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RESUMO

Levy, B.A Efeitos das células de Schwann cultivadas e tratasl@om o PEDF no trofismo
de neurbnios medulares cultivados e na recuperagamotora de ratos submetidos ao
trauma contuso da medula espinal pelo Impactor2008. Dissertacdo (Mestrado) — Instituto
de Psicologia — Universidade de Séao Paulo, SamP2008.

O presente estudo objetivou a avaliacdo do poteregenerativo e tréfico das CS e do fator
neurotréfico PEDF sobre os neurdnios da medulanabpiravés da cultura destas célufas
vitro assim como no modelo experimental da lesdo medidatusain vivo. CS foram
cultivadas a partir de fragmentos de nervo cidieoatos adultos jovens. As culturas primarias
foram purificadas e utilizadas em experimentositro e in vivo. Para avaliar se a cultura de
CS tratadas com o PEDF proporciona o trofismo @éasdnios da medula espinal, estes foram
cultivados a partir de fragmentos da medula esgieahtos Wistar neonatos e tratados com o
meio condicionado das CS (MCCS) pré-tratadas oucoaéo formas especificas do PEDF. A
resposta trofica foi estudada através da quantéicalo nimero de células bem como da area
dos prolongamentos e dos corpos celulares dos mearéultivados sobreviventes no decurso
temporal da cultura, utilizando-se método estergodd especifico. Em outra série de
experimentos, Ratos Wistar adultos foram submet@dssdo medular contusa no 10°-11
segmento torécico pelo sistema NYU Impactor e dicgacom inoculagfes locais de CS e do
seu meio condicionado na presenca ou ndo do PEBRerino do procedimento cirdrgico,
os ratos foram submetidos aos testes do comportanBBB, CBS durante 6 semanas. Os
tratamentos aplicados a cultura de neurénios dailmexbpinal demonstraram que o MCCS,
pré-tratado ou ndo com diferentes formas molecsildoePEDF e os fatores por si s6 possuem
acoes tréficas e plasticas em relacdo aos neurdaiaeedula espinal. Foi observado que o
MCCS exerceu um efeito de arborizacao e de trofisalwe o corpo neuronal dos neurdnios
medulares, sendo que este efeito foi potencializagmdo o MCCS foi obtido a partir de CS
pré-tratadas com os fatores nPEDF ou coPEDF, etelesidade ainda maior quando as formas
puras dos fatores em questdo foram adicionadaduracuOs animais submetidos ao trauma
contuso da medula espinal que foram tratados camaulacdo das CS, pré-tratadas ou néo
com o nPEDF, do meio condicionado destas célulado® fatores nPEDF e coPEDF
apresentaram melhor recuperacao funcional em elag&rupo controle. A partir dos dados
obtidos neste trabalho pode-se dizer que as CSms@&u condicionado e o PEDF possuem
acOes importantes sobre os neurbnios da medulaagspiossibilitando a modulagédo do
processo de recuperacao funcional deste 6rgéocoapasma.

Palavras-chave: células de Schwann, PEDF, neurbnios, lesdao meduantusa,
neuroplasticidade, trofismo.



ABSTRACT

The present study aimed the assessment of theidr@pid regenerative potential of the
Schwann cells (SC) and of the neurotrophic facteDP on the spinal cord neurons by means
of cultures of those cells vitro as well as in an experimental model of a contisgedal cord
lesionin vivo. SC were cultivated from sciatic nerves fragmentsyaing adult rats. The
primary cultures were purified and usednnvitro andin vivo experiments. To evaluate if the
SC cultures treated with PEDF provide the troph@nhe spinal cord neurons, these were
cultivated from spinal cords fragments of new boats and treated with SC conditional
medium (SCCM), of cells pre-treated or not with @pes isoforms of PEDF. The trophic
responses were analyzed by the quantification efc#il number, and the area of sprounting
and perycaria of the survived neuronal cells in tidture time course using a specific
stereological method. In another series of experimadults Wistar rats were submitted to a
contuse spinal cord lesion in the 10°-11° thorémiel by means of the NYU Impactor and
treated with local injection of SC and your CM withe presence or not of the PEDF. In the
end of the surgical procedure, the rats were stibthib behaviors testes as the BBB and the
CBS during the 6 follow weeks .The spinal cord oeutreatments show that the SCCM, pré-
treated or not with specifics molecular isoforms REDF and this factors by themselves
demonstrated trophic and plastic actions with fhiead cord neurons. It was observed that the
SCCM exerted a sprouting and trophic effect onrégronal body of the spinal cord neurons,
and that this effect was enhanced when the SCCMaghgeved from SC pre-treated with
PEDF, and even better when the pures forms of tBBFPwas added to the culture. The
animals that received the spinal cord lesion anteeated with injection of SC, pre-treated
or not with nPEDF, or with the conditioned mediuftltose cells and the factors nPEDF or
coPEDF showed a better functional recovery whenpaoed to the control groups. The results
of this study showed that the SC, your conditionsztlium and the PEDF play an important
role in the spinal cord neurons, allowing the matiah of the functional recovery process of
this organ after the trauma.

Key words: Schwann cells, PEDF, neurons, spinal cord lesiearoplasticity, trophism
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1. INTRODUCAO

Regeneracao do Sistema Nervoso

O conceito de que o Sistema Nervoso Central (SNHD) possui capacidade para se
regenerar ap0s uma lesdo comecou a ser questiowadtcio do século passado quando
Santiago Ramon y Cajal realizou experimentos ondstnou a resposta regenerativa em
axonios centrais lesados (Ramon y Cajal, 1914 §paighisch e Nitsch, 2002).

No entanto, a regeneracdo dos axbnios centraimitadia pelo ambiente do SNC, o
qual possui caracteristicas inibitorias, assim cpela auséncia de condigdes favoraveis para o
crescimento axonal. Células gliais como os astécé os oligodendrécitos medeiam essa
inibicdo através da formacdo de uma cicatriz kawcett e Asher, 1999; Logan e Berry,
2002) ou da expressao de proteinas mielinicagdnids (Filbin, 2003; Woolf, 2003). Assim, a
incapacidade dos neurdnios centrais em se regenenaarece ndo ser devido a um déficit
intrinseco dessas células, mas sim uma caraataridd meio ambiente do SNC que nao
oferece suporte regenerativo.

Um dos principais objetivos da Neurociéncia € eltero processo de contencdo
regenerativa existente no SNC, e de criar estegéagie permitam contornar esse fato com o
minimo de efeitos colaterais possiveis (Horner ge;za2000).

Uma das hipoteses que poderia explicar a natundziddria do SNC é o fato de que
esse ambiente foi desenvolvido com o propdésitocipal de manutencdo da estabilidade
homeostaticgTaylor e Bampton, 2004). Os astrocitos responddes@o atraves da formacao
de uma cicatriz glial com o intuito de isolar aaatesada, impedir a expansdo da lesédo e dar
suporte para as regides que permaneceram preserddegenstern et al 2002; Rhodes et al

2003). A funcdo normal das proteinas inibitériasoag@das a mielina provavelmente € o



mecanismo utilizado pelo SNC para prevenir a arbgéo neuronal apdés um periodo em que
as conexdes neurais ja foram criadas (Liu et &22Colello e Schwab, 1994).

No entanto, Aguayo e colaboradores demonstraraml@®i, que o SNC possuia
capacidade regenerativa consideravel desde quégéesdavoraveis fossem fornecidas para o
crescimento axonal (Aguayo et al., 1981). Tambémsia claro que apds um episddio de leséo
do SNC, os neurbnios nao lesados sédo capazes ae novos prolongamentos, o que
demonstra claramente uma capacidade plastica do rB&§tho na vida adulta (Raineteau e
Schwab, 2001; Raineteau et al., 2002). Ainda, alémfmudancas que ocorrem diretamente no
local da lesdo, o SNC também ¢é capaz de se remagasbb certas circunstancias. Essa
organizacdo pode ocorrer em dois niveis distintms circuitos pré-existentes através de
modificacdes nas conexdes sinpticas, evento cmithemmo plasticidade sindptica; ou
devido da formacdo de novos circuitos através ddabrento axonal e dendritico, estes
conhecidos como plasticidade anatdomica (Raineté&zaheab, 2001).

Em uma visdo otimista, essa plasticidade nos fermsperanca de uma recuperacao
funcional, tanto através da regeneracédo de newdesados como também da arborizacdo de
tractos axonais. No entanto, esse fato também tevama questdo polémica, onde o
descontrole do processo regenerativo poderia egseih um crescimento axonal de forma
desordenada e o estabelecimento de conexdes dbsyr@s quais no futuro podem resultar em
um dano pior do que a perda da funcdo por si sg€(fah et al., 2001).

Em contraste com o SNC, o sistema nervoso pewféf8NP) possui capacidade
regenerativa, e sua funcdo pode ser restauraddesmdimsdo nervo (Fawcett e Keynes, 1990).
O agente principal que possibilita o sucesso daaidpde de regeneracdo dos nervos € a
presenca das células de Schwann (CS) (Ramer 20@0; Evans, 2001; Zhang et al., 2001). A
participacdo das CS no fenbmeno de regeneracdmnauj@ € conhecida por inUmeras

décadas. Em 1911, Tello, um aluno de Cajal, implasegmentos do nervo ciatico no cortex



cerebral de coelhos adultos e apds 14 dias foizcdpaobservar axénios corticais crescendo

através e ao redor dos enxertos de nervos (Dekelipees 1991). Essa atividade neurotréfica

foi atribuida as CS e contribuiu para a visdo de gssas células podem ser as participantes
chave para a grande capacidade regenerativa daj@&Nfelo comparado ao SNC.

E valido lembrar, no entanto, que a regeneracid8NiG envolve varias etapas onde
primeiro as células nervosas precisam sobrevivéraama, e entdo 0os axonios lesados devem
re-crescer em direcdo a sua célula alvo originalalWez que o contato foi estabelecido, este
axbnio precisa ser mielinizado e sinapses funcsopagcisam se formar (Horner e Gage,

2000).

Fatores Neurotréficos

O desenvolvimento do sistema nervoso (SN) é umegsuc longo e que envolve
inUmeras etapas. Entre a neurogénese e a sinapseg@&m unico neurbnio se depara com uma
variedade de fatores ambientais que podem inflaengrofundamente seu crescimento,
diferenciagédo e sobrevivéncia (Zigmond et al, 1999yuns estudos demonstram o papel
essencial dos fatores neurotréficos (FNT) na sdbiecia dos motoneurbnios. O musculo
esquelético, sendo o 6rgao alvo para o motoneurérante de diversos FNT incluindo o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), a neuroteo 3 (NT-3), o fator neurotréfico
derivado da glia (GDNF) e o fator de crescimenooiblastico basico (FGF-2) (Maisonpierre
et al., 1990; Vejsada et al., 1995; Becker etl8938).

Somado ao efeito de promocao da sobrevivénciaNdstembém estdo envolvidos no
processo de diferenciacdo neuronal e crescimetoahxUnsicker et al., 1978; Leonard et al.,
1988). Alguns estudos postulam ainda um papel cdageFNT na modulacéo da atividade

sinaptica em fenbmenos de neuroplasticidade (Khtse Greenough, 1999; Seil e Drake-



Baumann, 2000; Wang et al.,, 2002) como, por exengtl@vés capacidade desses fatores
aumentarem a producédo e liberacdo de neurotrarmsessem sinapses centrais e periféricas
(Carmignoto et al., 1997; Ho et al., 2000; Poo,1200

As células gliais representam uma importante foatteiral de FNT, promovendo um
efeito positivo na sobrevivéncia neuronal e cresatm axonal ndo somente durante o processo
de desenvolvimento do SN, mas também apds um épidédesédo. (Pellittere et al, 2006).

A influéncia reciproca entre neurdnios e gliagfstiabelecida através de demonstracdes

de que os FNT produzidos pelos neurdnios promovempraliferacdo, o
desenvolvimento e a sobrevivéncia de células glldaten, 1985), assim como a formacao
das sinapses (Nagler et al.,2001). A co-culturastécitos e neurénios tém demonstrado que a
regulacdo da arborizagdo neuronal é intermediad&dd que sdo liberados pelos astrécitos

(Vaca e Wendt, 1992).

Células de Schwann

As CS foram descobertas no séc. IXX por Theodorev8on, ao observar que havia
um tipo celular que envolvia os axénios do SNP.uamngp os neurdnios formam a base do SN,
as células gliais, como as CS, sdo essenciaisapsohrevivéncia e funcionamento das células
neurais (Bhatheja e Field, 2006).

As CS sdo responsaveis pela mielinizagdo dos ax6dm SNP e, durante o
desenvolvimento ou ap6s um episddio de lesdo, afaresuporte tréfico para os neurbnios e
funcionam como guias para os axOnios que aindaat@giram o seu alvo de inervacéo
(Riethmacher et al., 1997; Bhatheja e Field, 20@8ferente dos oligodendrdcitos, que sao
responsaveis pela mielinizagdo do SNC, apdés umtinsieste sistema, as CS entram em

mitose rapidamente e migram para o local da lesatemtativa de reparar o dano existente



( Jessen e Mirsky, 2005).

As CS se originam da crista neural, onde ocorrermdcdo de uma CS precursora
durante o desenvolvimento, a qual se transforma&C&mmaturas até o nascimento. ApGs o
nascimento, as CS imaturas se transformam em sundegymaioria em CS mielinizantes e em
menor nimero em células ndo mielinizantes (Jesdsan €994).

Diversos estudos exploram o uso de células de SohW{@s), o principal regente
celular na regeneracdo dos nervos periféricosratamento da lesdo da medula espinal na
tentativa de maximizar a regeneracao e a remiaffiz axonal, com vistas ao ganho neuro-
funcional (Martin et al., 1996-ranklin et al., 1997; Azanchi et al., 2004).

As CS tém a capacidade de secretar diversos tpfetares neurotréficos como o NGF
(fator de crescimento do nervo), o BDNF, o IGFdfale crescimento insulinico), o FGF-2, o
PEDF (fator derivado do epitélio pigmentado) aléenaditras neurotrofinas (Morrison et al,
1988; Henderson et al., 1993; LeRoith et al, 198Bringer et al., 1994; Ide, 1996;
Hammarberg et al., 1996; Menei et al., 1998; Sagerd., 1998; Russel et al., 2000; Kubo et
al., 2002; Lertsburapa et al., 2004).

Além de estarem envolvidas na producdo de fatoeesotréficos, as CS ativam
receptores especificos desses fatores, resultaadativacdo de uma cascata de eventos
intracelulares que modificam a morfologia, a soiv@&wia e a capacidade funcional dos
neurdnios (Yuen et al., 1996).

Pellitteri et al. (2006) demonstraram que essasla®lsdo capazes de promover a
sobrevivéncia neuronal e o crescimento neuritico aantulturas de CS com neurbnios
glutamatérgicos. Os resultados do grupo foram amesl as culturas tratadas com FGF ou IGF,
sendo que as mesmas condigcdes eram observada® qpsandurdnios eram mantidos com o
meio condicionado das CS. Isso sugere que provawémas propriedades do meio

condicionado das CS sdo mediadas via moléculaseislque sdo secretadas em seu meio de



cultura, as quais possuem um efeito tréfico.

Em outro estudo, os autores demonstraram que oguadicionado das CS é capaz de
restaurar a formagdo da jungdo neuromuscular ecultaras de musculos e nervos, assim
como que o produto secretado pelas CS também es@vidlo com a promocdo da
sinaptogénese (Peng et al., 2003).

Por fim, outra vantagem no uso dessas célulasveealearacteristicas técnicas ja que o
seu numero pode ser rapidamente aumenitaddtro dentro de um curto periodo de tempo

(Morrissey et al., 1991).

Células de Schwann no Reparo da Lesao Medular Corga

A medula espinal € um 0Orgdo que quando lesado pmEdenvolver alteracbes
estruturais, funcionas e bioquimicas que refletemcomportamento sensorio-motor. Logo
apos a lesdo deste 6rgdo, muitas células morreidadae dano primario e, na tentativa de
contornar o dano existente, os axdnios dos news@ubreviventes precisam crescer ao longo
do local da lesdo e encontrar a sua célula aletainNo entanto, o evento do trauma primario,
leva a formagdo de um cenario inibitério para eenegacdo axonal (Klussmann e Martin-
Villalba, 2005).

Minutos e até semanas depois do trauma primarica wariedade de processos
secundarios pode exacerbar o dano pré-existendémifiuicdo do influxo sanguineo no local
leva a hipéxia de células, o influxo macico de icalcesulta em excitotoxidade e
consequentemente na producdo de radicais livrddasénflamatoria como os neutréfilos,
linfécitos, macréfagos e neuroglias invadem a deedesao (Fawcett e Asher, 1999; Oudega et
al., 2005).

Esses eventos inflamatdrios e citotdéxicos resultemperda progressiva de tecido



espinal, provocando uma autodestruicdo secundade culmina com a morte de
oligodendrdcitos, impedindo a mielinizacdo dos @&®nintegros e na formacdo de uma
cicatriz glial que é altamente inibitéria para esaimento das fibras, ficando estas impedidas
de encontrarem suas células-alvo de inervacdo (dode Hall 1993; Beattie et al., 2002).

Inegavelmente, a regeneracdo axonal na medulaa¢dpsada € obstrutiva (Silver e
Miller, 2004). Inimeros axbnios ndo sao capazesedalongarem e falham na tentativa de se
tornarem parte de novos circuitos axonais que gawola recuperagdo motora. Assim, a
primeira agdo possivel apdés um trauma medular iéatirma morte celular e conter a natureza
maléfica dos eventos secundarios a lesdo prim#liasgmann e Martin-Villalba, 2005;
Oudega, 2007).

O transplante de populacdes purificadas de CS @aec uma alternativa viavel na
tentativa de controlar os fatores restritivos nela@dos ao micro-ambiente regenerativo.
Diversos grupos de autores ja realizaram expermseanvolvendo as CS e a lesdo medular
contusa. Em 1993, Martin e colaboradores demomstrajue a inoculacdo dessas células na
medula espinal de ratos lesados promoveu a reggeeexonal, principalmente dos axonios
localizados proximo ao ganglio da raiz dorsal. Csmme grupo realizou outro experimento
onde a inoculagdo das CS era realizada em divpes@éslos de tempo apos a lesdo e concluiu
gue a sobrevivéncia dessas células é inversameoperpional ao tempo em que elas séo
inoculadas na medula apds o trauma (Martin e1996).

Takami et al. (2002) inocularam CS na medula espmaato lesado e demonstrou que
trés meses apods a lesdo, o enxerto de CS estavimtegnado na medula espinal e promoveu
diminuicdo do dano tecidual, regeneracdo axonaledimzacdo dos axdnios remanescentes.
Este estudo demonstrou ainda que os animais geberean o enxerto das CS obtiveram
melhor recuperacdo comportamental ao serem sulweet@ teste locomotor de campo aberto,

0 BBB, (teste este descrito por Basso et al., 1B85so et al., 1996).



Xu et al. (1997) demonstraram que as CS cultivadagplantadas na medula espinal de
ratos lesados aumentaram o0 processo de regenedssdfiibras neuronais, fen6meno
conseguido pela diminuicédo da cicatriz glial e ipélu da remielinizacéo axonal.

No entanto, a sobrevivéncia das CS no ambienteol&scomprometida devido a uma
série de eventos imunolégicos, inflamatdrios, tdgice apoptdticos que ocorrem
concomitantemente a inoculacdo dessas células (goe Hall 1993; Schnell et al., 1999).
No sentido de investigar mais especificamente aesala das CS inoculadas, Barakat et al.
(2005), transfectaram as CS com a proteina veuweffcente (GFP) previamente a sua
implantacdo na medula do rato e verificaram que dméses apos a lesdo medular contusa,
17% de um total de 2xi@élulas haviam sobrevivido.

Esta claro através dos estudos mencionados acima fqoculacdo de CS no modelo
experimental de lesdo medular contusa resulta ertogfregenerativos que quando somados
podem ser a base de uma melhora, embora ainda tapdasecuperacdo do comportamento
sensorio motor dos animais. No entanto, pareceegyerto de CS sozinho ndo € o tratamento
mais adequado para a aquisicdo significativa derastauro fisiologico e funcional. Sendo
assim, a adicdo de uma nova abordagem de intexweacdmpanhada da inoculacdo de CS
pode promover um aumento da capacidade de regé@oemadular apds o trauma.

No sentido de aumentar a sobrevida celular e aipsinndade axonal, as CS podem ser
combinadas com fatores neurotréficos, uma vez qaeligdo desses fatores a cultura das
células e consequentemente o aumento deles peradatas parece ser uma alternativa viavel
para o aumento do potencial neuroregenerativo &g3Cill et al., 1997; Broude et al., 1999;
Liu et al., 1999; Coumans et al., 2001; Himes et28l01; Bregman et al., 2002).

Foi demonstrado por lannotti e colaboradores (208 a inoculacdo do GDNF
juntamente com as CS na lesdo da medula espinatato proporciona um aumento

significativo da regeneracdo e remielinizacdo akalam da reducdo do infitrado de



macrofagos no local da lesdo. Adicionalmente, aacidpde regenerativa das CS foi
potencializada pela administracdo do FGF-2 em m@ioslesédo medular (Meijs et al., 2004).

Nesta mesma linha de pesquisa, CS combinadas coraNds BDNF e NT-3
promoveram o aumento da permissividade axonal cal tta lesdo, assim como o aumento da
arborizagéo desses axonios, sendo que os resutthtidss ndo foram observados quando os
FNT em questao foram inoculados na auséncia dd8&3Mer et al., 2001).

Na procura de novos fatores neurotréficos que posaamentar a capacidade tréfica
das CS, postula-se que aqueles produzidos porasélda medula espinal e que

reconhecidamente ativam as CS podem ser os méigsfaeste processo.

Fator Neurotréfico Derivado do Epitélio Pigmentado

O fator neurotréfico derivado do epitélio pigmemtgdEDF) € uma glicoproteina de
50kDa da familia das serfinas (Steele et al., 1988)serfinas consistem uma importante
familia de proteinas de estrutura globular, geratmeenvolvidas na regulacdo de eventos
proteoliticos ou no transporte hormonal (TombramkT&t al., 1996). Este fator neurotréfico foi
identificado pela primeira vez por Tombran-Tinkoddson (1989), colaboradora deste projeto,
em um meio condicionado de células epiteliais dgmpnto da retina humana; a primeira
funcdo trofica identificada deste fator foi a deneatar a sobrevida de neurénios da retina
(Becerra et al., 1997; Tombran-Tink e Barnstatl®3).

Sabe-se agora que o PEDF é secretado pela maasidedidos humanos como o
cérebro (Bilak et al., 1999), a medula espinaktia, 0s 0ssos, o0 coracdo e o pulméo (Ek et
al., 2006), sugerindo que este fator € capaz dec@xacdes troficas as células de origens
multiplas. No final dos anos 90, uma potente atigliel anti-angiogénica do PEDF foi descrita,

(Dawson et al., 1999), o que de fato pode influmoi processo regenerativo do SNC por



interferir, deste modo, nos eventos de reparoar@acdo. Sabe-se hoje que o PEDF é capaz
de proteger os neurdnios granulares do cerebelmomes hipocampais e neurbnios motores
medulares dos efeitos apoptéticos induzidos pelmitade glutamatérgica (Taniwaki et al.,
1997; Bilak et al., 1999; DeCoster et al., 1999).

Estudo realizado por Houenou e colaboradores (1838plta a importancia do PEDF
no trofismo dos neurbnios motores periféricos, £worpos celulares estdo localizados no
corno anterior da medula espinal. Os autores damaonjue a sec¢do do nervo ciético de
ratos neonatos causa a morte de cerca de 50% d@siws motores e a atrofia da maioria dos
outros 50% sobreviventes. Com a aplicacéo de PEO&aal onde o nervo foi lesado, a morte
dos neurbnios motores reduziu em 57% e preveniupletamente a atrofia das células
sobreviventes. Os resultados mostram que o PEDWnpre& morte celular e promove o
crescimento dos neurbnios motores periféricos raeesiem modelas vivo ein vitro. Assim,

o PEDF parece exercer efeitos troficos nos neusdmiedulares, abrindo a possibilidade da sua
utilizacdo no tratamento de doencas neurodegevesati neurotraumaticas desta regido do
SNC.

Finalmente, Bilak e colaboradores (2002) investigaa presenca e a distribuicdo do
receptor do PEDF na medula espinal, e demonstrqu@nos neurdnios motores possuem sitios
de ligacBes especificos para o PEDF, no entarpoesenca deste receptor nas CS ainda néo
foi comprovada.

Em virtude da importancia crescente das CS nosepsos troficos regenerativos da
medula espinal lesada e do papel tréfico que coraesar descrito do PEDF aos neurénios
medulares motores, este trabalho abordou a arddiseefeitos da combinacdo de ambas as
abordagens no trofismo dos neurdnios meduiaregro e na contencdo da evolugdo clinica e
histopatolégica da lesdo medular contusa de irdadsi moderada em ratos promovida pelo

New York University (NYU) Impactor.
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2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

21.1 Analisarin vitro a capacidade do PEDF em promover um efeito mitégeno

cultura de CS.

2.1.2. Analisarin vitro a capacidade das CS, estimuladas pelo PEDF, peynwmv

trofismo dos neurdnios cultivados da medula esgloahto.

2.1.3. Analisaiin vivo o potencial do PEDF em aumentar a eficdcia damG&iiadas

na lesdo contusa da medula espinal do rato naeesfo do comportamento motor do animal.

2.2. Especificos

2.2.1. Analisar a capacidade de formas moleculesescificas do fator neurotréfico
PEDF ativarem o processo de divisdo celular das@$/adas a partir de fragmentos do

nervo ciatico do rato.

2.2.2. Analisar a capacidade do meio condicionaglcC& pré-tratadas com formas
moleculares especificas do PEDF em aumentar o mldeeprolongamentos dos neurbnios da

medula espinal cultivados, estudada quantitativéengor método estereoldgico especifico.

2.2.4. Analisar a capacidade do meio condicionaglcC& preé-tratadas com formas
moleculares especificas do PEDF de evitar a atdifi& corpos celulares dos neurbnios da

medula espinal cultivados, estudada quantitativéengor método estereoldgico especifico.

2.2.4. Analisar a capacidade do meio condicionaglcC& preé-tratadas com formas

11



moleculares especificas do PEDF de diminuir a mmehelar natural dos neurénios da medula

espinal cultivados, estudada quantitativamenteyiodo estereoldgico especifico.

2.2.5. Estudar se formas moleculares especificd®EdF podem alterar a capacidade
das CS, gquando inoculadas na medula espinal do st#tmetida ao trauma contuso a
modificarem a recuperagcdo motora, analisada qaéuéitnente pelo BBB, CBS e movimento

espontaneo em campo aberto por registro de catmicgncia de luz infravermelha.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 O Fator Neurotréfico PEDF

Os experimentos realizados neste trabalho utilmadamas isoformas do PEDF, o
NPEDF e o coPEDF. Ambas as formas foram enviadagpequisadora Joyce Tombran-Tink,
a qual é colaboradora deste projeto e descobratoraolécula PEDF.

O nPEDF ¢é a forma nativa da molécula PEDF, possyiedo molecular de 50 kDa. O
cOPEDF é um codon otimizado para ser expresso etérkzes, essa alteracdo, permite que a
sua producdo seja 15(quinze) vezes maior em cogdmareom a forma nativa. Ambas as
isoformas do PEDF possuem sequéncias protéicascia&nporém, o coPEDF possui um peso
molecular de 65 kDa devido a uma fusdo com um mibel em sua cadeia polipeptidica, o

gue permite o0 bom ancoramento e expressao desedraro

3.2 Experimentofn Vitro

3.2.1 Cultura Priméria de Células de Schwann (CS)

A cultura primaria de CS foi baseada no protoca@dvtbrrissey et al., (1991). Nervos
ciaticos foram obtidos de ratos machos Wistar aduthvens pesando em média 250gr. Os
animais foram tricotomizados e os nervos foranta@tis bilateralmente e colocados em uma
placa de petri de 60 mm com meio Leiborvitz-15 @;-Gibco, EUA). Todo o excesso de
tecido como de muisculo, gordura e vasos sanguiressitn como o perineuro, foram
removidos com o auxilio de uma lupa.

Apbs a limpeza, os nervos foram cortados em peguigagmentos com cerca de 1 mm
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cada para a obtencdo dos explantes. Uma média ebepRihtes foram colocados em placas de
petri de 60 mm e nutridos com solugdo D-10, congpst DMEN (Gibco, EUA), 0,1% de
gentamicina (Life Technologies, EUA), e 10% de s@tal bovino (Hyclone, EUA). Os
explantes sdo cobertos completamente, porém sdoarf@im e, em seguida, incubados em
estufa de CO2 (6%) a 37°C. Esta etapa foi chamadz&ld

A solucédo D-10 destas placas foi trocada 2 vezeésspmana, sendo 0s explantes
transferidos para uma nova placa, aproximadamenseuwez por semana, dando inicio a cada
semana, a uma nova etapa, sendo estas E2 e E3tré&rstieréncia foi feita sempre que
observou-se grande quantidade de fibroblasto nugrarpartir do explante.

A dissociacdo enziméatica foi realizada no momemtogeie a maioria das células que
migraram dos explantes eram CS, processo este gogsie em deixar 0os explantes
pernoitarem em uma solucdo com dispase (1,25 WBoghrenger Mannheim, Alemanha) e
colagenase (0,05% Worthington, Freehold, EUA). Apsta etapa, as células foram retiradas
juntamente com o0 meio da placa, centrifugadas eagas em placas de 100 mm com solugao
D10 Mitégeno, composto por D-10, forskolina (2 uN/®igma, EUA) e extrato pituitario
bovino (20ug/ml; Biomedical Technologies, EUA). O meio de atdt foi trocado duas vezes
por semana. Apds a primeira semana de cultivo,éadas foram tratadas com o anticorpo
THY-1 (gentilmente fornecido pelo Dr. Martin Oudeda Projeto Miami para a cura da
Paralisia, University of Miami, EUA) e complemergérico de coelho (ICN Pharmaceuticals,
EUA) para a eliminagdo dos fibroblastos restanfgsds o tratamento, as células foram
amplificadas, sendo que cada placa teve metadealpapulacdo de células deslocada para
uma outra placa para a divisdo celular. Toda vez apucélulas se tornavam confluentes era
computada como uma nova etapa, sendo P1 a prireeirg a Ultima. Ao término da terceira
semana de amplificacdo, a nova geracao de céRB<Odnfluida em toda a extenséo da placa

foi submetida ao regime de tratamento
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3.2.2 Procedimento Imunocitoquimico das CélulaScawvann

Para avaliar a pureza da cultura, as CS em P3 feeamadas em placas de 35 mm na
densidade de 3xX@élulas. No dia seguinte ao plaqueamento, o meicuttura foi retirado e
as células foram lavadas 2 vezes com solugdo tafopfido (PBS). Apds a lavagem, a cultura
foi fixada com 4% de paraformoldeido por 30 minusEgyuido por uma lavagem sob agitacao
de 5 minutos com PBS.

A permeabilizacdo das células foi realizada atraeeadicdo de uma solucéo de 1% de
triton em PBS por 10 min, e duas lavagens de 5 todnua primeira com uma solucdo
composta por PBS e 0,02% Tween 20 e a segunda mansalucdo de PBS, 0,02% de Tween
20 e 1% de albumina soro bovina (BSA). As célutaiarh entdo bloqueadas com PBS, 2% de
soro normal de cabra (NGS), 4%BSA, 0,2% triton3®minutos em temperatura ambiente.

O anticorpo S100R (SIGMA, EUA) foi encubado por H@as na concentracdo de
1/500 seguido por uma lavagem de PBS, 0,02% de M&6ee 1% BSA e incubacéo do
anticorpo secundario fluorescente anti rabbit naceotracdo 1/40 por duas horas. Apos a

marcacao do anticorpo secundario, a cultura fdisada sob microscopio fluorescente.

3.2.3 Analise do Efeito Mitbgeno do PEDF nas Cualtude Células de Schwann

Neste experimento placas de 24 pocos foram utdizaim cada poco, 2x16élulas de
Schwann foram plaqueadas com @0fe meio mitdgeno. No dia seguinte ao plaqueamesto
células foram tratadas com nPEDF ou coPEDF na otrag@o de 100ng/ml. O nPEDF
corresponde a forma nativa do PEDF enquanto queRERF corresponde a uma forma

truncada.
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As células permaneceram em cultivo até o térmiropdwiodos pré-estipulados de 24,
48, 72 e 96 horas.

Os seguintes grupos foram criados para o tratamento

Controle (n=4 para cada periodo do decurso temporal) -da pariodo de 24 horas,
20% do meio das células foi substituido por messdo.

nPEDF (n=4 para cada periodo do decurso temporal) -da pariodo de 24 horas 20%
do meio das células foi substituido por nPEDF.

COPEDF (n=4 para cada periodo do decurso temporal) -da pariodo de 24 horas

20% do meio das células foi substituido por nPEDF.

Ao término de cada periodo, as células foram dadesl das placas e contadas no

hemocitémetro.

3.2.4 Cultura primaria de neurénios motores da Madtspinal

Os neurdnios da medula espinal foram obtidos ar piErratos Wistar com até 2 dias de
idade com base no protocolo de Seybold e Abrah&@agbpld e Abrahmams, 2004). Os
animais foram rapidamente anestesiados com hal&aterapitados. O corpo do animal foi
entdo imerso em uma solugao de 70% de etanol poa de 3 minutos para esterilizagéo.

A medula espinal foi retirada e teve a dura mateas®s sanguineos removidos com o
auxilio de duas pincas finas, sem danificar o tedtin seguida, a medula espinal foi cortada
em pedacos de cerca de 2 mm. Estes fragmdatasn macerados e transferidos para uma
placa de petri de 60 mm com solugéo tampao gelanpasta de 120mM de NaCl, 5mM de

KCI, 1,2mM de KHPQ,, 1,2mM de MgS@/H,0O, 25mM de NaHC®e 13mM de Glicose.
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Em ambiente estéril, o tecido e a solucdo foramsfesidos da placa para um tubo
falcon de 15 ml com o auxilio de uma pipeta de dastO conteudo do tubo foi
homogeneizado 15 vezes. Depois de decantado,dw tlediretirado cuidadosamente com uma
pipeta Pasteur e transferido para um novo tuborfadom mais solucado tampéo. Esse processo
foi realizado mais duas vezes para que as célalapuineas se desprendam do tecido. Apds a
altima homogeneizagdo e decantamento do tecidmlgd® tampdo foi entdo retirada e
substituida por uma nova solugédo contendo trigSD&A (0,5% tripsina e 0,02% EDTA em
HBSS; Gibco, EUA). O tubo foi tampado e vedado didime plastico estéril e incubado em
banho maria sob agitacdo (80ciclos/min) a 37°C3paninutos.

Apbs o banho maria, o tecido foi dissociado aprexiamente 15 vezes. O precipitado
formado, apds cerca de 1 minuto, é retirado coripeta Pasteur e transferido para um novo
tubo com adicdo de solugcédo tampédo. Desse modmidotfoi dissociado e transferido para
novos tubos, repetindo esse processo até nao reatarprecipitado. Em seguida, os tubos
foram submetidos a centrifugagéo por 10 minutosl@cidade de 1200 rpm/min & 21°C.

AplGs a centrifugacdo, o precipitado foi ressuspndim solucdo tampado. Quinze
microlitros desta solugéo foram retirados e colosagb hemocitdmetro para a contagem das
células. Novamente, a solucéo foi centrifugadanalrhente, o sobrenadante foi descartado e
as células foram ressuspendidas em meio D-10 eqddas na densidade de 1800 cefmm

As células foram semeadas em placas de 12 pocoriiGoEUA), placas estas que
foram previamente tratadas com poli-d-lisina (10migSigma, EUA) por 1 hora no minimo e
lavadas 2 vezes com agua destilada autoclavadeél@as foram nutridas com 400ul de meio
D-10.

ApGs vinte e quatro horas da incubagdo dos new@idomedula espinal, as células
gliais foram eliminadas através do tratamento cibosioa-arabinosideo (L; Sigma, EUA).

Este tratamento teve a duracao de 1 dia.
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3.2.5 Aquisi¢ao do meio condicionado de CS culagazbm PEDF

CS em P3 foram cultivadas em placas de 35mm naiddetes de 3x10células, e
nutridas com 1,5 ml de meio D-10 mitégeno.

As células permaneceram 3 dias em cultivo e apses geriodo, 100ng/ml dos fatores
neurotréficos nPEDF ou coPEDF (gentilmente cedfkla Dra. Joyce Tombran-Tink) foram
dissolvidos no meio mitdbgeno. Setenta e duas hiepsis, 0 meio foi retirado, aliquotado em
eppendorfs e mantidos em freezer -70°C para posteznte serem utilizados no tratamento

dos neurdnios da medula espinal.

3.2.6 Tratamentos dos neurdnios da Medula Espinal

ApGs o tratamento da cultura de neurbnios da medsinal com citosina-
arabinosideo, descrito previamente, todas as pfacas lavadas 2 vezes com o meio D-10 e
permaneceram com este meio por 3 dias para quéldascse recuperassem do tratamento
com a droga. Em seguida as placas de cultura fdrnddidas nos seguintes grupos:

-Meio Neuronal: As células foram nutridas 100% com meio D-10.

-Meio CS. As células foram nutridas 80% com meio D-10 e 268 meio D-

10/Mitégeno (meio utilizado para nutrir as CS)

-MCCS: As células foram nutridas 80% com meio D-10 e 2@%mn meio

condicionado das CS.

-MC CS/nPEDF: As células foram nutridas 80% com meio D-10 e 268 meio

condicionado das CS tratadas com o nPEDF.

-MC CS/coPEDE As células foram nutridas 80% com meio D-10 e 28%» meio
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condicionado das CS tratadas com o coPEDF.
-nPEDF: As células foram nutridas 80% com meio D-10 e 2@¥ o fator nPEDF.

-cOPEDE As células foram nutridas 80% com meio D-10 e 2@ o fator coPEDF.

A cada periodo de 24 horas, 20% do conteludo ligdelacada placa foi retirado e
substituido pelo tratamento respectivo de cadaocgmipve campos fotograficos equidistantes
entre si foram obtidos em cada poco de cultura, pgs®dos de 24, 48, 72 e 96 horas de

tratamentos.

3.2.7 Quantificacdo da area dos prolongamentos £awpos celulares dos neurdnios

da Medula Espinal cultivados

As placas de cultura contendo os neurdnios da mexhplinal, submetidas aos diversos
tratamentos descritos acima, foram colocadas noostopio invertido acoplado a iluminagéo
por contraste de fase. Utilizando objetiva de 4fkegeas imagens foram coletadas a partir de 9
campos equidistantes entre si. Apds esse procettimas imagens foram transferidas para o
computador e as células analisadas quantitativanatravés do método estereoldgico descrito
previamente por Gomide e Chadi (1999 moldura de contagem formada por 315 poctus
area definida de 3,15x1Qunt foi sobreposta as imagens coletadas dos 9 campptaca
Todos os prolongamentos neuronais e regides dpssaelulares dos neurbnios que atingirem
0os pontos da moldura foram contados. A somatériailnero de prolongamentos ou das
regides do corpo celular que atingiram os pontomdmlura foi dividida pelo nimero médio
de neurbnios existentes na foto. O decurso tempmal parametros analisados foi entéao

tratado estatisticamente como descrito no item Ai#alise Estatistica.
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3.3. Experimentom Vivo

3.3.1. Tratamento das CS com o PEDF

As SC em P3 foram cultivadas em placas de 100 mmienaidade de 1,5x10por
placa. No quarto dia pdés plaqueamento as célutasferatadas com nPEDF na concentracao
de 100 ng/ml. O tratamento teve duracao de 72 lsemasa troca do meio.

ApGs o periodo de tratamento, o meio condicionade placas foi removido e
aliguotado para ser utilizado no grupo experimed@lCS/nPEDF.

As células foram tratadas com tripsina/EDTA (0,5Rstna e 0,02% EDTA em HBSS;
Gibco, EUA), submetidas a centrifugacdo e contadakemocitdmetro. Apds a contagem, as
células foram novamente centrifugadas e ressugpendia quantidade exata de microlitros
necessérios para a inoculacdo. Cada animal recdbeu de solucdo correspondente ao seu
grupo. Neste volume de solucdo, foi ou ndo adicianB0® células de acordo com o grupo
estipulado.

3.3.2 Lesao Medular Contusa

Ratos Wistar machos e adultos foram anestesiados pentobarbital sédico via
intraperitoneal (i.p., 35 a 40 mg/kg) e submetidofaminectomia da 10% ou 112 vértebra
toracica, a medula espinal foi exposta sem que dusgvlesdo da dura-mater subjacente. A
lesdo contusa foi promovida utilizando-se um equiato desenvolvido na Universidade de
Nova lorque denominado NYU Impactor. Este equipamém desenvolvido a partir de um
estudo multicéntrico denominado MASCIS (“Multicentaimal Spinal Cord Injury Study”) e
€ capaz de reproduzir les6es contusas bem defiaidam intensidades graduaveis na medula

espinalde ratos (Young, 2002). Os animais foram fixadoleértebras imediatamente
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superior e inferior aquela submetida a laminectomidizando-se grampos vertebrais
especificos. Um peso de 10 gramas caiu livremeatenth altura de 25 mm para a promog¢éao
da lesé@o contusa de intensidade moderada. Um p@estco Optico digital registrou todos os
dados como a trajetéria da queda do peso, a valbeido impacto (ImpV, m/s), a distancia da
medula espinal ao peso (mm), a compressao (mnpeale compressao (Cr, m/s) da medula
espinal através de um software especifico. O mgmmgrama gerou graficos que mostraram

estes parametros (Chadi et al., 2001).

O experimentan vivo foi composto de 10 grupos:

-Sham: cirurgia simulada sem lesdo contusa com inoculdedd-10/Mitégeno (n=6).
-Contusa: lesdo contusa de intensidade moderada com inéutie D-10/Mitbgeno (n=6).
-Células de Schwanniesédo contusa de intensidade moderada com in@utiE CS (n=6).
-Meio Condicionado das Células de Schwanresdo contusa de intensidade moderada com
inoculagdo de MCCS (n=6).

-Células de Schwann /nPEDFlesdo contusa de intensidade moderada com in@ute CS
tratadas previamente com nPEDF (n=6).

-Células de Schwann /coPEDFlesédo contusa de intensidade moderada com in@oulde
CS tratadas previamente com coPEDF (n=6).

-Meio Condicionado das Células de Schwann pré-trattas com nPEDF (MC CS/nPEDF):
leséo contusa de intensidade modera com inoculégdMC CS/nPEDF (n=6)

-Meio Condicionado das Células de Schwann pré-tratths com coPEDF (MC
CS/coPEDF):leséo contusa de intensidade modera com inocutég®4C CS/coPEDF (n=6)
-nPEDF: les&o contusa de intensidade modera com inocutdc&®EDF (n=6)

-cOPEDF: leséo contusa de intensidade modera com inocutéee&0PEDF (n=6)
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3.3.3. Inoculacéo das CS

Imediatamente ap0s as lesbes medulares, as C&fadas (n=6) ou ndo (n=6) com o
NPEDF foram injetadas estereotaxicamente no epxeld lesdo. Como dito anteriormente,
cada animal recebeu um volume de 10 p contend@ou®’ células ou o meio condicionado
das células. As injecdes medulares foram feitas agumthas de vidro de 200 um de diametro
externo obtidas pelo puxador de pipetas (Kopt)agEsgjulhas foram acopladas as seringas
Hamilton de 50 pl para promoc¢ao da injecdo manu@ldyrou de 2 a 3 minutos cada.

ApGs a cirurgia, os animais foram mantidos em antbieom condicdes favoraveis e
constantes (temperatura de 22°C, umidade de 55%indsidade de 12 horas por dia e
filtragem bacteriolégica do ar) e submetidos a iseadtlo comportamento motor durante 6
semanas. Durante 10 dias do periodo poés-cirirgiodost os animais receberam
antibioticoterapia preventiva composta de Ceftnex&odica na propor¢do de 40 mg/kg/dia,

por via intramuscular (i.m.).

3.3.4. Analise Comportamental

A analise comportamental foi realizada nos anim8is72 horas, bem como 1, 2, 3, 4,

5 e 6 semanas ap0s a cirurgia. Alteracdes refaréntgensibilidade e a motricidade foram

avaliadas através dos testes BBB e CBS.
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3.3.4.1 Indice BBB

O indice BBB (Tabela 1) foi desenvolvido por Bad3eattie e Bresnahan (Basso et al.,
1996) para ser utilizado na avaliagdo de padroesedaperacdo da movimentacdo dos
membros posteriores de ratos submetidos a lesdesipada medula espinal usando o NYU
Impactor. Sua pontuacéo varia de 0 a 21 e divid=mas&és momentos:

- de 0 a 7: corresponde aos movimentos das agietados membros posteriores nos
estagios iniciais de recuperagao.

- de 8 a 13: avaliacdo dos passos e coordenadasenatermediaria de recuperacao.

- de 14 a 21: avaliacdo da movimentacéo fina diespesadas durante a locomocao.
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Escala BBB de Taxa Locomotora

0 Sem movimento do membro posterior

1 Movimento perceptivel de uma ou duas articulagdesmimente quadril e/ou joelho.

2 Movimento amplo de uma articulagéo ou movimem@la de uma articulagdo e movimento perceptivelutea

3 Movimento amplo de duas articulacdes

4 Movimento perceptivel de todas as trés articldagid membro posterior (quadril, joelho e torngzelo

5 Movimento perceptivel de duas articulag6es e memnto amplo da terceira

6 Movimento amplo de duas articulagcdes e movimpataeptivel da terceira

7 Movimento amplo de todas as trés articulagbemeimbro posterior

8 Arrasta sem suporte de peso ou colocacéo pldatpata sem suporte de peso

9 Colocagao da pata com suporte de peso somente@parado (em posigéo estatica) ou passos cor dposal e suporte
de peso ocasionais, freqlientes ou consistentes passos com apoio plantar.

10 Passos com apoio plantar e suporte de pesoopa&si sem coordenag¢do do membro anterior e mepdsterior (MA e
MP).

11 Passos com apoio plantar e suporte de pescefitgiiou consistentes e sem coordenagdo MA-MP

12 Passos com apoio plantar e suporte de pescefreggiou consistentes e coordenagdo MA-MP ocasional

13 Passos com apoio plantar e suporte de pesctantsis e coordenagao MA-MP freqliente

14 Passos com apoio plantar e suporte de pescstamtels, coordena¢do MA-MP consistente e posigg@ominante da pata
durante locomogao é em rotagédo ou passos com afmitar freqlientes, coordenacdo MA-MP consisterpassos con
apoio dorsal ocasionais.

15 Coordenagdo MA-MP consistente e arrasta dedtmgo do passo

16 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardregeentemente néo arrasta os dedos; a posicéorimante da pata €
paralela no contato inicial do passo e rodada & da retirada.

17 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardregaeentemente néo arrasta os dedos; a posicéorimante da pata ¢
paralela no contato inicial do passo e na faseti@ada.

18 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardum&stentemente nédo arrasta os dedos; a posigdompinante da pata
é paralela no contato inicial do passo e rodadas®de retirada.

19 Coordenacdo MA-MP consistente durante a mardum&stentemente nédo arrasta os dedos; a posigdompinante da pata
€ paralela no contato inicial do passo e na fagetdada e cauda para baixo parte do tempo.

20 Marcha coordenada consistente, consistenteméntarrasta os dedos; a posi¢do predominante da patralela no contatp
inicial do passo e na fase de retirada mas habifidtede do tronco e cauda para cima consistentismen

21 Marcha coordenada consistente, consistenteméntarrasta os dedos; a posi¢do predominante da patralela no contatp

inicial do passo e na fase de retirada, troncovekticauda para cima consistentemente

Tabela 1: Escala desenvolvida por Basso, BeaBiegnahan (BBB Score).
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3.3.4.2. indice CBS

As andlises comportamentais sensorio-motoras tanftxém testadas pelo “Combined
Behavioral Score” (CBS) que é uma escala de comp@mnto composta por um conjunto de
testes que permitem que a graduacdo percentuaéfit dnedular possa ser definida. Sua
descricéo e graduacéo seguem abaixo:

a) Escala de Tarlov: baseia-se na atividade maspantanea. Cada membro posterior

€ observado individualmente e classificado seganegcala abaixo:

Pontos Comportamento
0 Sem movimentos dos membros posterioésfica de pé
1 Apenas movimentos perceptiveis dos mesposteriores, nao fica de pé
2 Frequliente e/ou rigoroso movimento dosbmes posteriores, nao fica de pé
3 Pode ficar de pé e dar um ou dois passos
4 Deambula com leve déficit
5 Deambula normalmente

b) Extensado dos dedos dos pés: reflexo presentelgueevamos o rato pelo corpo e os

membros ficam livres.

Pontos Comportamento

0 Sem extensdo dos dedos dos pés

1 Leve extensao dos dedos

2 Extensdo normal dos dedos
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c) Reflexo de Colocacgéo Plantar: o rato é suponesdio tronco e os membros pélvicos

ficam livres. O reflexo consiste na colocacdo nésgm uma borda estreita

Pontos Comportamento

0 Sem tentativa de colocagdo dos pés

U7

A

1 Leve tentativa de colocacdo dos pé

2 Colocacéo dos pés

d) Reflexos de retirada em resposta a: 1-Extensdlexo de extensdo dos membros
posteriores apds extensdo. 2-Dor: reflexo de dir@pds beliscar a pata posterior com um
prendedor de roupas. O estimulo aplicado ndo éisnfemente forte e prolongado para causar

lesd@o. 3-Pressédo: pressiona-se entre o halux edegiedo dos membros posteriores.

Cada reflexo é codificado seguindo:

Pontos Comportamento

0 Sem retirada

1 Leve retirada

2 Reflexo de retirada normal

3 Reflexo de retirada hiperativo
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e) Reflexo de Endireitamento: o rato em decubitsaaa mesa.

Pontos Comportamento
0 Sem tentativa de endireitar-se
1 Tentativa leve ou lenta de rolar em direcéo abremamento
2 Reflexo de endireitamento normal

f) Plano Inclinado: O rato é colocado de cabeca paixo em um plano emborrachado.
O angulo do plano é aumentado de zero grau at@to pon que o0 rato ndo possa se manter na
posi¢do por 5 segundos. O plano é inclinado novesreé o ponto em que o rato perde a sua
posicdo e o animal € reposicionado para ajustéadiiaacdo. Ratos normais mantém-se no
plano com uma inclinagéo de 50 a 60 graus (Riviiia®@r, 1977).

O CBS originalmente descrito € composto de mais thstes: resposta ao calor e a
natacao. Nao realizamos estes testes por ndo eoasids 0S mesmo convenientes aos animais
no periodo pds-operatorio imediato. Entdo, a grg@lualada por nds ndo chega a 100% de

déficit e sim a 90%, ja que estes dois testes sporelem a 10% da graduacéo total.

3.4. Andlise Estatistica

Para determinar os niveis de significancia doafnmantos realizados com os neurbnios
da medula espinal no experimento vitro, e dos testes comportamentais dos animais
submetidos ao experimenia vivo, os dados foram submetidos aos testes de andise d
variancia ANOVA bifatorial com medidas repetidas para que os difese tratamentos
pudessem ser analisados em funcdo do decurso @mealizado, sendo este 24, 48, 72 e 96
horas nos experimentas vitro e 48 horas, 72 horas, 1, 2, 3, 4, 5, 6 semanasxpesimentos

in vivo.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimentan vitro

4.1.1 Obtengéo das Células de Schwann

As CS foram obtidas através de fragmentos do neiético, 0S quais permaneceram
em fase de explantes por 3-4 semanas. Foi obseruagldurante as duas primeiras semanas
desta fase, a grande maioria das células que raigravam fibroblastos. A partir desta etapa,
foi observada a migracdo mais intensa de CS, asguaitensificou até o término da quarta
semana coincidindo com o periodo em que os expladi® dissociados. A figura 1 demonstra
0s explantes e a migracao tanto de fibroblasto® aesrCS.

Uma semana depois da dissociacdo, as CS sdo sddsnetd tratamento com o
anticorpo Thy.1 com a finalidade de eliminar osdlidastos restantes, e ao término da terceira
semana de amplificacdo, as células estdo prontas geaem utilizadas nos experimentos
(Figura 2). Para nos certificarmos que a culturaC& possui um alto grau de pureza, foi
realizado a imunocitoquimica fluorescente com dcarpo da proteina S1p0a qual é

especifica para este tipo de célula (Figura 3).
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Figura 1: Microfotografias por contraste de fasereitroscépio invertido mostrando a migracéo de CS
(seta fina) e fibroblasto (seta grossa) a partreiplantes de fragmentos do nervo ciakco

Barras A e B = 3m
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Figura 2: Microfotografias por contraste de fasemgicroscopio invertido mostrando células de Schwann
cultivadas a partir do nervo ciatico do rato, ajpagamento para eliminar os fibroblastos. Barra8®wm , B= 10

um
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Figura 3: Microfotografia da marcacéo fluorescatdge CS com o anticorpo para a proteina S100.

Barra =10um.
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4.1.2 Efeito Mitogénico do PEDF sobre as Célulassdawann Cultivadas
A avaliacdo do efeito mitdgeno de diferentes formageculares do PEDF sobre as CS

foi realizada utilizando um decurso temporal deh®6as, utilizando-se os grupos controle,

NPEDF e coPEDF como demonstrado da Figura 4.

Células de Schwann

5_
Controle
4- NnPEDF
E=3 coPEDF

2x10°

24h 48h 72h 96h
Periodos

Figura 4: A figura mostra a média e o erro padarlise mitogénica das células de Schwann, &ratad

com o nPEDF ou o coPEDF

A andlise do efeito mitdgeno dos fatores coPEDPED¥F foi avaliada através do teste
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, o qualathstrou diferenca significativa em
relacdo ao tratamento [p<0,00(A(78,78)], ao tempo [p<0,000E(260,4)], assim como da

interacdo tempo versus tratamento [p<0,0089;084)]. A comparacdo dos grupos entre Si
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também foram analisadas através do teste ANOVAadevids com medidas repetidas onde as
seguintes comparacdes foram realizadas: ContreleBOF, Controle X coPEDF e nPEDF X

COPEDF. Os resultados obtidos estdo demonstradtasbea 1. A aplicacdo do pds-teste de
Bonferroni foi utilizada com a finalidade de anati®os grupos experimentais ao longo do

decurso temporal e os resultados estdo presentabeia 2.

GRUPOS

TRATAMENTO

TEMPO

INTERACAO TEMPO X TRATAMENTO

Controle X nPEDF

p<0,0001; F(393,6)

p<0,0001; F(533,9)

p<0,0001; F(45,13)

Controle X coPEDF

p<0,05; F(4,368)

p<0,0001; F(106,7)

nPEDF X coPEDF

p<0,0001; F(62,14)

p<0,0001; F(1146,1)

p<0,05; F(7,105)

Tabela 1: Andlise estatistica do Efeito MitbgendEDF sobre as células de Schwann realizada atravé

do teste ANOVA bifatorial com medidas repetidas

GRUPOS 24 horas 48 horas 72 horas 92 horas
Controle X nPEDF P<0,001 P<0,001 P<0,001
Controle X coPEDF
nPEDF X coPEDF P<0,001 P<0,001 P<0,001

Tabela 2: Resultado do poés-teste Bonferroni daisndlo efeito mitégeno de diferentes formas

moleculares do PEDF sobre as CS

4.1.3 Quantificacdo Esterologica dos Neurdnios attos

Os neurdnios cultivados e submetidos aos tratarmemimpostos foram quantificados
estereologicamente. Para tal propdsito, foi crimaia moldura composta por 315 pontosm
area definida de 3,15x1Qunf. Esta moldura foi projetada sobre as fotos dauuldos
neurdnios da medula espinal (Figura 4). Fotograéisadas dos diferentes tratamentos podem

ser analisadas a partir da Figura 5.
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Figura 5: Microfotografia por contraste de fase tnrawglo a moldura estereoldgica projetada sobre uma

das fotos retiradas da cultura dos neurénios daimedpinal.

O numero de prolongamentos por neurdnio foi dedirsittaves da somatéria do namero
de prolongamentos neuronais que atingiram um dowpala moldura e dividido pelo nimero
médio dos neurdnios existentes na foto. O tamaohmorpo neuronal foi calculado através da
somatoria dos pontos que fizeram interseccdo cotorpo dos neurdnios e dividido pelo
numero médio de neurbnios existentes na foto.

Através da andlise descrita acima, a cultura debnés da medula espinal submetida
aos diferentes tratamentos propostos, foi analisamlaque diz respeito ao numero de
prolongamentos por neurdnio, o tamanho do corpoonali e a quantidade de neurdnios

remanescentes ao longo do decurso temporal d®@haras.
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Figura 6: Microfotografia por contraste de fasstitando os diferentes tratamentos aplicados arautie
neurdnios da medula espinal no periodo de 96 h@aeM em A, MCCS em B, MC CS/nPEDF em C,
MCcoPEDF em D, nPEDF em E e coPEDF em F. Toddgass possuem barra = 30um, demonstrada na

figura F.
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4.1.3.1 Namero de Prolongamentos por Neurdnio

A figura 7 ilustra o nUmero de prolongamentos peurdnio definido através da quantificacéo

estereoldgica nos periodos de 24 a 96 horas apéd@do tratamento sugerido

Fibra Neuronal/Neurdnio

3000
Meio Neuronal
PN i\ Meio CS
2000- = == MCCS
e -] N g Il MC CS/nPEDF
= o

= MC CS/coPEDF
10 nPEDF
coPEDF

1000+

24h 48h 72h
Periodos

Figura 7: A figura mostra a média e o erro pad@a@mero de prolongamentos por neurdnio na cultura

de neurdnios da medula espinal. A andlise estiBINOVA de duas vias esta representada na tabeta 1

O namero de Prolongamentos por neurdnio em relagdogrupos experimentais foi
analisado através do teste estatistico Anova de vWilaa com medidas repetidas. Ao comparar
a variavel tempo versus tratamento, foi obtido rdiigas em relacdo ao tempo [p<0,0001;
F(433,6)], ao tratamento [p<0,00(A(282,7)] e interagdo tempo versus tratamento [BALO
F(29,17)].

Os grupos também foram analisados entre si atdhvésste ANOVA de duas vias com

36



medidas repetidas onde as seguintes comparac@as fealizadas: Meio Neuronal X Meio
CS, Meio CS X MCCS, Meio CS X MC CS/nPEDF, Meio BMC CS/coPEDF, MCCS X
MC CS/nPEDF, MCCS X MC CS/coPEDF, MC CS/nPEDF X MIS/coPEDF, Meio
Neuronal X nPEDF, Meio Neuronal X coPEDF, nPEDF X®PEDF, nPEDF X MC
CS/nPEDF, coPEDF X MC CS/coPEDF. Os resultado® egtéesentados na tabela 3. O pés-
teste Bonferroni foi aplicado com a finalidade dalsar os grupos experimentais ao longo do
decurso temporal utilizado e os resultados estawmdstrados na tabela 4.

Em relacdo aos prolongamentos neuronais observouMECS promoveu um efeito
de arborizacdo neuronal j& na fase aguda, efeiep gse se manteve durante todo o periodo
experimental. Os tratamentos da cultura de neuséoiom o MC CS/nPEDF ou MC
CS/coPEDF promoveu um efeito de arborizacdo nosdn@s cultivados visto em 24 horas
para o MC CS/nPEDF e 48 horas para o MC CScoPERRdgucomparados com o meio das
CS.

Apesar de o MCCS ter promovido um efeito de arlagép significativo nas culturas
de neurbnios visto ja em 24 horas, a partir dest®@o os tratamentos com o0 MC CS/nPEDF
e MC CS/coPEDF induziram um efeito arboritico nsggificativo do que o promovido pelo
MCCS puro.

O tratamento com nPEDF ou coPEDF exerceu efeiba#tiyps na cultura sobre a
arborizagdo dos prolongamentos de neurdnios cdtisjaconstatados a partir das primeiras 48
horas do cultivo celular, efeito este que se pgdandurante as 96 horas da analise. O
potencial de arborizacdo neuronal de cada um dosefaneurotroficos foi maior do que
agueles vistos pelo MC das células de Schwanmrai@db com cada um desses fatores.

O MCCS exerceu um efeito de arborizagdo agudo lengado. A potenciacdo deste
efeito foi vista pelo MCCS pré-tratadas com nPEDFEOPEDF a partir de 48 horas de analise.

O tratamento das culturas de neurbdnios com osefstoeurotréficos nPEDF ou coPEDF foi
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capaz de intensificar os efeitos observados peldcd3GPEDF e MC CS/coPEDF.

GRUPOS

TRATAMENTO

TEMPO

INTERACAO TEMPO X TRATAMENTO

Meio Neuronal X Meio CS

p<0,001;F(6,120)

Meio CS X MCCS

p<0,0001; F(165,4)

p<0,0001;F(22,76)

P<0,0001;F(4,278)

Meio CS X MC CS/nPEDF

p<0,0001; F(577,0)

p<0,0001;F(88,82)

P<0,0001;F(40,75)

Meio CS X MC CS/coPEDF

p<0,0001; F(728,0)

p<0,0001; F(126,9)

P<0,0001; F(60,24)

MCCS X MC CS/nPEDF

p<0,0001; F(61,71)

p<0,0001; F(73,84)

P<0,0001; F(10,93)

MCCS X MC CS/coPEDF

p<0,0001; F(66,30)

p<0,0001; F(91,67)

P<0,0001; F(15,38)

MC CS/nPEDF X

MC CS/coPEDF

p<0,0001; F(187,0)

Meio Neuronal X nPEDF

p<0,0001; F(641,6)

p<0,0001; F(87,32)

P<0,0001; F63,52)

Meio Neuronal X coPEDF

p<0,0001; F(821,5)

p<0,0001; F(116,6)

P<0,0001; F86,39)

nPEDF X coPEDF

p<0,0001; F(446,0)

nPEDF X MC CS/nPEDF

p<0,0001; F(28,85)

p<0,0001; F(238,0)

P<0,0001; F(5,661)

coPEDF X MC CS/coPEDF

p<0,0001; F(57,28)

p<0,0001; F(372,7)

P<0,0001; F(9,301)

Tabela 3: Analise Estatistica do numero de prolovegeaos por neurbnio realizada através do teste

ANOVA de duas vias com medidas repetidas.

GRUPOS 24 horas | 48 horas 72 horas 92 horas
Meio Neuronal X Meio CS
Meio CS X MCCS p<0,0001 | p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Meio CS X MC CS/nPEDF p<0,001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
Meio CS X MC CS/coPEDF p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
MCCS X MC CS/nPEDF p<0,001 p<0,001 p<0,001
MCCS X MC CS/coPEDF p<0,001 p<0,001 p<0,001
MC CS/nPEDF X
MC CS/coPEDF
Meio Neuronal X nPEDF p<0,001 p<0,001 p<0,001
Meio Neuronal X coPEDF p<0,001 p<0,001 p<0,001
NnPEDF X coPEDF
nPEDF X MC CS/nPEDF p<0,001 p<0,001
coPEDF X MC CS/coPEDF p<0,05 p<0,001 p<0,001

Tabela 4: Resultados do pds-teste Bonferroni doendimie prolongamentos por neurdnio
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4.1.3.2 Tamanho do Corpo Neuronal por/ Neurénio

A analise do corpo neuronal dentro do decurso teahpealizado estd demonstrada na

figura 8.

Pericaria/Neuronio
750+ _
1 Meio Neuronal
N Meio CS
500_ - { . m MCCS
~ il N H I MIC CS/nPEDF
o == MC CS/coPEDF
™ nPEDF
coPEDF

pm

24h 48h 72h
Periodos

Figura 8: A figura mostra a média e o erro paddtadhanho do corpo neuronal por neurénio na cultura

de neurdnios da medula espinal.

O tamanho do corpo neuronal por neurénio em relap@®ogrupos experimentais foi
analisado através do teste estatistico Anova de vWilaa com medidas repetidas. Ao comparar
a variavel tempo versus tratamento, foi obtido rdiigas em relacdo ao tempo [p<0,0001;
F(42,25)], ao tratamento [p<0,00(A(42,77)] e interagdo tempo versus tratamento [BALO
F(3,075)].

Os grupos também foram analisados entre si atdhvésste ANOVA de duas vias com
medidas repetidas onde as seguintes comparac@as fealizadas: Meio Neuronal X Meio

CS, Meio CS X MCCS, Meio CS X MC CS/nPEDF, Meio E3IC CS/coPEDF, MCCS X
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MC CS/nPEDF, MCCS X MC CS/coPEDF, MC CS/nPEDF X MIScoPEDF, Meio
Neuronal X nPEDF, Meio Neuronal X coPEDF, nPEDF oPEDF, nPEDF X MCnPEDF,
coPEDF X MCcoPEDF. Os resultados estdo apresentadtabela 5. O pds-teste Bonferroni
foi aplicado com a finalidade de analisar os grupgperimentais ao longo do decurso
temporal utilizado e os resultados estdo demorwstrad tabela 6.

Em relacdo ao tamanho do corpo neuronal, o MCG38ngveu um efeito tréfico no
corpo neuronal dos neurbnios cultivados quando acexi® com o meio D-10M, efeito este
gue foi potencializado parcialmente pelo MC CS/nPEB o MC CS/coPEDF partir de 72
horas do tratamento.

Ao comparar o tratamento com nPEDF ou coPEDF comio neuronal, foi observado
gue esses fatores neurotroficos exerceram efaitsityps sobre o trofismo do corpo neuronal,
constatados a partir das primeiras 48 horas daveuielular, efeito este que se prolongou
durante as 96 horas da analise. O potencial desrmrofdo corpo neuronal de cada um dos
fatores neurotréficos foi maior do que aquelesogigielo MC das células de Schwann pré-
tratado com cada um desses fatores, onde foi cdenvma resposta mais tardia, a partir de

72horas quando comparados com 0 meio neuronal.
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GRUPOS

TRATAMENTO

TEMPO

INTERACAO TEMPO X TRATAMENTO

Meio Neuronal X Meio CS

p<0,05;F(4,416)

Meio CS X MCCS

p<0,05; F(7,007)

p<0,0001;F(4,229)

Meio CS X MC CS/nPEDF

P<0,0001; F(54,96)

p<0,0001;F(9,824)

Meio CS X MC CS/coPEDF

P<0,0001; F(47,98)

p<0,0001; F(12,18)

p<0,05; F(3,807)

MCCS X MC CS/nPEDF

p<0,001; F(15,09)

p<0,0001; F(11,00)

MCCS X MC CS/coPEDF

p<0,001; F(12,93)

p<0,0001; F(12,95)

MC CS/nPEDF X

MC CS/coPEDF — p<0,0001; F(28,88) —

Meio Neuronal X nPEDF P<0,0001; F(54,09) p<0,01; F(5,882) p<0,001; F6,862)

Meio Neuronal X coPEDF P<0,0001; F(54,66) p<0,01; F(5,547) p<0,01; F6,411)

NPEDF X coPEDF _ p<0,0001; F(60,82) —

nPEDF X MC CS/nPEDF P<0,0001; F(41,47) | p<0,0001; F(39,42) p<0,05; F(3,750)

coPEDF X MC CS/coPEDF P<0,0001; F(40,50) p<0,0001; F(41,83) —

Tabela 4: Analise Estatistica do tamanho do comqoonal realizada através do teste ANOVA de duas

vias com medidas repetidas.

GRUPOS 24 horas 48 horas | 72 horas | 92 horas
Meio Neuronal X Meio CS
Meio CS X MCCS
Meio CS X MC CS/nPEDF p<0,001 P<0,001
Meio CS X MC CS/coPEDF p<0,001 P<0,001
MCCS X MC CS/nPEDF
MCCS X MC CS/coPEDF
MC CS/nPEDF X
MC CS/coPEDF
Meio Neuronal X nPEDF p<0,001 | p<0,001 P<0,001
Meio Neuronal X coPEDF p<0,001 P<0,001
nPEDF X coPEDF
nPEDF X MC CS/nPEDF p<0,01 p<0,01 P<0,01
coPEDF X MC CS/coPEDF p<0,001 p<0,01 P<0,05

Tabela 5: Resultados do pés-teste Bonferroni datéum do corpo neuronal
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4.1.3.3 Numero de Neurbnios Remanescentes

A figura 9 ilustra o nimero de neurdnios remanegssetiurante o periodo da realizacao

da cultura dos neurénios da medula espinal

Numero de Neurdnios

7.5
=1 Meio Neuronal

I Meio CS
I B MCCS
I MC CS/nPEDF
=3 MC SC/coPEDF
[0 nPEDF
coPEDF

48h 72h
Periodos

Figura 9: A figura mostra a média e o erro padrdadmero de neurdnios na cultura de neurénios da

medula espinal

O numero de neurdnios remanescentes da culturew®mo da medula espinal de
neonatos foi analisado através do teste estati8hif@VA bifatorial com medidas repetidas e
demonstrou diferengas em relagao ao tratament@,[p301;F (5,301)] e ao tempo [p< 0,001;
F (23,74)].

Os grupos também foram analisados entre si atdhvésste ANOVA de duas vias com

medidas repetidas onde as seguintes comparac@as fealizadas: Meio Neuronal X Meio

42



CS, Meio CS X MCCS, Meio CS X MC CS/nPEDF, Meio BRMC CS/coPEDF, MCCS X
MC CS/nPEDF, MCCS X MC CS/coPEDF, MC CS/nPEDF X MIScoPEDF, Meio
Neuronal X nPEDF, Meio Neuronal X coPEDF, nPEDF oPEDF, nPEDF X MCnPEDF,
coPEDF X MCcoPEDF. Os resultados estdo apresentadtabela 7. O pds-teste Bonferroni
foi aplicado com a finalidade de analisar os grupgperimentais ao longo do decurso
temporal utilizado e os resultados estdo demorwstrad tabela 8.

Através dos resultados obtidos, pode-se dizer geeas 0 MC CS/coPEDF resultou
em um efeito neuroprotetor, embora modesto, sabreearonios cultivados a partir da medula
espinal de ratos neonatos. A andlise da culturanelgdnios com 0s outros tratamentos

propostos nao resultaram em um efeito neuroprosajaificativo para essas células.

GRUPOS TRATAMENTO TEMPO INTERACAO TEMPO X TRATAMENTO
Meio Neuronal X Meio CS — p<0,01;F(5,610) —
Meio CS X MCCS — p<0,0001;F(9,864) —
Meio CS X MC CS/nPEDF — p<0,0001;F(16,21) —

Meio CS X MC CS/coPEDF | P<0,0001; F(24,28) p<0,0001; F(12,86) —

MCCS X MC CS/nPEDF — p<0,0001; F(11,68) —

MCCS X MC CS/coPEDF P<0,0001; F(23,09) p<0,0001; F(9,257) —

MC CS/nPEDF X

MC CS/coPEDF p<0,01; F(10,63) p<0,0001; F(15,07) —
Meio Neuronal X nPEDF — p<0,05; F(2,949) —
Meio Neuronal X coPEDF — p<0,05; F(3,284) —
nPEDF X coPEDF — p<0,05; F(4,309) —
nPEDF X MC CS/nPEDF — p<0,001; F(9,129) —
COPEDF X MC CS/coPEDF p<0,05; F(4,330) p<0,001; F(7,969) —

Tabela 6: Analise Estatistica do nimero de neusdrémanescentes realizada através do teste ANOVA

de duas vias com medidas repetidas.
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GRUPOS 24 horas 48 horas | 72 horas | 92 horas

Meio Neuronal X Meio CS

Meio CS X MCCS

Meio CS X MC CS/nPEDF

Meio CS X MC CS/coPEDF p<0,05 p<0,05

MCCS X MC CS/nPEDF

MCCS X MC CS/coPEDF p<0,01 p<0,05

MC CS/nPEDF X

MC CS/coPEDF

Meio Neuronal X nPEDF

Meio Neuronal X coPEDF

nPEDF X coPEDF

nPEDF X MC CS/nPEDF

coPEDF X MC CS/coPEDF

Tabela 7: Resultados do pés-teste Bonferroni doendmie neurdnios remanescentes

4.2 Experimentan vivo

4.2.1 Lesao Medular Contusa

Os parametros obtidos pelo sistema Impactor demayast uma homogeneidade entre

0s grupos, evidenciado pela auséncia de diferestgdistica entre os grupos (Tabela 9). As

curvas representativas da trajetéria da queda do pe impactor estdo demonstradas na

Figura 10 .
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Imp V Cd Cr

CONTUSA 0.659+0.005 1.284+0.106 0.209+0.057
CS 0.669+0.006 1.184+0.022 0.176+0.024
MCCS 0.666+0.006 1.197+0.088 0.189+0.045
CS/nPEDF 0.668+0.007 1.254+0.155 0.157+0.019
MC CS/nPEDF 0.654+0.007 1.003+0.061 0.122+0.013
nPEDF 0.653+0.006 1.170+0.074 0.132+0.014
CoPEDF 0.660+0.004 1.225+0.203 0.117+0.023

P value 0.7169 0.2596 0.2504

Tabela 8: Médias e e.p.m dos pardmetros da les@olanecontusa registrados pelos parédmetros do
Impactor: Velocidade do impactor (Imp V), Compress&édular (Cd) e Taxa de Compressdo Medular (CEr A
€ obtida através da divisdo do Cd pelo tempo dgoessdo medular Segundo o teste ANOVA de umaosia,

grupos nao diferiram entre si. Valores de p espresentados na tabela.
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Impactor Ht Vertebra Ht
25.0 mm drop Cord Surface  Uelocity

pa
4 MVelocity

-0.698 mrs

o 10 20 30 40 50 &0 70 &0 a0 10}

Time (ms)

Figura 10: Parametros registrados pelo impaatistriindo as curvas de velocidade, do posicionamento
do impactor e o ponto de impacto do peso na medutpueda do peso de 10g sobre a medula espinastexpo

ocorreu a partir da distdncia de 25 mm, o que teniaa uma lesao de intensidade moderada.

4.2.2 Analise Comportamental BBB

Os animais que foram submetidos ao trauma medolatuso foram avaliados e a
evolucdo comportamental desses animais esta denadasta figura 11

A andlise da recuperagdo comportamental dos aniesdgos e submetidos a diversos
tipos de tratamento foi realizada pelo teste asiati Anova de duas vias com medidas
repetidas, onde observou-se um efeito significatioque diz respeito ao tratamento [p<
0,0001; F(261,2)] ao tempo [p< 0,000F(49,86)], assim como a interagdo tempo versus
tratamento [p< 0,000E(1,949)].

Os grupos também foram analisados entre si atdhvésste ANOVA de duas vias com

medidas repetidas onde as seguintes comparac@es fealizadas: Contusa X CS, Contusa X
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CSnPEDF, Contusa X MCCS, Contusa X MC CS/nPEDF,tt3anX nPEDF, Contusa X
coPEDF, CS X CSnPEDF, CS X MCCS, CS X MC CS/nPED% X nPEDF, CS X coPEDF,
CSnPEDF X MC CS/nPEDF, CSnPEDF X nPEDF, MCCS X MS/MPEDF, MCCS X
nPEDF, MC CS/nPEDF X nPEDF, nPEDF X coPEDF. Osltados estdo apresentados na
tabela 10. O pés-teste Bonferroni foi aplicado canfinalidade de analisar os grupos
experimentais ao longo do decurso temporal utibzads resultados estdo demonstrados na

tabela 11.
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25+ SHAM
—— CONTUSA
20 P
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Figura 11: A figura mostra as médias e o e.p.mindises do BBB dos ratos nos grupos experimentais.

Os animais receberam cirurgia simulada (contraldps@o medular contusa de intensidade moderadéveloT -

10 pelo NYU Impactor.
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GRUPOS

TRATAMENTO

TEMPO

INTERACAO TEMPO X
TRATAMENTO

Contusa X CS

p<0.0001 F(75.63

p<0.0001 F(41.31)

p<0.01 F(3.682)

Contusa X CS/nPEDF

p<0.0001 F(20.30)

Contusa X CS/coPEDF

p<0.001 F(12.52

p<0.0001 F(15.78)

Contusa X MCCS

p<0.01 F(9.225)

p<0.0001 F(12.86)

Contusa X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(44.1¢

p<0.0001 F(26.90)

Contusa X MC CS/coPEDF

p<0.05 F(6.475)

p<0.0001 F(8.354)

Contusa X nPEDF

p<0.0001 F(26.51

p<0.0001 F(13.65)

Contusa X coPEDF

p<0.0001 F(106.2

p<0.0001 F(30.38)

p<0.001 F(4.514)

CS X CS/nPEDF

p<0.0001 F(30.80

p<0.0001 F(35.75)

CS X CS/coPEDF

p<0.01 F(7.628)

p<0.0001 F(27.83)

CS XMCCSs

p<0.05 F(6.592)

p<0.0001 F(20.90)

CS X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(45.29)

CS X MC CS/coPEDF

p<0.001 F(8.059)

p<0.0001 F(15.06)
)

CS X nPEDF

p<0.0001 F(23.24)

CS X coPEDF

p<0.01 F(11.21)

p<0.0001 F(58.66)

CS/nPEDF X CS/coPEDF

p<0.0001 F(13.37)

CS/nPEDF X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(17.24

p<0.0001 F(22.58)

CS/nPEDF X nPEDF

p<0.01 F(10.26)

p<0.0001 F(11.45)

CS/coPEDF X MC CS/coPEDH

p<0.0001 F(6.299)

CS/coPEDF X coPEDF

p<0.0001 F(20.74

p<0.0001 F(21.47)

MCCS X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(14.46)

MCCS X MC CS/coPEDF

p<0.0001 F(5.086)

MCCS X nPEDF

p<0.0001 F(8.236)

MCCS X coPEDF

p<0.0001 F(17.09

p<0.0001 F(15.99)

CS/nPEDF X MC CS/coPEDF

p<0.05 F(4.583)

p<0.0001 F(10.26)

MC CS/nPEDF X nPEDF

p<0.0001 F(15.33)

MC CS/coPEDF X coPEDF

p<0.0001 F(18.24

p<0.0001 F(11.54)

nPEDF X coPEDF

p<0.05 F(4.267)

p<0.0001 F(17.79)

Tabela 9: Analise Estatistica do teste comportaah@BB realizada através do teste ANOVA de duas

vias com medidas repetidas.
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GRUPOS

48 hs

72 hg

1sen.

2 sem.

3se

4 sq

59

end sem.

Contusa X CS

*kk

*%

*kk

**

Contusa X CS/nPEDF

Contusa X CS/coPEDF

Contusa X MCCS

Contusa X MC CS/nPEDF

*%

**

Contusa X MC CS/coPEDF

Contusa X nPEDF

*%

Contusa X coPEDF

*kk

*%

*kk

*%

*%

CS X CS/nPEDF

*%

CS X CS/coPEDF

CS XMCCSs

CS X MC CS/nPEDF

CS X MC CS/coPEDF

CS X nPEDF

CS X coPEDF

CS/nPEDF X CS/coPEDF

CS/nPEDF X MC CS/nPEDF

CS/nPEDF X nPEDF

CS/coPEDF X MC CS/coPEDF

CS/coPEDF X coPEDF

MCCS X MC CS/nPEDF

MCCS X MC CS/coPEDF

MCCS X nPEDF

MCCS X coPEDF

CS/nPEDF X MC CS/coPEDF

MC CS/nPEDF X nPEDF

MC CS/coPEDF X coPEDF

nPEDF X coPEDF

Tabela 10: Resultados do pos-tested@omfi do teste comportamental BBB
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Resumidamente pode-se observar nas tabelas e fitb grée os animais lesados que
receberam inoculacdo das CS, do meio condicionaddC& pré tratadas com nPEDF, assim
como o fator nPEDF puro apresentaram uma maiorupgéb do indice BBB quando
comparado com o grupo contusa. Esse efeito foramalis significativo com a inoculacao do
fator neurotréfico coPEDF, onde observa-se que wisnas tratados com esse fator
apresentaram uma pontuacao elevada a partir deipgisemana pés operatoéria, se estendendo

ao longo de todo decurso temporal.

4.2.3 Analise Comportamental CBS

O CBS é um teste comportamental sensério-motopqasui uma escala involutiva. A
avaliagdo dos animais submetidos ao trauma corguasvaliados através deste teste esta
demonstrada na figura 11.

A anadlise do teste comportamental CBS foi realizaela teste estatistico ANOVA de
duas vias com medidas repetidas. Os resultadosanasin diferencas em relacdo ao tratamento
[p<0,0001;F(165,0)], ao tempo [p<0,000E(79,66)] e a interacdo tratamento versus tempo
[p<0,0001;F(3,133)].

Os grupos também foram analisados entre si atdvésste ANOVA de duas vias com
medidas repetidas onde as seguintes comparac@es fealizadas: Contusa X CS, Contusa X
CSnPEDF, Contusa X MCCS, Contusa X MC CS/nPEDF,t@3anX nPEDF, Contusa X
coPEDF, CS X CSnPEDF, CS X MCCS, CS X MC CS/nPED% X nPEDF, CS X coPEDF,
CSnPEDF X MC CS/nPEDF, CSnPEDF X nPEDF, MCCS X MS/MPEDF, MCCS X
nPEDF, MC CS/nPEDF X nPEDF, nPEDF X coPEDF. Osltados estdo apresentados na
tabela 12. O pés-teste Bonferroni foi aplicado canfinalidade de analisar os grupos
experimentais ao longo do decurso temporal utibzads resultados estdo demonstrados na

tabela 13.
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Figura 11: A figura mostra as médias e o e.p.minldises do CBS dos ratos nos grupos experimentais.
Os animais receberam cirurgia simulada (contraldps@o medular contusa de intensidade moderadéveloT -

10 pelo NYU Impactor.
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GRUPOS TRATAMENTO TEMPO INTERACAO TEMPO X

TRATAMENTO

Contusa X CS

p<0.0001 F(59.54) p<0.001 F(4.382)

p<0.0001 F(83.74)

Contusa X CS/nPEDF

p<0.05 F(5.067)

p<0.0001 F(48.70)

Contusa X CS/coPEDF

p<0.001 F(13.64)

p<0.0001 F(22.29)

Contusa X MCCS

p<0.0001 F(26.92)

p<0.0001 F(25.79)

Contusa X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(68.73)

p<0.0001 F(56.22)

p<0.001 F(3.899

Contusa X MC CS/coPEDF

p<0.05 F(6.629)

p<0.0001 F(17.25)

Contusa X nPEDF

p<0.0001 F(55.18)

p<0.0001 F(15.66)

p<0.01 F(2.862)

Contusa X coPEDF

p<0.0001 F(207.1)

p<0.0001 F(44.74)

p<0.0001 F@).33

CS X CS/nPEDF

p<0.0001 F(17.19)

p<0.0001 F(68.32)

CS X CS/coPEDF

p<0.05 F(5.015)

p<0.0001 F(36.01)

p<0.0001 F(5.478)

CS XMCCSs

p<0.0001 F(38.02)

CS X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(77.77)

CS X MC CS/coPEDF

p<0.01 F(8.577)

p<0.0001 F(28.41)

p<0.0001 F(6.407)

CS X nPEDF

p<0.05 F(5.370)

p<0.0001 F(25.27)

p<0.0001 F(5.735)

CS X coPEDF

p<0.0001 F(43.05)

p<0.0001 F(63.40)

p<0.0001 FE0.1

CS/nPEDF X CS/coPEDF

p<0.0001 F(20.11)

p<0.05 F(2.264)

CS/nPEDF X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(23.98)

p<0.0001 F(46.48)

CS/nPEDF X nPEDF

p<0.0001 F(21.92)

p<0.0001 F(14.08)

p<0.05 F(2.820)

CS/coPEDF X MC

CS/coPEDF

p<0.0001 F(6.631)

CS/coPEDF X coPEDF

p<0.0001 F(49.91)

p<0.0001 F(18.77)

p<0.05 F(2.137)

MCCS X MC CS/nPEDF

p<0.0001 F(26.94)

MCCS X MC CS/coPEDF

p<0.05 F(4.094)

p<0.0001 F(8.861)

MCCS X nPEDF

p<0.0001 F(9.707)

MCCS X coPEDF

p<0.001 F(15.86)

p<0.0001 F(20.08)

CS/nPEDF X MC CS/coPED

p<0.001 F(13.29)

p<0.0001 F(19.07)

p<0.001 F(3.943)

MC CS/nPEDF X nPEDF

p<0.0001 F(18.08)

p<0.05 F(2.726)

MC CS/coPEDF X coPEDF

p<0.0001 F(54.77)

p<0.0001 F(14.23)

p<0.05 F(2.161)

nPEDF X coPEDF

p<0.05 F(4.312)

p<0.0001 F(15.22)

Tabela 11: Analise Estatistica do teste comport&h€&@BS realizada através do teste ANOVA de duas

vias com medidas repetidas.
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GRUPOS

48 hs

72 hg

1sen.

2 sern

n.

3se

4 sq

59

end sem.

Contusa X CS

*kk

*kk

*kk

Contusa X CS/nPEDF

Contusa X CS/coPEDF

Contusa X MCCS

*%

Contusa X MC CS/nPEDF

*%

*k*k

*kk

Contusa X MC CS/coPEDF

Contusa X nPEDF

*%

*k*k

*%

Contusa X coPEDF

*%

*kk

*%

*kk

CS X CS/nPEDF

CS X CS/coPEDF

**

CS XMCCSs

CS X MC CS/nPEDF

CS X MC CS/coPEDF

*k*k

CS X nPEDF

*%

**

CS X coPEDF

*kk

CS/nPEDF X CS/coPEDF

CS/nPEDF X MC CS/nPEDF

CS/nPEDF X nPEDF

*kk

CS/coPEDF X MC CS/coPEDF

CS/coPEDF X coPEDF

*kk

*%

MCCS X MC CS/nPEDF

MCCS X MC CS/coPEDF

MCCS X nPEDF

MCCS X coPEDF

CS/nPEDF X MC CS/coPEDF

*%

MC CS/nPEDF X nPEDF

MC CS/coPEDF X coPEDF

*%

**

*kk

nPEDF X coPEDF

Tabela 12: Resultados do pds-teste Bonferroniste tomportamental CBS
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A andlise estatistica do teste comportamental EB@uito semelhante ao teste BBB,
onde os animais que foram inoculados com CS, MCSI@ré-tratadas com nPEDF, e o fator
puro coPEDF obtiveram menor déficit funcional quamdmparados com o grupo contusa.
Apesar de o fator nPEDF puro ter promovido umagmrduacédo no indice BBB, 0 mesmo ndo

se repete no CBS.
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5. DISCUSSAO

Durante a embriogénese e o periodo pds-natal, mesré células gliais interagem no
desenvolvimento e diferenciacdo de células nervdsagso no SNP como no SNC, as células
gliais possuem um papel importante na constitudgiam substrato favoravel para as células
neuronais, assim como, inUmeras moléculas seceepad@s neurdnios, também influenciam a
sobrevida e a diferenciacao das CS.

O presente estudo objetivou a avaliagdo do potemgjanerativo e trofico das CS e do
fator neurotrofico PEDF sobre os neurbnios da naedspinal através da cultura destas células
in vitro assim como no modelo experimental da lesdo medatdusan vivo.

Apesar das células de Schwann serem responsavaismiginizacdo dos axdnios
periféricos, ja foi demonstrado o grande potendéssas células na regeneracdo do SNC ndo
somente através da mielinizacdo de axbnios centoai® também através da producdo de
moléculas tréficas importantes para o processonsrgdvo e tréfico deste 6rgao (Oudega,
2007).

Foi visto por Ullian et al.,, (2004) que as CS oweau meio condicionado estao
envolvidos na formacao de sinapses entre neurdlaiosedula espinal. Nesta mesma linha de
estudos, foi demonstrado que o MCCS promove a fgmaindptica entre neurdnios motores
e musculares d&Xenopus in vitro(Peng et al., 2003) e que o produto secretivo das C
influéncia a formacéade sinapses na jun¢ao neuromuscular (Lin et @020

No presente estudo foi demonstrado que o MCCS exeaum efeito de arborizagéo
agudo e prolongado sobre a cultura de neurdniosethla espinal, comprovando que de fato,
a secrecao de moléculas tréficas pelas CS podeeséfica para o desenvolvimento neuronal.
Ao observarmos os grupos controles, meio neuronaie das CS, foi visto que os neurbnios

medulares em cultura possuem habilidade extrirdedarmarem prolongamentos dendriticos,
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assim como de manter o trofismo de seus corpokapedue que, portanto, o produto secretado
pelas CS pode ser considerado uma fonte extrimdecsinalizacdo plastica aos neurdnios
medulares.

De fato, Pellitteri et al, (2006) demonstrou em-cotiuras de neurdnios
glutamatérgicos e CS, que estas células promove&ansomente a sobrevida neuronal, como
também seu crescimento dendritico e axonal. Fargado pelo grupo gque 0s ramos axonais
cresciam em direcdo a cultura de CS, indicando wofisino particular da arborizagdo
dendritica em relacdo a essas células.

Assim a habilidade das CS em promover efeitosiptse tréficos sobre a cultura de
neurdnios € mediada através de moléculas soliMeisentanto, a identificacdo dos fatores
secretados pelas CS é de extrema valia para odém&mo do mecanismo pelo qual estas
células induzem os fendmenos plasticos observagkie em outros estudos prévios.

O PEDF é um fator neurotrofico que esta presentantiel o desenvolvimento de
mamiferos atuando em diferentes 6rgaos, como masscilllidos bioldgicos, e no SNC, onde
age preferencialmente nas células ependimariass eneurénios motores da medula espinal.
Este fator neurotrofico possui um importante papelsobrevivéncia e manutencdo desses
neurdnios ndo somente durante o desenvolvimerabdemo também na vida pés-natal (Wu
and Becerra, 1996; Tombram-Tink et al., 1996; Béakl., 1999).

O estudo de Crawford et al. (2001) demonstrou guatar neurotréfico PEDF é
secretado pelas CS possuindo um efeito anti-agopté relacdo a essas células. Utilizando
um método que induz a apoptose das CS, os auteresndtraram que a adicdo do PEDF no
meio de cultura dessas células, além de promoyeotacdo das CS, também estimulou sua
diviséo.

O efeito mitdgeno do PEDF sobre as CS também fobdstrado no presente trabalho,

onde se observou que os fatores nPEDF e coPEDBeapaen um efeito mitdgeno sobre a
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cultura de CS em relagdo ao grupo controle, efeste que foi intensamente potencializado
pelo fator nPEDF a partir de 48 horas do tratameatestendendo ao longo de todo decurso
temporal.

E importante ressaltar que neste trabalho foizat#id duas isoformas do fator
neurotréfico PEDF, e que apesar das mesmas passairenesma sequéncia protéica, o
cOPEDF possui a fusdo de um n terminal em sua agadipeptidica. Este fato pode levar a
algumas mudancas na conformacdo da proteina arad#teigacdo desta molécula com seu
receptor, fato este que poderia justificar pequeifasencas entre o nPEDF e o coPEDF.

A habilidade do PEDF em estimular o crescimento @8spode ser importante no
processo regenerativo do SNC, visto que essasasélavorecem a regeneracdo axonal, além
de serem consideradas fonte natural de fatorestméficos (Cheng et al 1998). A inoculacdo
das CS pré-tratadas com o PEDF na medula espsaldegpode ser uma maneira de favorecer
a sobrevivéncia dessas células, assim como permute as mesmas se multipliquem
potenciando o seu suporte trofico.

Além de estimular a divisdo das CS, o PEDF també&td envolvido com a
neuroprotecao e diferenciagdo neuronal. Foi demadwstpor Houenou et al. (1999) que o
PEDF promoveu a sobrevivéncia e a diferenciagdes¢omento neuritico) de neurdnios
motores da medula espinal do embrido da galinhan€snos autores também demonstraram
que o PEDF é transportado retrogradamente e prevemnorte e a atrofia dos neurdnios
motores de camundongos neonatos apds a axotomia.

Os resultados apresentados no presente trabalhondraram o efeito neurotréfico do
PEDF sobre os prolongamentos neuronais de neurdaiosedula espinah vitro. Apesar da
arborizacdo também ter sido observado com o tra@meéa cultura com o MCCS, esse
fendmeno foi potencializado com a utilizacdo do MECCS pré-tratadas com o PEDF, sendo

ainda mais significativo com a utilizacdo do fapuro (na auséncia das CS). A partir dos
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dados observados, pode-se dizer que os neurdniosedala espinal sdo responsivos ao
produto de secrecdo das CS, resposta esta que ggodamplificada com manipulacdo
especifica dessas células. Porém, o efeito magmi@oho que se diz respeito a arborizagcédo dos
neurdniosin vitro, pode ser conseguido pela identificacdo de fatoeesotroficos com agbes
importantes a estes neurdnios como é o caso do.PEDF

Os mecanismos da ac¢ao neuroplastica do PEDF eisisade sinalizacdo ainda ndo séo
conhecidos. Bilak et al., (2002) demonstrou que EDIP estd amplamente distribuido na
medula espinal e que os neurdnios motores possemaptores especificos e de alta afinidade
para o PEDF em sua superficie celular, sendo assiigacdo da molécula PEDF com seu
receptor pode dar inicio a uma cascata de eveatosprotetores. Outra teoria vigente, é que o
PEDF possua ac¢des neutroficas através da moduiletcécelular do célcio (Taniwaki et al.,
1997), ou através da sintese e liberagcdo de diatiares neurotréficos e/ou neurotransmissores
(Bilak et al., 2002).

Foi demonstrado por Yabe et al.,, (2001) que o PREfegeu culturas de neurdnios
cerebelares através do aumento dos niveis de RN#nfadlores BDNF, NGF e GDNF. De
fato, o efeito plastico da cultura de neurdnios uees observado no presente estudo pode ter
ocorrido através da presenca do PEDF, o qual estasoCS a secretarem diferentes fatores
neurotréficos resultando em uma maior arborizag@oddtica e no aumento trofismo dos
corpos celulares das culturas que receberam asiengnto.

No entanto, ainda € necessario que seja investigaaie as moléculas produzidas pelas
CS, estimuladas pelo PEDF, exercem os efeitosctr®faos neurbnios medulares descritos
pioneiramente neste trabalho. Tal analise estéoseadizada no nosso laboratoério através de
técnicas de Western Blot.

Diversos trabalhos existentes na literatura descaew 0 efeito neuroprotetor do PEDF

sobre neurbnios da medula espinal, este fatoreestévido com o efeito neuroprotetor destes
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neurdnios contra a excitotoxidade glutamatérgicaleesituacdes que induzem a apoptose
(Bilak et al., 1999; Houeneou et al., 1999; Bilak a., 2002). No entanto, este efeito
neuroprotetor ndo foi observado na cultura de meastrealizada neste trabalho, a ndo ser um
modesto efeito do MC CS/coPEDF.

Uma possivel explicacdo desse resultado é o fatqueéeos trabalhos prévios que
demonstraram a atividade neuroprotetora do PEOERaeam cultura de neurbnios associada a
uma situacao de dano celular como a excitotoxigadepoptose induzida. Bilak et al. (1999)
relataram que PEDF age preferencialmente na seBraia de células que estdo em
sofrimento, possuindo pouca agéo sobre os neurgadss.

Os experimentom vivo realizados no presente estudo, tiveram como pahobjetivo
analisar o potencial do PEDF em aumentar a eficd@saCS inoculadas na lesdo contusa da
medula espinal do rato na recuperacao do compomntameotor do animal.

Para o desenvolvimento de uma abordagem efetidasd@ medular, € imperativo o
uso de modelos de lesdo clinicamente relevantesteNeabalho as lesdes contusas na medula
espinal foram produzidas através do NYU Impactoqual produz lesGes de intensidade
graduada através da queda de um peso de 10g ndanesginal. O Impactor comprime a
medula ao cair de uma distancia precisa por unocperiodo de tempo. A razdo mais
importante para a utilizacdo deste sistema é deaddfato de que a sequéncia patologica dos
eventos induzidos por esse sistema é muito sentelaarobservado nos seres humanos.

A lesdo contusa de intensidade moderada permite aqumalise da resposta de
regeneracdo axonal seja complexa devido a presknegx6nios remanescentes. Além disto,
este tipo de modelo experimental de lesdo medussilpilita a avaliacdo das caracteristicas
neuroprotetivas dos tratamentos efetuados e a caegsdio delas sobre a recuperacao
comportamental (Young, 2002).

As avaliacbes pelos testes comportamentais revejam as lesdes contusas de
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intensidade moderadas e intensas provocam déseitsorios-motores semelhantes. Porém,
foram encontradas fibras remanescentes com magiidncia nas lesbes de intensidade
moderada (25 mm) do que nas les@es intensas (50 Beattie et al., 1997). Além disto, nosso
laborat6rio demonstrou recentemente que a lesaenada oferece uma janela terapéutica para
a neuroprotecao, ja que o decurso temporal da degemeragcdo apos esta intensidade € mais
lento que aquele deflagrado pelas les6es maissasgiiAndrade et al., 2008).

A inoculacdo de CS é uma terapia que parece se&xz o remielinizar a medula
espinal apds um processo de demielinizacdo, semmsplante destas células uma aplicacédo
terapéutica para o reparo do SNC (Baron-Van et%l7; Lavdas et al, 2008). ApGs lesdo do
tecido nervoso as CS ativam programas intracelilpega a producédo de diversos FNT e
moléculas da matriz extracelular, os quais supodaegeneracdo dos axbénios lesados. Em um
estudo comparativo, a implantagcdo de CS na medpiaa lesada em ratos adultos mostrou
uma maior habilidade de regeneracdo axonal, asemmo,cuma melhora significativa da
locomogéo dos membros posteriores quando comparameulacdo de células embanhadoras
do bulbo olfatério (OEG) (Takami et al., 2002).

Outro aspecto importante a favor das CS € o fassadecélulas poderem ser obtidas
facilmente e em grande quantidade. Ainda, no futasoCS podem ser obtidas através de um
pequeno fragmento de nervo de um paciente lesadalangserem isoladas e amplificadas
vitro em um curto periodo de tempo. Essas células pmderé&ntdo utilizadas em transplantes
autologos, que minimizam a rejei¢cdo imunologicaidgdantes celulares.

A andlisein vivo demonstrou que todos os animais manifestarara tecuperacdo
comportamental espontédnea apés a lesdo medularseoctmo foi demonstrado por Basso et
al. (1996). O tratamento do trauma contuso da raedspinal com as CS continua causando
um efeito positivo sobre a recuperacdo do BBB €B8 como descrito na literatura (Paino et

al.,, 1994; Xu et al.,, 1995, 1997, 1999; Guest gt 97; Takami et al 2002) efeito este
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reproduzido com intensidade um pouco menor pelo BI@Co fator nPEDF e intensificado
pelo fator coPEDF.

Alguns autores j& investigaram a combinacdo dedatneurotréficos juntamente com
as CS no trauma medular espinal. Rabchevski €1999) demonstraram que o FGF-2 foi
capaz de aumentar a capacidade das CS em repareduda espinal lesada, levando a uma
melhora comportamental. A combinacdo das CS comeasofinas BDNF e NT-3 também
resultaram em melhora comportamental apés a heinilesedular no estudo realizado por
Bamber et al. (2001).

O presente estudo investigou se a presenca dasrdée formas moleculares do fator
neurotrofico PEDF associado ou ndo as CS, assino @dmeio condicionado dessas células
foi capaz de induzir recuperacdo comportamentalatomais lesados. Foi visto que as CS
tratadas com o fator neurotréfico nPEDF e inocudade local da lesdo prejudicou
parcialmente o efeito visto pelas CS sozinhas,etnto, a utilizagdo do MC CS/nPEDF
produziu um efeito temporal consideravelmente beogfndicando que existe a necessidade
de um tempo prévio necessario para que estas s@udaativadas pelo nPEDF pudessem
produzir os elementos para a promoc¢do na fase atpglaventos necessario para aumentar a
recuperacdo comportamental observada.

A inoculacao do fator neurotréfico NnPEDF puro destoou um efeito temporal muito
semelhante ao MC CS/nPEDF, ja a inoculacdo do BEDF parece produzir uma taxa de
recuperagcdo comportanental superior a inoculacd@€8ade fato, os animais que receberam a
inoculagdo do coPEDF adquiriram coordenagdo maiosamovimentos a partir da segunda
semana do inicio do tratamento.

O produto secretado pelas CS ja foi previamentgdadb por Peng et al. (2003). Os
autores sugerem que o0 MCCS promove efeito um er&@as axbnios, assim como aumenta a

liberagdo de neurotansmissores em co-culturas d@ae muasculos. Nesta mesma linha de
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pesquisa, Son e Thompson (1995) também demonstiguanos fatores solUveis secretados
pelas CS levam ao crescimento do axdnio e arb@azdqg terminal axonal.

A acdo do meio condicionado in vivo n&o refleteue épi observado in vitro, onde se
observou um grande efeito do nPEDF nos neurdnitizvaos, mas esse efeito ndo foi tdo
significativo in vivo nos testes BBB e CBS, no entanto, o tratamenteigpias CS com o
NPEDF parece potenciar a capacidade regeneratir@ocondicionado destas células.

Deve ser enfatizado que no meio ambiente da leg@berm eventos secundarios
acontecendo como a ativagdo de células gliais p&wamacdo da cicatriz glial, a producao de
moléculas inibitorias a regeneracéo, a ativacamideoglia e dos macrofagos, que fazem parte
do cenario ndo permissivo a fenbmenos regeneratigses eventos interagem entre si e com
os tratamentos propostos, justificando pequenagetifas nos resultados encontrados nos
experimentosn vitro e in vivo.

Outro fato importante que justifiqgue as diferen@sontradas é em relacdo a
sobrevivéncia de células transplantadas ser cangiida em varios modelos de lesdes do
CNS. Hill et al., (2006) demonstrou que as CS parssbaixa taxa de sobrevivéncia quando
inoculadas em um ambiente de lesdo medular, semela gnaioria das células morrem nas
primeiras 24 horas ap0s o enxerto e apés 7 diasd2@%¢€lulas permanecem vivas, sendo que
esta porcentagem permanece estavel ao longo daeadas.

No entanto, como ja foi dito anteriormente, ininserabalhos ja& demonstraram que a
inoculacdo de CS em lesGes medulares contusas nme@mmmportamento motor dos animais
lesados. Postula-se portando, que muito provavedresta melhora, ainda modesta, do quadro
neurolégico dos animais lesados pode estar restripmbre taxa de sobrevivéncia das CS
transplantadas, limitando assim o potencial destkdas.

As CS transplantadas na medula espinal tém comdasrobjetivos de repor células

mortas, preencher areas lesadas, e servir como ubstrato fisico para os axdnios em
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regeneracao. No entanto, devido a baixa taxa dedwéncia, os axonios néo terdo o suporte
necessario para crescer ao longo do local da l8sfmbém foi demonstrado que a grande
maioria da morte celular ocorre através da necirsde a célula em processo de morte libera
seu conteudo intracelular, podendo exacerbar o tlridual e mascarar os beneficios e o
potencial terapéutico dessas células (Hill e28Q7).

Assim, os resultados deste trabalho fornecem ewsidé€mle que as CS e o seu MC séao
importantes para os neurbnios da medula espinahassmo o FNT PEDF por si sO, ou
induzindo modificagcdes sobre as CS. Entretantog-dewressaltar que a analise das ocorréncias
fisiopatoldgicas e teciduais no que diz respeifssiveis efeitos neuroprotetivos, ao nimero
de neurbnios remanescentes, assim como respoéktggd comparadas com o efeito dos
tratamentos propostos, podera trazer subsidiosrienges para a melhor interpretacdo dos

resultados obtidos.
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6. CONCLUSOES

O fator neurotréfico PEDF possui acdo mitogénidaeas CS.

O meio condicionado das CS pré-tratadas com o PR&3Sui um papel importante na
arborizagdo dos neurbnios da medula espinal.

A utilizacdo dos fatores PEDF de forma isoladajmreeu um aumento da resposta em
relacdo a quantidade de prolongamentos neuronais.

O meio condicionado das CS pré-tratadas com o PEDFeste fator por si s0,
induziram respostas troficas sobre o corpo cetldarneurdnios da medula espinal.

Os tratamentos sugeridosvitro, com exce¢cdo do MCcoPEDF, nao produziram efeito
sobre o nimero de neurbnios remanescentes culsvaguartir da medula espinal de
ratos neonatos.

As CS, seu meio condicionado, e o fator neurotwOREDF induziram & recuperacéo
comportamental dos animais submetidos ao traumailaredontuso analisada atraves

dos testes comportamentais BBB e CBS.
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