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RESUMO

Na lesdo medular, diversos mecanismos secundarios ativam a resposta astroglial visando isolar a
lesdo, preservar o tecido adjacente e desencadear mecanismos neuroplasticos de reparo tecidual.
Contudo, a falha na reconexao axonal e a ocorrréncia de um sprouting neuronal deficitario pés-
lesdo medular sdo eventos atribuidos, a0 menos em parte, a exacerbagdo da resposta astrocitaria.
Sabe-se que essa resposta € dependente da severidade, da localizacdo e do tempo po6s-leséo e pode
acarretar na génese de um ambiente hostil para o crescimento axonal e para a adequada funcéo
das células remanescentes. Neste contexto, acredita-se que modificacbes epigenéticas sejam
capazes de modular determinadas propriedades dos astrécitos no tecido perilesional, impactando
diretamente sobre o desenvolvimento da resposta astrocistica secundéria a lesao. Corroborando
esta linha de raciocinio, varios estudos previamente publicados associam os niveis de acetilagdo
da histona H4 a sinaptogénese, a plasticidade sindptica, a memoria e a aprendizagem. No entanto,
ainda ndo temos informacdes conclusivas sobre como os niveis globais de acetilacdo da histona
H4 se correlacionam frente a resposta astroglial pds-lesdo medular. Ante ao exposto, neste
trabalho buscamos avaliar os niveis globais de acetilagdo da histona H4, da proteina glial fibrilar
acida (GFAP) e da proteina S100 de ligacdo ao calcio B (S100B), utilizando o método ELISA,
em tecido perilesional de medula espinhal de ratos Wistar adultos, bem como as suas possiveis
associacOes em diferentes tempos pds-lesdo (6h, 24h, 48h, 72h e 7 dias). Para tanto, inicialmente,
realizou-se um ensaio morfolégico para garantir que o modelo de lesdo medular torécica
empregado fosse exitoso, o que foi confirmado em nossos resultados. Apés, na segunda parte do
experimento, pudemos demostrar que uma lesdo medular contusa experimental é capaz de alterar
o valor preditivo dos niveis de acetilacdo global da histona H4 para a deteccéo de niveis de GFAP,
sendo este de 59,8% em situacdo de ndo-lesdo e de 17,2% quando em tecido perilesional.
Surpreendentemente, o estado de acetilagdo de histona H4 nédo foi capaz de predizer os niveis de
S100B, tanto em tecido ndo-lesado quanto em tecido perilesional. Conjuntamente, estes
resultados sugerem que o estado de acetilacéo de histona H4 é profundamente modificado pela
lesdo da medula espinal, o que pode contribuir para modificacdes diferenciais na resposta
astrocistica que se da durante o processo de reparo, o que pode modificar a eficacia da recuperagdo
tecidual. Sendo assim, o presente estudo encoraja o desenvolvimento de investigacdes que
busquem interferir sobre os mecanismos epigenéticos que controlam a resposta astroglial, alvo
terapéutico este que ainda pode ser bastante interessante para o desenvolvimento de novas

estratégias de tratamento p6s-lesdo medular.

Palavras chave: Epigendmica, Histonas, Lesfes Medulares, Proteina Glial Fibrilar Acida;

Subunidade beta da Proteina Ligante de Céalcio S100; Astrocitos.



ABSTRACT

In the spinal cord injury (SCI), secondary mechanisms activate astroglial response to isolate the
injured site, preserve the remaining tissue and trigger neuroplastic mechanisms. Failure of axonal
rewiring and neuronal sprouting is attributed to a time-dependent astrocytic response that exceeds
the capacity of the system to contain the injury and builds a hostile environment for the axon
regrowth and a toxic milieu for the remained cells. Its is believed that the epigenetic modifications
can modulate this astrocytic properties and the astroglial reactivity development. Several studies
have associated the global histone H4 levels to synaptogenesis, synaptic plasticity, memory and
learning. Currently, we still do not have a conclusive information on the role of the global levels
of H4 acetylation in the astrocytic response after a SCI. With that in mind, we assess the global
histone H4 acetylation and both glial fibrillary acidic protein (GFAP) and S100 calcium-binding
protein B (S100B) levels, using the ELISA method, with spinal cord perilesional tissue in Wistar
rats. We also tested their possible association at different time-points (6h, 24h, 48h, 72h and
7days). Firstly, we performed a morphological assay to guarantee the thoracic SCI injury was
morphologically detectable at the studied time-points. Our data show a spinal cord injury can
change the predictive value of global histone H4 acetylation status in detecting GFAP levels from
59.8% in the undamaged to 17.2% in perilesional tissue. Surprisingly, the histone H4 acetylation
status did not influence S100B levels in either undamaged or perilesional tissue. We highlight the
time-dependency of global histone H4 acetylation modifications following spinal cord injury.
Together, these results suggest the histone H4 acetylation status is changed by the spinal cord
injury, which might influence neural repair and recovery efficacy. Therapeutic epigenetic
mechanisms to regulate astroglial response and therefore promote tissue recovery after spinal cord

injury might be a matter for further investigation.

Key words: Epigenomics, Histones, Spinal cord injuries, Glial fibrillary acidic protein; S100

Calcium Binding Protein beta Subunit; Astrocytes.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd formatada em topicos: Resumo; Abstract; Introducs
Justificativa; Objetivos, Método, Resultados e Discussdo; Consideracgdes Finalis;
Conclusao; Perspectivas e Referéncias.

As sessfes Resumo e Abstract descrevem uma sintese do presente estudo. A
Introducdo apresenta o embasamento tedrico, que fomentou a proposta de trabalho,
seguida da Justificativa e dos Objetivos. A sessdo Método, Resultados e Discusséo é
apresentada na forma de artigo cientifico, organizado como resposta aos objetivos
propostos. As ConsideracOes Finais integram uma discussdo integrativa final,
direcionando para o desfecho do estudo, que é apresentado na sessdo de Conclusdes. A
sessdo Perspectivas aborda possibilidades para futuros trabalhos, a partir dos resultados
descritos. Finalmente, a sessdo Referéncias lista os trabalhos citados ao longo desta
dissertacdo, com excecdo daqueles utilizados no artigo cientifico que sao apresentados ao

final deste.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lesdo Medular: Aspectos Conceituais, Clinicos e Epidemioldgicos

A medula espinhal é um 6rgdo constituido de tecido nervoso, de formato cilindrico,
pertencente ao Sistema Nervoso Central (SNC). Tal 6rgdo se encontra dentro do canal medular,
abaixo do bulbo e se estende pelo canal medular até a altura aproximada da segunda vértebra
lombar, onde forma, entdo, o cone medular 1. Macroestruturalmente, duas regides podem ser
definidas na medula espinhal: a substancia branca e a substancia cinzenta. Localizada na periferia
do tecido medular, a substancia branca é composta basicamente por axonios, na sua maioria
mielinizados, que podem ser divididos em axonios de projecdo ascendente ou descendente,
quando estes ultrapassam os limites do referido 6rgéo, e por ax6nios de associagdo, 0s quais
conectam diferentes células dentro dos limites anatdmicos da medula espinal 2. Na regido central
da medula, formando o H medular, estdo os interneurénios, as células da glia, os corpos celulares
e os dendritos de neurdnios eferentes, bem como as terminacoes de neuronios aferentes *. Os
tratos espinhais, que sdo grupos de axdnios, estdo orientados longitudinalmente através da medula
e séo responsaveis pela comunicacéo bilateral entre o encéfalo e a medula espinhal, resultando no
processamento neuromotor (eferente) ou sensorial (aferente). Os neurdnios sensoriais ou tratos
aferentes sdo responsaveis por conduzir informagdes acerca do meio externo e conduzi-las a
estruturas do SNC, enquanto que os neurdnios eferentes sdo especializados em conduzir o
estimulo do SNC até o efetuador. Ja os filamentos dispostos abaixo de L2, raizes nervosas dos
altimos nervos espinhais e meninges, constituem a cauda equina *. Funcionalmente, os estimulos
recebidos pelos neurénios, através dos dendritos, sdo processados por meio de modificagcbes no
potencial de membrana celular e podem gerar um impulso nervoso. Este, por sua vez, é conduzido
pelo axdnio e pode impactar na sinapse que se dara com o neurdnio seguinte 2.

Na lesdo medular ocorre a perda de tecido neural, o que inclui as células neurais, gliais e
os tratos de fibras mielinizadas e ndo-mielinizadas, 0 que compromete a transmissao das
informacdes motoras e sensoriais que transitam entre o encéfalo e a periferia e vice-versa %3, Os
prejuizos sensitivos e motores, assim como, as alteracGes viscerais e troficas geradas podem se
apresentar em diferentes graus de acordo com o nivel, tipo e etiologia da lesdo 2. Pacientes
acometidos com a lesdo medular podem ser classificados quanto: 1) ao tipo, que pode ser
completa, quando ndo ha preservagéo sensitiva e motora abaixo do nivel de lesdo, ou incompleta,
quando existe a preservagdo parcial da sensibilidade e/ou da fun¢do motora abaixo do nivel
neuroldgico acometido; 2) & presencga de movimentacao voluntaria, sendo denominado, parético
ou plégico quando a movimentacdo voluntaria e a forca muscular estdo reduzidas ou ausentes,

respectivamente; 3) ao nimero de membros com alterages motoras ou/e sensoriais utilizando,
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por exemplo, os prefixos “tetra” e “para”; 4) a presenca ou auséncia de tbnus muscular em niveis
anormais, por exemplo, espastico ou flacido. Tais achados sdo compativeis com a neuroanatomia
funcional, pois sabemos que a perda permanente das fun¢Ges motora e sensorial é associada a
reducéo ou bloqueio da condugdo axonal L34,

O impacto na saude fisica e na qualidade de vida do sujeito lesado se reflete na salde
psicoldgica ja nos primeiros meses °. O choque neurogénico e consequente hipotensdo postural,
a bexiga e esfincter hipotbnicos, as Ulceras de pressdo, as alteracBes gastrointestinais, a
osteoporose, as disfuncBes sexuais e as infeccBes urinarias estdo fortemente associadas ao
aumento da incidéncia/prevaléncia de ansiedade e depressdo > 6. Ja as complicacOes
cardiovasculares e respiratorias sdo responsaveis por boa parte da morbidade e mortalidade °,
aumentando a taxa de reinternacdo hospitalar e de desemprego dentre 0s sujeitos lesados
medulares. A organizacdo mundial da saide (OMS) afirma que existe reducdo importante no
ndmero de lesados medulares empregados e/ou que estejam estudando nos anos seguintes a lesdo’
e estimam, ainda, uma despesa anual de aproximadamente R$ 300 milhdes com custas de
tratamento, apenas no Brasil &.

Quanto a etiologia, destacam-se as lesGes congénitas, traumaticas, degenerativas,
tumorais, infecciosas, neuroldgicas, sistémicas ou vasculares, sendo a lesdo traumatica a mais
incidente, cerca de 13 a 53 casos por milhdo de habitantes no mundo. A lesdo medular traumética
é mais prevalente em homens, em proporc¢do de 2 homens para cada mulher, na faixa de 20 e 29
anos, em idade economicamente produtiva ou, entdo, acima de 70 anos. Dentre as mulheres
acometidas, destacam-se as adolescentes, na faixa etaria de 15 a 19 anos, e as idosas acima de 60
anos’.

Entre as trés principais causas de lesdo medular em homens, destacam-se os acidentes
automobilisticos (27,9%), seguidos de quedas (25,6%) e lesdes por armas de fogo (11,7%) °. Em
mulheres, 0s acidentes automobilisticos (44,4%) e quedas (24,2%) também lideram as duas
primeiras posicBes no rank, enquanto o terceiro lugar € representado por complicacOes
médicas/cirargicas (7,6%) ’. Tendo em vista o incremento da violéncia urbana no Brasil nos
Gltimos anos, é possivel que este quadro mude. No entanto, no momento, ndo disponibilizamos
dados novos e consistentes que estejam publicados.

Sob o ponto de vista fisioldgico, no modelo de lesdo traumatica, a resposta primaria é
caracterizada pelo trauma mecanico propriamente dito, que interrompe tanto a integridade tanto
das estruturas neurais quanto das vasculares da medula 519 11:12:13: j4 nas primeiras horas, ocorre
a formacdo das petéquias hemorrégicas, trombose intravascular, vasoespasmo e edema com
consequente hipoperfusdo e isquemia na substancia cinzenta, que apresenta consisténcia menos
densa e abundante vascularizacdo '* 1* 14, Em seguida, mecanismos secundarios séo deflagrados

para conter a lesdo e preservar o tecido ' 5 10 11131415 Contudo, a continuidade da resposta
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inflamatdria e astroglial culmina com a progressdo da lesdo e inibicdo da regeneracdo
propriamente dita do tecido. Os danos & substancia branca, que se iniciam no momento da
contusdo, se tornam evidentes com a ativacdo da necrose e da apoptose celular, resultantes de
mecanismos celulares que geralmente séo deflagrados pelo processo inflamatério 13 1416,

A consequente perda da bainha de mielina, que é responsavel pela conducdo saltatéria do
impulso nervoso, os torna lentos ou ausentes, gerando axénios funcionalmente inativos, o que
dificulta a recuperacdo da funcdo motora pos-lesdo medular 6. Além disso, ha a formacgéo da
cavidade cistica, da cicatriz astroglial e a producdo de substancias inibidoras e que acarretam na

constituicdo de uma barreira fisica e molecular que impede a regeneracéo axonal 117 18: 19:20; 21 22;
23

1.2 Resposta Inflamatoria e Imunoldgica pos-Lesdo Medular

A inflamacéo é uma defesa universal dos tecidos, que se inicia com eventos bioquimicos
e moleculares, visando gerar uma resposta de defesa e de contencéo da lesdo > %24 Na lesdo
medular traumatica, apés a disfungdo da barreira sangue-medula e com a presenca de hemorragia
e isquemia, existe uma ativacdo da cascata de inflamacdo: invasdo de neutrofilos, macréfagos
periféricos, linfécitos; ativacdo de células endoteliais, e de células da glia, tais como os astrécitos,
que liberam substancias vasoativas e pré-inflamatérias, aumentando a perfusdo e facilitando o
deslocamento de células sanguineas para a medula lesada: % 1113 10:12,

No processo de inducao de resposta inflamatdria e imunoldgica, destacam-se a microglia,
os neutrofilos, os macrdfagos, os astrdcitos e as substancias por estes produzidas, pro e anti-
inflamatdrias 3 18:24:25:26 A ativacdo da microglia, que é genericamente responsavel pela secrecéo
de citocinas pré-inflamatérias, tais como a Interleucina 1 (IL-1), espécies reativas de oxigénio e
0 6xido nitrico (NO) 2% 27  se torna evidente a partir do primeiro dia, sofrendo um aumento nos
dias seguintes, até atingir um platd entre 2 e 4 semanas pos-lesdo 25. Outrossim, ha o
direcionamento de leucdcitos para o sitio lesado. A presenga de neutrofilos no sitio da lesdo pode
ser observada a partir da quarta hora '° e permanece elevada até o terceiro dia pds-leséo, estando
associada a presenca de moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1) e moléculas de adesdo
plaqueta-célula endotelial (PECAM) . Além disso, os neutréfilos também sdo responsaveis pela
secrecao de enzimas liticas e citocinas que podem aumentar o dano tecidual e o recrutamento de
outras células inflamatérias que contribuem para a ativagéo glial 2 %: ha a liberacéo de espécies
reativas de oxigénio, do fator de necrose tumoral (TNF) alfa e beta, das Interleucinas (IL) 1 e 8
e de enzimas liticas, tais como a elastase neutrofilica e a MMP9 . A elastase neutrofilica danifica

as células endoteliais, aumentando a permeabilidade vascular causando hemorragia. J4 a MMP9
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aumenta o extravasamento de leucdécitos e degrada os componentes da lamina basal da barreira
sangue-medular espinhal e as proteinas da mielina 1% 2,

Os macrofagos podem ser observados de minutos a horas apds a lesdo em roedores,
quando derivados da ativacdo da microglia residente e, ap6s o segundo dia 1%, com um pico entre
0 quinto e o sétimo dia, quando derivados de mondcitos. Além disso, células derivadas dos
mondcitos circulantes podem permanecer ativas por meses pds-lesdo. A func¢do dos macréfagos,
em geral, esta relacionada com um aumento na secre¢éo de TNF- o, IL-1 %, IL-6, dxido nitrico
sintetase induzivel (iNOS), glutamato e cicloxigenases (COX) e com a fagocitose do tecido
lesionado 27 %,

Os astrdcitos sdo inicialmente ativados para conter a lesdo, além de apresentam papel
importante no controle inflamatério - através da recaptura do glutamato e da protecdo contra
estresse oxidativo, bem como da liberagédo de adenosina e NH** e da degradacdo de peptideos
beta-amildides. Tais células atuam, ainda, no reparo da barreira sangue-medula, na redugdo do
edema, na estabilizacdo do liquido extracelular e equilibrio iénico, e no controle de mecanismos
inflamatérios. Entretanto, a sua permanéncia causa a formacdo da cavidade cistica e cicatriz
astroglial com consequente aumento da lesdo 3 1% 20:26:2% Dyrante o processo de astrogliose, os
astrocitos sdo responsaveis pela formacdo e liberagdo de substancias que contribuem para a
formag&o da cicatriz glial: COX2; laminina; neutrofina C; Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)
26 substancias inflamatérias como fator neurotréfico ciliar (CNTF), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1), fator neurotréfico derivado do nervo periférico (NGF) e fator
neurotrofico derivado do cérebro (BNDF); moléculas de adesdo celular e proteinas de matriz
extracelular 3.

De modo paralelo, citocinas e mediadores quimicos sdo encontrados no sitio da lesdo e
apresentam papel importante no periodo plastico que sucede a lesdo medular. Presentes a partir
da primeira meia hora, as citocinas IL-1p, TNF-a e IL-6 sdo relacionadas com ambas as
propriedades, neurotéxicas e de neuroprotecéo 2% 3031,

IL-1B e TNF-a sdo responsaveis, inicialmente, por ativarem células da glia, induzindo a
liberacdo de outras citocinas e substancias como NO (6xido nitrico) que, por sua vez, induzem o
edema e aumentam a infiltragdo leucocitaria para a regido. Estas citocinas também estdo
associadas & morte celular, seja por necrose ou apoptose; e a funcdo astrocitaria, atraves da
inducdo da proliferacdo dos astrocitos e da secre¢do de IL-6, NGF e do fator neurotréfico derivado
do fibroblasto (bFGF) . Juntamente com a IL-2 e outros mediadores nos sitios de inflamacéo,
IL-1B e TNF-a sdo responsaveis pela inducdo da expresséo de cicloxigenases (COX), em especial
a COX-2, que tem papel importante no processo inflamatério, contribuindo para a formacéao de
prostaglandinas e prostaciclinas que aumentam a vasodilatacdo e a permeabilidade vascular; e

tromboxanos, que aumentam a resisténcia vascular, a agregacéo e adesédo plaquetaria 3% ** .Cabe
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salientar que, apo6s a lesdo medular por contusdo, a expressdo de ambas, COX 1 e 2, esta
aumentada 343,

Além disso, TNF-a exerce papel importante tanto na citotoxicidade observada nos
oligodendrécitos quanto no aumento da expressao de ciclogenase-2 (COX-2). Assim, existe uma
potencializagdo nos efeitos da deletérios correlatos & desmielinizacdo e inflamagdo durante a
tentativa de regeneracédo axonal *. Por exemplo, a inibicdo precoce do TNF-o pos-leséo promove
a recuperacéo funcional, demonstrando o seu papel citotdxico 3% * enquanto que a inibicéo tardia
deste mediador ndo produz o mesmo efeito . No entanto, em ratos transgénicos, que nédo
expressam receptores do TNF-a e, portanto, sdo menos sensiveis aos efeitos do TNF-a enddgeno,
se observa a perda de tecido e déficits funcionais maiores do que em animais controles ¥, o que
ainda precisa ser melhor compreendido.

Por sua vez, a IL-6 é observada na fase aguda da resposta secundaria e funciona como um
fator importante para a diferenciacdo de células tronco neurais em astrécitos, na melhora da
sobrevivéncia neuronal e desenvolvimento de neuritos devido a inducdo da sintese de fatores
neurotréficos. Contrariamente, quando utilizados anticorpos contra a IL-6, os estudos
demonstraram relacdo com a sintese de iINOS, com a diminuicdo da infiltracdo de células
inflamatdrias no sitio da leséo, a atenuacgao da resposta secundaria e da formacao da cicatriz glial,
com consequente facilitacdo da recuperacéo funcional *.

Em contrapartida, a IL-10 possui carater anti-inflamatério 26; 3, A liberacdo desta
estimula a ativacdo de genes anti-apoptéticos *'; inibe a sintese de citocinas pré-inflamatérias
pelas células T/macrofagos e diminui a sua capacidade de reconhecer antigeno; além de diminuir

a sintese de TNF-a pelos astrocitos 7.

1.3 Excitotoxicidade Glutamatérgica pds-lesdo medular

Em relagdo aos mecanismos neurotdxicos que danificam a célula e dificultam o reparo,
destacam-se aqueles envolvidos na excitotoxicidade glutamatérgica, tais como a formacéo de
espécies reativa de oxigénio e a disfuncdo energética ¥ ** 20, Os primeiros, como anteriormente
mencionado, sdo produzidos por meio da formagdo de prostaglandinas e leucotrienos e da
liberacdo de ions metalicos ap6s a degradacdo da hemoglobina. Estes, quando reagem com
componentes celulares tais como proteinas, acido nucleicos e lipidios, causam danos celulares. O
oxido nitrico, embora ndo seja isoladamente toxico, quando em contato com o radical livre
superoxido, forma um potente oxidante de componentes celulares, ativando a peroxidacdo
induzida por isquemia e a inflamacdo como resposta a morte celular. A reacdo com acidos graxos

poli-insaturados da membrana, peroxidacdo lipidica, resulta em disfuncdo da arquitetura da
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membrana das organelas e das células, principalmente mitocéndria; do fluxo sanguineo com
consequente aumento da resposta inflamatoria e edema; da enzima Na*-K*-ATPase com alteracéo
da excitabilidade neuronal, com consequente comprometimento celular 28,

Do mesmo modo, a interrupcdo sanguinea devido ao trauma inicialmente e,
posteriormente, a ocorréncia de eventos isquémicos e a reperfusdo sanguinea, também
comprometem a funcionalidade da mitocondria e de suas rotas de formagdo de adenosina
trifosfato (ATP)Y . A hipoxia celular causa o colapso do potencial da membrana
transmitocondrial, gerando aumento do influxo de célcio na organela, a liberacéo de citocromo C
e a ativacdo da caspase 9, com consequente morte celular e disfuncéo na sintese de ATP %,

A alteracdo do equilibrio idnico, especialmente o Na*, K* e Ca*?, acarreta em edema e
desregula a célula, diminuindo a sintese de ATP e a desregulando a despolariza¢do da membrana
celular, devido ao aumento de sddio e célcio, o que também acarreta em disfuncdo celular
funcional %. Além disso, a excitotoxicidade glutamatérgica também pode estar associada ao
aumento de célcio ¥ 3 e sddio intracelular, uma vez que o aumento de fons de Ca*? e Na* ocorre
como resposta a ligacdo glutamato aos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e a-amino-
3hidroxi-5metil-4isoxazol acido propidnico (AMPA), respectivamente 26, A excitotoxicidade do
glutamato acontece frente ao acimulo de glutamato na fenda sinaptica, por um tempo prolongado,
0 que ocasiona morte neuronal. Através de um mecanismo de retroalimentagcdo positiva, que
acontece pelo comprometimento da recaptacdo do glutamato, pela exocitose de vesiculas de
glutamato dependente de célcio e pela liberagdo do célcio intracelular, o glutamato aumenta a sua
concentragdo atingindo concentracdes neurotoxicas 2% *° e maximas apos cerca de 15 minutos e 6
horas, respectivamente. O influxo de fons Ca?* nos neurénios como resposta da ligacéo glutamato
- receptor NMDA ativa uma resposta neurotoxica que induz a ativagdo da morte dependente de
célcio 3, Esses processos incluem a ativacéo de enzimas liticas como as calpainas, fosfolipase A2
e lipoxigenase *. A ligacdo AMPA-glutamato, entretanto, ativa uma resposta de lise celular
devido & osmose desenfreada. O glutamato desencadeia a despolarizagdo da membrana,
aumentando o sddio intracelular e, como consequéncia o influxo de cloro e agua. A cronicidade
dessa ligacdo glutamato-AMPA libera o receptor de NMDA para se ligar ao glutamato,
favorecendo o aumento de calcio 2. Entre as células do SNC, acredita-se que os oligodendrécitos
constituem as células mais acometidas devido a sua vulnerabilidade — ambos canais AMDA e

NMDA sdo mais permeéveis ao calcio 4.

1.4 Astrogliose Reativa

Denomina-se astrogliose reativa a resposta astrocitaria decorrente de um dano ao sistema

nervoso central 1% 20:21:2%:40 Embora bastante descrita como algo prejudicial a reconexéo axonal
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e ao sprouting neuronal, portanto, algo impeditivo a regeneragdo do tecido 20 2% 23 29 40; 41 42
estudos in vivo mostram seu papel benéfico na contencéo da lesdo: o tecido danificado pode
ampliar-se caso ndo ocorra a formacao da cavidade cistica, 0 que incrementa a morte neuronal, a
desmielinizacdo e a gravidade dos danos sensério-motores funcionais pds-lesdo medular °.

Morfofisiologicamente, os astrécitos sdo inicialmente ativados para conter a lesdo,
atuando em diversos mecanismos, tais como a receptacdo de glutamato; defesa antioxidante; a
liberacdo de adenosina; a degradacdo de peptideos beta-amildides; o reparo da barreira sangue-
medula; a reducdo do edema; a estabilizacdo do liquido extracelular e equilibrio idnico; o controle
infamatério através da modulacdo da infiltracdo de leucdécitos e a ativacdo da microglia residente
10:20:22:23: 26 Contudo, a prolongada acéo astrocitaria na regido perilesional deflagra diversos
mecanismos que contribuem para a formacdo da cavidade cistica b 1% 201 22 23:26: 29 A cicatriz
astrocitaria que circunda a cavidade cistica forma uma barreira quimica e mecanica que restringe
a migracdo de células inflamatorias e separa as células danificadas das células neurais viaveis
18:19:26 A presenca de células como os astrécitos reativos, microglia e macréfagos quanto de
substancias como a glicoproteina associada a mielina (MAG), a glicoproteina de mielina de
oligodendrécito (MOG), proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPG) e inibidores de
crescimento de neurite (Nogo)-A inibem o crescimento de neuronal e induzem o colapso de
crescimento dos neurdnios 4,

De acordo com a severidade, o tempo e a distancia em que os astrdcitos se encontram da
zona de lesdo, a astrogliose reativa pode se apresentar como isomérfica ou anisomérfica. A
primeira é associada predominantemente as fases iniciais da lesdo e ao processo inflamatério,
guando algumas caracteristicas reversiveis ainda podem ser observadas em sitios distais ao l6cus
de lesdo primaria: aumento de GFAP e consequente hipertrofia dos processos astrocitarios sem
interseccdo com os astrocitos adjacentes 1% 2% 4142 qumento da atividade de S100B, que estimula
a proliferagdo de astrocitos e se comporta como uma neurotrofina protegendo células neuronais
contra estimulos neurotdxicos; producdo de agentes antioxidantes e de fatores que estimulam a
sobrevivéncia celular; crescimento de neuritos e uma reorganizagdo sinaptica benéfica ao
remodelamento tecidual ** 42,

A astrogliose anisomorfica é observada em zonas de cicatriz glial, adjancentes a leséo, na
fase tardia da inflamacdo. Embora seja responsavel pelo isolamento das areas prejudicadas,
também contribui para a inibicdo da reconexdo axonal '* 2°. O aumento excessivo de célcio
intracelular aumenta a concentracdo de S100B, que promove a inflamagdo em astrdcitos e pode
acarretar em morte neuronal, producdo de ROS e de efeitos neurotoxicos. O irreversivel aumento
na expressdo de GFAP, de vimentina e de nestina acarreta em aumento excessivo da proliferacio
e hipertrofia astrocitaria % 2 com sobreposicdo dos dominios astrociticos e altera
irreversivelmente a configuragdo do tecido, o que dificulta os processos de reparo e reconexdo
medular 442,
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1.5 GFAP no processo de astrogliose reativa

Classificada como uma proteina de filamento intermediario, a GFAP é encontrada quase
gue exclusivamente nas células astrocitarias no SNC e por isso € comumente utilizada como
marcador para astrocitos maduros 444, A GFAP também pode ser encontrada nas células gliais
entéricas e nas células de Schwann ndo-mielinizantes no Sistema Nervoso Periférico (SNP).
Enquanto a GFAP ¢ expressa em praticamente todas as células de Bergmann no cerebelo, sabe-
se que a referida proteinas esta expressa em apenas cerca de 20 a 30% dos astrocitos do cortex
cerebral. Na medula espinal, em condic6es de normalidade, sua intensidade de expressao também
ndo costuma ser muito elevada .

Nos astrdcitos, essa proteina é responsavel pela estrutura do citoesqueleto e consequente
forca mecénica, além de fornecer suporte aos neurdnios vizinhos e a barreira hemato-encefalica.
Durante a diferenciacdo dos astrdcitos, assim como na formacdo da astrogliose reativa, 0s
astrécitos ativados aumentam em comprimento e didmetro 0s seus processos astrocitarios através

do aumento na expressdo de GFAP, para permitir a proliferacéo e a hipertrofia celular 2% 4,

1.6 S100B

As proteinas S100 constituem uma familia de proteinas calcio-ligantes que sdo
expressas somente em vertebrados e apresentam padrao célula-especifica. Dentro das células, as
S100 estdo associadas a regulacdo de proliferacdo, diferenciagdo, apoptose, homeostase de calcio,
metabolismo energético, inflamacdo e migracéo/invaséo %% 47,

No sistema nervoso, a S100B é expressa em astrocitos, nas células Schwann e em
algumas populagdes neuronais. A proteina em questdo atua como um estimulador da proliferagdo
celular e da migracéo, sendo também um inibidor de apoptose e da diferenciacéo e, portanto,
pode ter papel importante no processo de desenvolvimento e regeneracdo/reparo do SNC 464748,
Quando secretada por astrocitos, a S100B apresenta diferentes efeitos sobre os neurdnios, nos
préprios astrocitos e na microglia, dependendo da concentragdo: em concentragfes nanomolares,
observa-se que a S100B se comporta como uma neurotrofina protegendo células neuronais contra
estimulos neurotdxicos; em concentragdes micromolares, pode acarretar em morte de neurdnios
por estimulacdo excessiva de ERK1/2, produgdo de ROS e de efeitos neurotoxicos de beta-
amildides; em doses elevadas, é considerada pré-sobrevivéncia “.

Na astrogliose reativa, 0 aumento de célcio intracelular estimula o aumento da atividade
de S100 *+48, Em doses baixas, S100B estimula a proliferacdo de astrdcitos, em doses elevadas,

promove inflamagédo em astrocitos “°.
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1.7 Epigenética

O termo “‘epigenética” engloba as modificagdes na conformacdo da cromatina, que séo
herdaveis e exercem papel fundamental na determinacdo de padrdes de transcricdo e
silenciamento génicos, sem alterar a sequéncia primaria do acido desoxirribonucleico (DNA) 4°
%, Além disso, a epigenética permite que alteracdes no meio externo influenciem de maneira
reversivel a expressao génica da célula, possibilitando a diferenciacdo de milhares de células
partindo de um mesmo cédigo genético, o DNA °% 51,

O nucleossomo, que corresponde a unidade fundamental da cromatina, é constituido por
uma unidade de DNA dividida em duas espirais que se enrolam em torno de um octdmero
proteico. Embora o core do nucleossomo seja constituido por 4 pares de proteinas, denominadas
histonas (H2A, H2B, H3 e H4) 2% ainda podemos encontrar histonas avulsas H1 ou H5 ligadas
ao DNA e entre os nucleossomos propriamente dito, estabilizando da estrutura como um todo
(Figura 1).

{A) Cromatina
N—. \

LN
9

(B) Octdmero

Figura 1 (A) Estrutura da cromatina, formada por histonas e dupla fita de DNA; (B) Representacdo

do nucleossomo (octamero proteico) (Adaptada de )

Sabe-se que a alteragdo do posicionamento do nucleossomo altera a conformacédo da
cromatina e consequentemente a expressdo génica. Quando compactada, a cromatina dificulta o
processo de transcricdo e, portanto, € associada com o silenciamento génico e 0 mecanismo
contrério, ao aumento da expressdo génica % 52 53 5% %6:57 Embora o mecanismo de mudanca na
organizagdo da cromatina englobe modificagdes bioquimicas tanto nas histonas quanto no DNA

sem alterar o genoma (Figura 2), as modificacdes nas histonas sdo mais descritas.
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Figura 2 Conformagcéo da cromatina: eucromatina e heterocromatina. (Adaptada de °8)

Existem diversos mecanismos epigenéticos relacionados as histonas: acetilagdo,
metilacdo, ubiquitinacdo, fosforilacdo e ADP-poli-ribosilacdo °% 53, Atualmente, a reacdo mais
elucidada ¢ a acetilacdo/desacetilacdo de histonas, que adicionam ou removem o0 grupo acetil de
sitios especificos das histonas denominados lisinas-K °% %3 % respectivamente.

A histona, que é constituida por residuos dos aminoacidos lisina e arginina e apresenta
carga positiva, quando acetilada pelas enzimas histona acetiltransferases (HATS), sofre
neutralizacdo de sua carga, diminuindo sua afinidade pelo DNA, que apresenta carga negativa %
% A diminuicdo da ligacdo histona-DNA promove o relaxamento da cromatina %% ¢, permitindo
0 acesso de fatores transcricionais, e, portanto, 0 aumento na expressdo génica %% %, O
mecanismo reverso, a desacetilacdo é catalisada pelas enzimas histona desacetilases (HDACs) e
promove aumento da afinidade entre 0 DNA e a cromatina com consequente aumento na sua
condensacéo.>® %% %6:57 (Figura 3). A alteracdo da cromatina para o estado de heterocromatina,
guando a mesma se encontra mais compacta, dificulta o acesso do complexo de transcri¢do génica

e esta relacionado ao silenciamento génico % 53 55:56:57,
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Figura 3 Atividade das enzimas histona acetiltransferases (HAT) e histona desacetilases (HDAC)
(B) Eucromatina, cromatina ‘“aberta” (C) Heterocromatina, cromatina condensada (Adaptado de
http://bricker.tcnj.edu/Amb/amble9.html)

1.8 Epigenética e histonas nas lesfes do sistema nervoso central

Atualmente, varios autores tém descrito que o meio ambiente é capaz de influenciar de
maneira reversivel a expressdo génica da célula % %1, A maioria desses estudos descrevem
modelos animais que relacionam a acetilagdo das histonas ao desenvolvimento normal e
patoldgico do sistema nervoso central 59 €0 6162,

Pesquisas demonstram que a acetilacdo de histonas H4 tem potencial de regular as
neutrofinas, como o BNDF; e diversas disfun¢fes neuroldgicas como a doenca de Parkinson,
Coréia de Huntington 5% 6% 64 e ataxia de Friedrich . A hipoacetilacdo, no entanto, estaria
relacionada com a sinaptogénese e plasticidade sinaptica % %; a formacéo e aprimoramento da
memoria e aprendizado; os efeitos da degeneracdo e do envelhecimento; doenca de Alzheimer &’
e as disordens hipocampais 8.

No estudo de Finelli e colaboradores ©, foi observado um aumento na acetilacéo de H4
nos promotores de genes associados a regeneracao (RAG) apds a axotomia periférica, mas nao
apos a lesédo central ®. Em contrapartida, a diminuicéo da acetilacéo de histona H4 esté4 associada
a reducéo da expressdo de RAG e do potencial de crescimento axonal %°. Um achado importante
desse estudo é a capacidade regenerativa dos neur6nios sensoriais do ganglio da raiz dorsal pos-
leséo e a sua relagcdo com aumento tanto global quanto gene-especifico da acetilagdo de histona
H4.

Do mesmo modo, sabe-se que o desequilibrio entre as enimas HAT e HDAC com
prevaléncia da ativadade de HDAC desempenha um papel importante no desenvolvimento da
disfuncéo e toxicidade neuronal encontradas nas disfuncdes neurodegenerativas % °,

Fischer e colaboradores ™ observaram associacéo entre a hipoacetilagdo de H4K12, o
aumento de expressdo de HDAC2 e o déficit na memdria de longa duragdo (LTM). Em
concondancia, o estudo de Guan et al., 2009 % demonstrou déficit de memaria no labirinto
aquéatico de Morris seguida do aumento da expressdo de HDAC2 e associacdo negativa de
HDAC?2 a sinaptogénse e plasticidade sindpitca. Do mesmo modo, Peleg et al., 2010 7* e Graff et
al., 2012 ® relacionam a acetilacdo de H4K12 com a reducéo do aprendizado e, de meméria e de

plasticidade, respectivamente.
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2. JUSTIFICATIVA

A les@o medular é caracterizada por um dano neurolégico permanente no sitio e abaixo
da lesdo ¥ %3, 0 que impacta na saude fisica e psicoldgica bem como na qualidade de vida dos
sujeitos acometidos, ja nos primeiros meses °. A organizacdo mundial da satde estima que, a cada
ano, cerca de 250.000 a 500.000 pessoas se tornem lesados medulares, sendo a maioria homens
(2:1) na sua fase produtiva, o que ocasiona um alto custo ao governo e a sociedade ’.

Os danos neurol6gicos gerados podem se apresentar em diferentes graus de acordo com
o nivel, tipo e modelo da lesdo. No entanto, sabe-se que independentemente da lesdo, os danos
sdo causados inicialmente pela perda da integridade das estruturas vasculares e neurais da medula
espinhal que interrompe parcial ou totalmente a conducéo do sinal elétrico 3. Posteriormente,
mecanismos secundarios ativam a resposta inflamatoria e astroglial para conter a leséo e preservar
o tecido perilesional %15,

Contudo, a progresséo desses eventos excede a capacidade dos sistemas em conter a leséo
culminando com expansdao do dano primario no plano axial e longitudinal, e inibicdo da
regeneracao espontanea natural do tecido. Nesta fase da astrogliose sdo observadas caracteristicas
importantes que acarretam na falha da regeneracéo axonal: o aumento da concentracdo de S100B
promove a inflamagdo em astrécitos e pode acarretar em efeitos neurotdxicos; o aumento
irreversivel na expressao de GFAP acarreta em aumento excessivo da proliferacdo e hipertrofia
astrocitaria % 2 com sobreposicdo dos astrdcitos quanto aos seus dominios. A disposicéo dos
astrocitos altera irreversivelmente a configuracdo do tecido, criando um ambiente hostil para
processos de reparo e reconexdo medular %42, e um meio toxico para as células remanescentes.
Além disso, sabe-se que com a maturacdo do SNC, as células neuronais sofrem mudancas
transcripcionais a longo prazo e, portanto, hd uma diminuicdo da plasticidade. A reversdo desse
declinio é associada com a modulagéo da resposta de expressdo génica apds a interacdo gene-
ambiente.

Neste contexto, sabe-se que as modificacOes epigenéticas sdo capazes de ativar e regular
0 comportamento celular através da modulagédo da transcricdo e silenciamento génico °*. Estudos
tém mostrado que a resposta secundaria esta relacionada com o remodelamento da estrutura da
cromatina e da regulacdo das modificacbes génicas induzidas pela lesdo. Acredita-se que a
hiperacetilagdo de histonas possa influenciar as células inflamatorias e imunoldgicas na reducdo
da disfuncdo da barreira hematoencefalica, da desmielinizagdo axonal e da apoptose neuronal
induzida por stress oxidativo, modulando assim o processo inflamatério e o impacto da leséo 7.

Contudo, o perfil de acetilacdo geralmente ndo é homogéneo entre as diferentes histonas

e especula-se que a histona H4 esteja intimamente relacionada ao desenvolvimento e reparo do
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SNC 5% 80 Além disso, varios estudos descrevem que a histona H4 possui um importante
envolvimento nos processos neroplasticos centrais: sinaptogénese, plasticidade sinéptica,
memoria,  aprendizagem, reversdio da  degeneragdo e do  envelhecimento.

Atualmente, nés ainda ndo temos informagao conclusiva sobre o papel da epigenética na
instauracdo da astrogliose reativa pos-lesdo medular, especialmente na primeira semana. Logo,
verificar a possivel a relacdo entre a expressdo de proteinas relacionadas com a astrogliose reativa
pos-lesdo medular experimental e os niveis globais de acetilagdo da histona H4 € deveras
importante para o futuro desenvolvimento de terapéuticas que possam modular este processo,
contribuindo, potencialmente, para o futuro desenvolvimento de drogas que facilitem a

recuperacao e a reabilitacdo sensério-motora funcional.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar, no tecido medular espinal ratos Wistar adultos, a possivel a relacdo entre o0s
niveis de proteinas relacionadas com a astrogliose reativa pés-lesdéo medular experimental e 0s

niveis globais de acetilacdo da Histona H4.

3.2 Objetivos Especificos

a) Awvaliar o perfil temporal dos niveis de GFAP (6h, 24h, 48h, 72h e 7 dias) no tecido

perilesional p6s-lesdao medular contusa experimental;

b) Awvaliar o perfil temporal dos niveis de S100B (6h, 24h, 48h, 72h e 7 dias) no tecido

perilesional p6s-lesdo medular contusa experimental;

c) Awvaliar o perfil temporal dos niveis globais de acetilagdo da histona H4 (6h, 24h, 48h,

72h e 7 dias) no tecido perilesional p6s-lesdo medular contusa experimental;

d) Awvaliar o valor preditivo da varidvel epigenética estudada sobre os niveis das
proteinas S100 e GFAP (marcadores da progressdo da astrogliose reativa) por meio

de analises de correlacéo e regressao linear.
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4. METODO, RESULTADOS E DISCUSSAO

A descricdo dos métodos, os resultados alcancados e a discussao serdo apresentados na
forma de artigo cientifico (item 4.1), o qual foi submetido ao periddico cientifico internacional
Neurorehabilitation and Neural Repair, fator de impacto 4,035.

O material utilizado no presente estudo faz parte de um projeto guarda-chuva maior,
realizado em parceria entre a UFRGS e a PUCRS, intitulado “Efeito do Transplante de Células-
Tronco Mesenquimais de Dente Deciduo Humano Sobre a Neuroprotecdo, Inflamacéo e

Recuperacdo Funcional de Ratos Wistar Submetidos a Lesdo Medular”.
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Epigenetic modulation can influence axonal growth as well as the astrocytic
properties and glial scar development after spinal cord injury.
Accumulating biological evidence indicates modulation of histone
acetylation status could improve movement function following this
neurological condition. Previous studies have also suggested that global
histone H4 acetylation status plays a fundamental role in synaptogenesis,
synaptic plasticity, memory performance and learning, Nonetheless,
whether global levels of histone H4 acetylation influence the role of
astrocytes after spinal cord injury Is still unknown, Here, we address the
predictive value of global histone H4 acetylation status to determine both
glial fibrillary acidic protein (GFAP) and S100 calcium-binding protein B
{S100B) levels in the perllesional spinal cord. Our data show the damage
to the spinal cord dramatically changes the predictive value of global
histone H4 acetylation status in detecting GFAP levels, Surprisingly, S100B
protein levels were not pradicted by global histone H4 acetylation status.
Finally, we reinforce the time-dependency of global histone H4 acetylation
changes following spinal cord injury. These findings may quide further
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Abstract

Epigenetic modulation can influence axonal growth as well as the astroeyiic properties
and glial scar development after spinal cord injury. Accumulating biological evidence
mdicates modulation of stone acetylation status could mmprove movement function
following this neurological condition. Previous studies have also suggested that global
lustone H4 acetylation status plays a fundamental role in synaptogenesis, svnaptic
plasticity. memory performance and learning. Nonetheless, whether global levels of
histone H4 acetylation mfluence the role of astrocytes after spinal cord mjpury 1s still
unknown. Here, we address the predictive value of global histone H4 acetylation status
to determine both ghal fibnllary acidic protemn (GFAP) and S100 calcium-binding
protem B (S100B) levels m the penlesional spmal cord. Our data show the damage to
the spmal cord dramatically changes the predictive value of global histone H4
acetylation status in detecting GFAP levels. Surprisingly. S100B protein levels were not
predicted by global histone H4 acetylation status. Finally, we reinforce the time-
dependency of global histone H4 acetylation changes following spinal cord injury.
These findings may guide further research regarding therapeutic epigenetic modulation

in this devastating and life-changing disease.

Keywords: Epigenomics, Histones, Spinal cord injury, Glial fibrillary acidic protein:
S100 caleium-binding protein B: Astrocytes.
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1. Introduction

Spinal cord injury (SCI) 1s an important cause of disability in adults, imposing a
significant economic burden worldwide [1]. Traumatic events. such as car accidents,
falls and urban violence are among the mam causes of SCI [1-3],

For many vears researchers have worked to develop neuroprofective strategies,
mostly focused on neurons or the neurovascular umt [4. 5], however. the modulation of
molecular cascades after central nervous system (CNS) mjuries, such as SCI, is still a
matter of debate since prechinical findings have not vet been successfully translated
from the bench to the bedside [6-8]. This 1s cnitical because an understanding of njury-
mduced plasticity usually provides msights mto new therapeutic targets [8].

It has been shown epigenetic modifications are mnfluenced by gene-environment
interactions, which change neural cell activity through gene transcription and silencing
[9-11]. affectmg cellular mechamisms of newroplasticaty [1. 12, 13]. For instance,
histone-modifying enzymes can remodel the chromatn structure indirectly by
regulating the expression of mjury-induced genes [14-16]. The histone acetylation status
1s regulated by histone acetyl transferases (HATs) and histone deacetylases (HDAC),
which add and remove acetyl groups to N-terminal histone tails, respectively, thus
mducing short or long-term clromatin architecture modulation [17-19]. Moreover, the
imbalance of these enzyme activities are related to neurological disorders [15, 18, 20].

Previous reports have suggested epigenetic modulation can mfluence axon
growth potential as well as the properties of reactive astrogliosis development after SCIT
[1. 10, 14, 15]. Additionally, several studies have associated global histone H4
acetylation levels with normal and pathological development of the central nervous
system. For example, H4 histone mav become hyperacetylated in Parkinson's disease
[21]. Huntington's chorea [20] and Friedreich's ataxia [22]. By contrasi, changes in H4
acetylation play a fundamental role i synaptogenesis. synaptic plasticity, learmmng and
memory [12, 13, 19]. Nevertheless, whether global levels of H4 acetylation influence
the role of astrocytes after SCI is still unknown.

Astroglial response after injury - a graded and multi-stage process imvolving
various molecular and morphological changes — has been described as an evolutionary
conserved defensive key factor for neural repair and plasticity [23-25]. However,
astrocytes have a dual role in neurotrauma [25]. On the one hand, they play an essential
role m 1solating injured spinal cord tissue (cystic cavity and surrounding cells) and

triggering neuroprotective mechanisms [3. 23. 25]. On the other hand, an exaggerated
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astrocytic response can inhibit plasticity and repair processes such as axonal rewiring
and neuronal sprouting [23, 25, 26]. While glial fibrillary acid protemn (GFAP) and/or
vimentin depletion as well as metabolic astrocyte mhibitors have been used to modulate
reactive astrogliosis after central nervous system injury, their efficacy in promoting
functional recovery 1s still a matter of controversy [27. 28]. Moreover. while GFAP 1s
not homogeneously expressed m a normal post-matured CNS, 1t labels most astrocytes
responding to an injury [29. 30]. Likewise, a study from Brozzi and cols. [31] has
shown that S100 calcium-binding protein B (S100B) protein is catical for astrocyte
migration and shaping. Indeed. SI00B 1s also a commonly used marker for reactive
astrocytes detection after SCI [30, 31].

1t 1s then possible to hypothesize global levels of H4 acetylation and the level
pattemn of GFAP and S100B proteins may be related, which constitutes an important
breakthrough in neural repair and recovery after SCI. The present study was designed to
determune relationship between global H4 acetylation and both GFAP and S100B
proteins levels (as astrocyte reactivity markers) at different time-points (6h, 24h. 48h,
72h and 7days) after a thoracic SCI model in rats.

http://me.manuscriptcentral.com/nnr
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2. Methods

2.1. Animals

A total of 61 male Wistar rats (3 months old. £300g) were obtamed from the
Central Amimal House of the Institute of Basic Health Sciences, Federal University of
Rio Grande do Sul (n=18 animals were used in experiment 1 and n=43 in experiment 2).
The animals were housed 1 standard laboratory conditions, with free access to food and
water, under a 12-h light/dark cycle (lights on at 7:00 am.) with room temperature
maintained at 22-24 °C. All procedures were m accordance with the National Institute
of Health’s Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and with the Brazihan
Council for Animal Experiments Control (Concea). The Ammal Bioethics Comumittee
of both Universidade Federal do Rio Grande do Sul (process number 26116) and
Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (process number 15/00492)
approved the study protocol.

2.2. Spinal cord injury model

Firstly, all animals were deeply anesthetized with a mixture of xylasme (100-
150 mg’kg) and ketamine (60-90 mg’kg). After that, the vertebral column was exposed
between T9 and T10 and a total laminectomy was performed at T10 level without dura
mater dissection. The New York University Impactor (NYU-Impactor®: W.M. Keck
Center for Collaborative Neuroscience. USA) was used to mduce a moderate SCI, as
previously described [32, 33]. Bniefly, the exposed vertebral cohuin was stabilized and
the dorsal surface of the spinal cord received a 10-g weight dropped from a height of 25
mm. After the SCI procedure. ammals were sutured m layers and housed m individual
cages. Bladder evacuation was performed daily until they recovered the function.
Enrofloxacin (Bayer, Brazil: 6 mg/kg) was administered for 7 days after the procedure
to prevent secondary infection. The sham group received all the described procedures,

with the exception of SCI induction.

2.3. Experimental design

In the part 1 of the experiment, a morphological assay was performed. This was
an unportant first step to guarantee that SCT injury was detectable at the studied time-
points. Thus, the following groups were established: sham (n=3): 6h post-SCT (n=3):
24h post-SCI (n=3): 48h post-SCI (n=3); 72h post-SCI (n=3): 7 day post-SCI (n=3).

http://imc.manuscriptcentral.com/nnr
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In the part 2. the global H4 acetylation, GFAP and S100B levels using the
ELISA method with spmal cord perilesional tissue was assessed. Moreover. we tested
their possible association at the same above-mentioned time-points. As above, the rats
were divided mto the sham (n=8): 6h post-SCI (n=7): 24h post-SCI (n=7): 48h post-SCI
(n=7): 72h post-SCI (n=8) and 7 day post-SCI (n=6) groups.

2.4. Morphological Assessment

In the first part of the experiment. rats were anesthetized with pentobarbital (100
mg'’kg ip: Cnstalia, Brazil) and underwent transcardiac perfusion with 0.9% salme
followed by 4% paraformaldehyde (Reagen. Brazil) in 0.1 M phosphate buffer (PBS,
pH 7.4) at each determined time-point after SCL. Following which, the spinal cord was
removed (from C5 to L5), post-fixed in the same fixative solution and cryoprotected
with 15 and 30% sucrose diluted in phosphate buffer saline (PBS). After that, the
samples were frozen in isopentane. cooled m liquid nitrogen until slicing. For
histological measurements, the thoracie region of the spmal cord was transversely cut
mto 20pm sections using a cryostat (Leica, Germany) [32]. The sections were stamed
with hematoxylin and eosin technique and the images captured using a Nikon Eclipse E-
600 nucroscope (Japan) coupled to a digital camera,

Thirty transversal 20pm sections from each animal were processed to analyze the
cavitation area, Sequential sections with an interval of 300pm were collected. The
cavitation area i each sequential slice was determined and the largest cavitation area
slice (called the epicenter) was identified. The epicenter was traced using lmage J
software: any necrotic tissue within the cavities was considered part of the lesion and

the total sum of the areas was calculated [32. 33].

2.5. The ELISA method

In the second part of the experiment, we performed the ELISA method to assess
the global H4 acetylation, GFAP and S100B levels [34, 35]. Rats were euthanized using
a guillotine method, followed by spinal cord dissection. Spinal cord sections 1
mullimeter above and below from the T10 level (perilesional tissue) were processed. as

follow.

2.5.1. Protein content

http://mc.manuscriptcentral.com/nnr
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Lowrv’'s method, with bovine-serum albumin (BSA) as standard, was used to

deternune the protein content [34].

2.5.2. Global H4 acenlation levels

Global H4 acetylation levels were measured using the Global Histone H4
Acetylation Assay Kit (Colonmetric Detection. catalog number P-4009. EpiQuik USA)
following the manufacturer's recommendation. Perilesional tissue was homogenized
with a specific lysis buffer kit (nuclear extraction phase), which facilitated histone
extraction. The samples were incubated in trichloroacetic acid (TCA), hiydrochlone acid
(HCI) and acetone. Five centrifugations were performed during the entire protocol. The
pellet obtained in this process was used to establish the global H4 acetylation levels.
Then. the samples were meubated i the developing solution. Finally. the stopping
solution was added. All readings were made at 405 nm m a 96 well-plate reader

(ThermoPlate. Sao Paulo. Brazil). Results are expressed as ng/mg [35].

2.5.3. GFAP levels

Perilesional tissue was homogenized in PBS (50 mM NaCl, 18 mM Na2HPO4,
83 mM NaH2PO4-H20. pH 7.4). contaming lmM EGTA and ImM phenylmethyl-
sulphonyl fluoride (PMSF). The GFAP content was measured using the ELISA method,
as described published (18). The GFAP assay consisted of coating the samples with
100pL contaimng 70pg of protem and leaving them overnight at 4°C. The next day. the
samples were mcubated m a polyclonal anti-GFAP antibody from rabbit (Dako. USA)
for 2 hours and then in a peroxidase-conjugated secondary antibody (Dako. USA) for 1
hour, at room temperature, The color reaction with o-phenylenediamine-dihydrochloride
(OPD) was measured at 492 nm. The standard GFAP curve ranged from 0.1 to 10
ng/mL. Results are expressed as ng/mg [34).

2.5.4. S100B levels

To assess the SI00B levels, the same homogemzed tissue used for GFAP
detection was employed. as previously described [36]. Briefly. 50ul of sample plus 50ul
of Tris buffer were mcubated for 2 hours on a nucrotiter plate previously coated with a
monoclonal anti-SI00B antibody (Dako. USA) for 30 minutes, After which. a
peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody (Dako, USA) was added for a further 30

http://mc.manuscriptcentral.com/nnr
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minutes. The color reaction with OPD was measured at 492nm. The standard S100B

curve ranged from 0.02 tol ng/ml. Results are expressed as ng/ug of protein [36].

2.6. Statistical Analysis

Data normality was assessed using the Shapiro-Wilk test. One-way ANOVA
followed by the Bonferrom post fioc test was used to detect group differences, as
wdicated. Pearson’s correlation coefficient and smmple linear regression fests were
conducted to assess the relationship between the global H4 acetylation levels and those
of both GFAP and S100B i perilesional tissue from spmal cord. All vanables are
expressed as mean= standard error of the mean (SEM). Results were considered
significant when P<0.05. SPSS 17.0 (Statistical Package for the Social Sciences. Inc.,
Chicago, USA) was used for data analysis.

3. Results

There were no death or surgical complications (1.e. wound infection) m this
study. All spmal cord injured rats exhibited visible hindlimb motor deficits from
mnmediate post-surgery to the end of the experiments. All evaluated outcomes exhibited

normal distribution and, thus, parametric analysis were performed.

3.1. Experiment, part 1
3.1.1. Cavitation area

The spinal cord injury model induced changes in the epicenter of the cystic
cavity at the evaluated time-points (F<;7=1549 / P=0.0001). Between-group (time-
pomts) analysis revealed no changes between the sham and 6h post-SCI groups
(P=0.97). However. these same groups were different from the others: 24h. 48h. 72h
and 7 day post-SCI groups (P<0.03) (Figure 1). No additional cafferences were found.
Together, these data suggest: a) our injury model was able to induce an expernmental
SCT i rats; and b) the cavity area at the lesion epicenter is comparable between the 24h,
48h, 72h and 7 day post-SCI groups. All these results are m agreement with the
literature [15. 32. 33, 37-40] and supported the second part of the study.

3.2. Experiment, part 2

3.2.1. Global histone H4 acetviation levels

http://me.manuscriptcentral.com/nnr
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One-way ANOVA revealed that global histone H4 acetylation levels changed at
the evaluated time-groups (Fs =12.94 / P=0.0001). Post hoc tests showed the 72h post-
SCI group was different from all the other groups (P<0.03). revealing an important
increase in global histone H4 acetylation levels at this time-point. Moreover. there was
an additional difference between the 24h and 7 day post-SCT groups (P=0.01). No
further differences were found between the sham group versus 6h, 24h. 48h and 7 day
post-SCI groups (P>0.03) (Figure 2A). Overall. these data suggest global histone H4

acetylation levels m the penlesional tissue are time-dependent after SCL

3.2.2. GFAP levels

GFAP levels changed at the evaluated time-points (F<:=21.46 / P=0.0001).
Between-group analysis revealed the 48h post-SCI group was different from the other
groups (7<0.04). Moreover, the sham, 6h and 24h post-SCI groups were significantly
different from the 72h and 7 day post-SCI groups (P<0.05). No additional differences
were found (Figure 2B). These results are in agreement with the literature [27. 29. 30]
and reinforce GFAP, a widely used biomarker of astrocytic reactivity, is highly detected
post-SCL starting from 48h (considering the assessed endpoints).

3.2.3. S1008 levels

Data analysis showed changes mm S100B levels at the studied tune-pomts
(F<4:=6.76 / P=0.0001). Interestingly, we observed the 48h post-SCT group had lower
levels of S100B protein compared to the other studied tume-point groups (P<0.03). In
addition, a significant increase m S100B levels was observed in the 7 day post-SCI
group compared to the sham (£=0.02), 6h (P=0.01). 24h (P=0.006) and 48h (P=0.001)
post-SCT groups (Figure 2C). Tlhis mdicates S100B and GFAP levels display differing
behavioral patterns (see above data) after the SCT model.

3.3.3. Global histone H4 acervlation levels, GFAP and S100B relationship

The relationship between global histone H4 acetylation levels and GFAP or
S100B levels 1s shown i tables | and 2. Because the levels of these endpoints were
tume-dependent, the Pearson’s correlation coefficient was min m each studied time-
group. There was a strong positive correlation between global listone H4 acetylation
and GFAP levels only m the undamaged animals (sham group) (=0.77 / P=0.02).

Pooled data analysis (from all groups) was performed and showed the same pattern

http:/imec.manuscriptcentral.com/nnr
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(r=0.44 / P=0.003), but with a weak to moderate correlation index. Interestingly, the
pooled data analysis of the SCI groups (excluding sham animals) showed a weak
significant correlation coefficient between global histone H4 acetylation and GFAP
levels (r=0.41 / P=0.01). Surpnisingly. no correlation was found between the global
histone H4 acetylation and S100B levels.

Furthermore. to test the predictive potential of global histone H4 acetylation to detect
GFAP levels. simple linear regressions were performed when a statistically significant
difference in the Pearson's comrelation coefficient was detected. The global histone H4
acetylation levels significantly predicted the GFAP levels in undamaged animals
(R™=0.598 / P=0.02). Moreover. the global histone H4 acetylation levels also explained
GFAP levels in the all-group-pooled data (R*=0.194 / P=0.003) and SCI-group-pooled
data (R™=0.172 / P=0.007). In summary, we found the global histone H4 acetylation
levels explained 59.8% of the GFAP levels in undamaged spinal cord. However, this
predictive potential was weaker when all groups (19.4%) or SCI groups (17.2%) were

analyzed.

4. Discussion

In the current study. as a first step, we have shown the SCI model was
reproducible, as previously published [15, 32, 33, 37-40]. Moreover, the time curves of
the assessed biochemical markers (global histone H4 acetylation, GFAP and S100B
levels) were also in agreement with the hiterature [16. 22. 30, 34. 36, 41. 42], allowing
us to move towards the main goal of this investigation: acute and subacute epigenetic
modulation (global histone H4 acetylation status) and its impact on astrocyte-related
protein levels following an experimental thoracic spinal cord injury.

There 1s a significant body of evidence suggesting histones and histone-
modifving enzymes are able to reshape the chromatin structure and change the gene
expression after a central nervous system mjury [14, 16, 43, 44]. The main finding of
this study was that a spinal cord injury at the thoracic level in adult Wistar rats can
dramatically change the predictive value of global histone H4 acetylation status m
detecting GFAP levels from 59.8% in the undamaged to 17.2% in perilesional tissue.
These results suggest tssue microenvironment could determine global lhistone
acetylation patterns and their mfluence on astrocyte-related protein levels. To the best of
our knowledge, this is the first study to show the predictive value of the global lustone
H4 acetylation status is mjury-dependent when explaining GFAP levels. A novel
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finding that emerged from our study suggests a complex mjury-dependent relationship
between global histone H4 acetylation levels and the expression of astrocyte-related
proteins.

Several studies have proposed histone deacetylases (HDACs) and histone
acetyltransferases (HATSs) play a ceniral role i regulating histone protems that impact
on astrocyvte gene expression [37. 45. 46]. Although global histone acetylation profiles
are less precise i determining gene expression than specific acetylation and
deacetylation sites of lysine residues (located in the N termini of histones), certain
acetylation patterns might be useful to monitor the regulation of wide and highly
complex biological processes [42]. such as reactive astrogliosis after spinal cord imjury.
For example. the gfop gene may be influenced by complexes contaimng HDAC or
HDAC mhibitors [47]. Our findings can be understood in the same way, while
expanding on previous knowledge. Therefore. further experiments mtended to modulate
epigenetics after spmal cord mury may consider this dual predictive-value of the global
lustone H4 acetvlation status on astrocyte behavior and its potential to modulate neural
1epair.

In addition, our data also revealed the global histone H4 acetylation status did
not influence S100B levels in either undamaged or perilesional tissue. S100B is a
protem mvolved m several mechanisms. such as extension control. shaping the astrocyte
processes and glial scar progression [30, 31). This interesting finding suggests S100B
might be functionally independent from the GFAP after a spinal cord injury. Likewise,
other epigenetic mfluences might modulate S100B. which 1s a martter for further
mnvestigation.

Although both treadnull exercise [48. 49] and pharmacological mterventions
such as valproic acid admnistration [16. 40] can mfluence global histone H4 acetylation
levels, 1t 1s unknown whether these interventions strengthen the relationship between
lustone H4 acetylation status and the expression of astrocyte proteins. Furthermore,
other epigenetic mechanisms, such as DNA methylation, acetylation of other histones,
or lysine-specific acetylation in histone tails [10, 17, 20, 42. 44], might influence glial
protem level control. All these 1ssues are a matter for further mvestigation.

In this study, we also tested the global histone H4 acetylation levels in different
time-points after spmal cord myury. We showed a tendency of hypoacetylation at 24
hours post-imury. but a hyperacetylated status was shown at the later time-pomts (72h

and 7 days post-imjury). Lv and cols. [40] showed a decreased relative mtensity of
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histone H4 acetylation from 24h to 2 weeks after a spinal cord injury, which partially
contradicts the current results. Hypoacetylation levels after other types of spimal cord
myury have been reported [15]. There are various reasonable explanations for these
discrepant results. Lv and cols. (46), only used female Wistar rats in their experiments,
which may mfluence the histone-acetylation profile, as previously suggested [50].
Additionally, global histone H4 acetylation levels might differ depending on the
features of the analyzed tissue. such as injury severity. distance from the injury core and
proportion of damaged versus mntact surrounding tissue in the collected samples. among
others. In our study, only perilesional tissue (1 milluneter above and below the T10
level of the spinal cord) was used in the analysis. By contrast, in their experiment, the
above-mentioned authors did not mention from with spinal cord levels the samples were
obtamed. In addition. frequent points of divergence in epigenetic studies might be
related to the species used [51], animal age [52], and vanations in the experimental
model of spinal cord injury [14. 15].

Finelli and cols. [15] reported mcreased levels of global histone H4 acetylation
i dorsal root ganglion neurons after peripheral axotomy. Moreover, a histone H4
hyperacetylated status induced by a HDAC inhibitor was shown to contribute to spinal
cord plasticity and improve the potential for axonal growth and expression of
regeneration-associated genes (RAGs) [14. 15]. After a conditioning lesion, the authors
observed a 3-day peak of Smadl expression, which has been described as an important
cellular signal to activate mechamsms of sensory axon outgrowth [I15]
Notwithstanding, the same authors also showed differences in histone H4 acetylation
status were found mainly in neurons rather than glia, which is difficult to verify in owr
study as we only used the ELISA method. Notably, the histone acetylation-
deacetylanon balance modulates different cell types. such as mflammatory and
mumunological cells, wihich mfluence the seventy of blood-brain bamer dysfunction,
axonal demyelmation. oxidative stress and mjury nnpact [53-55]. Nonetheless. whether
specific histone acetylation patterns in different cells types maximize the beneficial
aspects of the reactive astrogliosis 1s unknown and therefore a matter for further
mvestigation. Consequently. definmg the epigenetic mechanisms that adjust the
phenotypes of reactive astrocytes would help to design strategies to promote wound
healing and tissue integrity after spinal cord myury [14. 15, 45. 54, 55].

Using a different study design, Kim and cols. [38] assessed the expression of the

main regulators of neuronal survival and death related with astrocytes and neuronal cells
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of the whole brain using a thoracic model of spinal cord mjury in mice. They showed
HDAC subtype 1 expression was increased in the brain at one week after the spinal cord
ijury, but not ar three days or two weeks post-injury. Moreover. brain-derived
neurotrophic factor and glial-derived neurotrophic factor were also up-regulated in the
brain. These results. together with the findings of the present study. suggest that spinal
cord myury mught modulate the epigenetic machmery, depending on the assessed
nervous system structure and the tissue context. influencing cellular behavior not just in
the perilesional tissue but beyond to the damaged spinal cord.

The present study has same limitations. Despite having measured the predictive
value of global histone H4 acetylation status on GFAP levels, our data cannot be used to
infer changes in gfop gene expression. Another point is the ELISA analysis does not
allow us to distinguish histone acetylation status between different cell types, such as
neurons, astrocytes, microglia, oligodendrocytes, and endothelial cells, among other.

In conclusion. our mam results mndicate that global lnstone H4 acetylation levels
have a weak predictive value m explaming penlesional tissue levels of GFAP and
cannot explam S100B levels in our expenimental spinal cord njury. By contrast, the
predictive value of global histone H4 acetylation levels i detecting GFAP in the
healthy tissue is important to highlight, Together. these results suggest the histone H4
acetylation status is disrupted by the spinal cord imjury, which might affect neural repair

and recovery efficacy.
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Figure legends:
Figure 1. A: Schematic illustration of a normal spinal cord transversal section in rats at

T10 level: B: Histological mmage showing a spmal cord mjury at T10 level: C:

Cawvitation area in the lesion epicenter. *** Significant difference at P<0.001.
Figure 2. A: Global histone H4 acetylation: B: Glial fibnllary acid protem (GFAP): and

C: S100 caleium-binding protein B (S100B) levels at studied time-points, Significant
difference at *P<0.05 and ***P<0.001.
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Table 1. Relauonship between global H4 acetylanon versus GFAP and S100B protemn
levels. H4: histone 4: GFAP: Glial fibnllary acidic protein; SI100B: S100 calcium-
binding protein B: = Pearson’s coefficient value: F: calculated probability;
*Statistically significant difference,

WO~NDOHWN =

Global s acetylation 205 10 vels 51008 levels

levels / Group
Sham
6h post-SCI
24h post-SCt
48h post-5C
72h post-SCi
7 days post-SCI
Pooled groups
Pooled SCl groups

r=0.77 (P=0.02)*
r=-0.15 {P=0.74)
0.10 (P=0.86)
r=-0.39 (P=0.93)
r=-0.54 (P=0.16)
r=0.10 (P=0.84)
r= 0.44 (P=0.003)*
r=0.41 (P=0.01)*

-
"

r=-0.52 (P=0.18)
r=-0.35 (P=0.44)
r=0.28 (P=0.95)
r=-0.09 (P=0.93)
r=-0.14 (P=0.72)
r=-0.27 (P=0.10)
r=0.20 (P=0.19)
r=0.31 (P=0.07)
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Table 2. Linear regressions exhibiting prediction rates of global H4 acetvlation on
GFAP levels at T10 level of spinal cord. H4: histone protemn 4: GFAP: Ghal fibrillary
acidic protein; SCIL: spmal cord mjury; P: calculated probability; Undamaged group:
data from sham group, Pooled groups: data from sham, 6h, 24h, 48h, 72h and 7 days
post-SCI combined groups; Pooled SCI groups: data from 6h, 24h, 48h, 72h and 7 days
post-SCI combined groups. *Statistically significant difference.

Global H4 acetylation levels GFAP levels P value

Undamaged group R*=0.598 P=0.02*
Pooled groups 2 .

(SC! and undamaged) Raias RENS
Pooled SCI groups R'=0.172 P=0.007*
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Sabe-se que, na lesdo medular, a resposta inflamatoria e astroglial € ativada para
conter o dano e preservar o tecido. Entretanto, a progressao desses eventos excede a
capacidade do sistema, culminando com a expanséao da lesdo e a inibi¢do da regeneragéo
espontanea do tecido. Desse modo, a falha da regeneracéo axonal e no sprouting neuronal
é atribuida a formacéo da cicatriz glial e da cavidade cistica, 0 que constitui uma barreira
fisica e molecular para o crescimento axonal e um ambiente toxico para as células
remanescentes 22 2340,
Na ultima década tem surgido um numero significativo de evidéncias cientificas
que sugerem o papel da epigenética nas disfuncdes, lesdes e doengas que acometem o
SNC ©% 5 tais como a lesdo medular 1 1% 6669 - Acredita-se que, embora as células
neuronais e gliais sofram mudancas de transcri¢do apos a maturacdo do SNC e por isso
haja uma diminuicdo da plasticidade "™ ™, que modificagGes epigenéticas poderiam
reverter esse declinio, por meio da regulacdo da expresséo de genes disfuncionados pela
lesdo % 8. Estudos mostram que enzimas modificadoras de histonas influenciam na
resposta pro-inflamatdria e imunoldgica, contribuindo com a diminui¢do dos efeitos
prolongados da astrogliose reativa ¥ ®: % e consequentemente, modulando a severidade
da lesdo e o crescimento axonal espontaneo.

Neste contexto, sabe-se que as enzimas modificadoras e as histonas, em
especial a H4, apresentam um papel importante na sinaptogénese, plasticidade sinaptica,
formagdo de memdria, aprendizado e reversdo dos efeitos do envelhecimento %57 ™ No
entanto, o perfil de acetilacdo das histonas ndo e bem compreendido nas lesdes medulares
espinhais contusas, especialmente durante a primeira semana. Portanto, 0 nosso principal
objetivo foi avaliar uma possivel relacdo entre os niveis globais de acetilacdo de H4 e de
proteinas marcadoras de astrogliose reativa, a GFAP e a S100B.

Nossos resultados demonstram que a lesdo medular contusa pode alterar o
valor preditivo da acetilacdo global da histona H4 para detectar os niveis de proteinas
associadas a astrogliose relativa. Além disso, € importante ressaltar que o status de
acetilacdo de histona H4 é modificado pela lesdo da medula espinhal e que essa
modificagéo é lesdo-dependente, quando nos referimos a GFAP. Demonstramos que, em
situagcdes de normalidade (auséncia de lesdo) 59,8% dos niveis de GFAP no tecido

nervoso da medula espinhal toracica podem ser matematicamente explicados pelos niveis



de acetilacdo da histona H4, ou seja, a segunda possui um bom valor preditivo sobre 0s
niveis da primeira na regressao linear. No entanto e, de modo interessante, na presenca
de lesdo medular, apenas 17,2% dos niveis de GFAP neste mesmo tecido podem ser
explicados pela regressdo linear. Logo, a situacdo de lesdo medular passa a ser uma
espécie de “divisor de aguas” para tal relacao. Sendo assim, ¢ muito provavel que outros
fatores passem a preponderar sobre a determinacao dos niveis de GFAP em situacéo de
lesdo medular, fato que contribui para a discussao da importancia dos niveis globais de
acetilacdo da histona H4 em situac6es de salde e doenga.

Resumidamente, 0s nossos achados sugerem que a acetilacdo global da histona
H4 possui valor preditivo para os niveis da GFAP, porém, tal valor é reduzido
sobremaneira apos a lesdo medular.

Contrariando nossas expectativas iniciais, a acetilacdo global da histona H4 néo
apresentou nenhuma correlacdo com os niveis da proteina S100B, o que sugere que ambas
as proteinas, apesar de envolvidas no processo de astrogliose reativa, possuem
mecanismos reguladores independentes, tanto em condicdes de normalidade quanto apds
a lesdo medular. Por exemplo, observamos que os niveis da proteina S100B na medula
espinhal torécica parece ndo sofrer ou produzir influéncias estatisticamente detectaveis
sobre os niveis globais de acetilacdo da histona H4. Uma possivel explicacdo parcial para
esta independéncia pode ser extraida da literatura. Por exemplo, sabe-se que a proteina
S100B esté relacionada com a progressao e regulacdo dos mecanismos adjacentes a
isquemia e a instalacdo da cicatriz glial. J& a GFAP, por sua vez, parece estar mais
presente na formacdo da cicatriz glial propriamente dita, contribuindo estruturalmente
para a modificacio do citoesqueleto astrocitario. **. A GFAP tem papel de suporte
mecanico no astrdcito e, portanto, é responsavel pelo aumento em comprimento e
didmetro dos processos astrocitarios que se fazem necessarios a proliferacdo e hipertrofia
celular que sdo observados na astrogliose reativa 4344,

Outro objetivo do nosso estudo foi descrever a dindamica temporal da acetilagdo
de H4 durante a primeira semana pos-lesdo. Encontramos um pico de acetilagcdo 72h pos-
lesdo. Em discordancia com o nosso resultado, Finelli ® ndo observou aumento nos niveis
de acetilacdo da histona H4 apds um modelo de lesdo medular. Nés hipotetizamos que
trés principais diferencas no protocolo experimental podem contribuir para tal
controvérsia: 1) espécie animal empregada; 2) idade do animal; 3) modelo de leséo

medular.
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Primeiro, Finelli e colegas avaliaram camundongos, 0 que ndo permite uma
extrapolacdo direta de dados astrocitarios para o nosso estudo, em que ratos foram
avaliados. Segundo, as idades dos animais, camundongos e ratos, diferiram entre 0s
estudos. Tal diferenca foi de seis a oito meses e trés meses de idade, respectivamente. Em
concordancia, alguns estudos sugerem que a idade pode ser um fator que influencia sobre
a funcio da maquinaria epigenética & 77 78 79,

Do mesmo modo, acredita-se que o0 avanco da idade possa influenciar o sprouting
neuronal, a neurogénese e a angiogénese e que 0s animais idosos apresentem uma
desregulacdo no controle da expresséo génica e, portanto, exibam padrdes genéticos mais
globais e menos especificos as variacdes de ambiente e resposta a lesdo . Estudos
mostraram que a modulacao epigenética esta associada a desregulacdo idade-dependente
da expressdo génica e que a hipoacetilacdo esta correlacionada ao comprometimento da
memoria relacionado com a idade em roedores &% 8,

Em terceiro lugar, destacamos que o perfil histolégco pode variar quando
comparamos diferentes modelos de lesdo medular e, como consequéncia, podemos ter
alteraces na expressdo génica tissular. Corroborando com a nossa hipotese, alguns
estudos demonstram que o modelo de transeccdo esta relacionado principalmente a
disfuncéo glial e minima formacéo de cavidade cistica. Por outro lado, as lesdes contusas
estdo mais associadas a presenca de hemorragia, necrose e formacao de cavidades cisticas
maiores 2. Um aspecto importante é que o nosso protocolo se assemelha ao modelo de
lesdo medular mais comum em seres humanos, a lesdo medular contusa.

Além disso, Finelli ®° descreveu que a acetilacdo da histona H4 foi encontrada
principalmente em neur6nios ao invés de células da glia, o que revela um perfil célula-
especifico. No entanto, o nosso estudo avaliou o tecido perilesional como um todo, por
meio da técnica de ELISA, o que pressupde uma medida referente a resposta “média” dos
diferentes subtipos celulares presentes no tecido.

Em seu estudo, Lv 82 descreveu uma diminuicio de acetilagdo de H4 no terceiro
dia po6s-lesdo medular contusa, em camundongos fémeas. NOs hipotetizamos que a
espécie do animal e a idade, como discutido previamente, podem ser razbes para tal
discordancia.

De modo conjunto, estes achados sugerem que a modulacdo da acetilacdo de

histonas, em especial a histona H4, pode ser um potencial biomarcador de plasticidade
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apos lesdo da medula espinhal, independentemente do modelo experimental, da espécie,
idade e género do animal empregado.

Algumas limitacdes importantes sdo evidentes no presente estudo. Por exemplo,
nos ndo estudamos diversos outros marcadores epigenéticos que podem estar envolvidos
na modulagdo dos niveis das proteinas GFAP e S100B, tais como a acetilacdo da histona
H3, a metilacdo de DNA, a acetilacapo de sitios especifcos, dentre outros. Outra limitagdo
é que a influéncia dos niveis de acetilacdo da histona H4 sobre a expressao especifica dos
genes gfap e s100B, que codifica as respectivas proteinas, ndo pode ser avaliaida, o que é
tema para estudos futuros.

Em suma, acreditamos que o presente estudo contribui, em parte, para uma melhor
compreens¢do dos mecanismos epigenéticos que modulam a reatividade astroglial pds-

lesdo medular.

55



6. CONCLUSOES

- O modelo de lesdo empregado foi capaz de produzir, experimentalmente, uma lesao
medular toracica contusa.

- O status de acetilagdo da histona H4 é modificado apds uma lesdo medular contusa
experimental, em ratos Wistar machos, adultos.

- Os niveis globais de acetilagdo da histona H4 s&o tempo-dependentes, na primeira
semana, apos uma lesao toracica contusa da medula espinal em ratos Wistar machos, adultos.

- Embora os niveis globais de acetilacdo da histona H4 possuam bom valor preditivo para
explicar os niveis de GFAP no tecido neural da medula espinhal torécica, tal valor preditivo é
deveras prejudicado quando da presenca de lesdo medular contusa.

- O status de acetilacdo de histona H4 global ndo possui influéncia sobre os niveis da

proteina S100B no tecido medular espinhal, em nivel toracico, seja lesado ou néo lesado.
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7. PERSPECTIVAS

Conjuntamente, nossos achados permitem elencar uma série de perspectivas. Segue,

assim, algumas ideias a seguir na continuidade deste estudo:

- Verificar se a acetilacdo global da histona H3 apresenta relagdo com os niveis e a
expressao de proteinas relacionadas com o processo de astrogliose reativa, utilizando este mesmo
modelo de neurotrauma;

- Verificar se os niveis de metilacio de DNA possuem relacdo com a expressdo de
proteinas relacionadas com o processo de astrogliose reativa, utilizando este mesmo modelo de
neurotrauma;

- Avaliar se modificacBes na acetilagdo de sitios-especificos de histonas poderiam
acarretar em mudancas na expressao de proteinas relacionadas com o processo de astrogliose
reativa, utilizando este mesmo modelo de neurotrauma;

- Avaliar se outros modelos de lesdo medular, ou de neurotrauma, podem acarretar em
mudancas no perfil temporal dos niveis de acetilagdo global de histona H4;

- Avaliar a expressao a acetilacdo dos genes especificos, relacionados a expressdo das
proteinas GFAP e S100B.

- Pesquisar os efeitos de intervenges farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas sobre
variaveis epigenéticas e a progressdo da astrogliose reativa p6s-lesdo medular;

- Verificar se realmente existem diferencas epigenéticas relacionadas a espécie, sexo e
idade de animais rotineiramente utilizados como modelo de lesdo medular;

- Avaliar o status de acetilacdo de diferentes histonas, em diferentes tipos celulares, ap6s

um modelo de lesdo medular contusa.
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ANEXO - Aprovacdo CEUA UFRGS e CEUA PUCRS

UFRGS PRO-REITORIA DE PESQUISA %CEUA

UERGS
@ UNIVERSIDADE FEDERAL Comissao De Etica No Uso De Animais
DO RIO GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissédo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Nlamero: 26116

oz Efeito do Transplante de Células-Tronco Mesenquimais Derivadas de Dente Deciduo Humano

Sobre a Neuroprotegao, Inflamacédo e Recuperagao Funcional de Ratos Wistar Submetidos a
Lesao Medular

Pesquisadores:

Equipe UFRGS:

CARLOS ALEXANDRE NETTO - coordenador desde 01/03/2014
PATRICIA HELENA LUCAS PRANKE - pesquisador desde 01/03/2014
EDUARDO FARIAS SANCHES - pesquisador desde 01/03/2014
Fabricio do Couto Nicola - pesquisador desde 01/03/2014

Comissao De Etica No Uso De Animais aprovou o mesmo , em reunido realizada em
14/07/2014 - Sala 308 - Prédio da Faculdade de Educacao - Porto Alegre - RS, em seus
aspectos éticos e metolodolégicos, para a utilizacao de 184 ratos machos Wistar adultos, de
acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de
08 de novembro de 2008 que disciplina a criacdo e utilizagao de animais em atividades de
ensino e pesquisa.

Porto Alegra, Quinta-Feira, 31 de Julho de 2014
. ]
T

CRISTIANE MATTE
Vice Coordenador da comissdo de ética
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Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul

PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAO E DESENVOLVIMENTO
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Oficio 110/2015 - CEUA Porto Alegre, 18 de dezembro de 2015.
Senhor(a) Pesquisador(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da PUCRS informa que apreciou o
projeto de pesquisa 15/00492, intitulado: “Efeito do transplante de células-tronco
mesenquimais derivadas de dente deciduo humano sobre a neuroprotecdo,
inflamacdo e recuperacdo funcional de ratos wistar submetidos a lesdo
medular’. Considerando que trata-se de um projeto interinstitucional entre a UFRGS
(Departamento de Bioquimica) e a PUCRS (Laboratério Central de Microscopia e
Microanalise), e que a parte experimental com o manejo dos animais sera realizada
integralmente na UFRGS, e também por ja possuir aprova¢ao pela CEUA/UFRGS a
CEUA/PUCRS informa que ndo hé& necessidade de ser avaliado por esta comissao,
mas esta ciente que o projeto atende as normas de bem estar animal e esta em
conformidade com a legislagéo nacional.

Atenciosamente,

N N
-~ \@32)\"‘—}& 2

Prof. Dr. Jodo-Batista Blessmann Weber

Coordenador da CEUA/PUCRS
limo. Sr.
Prof. Dr. Régis Gemerasca Mestriner
FAENFI

Nesta Universidade

Campus Central
MRS Av. Ipiranga, 6681 - P. 99 — Portal Tecnopuc - sala 1512
CEP: 90619-900 - Porto Alegre/RS

Fone: (51) 3353-6365
E-mail: caua@nucrs.br
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Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo
Av. lpiranga, 6681 - Prédio 1 - Térreo
Porto Alegre - RS - Brasil
Fone: (31) 3320-3513
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