo de mRNA de GAP-43 apds lesbes
do SNC sem expressao proteica da proteina (Tetzlaff et al., 1991), o que indica uma
possivel degradacéo poés- translacional (Mains et al., 1990; Saunders et al., 1992 e
McCune et al., 1993).

Analisando o gréfico da figura 15, que mostra todos os tempos de sobrevida
agrupados de acordo com o tratamento recebido, pode-se inferir que ha uma
tendéncia de aumento da expressao da proteina com o tratamento com as células

mononucleares de medula 6ssea.

N&o ha explicacbes até o presente momento para a diferenca entre nossos
resultados e resultados anteriores obtidos por outros grupos. Uma possivel
explicagéo pode ser o tipo de lesdo. Como comprovado anteriormente, dependendo
do tipo de lesdo induzida, uma perda funcional e na plasticidade é observada
(Napieralski et al., 1998; Carmichael, 2003; Gonzales et al., 2003). Além disso, outra
explicacdo pode ser a diferenca nas metodologias para a detec¢do e quantificacédo
de proteinas. Alguns estudos fizeram analises in situ (imunohistol6gicas), enquanto
outras analisaram a expressao proteica através de homogenatos, como no caso do
nosso trabalho. Com relacdo a quantificacdo, diferencas no protocolo também foram
vistas em diversos trabalhos, dentre elas a medida de densitometria por seccfes de
tecido que reagiram imunologicamente para o anticorpo em questdo e a medida da

densitometria para bandas de imunoblotting.

Estudos sobre o tempo de expressdo para GAP-43 apds a indugcdo da
ablacdo e também apods o tratamento com as CMMOs nesse modelo de lesdo séo
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necesséarios para melhorar as analises sobre o possivel efeito das células na

plasticidade estrutural.
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6- CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram efeito do tratamento das CMMOs na expressao
de GAP-43 no lado ipsolateral no tempo de sobrevida de 5 dias além de para o
tempo de sobrevida de 10 dias no lado contralateral. Para o tempo de sobrevida de
7 dias isso nao foi observado. Entretanto, 0 n amostral do experimento precisa ser
aumentado para que possamos chegar a uma conclusdo a cerca da terapia na
expressdo da proteina GAP-43 e assim verificarmos se a recuperacdo observada
anteriormente, no mesmo modelo de lesdo e com a mesma terapia celular, pode ser
atribuida a significativas mudancas plasticas estruturais envolvendo neuritogénese.

Logo, mais estudos precisam ser realizados pra comprovar essa hipotese.
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