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Como toda obra, uma tese de doutorado tem seusl@ascsuas dificuldades, mas também oferece seus
prazeres — principalmente com relagéo a convivimiaas pessoas em um laboratorio; apesar de gualqu
eventual desalinho, é extremamente importante guegenhamos sempre uma coisa que deve nos MovEs, € n
movera sempre que puder — o bom humor. E néo téseimelhor para o bom humor do que um sorriso. Por
isso, sempre que eu puder, eu vou oferecer o nMesca VOCé.

Smile,

Though your heart is aching

Smile,

Even though it's breaking,

When there are clouds in the sky,

you'll get by

If you smile

Through your fears and sorrow, smile
And maybe tomorrow

You'll see the sun come shining through for you
Light up your face with gladness,

Hide ev'ry trace of sadness,

Altho’ a tear may be ever so near,
That's the time you must keep on trying,
Smile,

What's the use of crying,

You'll find that life is still worthwhile,

If you just smile

(Charles Chaplin)

Sorria, embora seu coragdo esteja doendo
Sorria, mesmo que ele esteja partido
Quando ha nuvens no céu

Vocé sobrevivera...

Se vocé apenas sorri
Apesar de sua aflicdo e seus medos, sorria
E talvez amanha

Vocé vera o sol brilhando para vocé

llumine sua face com alegria
Esconda qualquer sinal de tristeza
Mesmo que uma lagrima esteja préxima

E 0 momento em que vocé deve continuar tentando

Sorria,
Para que serve o choro?
Vocé vai descobrir que a vida ainda vale a pena

Se vocé apenas sorrir.
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RESUMO

O sucesso da regeneracdo de nervos periféricoadiepas propriedades intrinsecas dos
neurbnios e de um microambiente favoravel, embaranecanismos responsaveis pelos
eventos moleculares durante a degeneracdo e &rag@&ao ainda ndo estejam completamente
elucidados. As células de Schwann sédo consideregia® um dos melhores candidatos
envolvidos no sucesso da regeneracdo de nervoEripes. Estas células e macréfagos
afluentes ao nervo periférico em degeneracdo sjpmmeaveis pela remocao de residuos de
mielina e de axbnios degenerados, criando umaamitapriada para uma regeneracdo bem
sucedida. Apos injuria, as células de Schwann sgpre galectina-3, e esta molécula tem
sido correlacionada a eventos de fagocitose; aiésodem presenca de galectina-3, existe
uma inibicdo a proliferacdo das células de Schwanwitro. No presente estudo, foram
explorados os efeitas vivo da auséncia da galectina-3 sobre a degeneracderiafa e a
regeneracdo de fibras nervosas periféricas. Necidticos de camundongos normais e
knockout para galectina-3 foram esmagados, e o padrdo dastos de degeneracédo e
regeneracao foi acompanhado de 24 horas a 3 senkamas analisados o numero de fibras
mielinicas, a area do axénio, a area da fibra sarva area da mielina, e a razad3=4tio),
além de microscopia eletrénica, e imunofluores@pairaB-catenina, macrofagos e células
de Schwann em cortes contracorados com DAPI. Caomgod knockoutpara galectina-3
apresentaram uma regeneracao mais rapida das fibrassas periféricas, o que pode estar
associado a um crescimento aumentado de célul8stdeann e a expressao fieatenina.
Isto poderia favorecer a sobrevivéncia neurongjise de uma mielinizacdo mais rapida, e

culminando em resultados morfolégicos e funcionathores.



ABSTRACT

The success of peripheral nerve regeneration depamehtrinsic properties of neurons and a
favorable environment, although the mechanisms nlyidg the molecular events during
degeneration and regeneration are still not eltetde&Schwann cells are considered one of the
best candidates to be closely involved in the sssoé peripheral nerve regeneration. These
cells and invading macrophages are responsibleléaring myelin and axon debris, creating
an appropriate route for a successful regeneradter injury, Schwann cells express
galectin-3, and this has been correlated with pbygsis; also, in the presence of galectin-3,
there is inhibition of Schwann cell proliferatiam vitro. In the present study we explored, in
vivo, the effects of the absence of galectin-3 oallgvian degeneration and nerve fiber
regeneration. We crushed the sciatic nerves ofcggat8 knockout and wild-type mice, and
followed the pattern of degeneration and regermrdtiom 24 h up to 3 weeks. We analyzes
the number of myelinated fibers, axon area, fibeaamyelin area, G-ratio, as well as
electron microscopy, and immunofluorescence3faatenin, macrophages and Schwann cells
in DAPI counterstained sections. Galectin-3 knot¢kotice showed earlier functional
recovery and faster regeneration than the wild-gypenals. We concluded that the absence of
galectin-3 allowed faster regeneration, which mayassociated with increased growth of
Schwann cells and expression®tatenin. This would favor neuron survival, follaivey

faster myelination, culminating in a better morgigital and functional outcome.
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|. INTRODUCAO

Apos uma lesdo em um nervo periférico, o coto diktgenera em um tipico processo
inflamatorio conhecido como degeneracdo Wallerighacapacidade do sistema nervoso
periférico (SNP) em regenerar apds uma injuriard benhecida; esta regeneracdo ocorre no
coto proximal, o qual origina fibras regenerativise podem ou nao ter sucesso nha
reinervacdo do orgdo-alvo. Um dos fatores assosiadp sucesso da regeneracdo e da
reinervacdo no SNP é a plasticidade das célulaSatievann. No inicio do processo de
degeneracdo Walleriana, estas células se destaoanaxdnios e comecam a fagocitar
residuos de mielina e de axénios, um processo mueeguida € continuado por macréfagos
gue migram para o interior do nervo lesado. Céldaschwann podem sobreviver ap6s um
trauma, e proliferam no interior de suas laminasaisaoriginais, formando as bandas de
Blingner, que auxiliam a migracdo de brotamentosnemgtivos em direcdo ao érgao-alvo a
ser reinervado. Ap0s uma injdria, as células dev@onh passam a expressar galectina-3, uma
lectina especifica para ligacdo a residuos de tpakace isto pode estar associado a fagocitose
de mielina durante a degeneracdo Walleriana (Sefdh, 1996). O presente trabalho tem
como objetivo geral estabelecer uma relacdo endraliferentes aspectos morfologicos
observados durante eventos degenerativos e regeosraem nervo periférico de

camundongos e a expressao de galectina-3 ou s@iacaus

|.1. Estrutura Geral dos Nervos Periféricos

Os nervos periféricos sdo cordbes esbranquicadassstioma nervoso periférico que
partem de regides do encéfalo ou da medula esgimalirecdo a varios 6rgdos corporais. S&o
estruturas formadas essencialmente por axéniogu®mos, organizados de forma paralela

em uma quantidade variavel de feixes ou fasciculmwosos Figura 1); tais axbnios



constituem fibras nervosas aferentes ou eferentesisitema nervoso central; as fibras
eferentes tém origem a partir de corpos celulaeesi@irénios que formam aglomerados
situados em diferentes regifes do encéfalo (mpiscdEcamente o tronco encefélico, de onde
parte a maioria dos 12 pares de nervos craniamosn-excecao do 1°. par [nervo olfatoério],
do 2°. par [nervo 6ptico], e do 11°. par [nervosadeo], que tem uma raiz craniana que sai
do tronco encefélico, e uma raiz espinal que sdintite entre o bulbo e a medula espinal) e
da medula espinal (mais precisamente dos cornes@mess ou ventrais) — no caso do sistema
nervoso central —, ou ainda tais fibras nervosatemade corpos celulares situados em
ganglios do sistema nervoso periférico. O 2°. parndrvos cranianos (nervos Opticos)
também constitui uma excec¢do sob um outro pontasia: os nervos opticos sdo formados
por fibras nervosas provenientes de neurdnios mgaragkes da retina; como a retina se
desenvolve como uma projecdo do diencéfalo, elasapta neurbnios ganglionares cujos
axbnios tém sua bainha de mielina formada por dégdroécitos, as quais sao células gliais
do sistema nervoso central. Portanto, os nervaso§phao tém estrutura histolégica tipica de
nervo periférico, apresentando-se com a estrusdrdtos do sistema nervoso central. Quase
todos os nervos periféricos se apresentam cowmsigupor fibras mielinicas e amielinicas,
geralmente havendo predominio de fibras mielinemsnervos mais calibrosos, enquanto
pequenos filetes nervosos podem ser constituidaoprinantemente por fibras amielinicas.
Além disso, a grande maioria dos nervos se apresEmistituida tanto por fibras nervosas
motoras como por fibras nervosas sensitivas; danadsrma, nervos de diferentes calibres
(isto é, com diferentes quantidades de feixes ©e”)o podem se apresentar
predominantemente motores ou sensitivos, dependatmo aferéncias e eferéncias
proporcionadas pela inervacéo especifica de cayde @u regido do corpo (Martin, 1996).

A estrutura histologica de um tipico nervo perdéré baseada na organizacdo dos
envoltorios de tecido conjuntivo propriamente ditoredor dos feixes nervosos. Cada nervo

periférico apresenta-se como uma colecdo de fedtesfasciculos nervosos, contendo



quantidades variaveis de ax6nios mielinicos e/ouelamcos em disposicdo paralela,
dependendo do calibre do nenkigura 1). Os feixes nervosos encontram-se agregados por
um envoltério mais fibroso, formado por tecido eonjvo denso ndo-modelado, denominado
epineuro, contendo fibrilas colagenas geralmentedemosicdo paralela ao longo eixo do
nervo, fibroblastos esparsos e fibras elasticapeguena quantidade (Peters et al. 1991). O
epineuro apresenta-se bastante vascularizado, ndantartérias, veias e capilares, e,
dependendo do calibre do nervo, ocorre uma infétwavariavel de tecido adiposo unilocular.
No interior do nervo, cada feixe nervoso € indialkiado dos outros a partir de um
envoltorio extremamente especializado, caractesizadmo perineuro Higura 2). O
perineuro aparece nos cortes histolégicos de ratimao uma fina camada que delineia o
contorno de cada feixe nervoso, onde se nota ugpzepa quantidade de nucleos achatados
dispostos concentricamente. A microscopia eletejnicperineuro se apresenta constituido
por cerca de 5 a 10 camadas de células achataglasd¢ddo com a espessura do fasciculo
nervoso), unidas umas as outras na mesma camaddaeamada é separada uma da outra
por uma camada de fibrilas colagenas. O perineurod uma espécie de capsula protetora de
cada fasciculo nervoso, impedindo que haja o amssventuais substancias toxicas a sua
estrutura intima. Isto é proporcionado gracas arécoia de juncbes de oclusdo entre as
células de cada camada do perineuro, formando mattea barreira hematonervosa. Desta
forma, apesar da presenca de jungdes de oclusdama lamina basal de cada lado de uma
camada — o0 que fomenta a ideia de uma naturezaiapgor parte destas células — alguns
autores consideram tais células como fibroblastogifitados. No interior do feixe nervoso,
ocorre uma pequena quantidade de tecido conjuritimaxo, constituindo o endoneuro
(Figura 2). No endoneuro intrafascicular ocorrem feixes elisps de fibrilas colagenas e
fibras elasticas, além de tipicas células conjastiem pequena quantidade, tais como
fibroblastos, macrofagos, mastocitos, neutrofil@osinéfilos. Em meio a estes componentes

do tecido conjuntivo, ocorrem capilarengidneos do tipo continuo. Além do tecido



Figura 1 - Nervo periférico - esquema. Esquema de um nervo periférico consti-
tuido por vérios feixes ou fasciculos de fibras nervosas (A1), sendo cada fasciculo
formado por um nimero variavel de fibras nervosas (A2). Cada fasciculo encon-
tra-se individualmente envolvido pelas lamelas concéntricas do perineuro (A3); no
interior de cada fasciculo, as fibras nervosas encontram-se envolvidas por um deli-
cado tecido conjuntivo, o endoneuro (A4). Em AS, observa-se a sec¢do e remogéo
de parte do perineuro de um fasciculo nervoso, de modo a expor o trajeto sinuoso
das fibras nervosas em seu interior. Todo o conjunto de fasciculos de um nervo apre-
senta-se envolvido pelo robusto tecido conjuntivo denso do epineuro (A6), rico em
vasos sanguineos (A7) e uma quantidade variavel de tecido adiposo associado (AS).
O retangulo indicado em A, e que corresponde a Figura B, mostra as fibras nervosas
mielinicas (B1), com seus axonios (B2) e bainhas de mielina (B3) em corte longitu-
dinal, além dos eventuais nodos de Ranvier (B4) perceptiveis nesse sentido de corte.
Em BS5 notam-se capilares em meio ao endoneuro. O quadrado indicado em
corresponde a Figura C, onde se observa um corte transversal de um feixe nervoso,
onde podem ser evidenciadas estruturas tais como o perineuro (C1) deste feixe,
assim como algumas fibras nervosas (C3) com seus axonios (C7) e bainhas de mie-
lina (C6), e o tecido conjuntivo do endoneuro (C4) e seus capilares (C5). Parte do
epineuro (C2) também estd representada. Adaptado a partir de Krsti¢, 1988.
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Figura 2 - Feixe nervoso - esquema. Esquema de um feixe ou fasciculo nervoso de
um nervo periférico. Observa-se seu perineuro (1), parcialmente seccionado e reba-
tido, de modo a se perceber sua organizagdo em lamelas (2), constituidas de células
alongadas e  bastante adelgagadas. As células do perineuro estdo associadas umas
as outras em cada lamela através de juncdes de oclusdo (3), as quais representam em
conjunto a barreira hematonervosa. Cada lamela do perineuro estd apoiada sobre
uma lamina basal (5), o que sugere um carater “epitelioide” a estas células, e cada
lamela encontra-se separada uma da outra por numerosos feixes de delicadas fibrilas
coldgenas (6). No interior do fasciculo, observa-se fibras nervosas mielinicas (7) e
amielinicas (8), em meio a um delicado tecido conjuntivo frouxo, o endoneuro, con-
tendo matriz extracelular representada, entre outros componentes, por fibrilas cola-
genas (12), e tipos celulares diversos, como eventuais fibroblastos (13). Células de
Schwann proporcionam a organizagdo das fibras mielinicas e amielinicas, apoiadas
em sua lamina basal (11). 4, Vesiculas de pinocitose nas células perineurais; 9,
Capilar com hemacia; 10, Mesaxonio externo de uma bainha de mielina formada por
uma célula de Schwann mielinizante; 14, Tecido conjuntivo interfascicular
proveniente do epineuro. Adaptado a partir de Krstié, 1988.
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conjuntivo, considera-se também como parte do endono envoltério especifico de cada
fibra nervosa; este é constituido por uma tipica lamiasalp produzida pelas células de
Schwann que se encontram associadas a cada arduoin, delicado arcabouco de fibras
reticulares (colageno do tipo lll), que se mesaa s demais componentes da matriz
extracelular do endoneuro intrafascicular.

No interior de cada fasciculo nervoso, as fibrasomas se apresentam com aspectos
caracteristicos aos cortes transversais e longaiglia microscopia de luz. Em cortes
transversais corados em coloracdes de rotina, kmasfinervosas mielinicas geralmente
apresentam o axonio retraido e, consequentemeate;orado, como uma pequena estrutura
central esférica, cercado por uma camada igualmmeatereservada representando a bainha
de mielina, uma vez que, devido a constituicdo @redantemente lipidica da mielina, esta &
removida em grande parte pelos solventes utilizguas técnicas de processamento de
rotina para microscopia de lugigura 3). Fibras amielinicas, como sdo mais delicadas, sédo
dificeis de serem distinguidas a microscopia deQuendoneuro se cora fracamente por entre
as fibras nervosas. Aos cortes longitudinais, la®di nervosas aparecem fracamente coradas
em disposicdo paralela ou levemente ondulada; ems peeparacdes, € possivel perceber
delicadas constrices ao longo das fibras, as gejissentam os nodos de Ranvier em fibras
mielinicas. Os nucleos presentes sdo, certamentuarmaioria, de células de Schwann, os
guais aparecem alongados e, portanto, dispostake|amnente ao trajeto das fibras nervosas;
tais nucleos observados entre as fibras nervosdsta podem pertencer a eventuais células
conjuntivas endoneurais. Cortes semifinosufi de espessura) corados em azul de toluidina
demonstram uma melhor preservacao das fibras reervBs cortes transversais, a bainha de
mielina (mais bem preservada pelo tetroxido de dsrem funcdo de sua constituicdo
predominantemente lipidica) aparece como uma fd&aontorno circular bem corada ao
redor de cada axonio, que se apresenta como umnlocifaro centralmente localizado. Da

mesma forma que em preparacoes em parafinas fimielinicas ndo conseguem ser bem



Figura 3 - Fotomicrografias de nervo periférico. A, Corte longitudinal de um feixe
nervoso, circundado pelo tecido conjuntivo do epineuro (Ep) e delimitado pela camada de
células achatadas do perineuro (P). O retangulo em destaque € visto em B (132x). B,
Detalhe da regido demarcada em A, mostrando o aspecto ondulado das fibras nervosas
predominantemente mielinicas em disposi¢ao paralela com os nucleos alongados de célu-
las de Schwann (CS) em mesma disposi¢do. Os axdnios (Ax) sdo fracamente corados.
NR, nodo de Ranvier (270x). C, Corte transversal de feixes nervosos delimitados pelo seu
perineuro (P) e envoltos pelo epineuro (Ep). As fibras mielinicas aparecem em corte
transversal (T) e longitudinal (L). Ao corte transversal, os axdnios aparecem como um
ponto central (Ax) circundado por um halo claro, que ¢ a bainha de mielina (BM). Em
corte longitudinal, os axonios sdo pouco aparentes em coloragdes de rotina. CS, células
de Schwann. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina (H&E). Adaptado a partir de Gartner e
Hiatt, 2007.
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discernidas em cortes semifinos. Ao corte longitatias fibras nervosas tém um trajeto
levemente ondulado ou retilineo, com as bainhamidéna formando faixas alongadas bem
coradas envolvendo os axonios, 0s quais aparecera ctindros claros. Eventualmente, séo
percebidos nodos de Ranvier como constricdes @ |da trajeto das fibras mielinicas.

A microscopia eletrdnica, as fibras nervosas diisia nervoso periférico podem ser
mais bem caracterizadas como mielinicas ou antgekniDe modo geral, nos nervos
periféricos, as fibras mielinicas costumam apresemixdnios mais calibrosos e mais
abundantes, enquanto as fibras amielinicas ocamemuantidade menor e sdo representadas
por axénios mais delicadog-igura 4). A ultra-estrutura geral do axénio demonstra a
presenca importante de componentes do citoesquek#aodo os mais facilmente
caracterizaveis aos cortes ultrafinos os microtibel os filamentos intermediarios (tanto em
cortes transversais como em cortes longitudindis).corte longitudinal, os microtubulos
costumam se apresentar como delicados cilindros esessos que os neurofilamentos, os
quais tém um aspecto mais filamentoso e delgadmeam em quantidade maior em relagéo
aos microtubulos. Filamentos de actina também gs&sentes, mas sado poucos discerniveis
em uma observacdo de microscopia eletronica deatofh importancia do citoesqueleto
axonal remete a eventos de sustentacdo e manutdagéalibre axonal, visto que axbnios
mielinicos — 0s quais sado frequentemente os madibrasos — apresentam-se com
neurofilamentos mais espacados uns dos outros, aetojuque axonios amielinicos
apresentam seus neurofilamentos mais condensaaiogefffebrados, os neurofilamentos séo
compostos por trés proteinas poliméricas relaciasiacdom pesos moleculares aparentes de
68, 150, e 200 kD, por isso caracterizadas comd. Nkght), NF-M (medium e NF-H
(heavy, respectivamente (Peters et al., 1991). O comper¢F-H pode apresentar diferentes
graus de fosforilagdo dentro de diferentes setdeesm mesmo neurdnio, e, nos axonios, 0
espagcamento entre neurofilamentos € substanciamesibr onde se encontram niveis altos

de fosforilagdo de NF-H. Portanto a mielinizaca@xi@nios pode estar relacionada ao



Figura 4 - Feixe nervoso - fibras mielinicas e amielinicas - esquema.
Representagdo esquematica em grande aumento de parte de um feixe ou fasciculo
nervoso de um nervo periférico. O perineuro (1) estd representado com suas lamelas
formadas por delgadas células de formato extremamente achatado (2), recobertas
por sua lamina basal (5), e feixes de fibrilas coldgenas orientadas longitudinalmente
(6) por entre as lamelas. Os numeros 3 e 4 indicam as principais jung¢des intercelu-
lares encontradas entre as células do perineuro, as jun¢des de oclusdo e os desmos-
somas, respectivamente. Muitas vesiculas de pinocitose (7) podem ser vistas no ci-
toplasma das células perineurais. A figura mostra ainda uma célula de Schwann
ndo-mielinizante e seus delicados axonios amielinicos associados em sulcos na su-
perficie de sua membrana plasmatica (11); note o nucleo da célula de Schwann
ndo-mielinizante em posicdo centralizada; abaixo, em 10, observa-se uma fibra
mielinica, representada por um axdnio mais calibroso envolvido por vérias lame-
las compactadas de mielina formadas por uma célula de Schwann mielinizante, com
o nucleo situado perifericamente a mielina. 8 e 9, Componentes do tecido conjun-
tivo do epineuro; 12, Endoneuro intrafascicular; 13, Fibroblasto; 14, Endoneuro
associado a fibra nervosa mielinica (l1dmina basal e fibrilas coldgenas). Adaptado a
partir de Krsti¢, 1988.
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espacamento e a quantidade aumentada de neumiti@sn(Hsieh et al., 1994). Por sua vez,
0s microtubulos, além da sustentacdo intrinseen, ud papel bastante significativo no
transporte axoplasmatico, os quais servem conlbdt’l para o deslocamento de organelas e
vesiculas em ambos os sentidos no axénio (ou tsajesporte anterogrado e retrogado). O
transporte de organelas é caracterizado como umspivate “rapido”, do qual participam
proteinas motoras moleculares associadas a mictogjliais como a quinesina e a dineina
citoplasmatica, que proporcionam o deslocamentodgmelas de acordo com a polaridade
apresentadas pelos microtibulos e sua disposic@xdmo, com a extremidade plus (mais)
dos microtubulos voltada para o terminal axénioexteemidade minus (menos) direcionada

para o corpo celular do neurdnio (Peters et a@1)1.9

[.2. O Processo de Degeneracdo Walleriana

No contexto do sistema nervoso, o processo de demgio Walleriana (DW)
apresenta uma série de aspectos inflamatorios latioeados ao desencadeamento e a
evolucédo de uma lesédo axonal, tanto no SNP con®N@. A DW é caracterizada como um
conjunto de alteracdes patoldgicas causadas peredibs formas de lesdo aos axoénios
(esmagamento, transeccao, isquemia, entre outragjual se observa uma degradacao dos
segmentos distais dos axonios lesados, em relagdtcal da leséo Figura 5); tal
degradacéo é representada, entre outras manifesfgodr dissolucdo de componentes do
citoesqueleto axonal, fragmentacdo da bainha déinmie posterior remocdo de restos
celulares por células fagocitarias de carater nmdi@rio (principalmente macrofagos
derivados de mondcitos emigrados da corrente saeguie células de Schwann (Stoll e
Muller, 1999). A DW tem, como uma de suas propostagantagem de proporcionar aos
axonios lesados a possibilidade de sua regenerdedmodo a haver o restabelecimento da

funcdo neuronal. No entanto, existem diverstsres que influenciam de maneiras muito



Figura 5 - Degeneracio Walleriana - esquema. Representacio esquematica dos
principais eventos relacionados ao processo de degeneragdo Walleriana no sistema
nervoso periférico. O exemplo representado ¢ de uma lesdo por transec¢do, onde
se observa que, apds a separacdo do axdénio em dois segmentos — o coto proximal
(Ala) e o coto distal (Alb) — todo o coto distal sofre alteragdes degenerativas, de
modo a sofrer uma extensa fragmentagfo, acompanhada com altera¢des da mielina.
Logo em seguida, ocorre a chegada de macrofagos (B6), os quais, juntamente com
as células de Schwann, se encarregam de fagocitar os residuos mielinicos e axonais,
de modo a limpar e preparar o terreno para a regeneragdo axonal. Nos cotos proxi-
mal e distal das fibras nervosas lesadas, as células de Schwann engrenam um pro-
cesso proliferativo (B7) que culmina na formagdo das bandas de Biingner (C), que
sdo colunas de células de Schwann que atuam como guias para o encaminhamento
de brotamento axonais emergidos a partir do coto proximal visando o restabeleci-
mento da inervacdo ao drgdo-alvo. Conforme a regeneragdo axonal prossegue (D),
brotamentos excessivos vdo sendo eliminados, e o axonio regenerado sofre uma
subsequente remielinizagéo, com a formagdo de internodos de mielina mais delga-
dos e mais curtos. No esquema, em 2, também podem ser observadas as alteragdes
no corpo celular do neurdnio lesado, o qual inicialmente sofre um processo de cro-
matoélise (dissolucdo dos corpusculos de Nissl = REG, que se reorganiza posterior-
mente). R. Nodo de Ranvier; 4, Placa motora; 8, Fibra muscular estriada esquelé
tica. Adaptado a partir de Krsti¢, 1988.
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diferentes o potencial de regeneragdo das fibrasvosas. Nao obstante as diferentes
caracteristicas inerentes ao microambiente no SN@ &NP, que permitem diferentes
comportamentos destas regides quanto as possil@fidde regeneracdo, o grau e o tipo da
lesdo estdo diretamente relacionados a estas idssies. No SNP, mecanismos de reparo
podem restabelecer rapidamente as condicbes deug@mdde impulsos através de
remielinizacdo; tais mecanismos de reparo tendes@r anais bem sucedidos em lesbes por
esmagamento.

Como uma resposta imediata a degeneracao axorfaNRg as células de Schwann
inicialmente comecam a ter a sua mielina fragmenfadmando ovdides, e a sequestrar
pequenos fragmentos de mielina, fagocitando-ossatdechegada de macrofagos de origem
hematdégena no nervo lesado (Stoll e Muller, 192@)0s essa participacdo no auxilio a
remocdo de parte da prépria mielina, as célulaSaevann se dividem a partir do coto
proximal (ou sobrevivem no coto distal) e originambandas de Biingner, que se organizam
como colunas de células de Schwann envolvidas laeima basal, as quais proporcionam
uma espécie de via para a orientacdo de brotamaxbosis a partir do segmento proximal.
A partir do 2" dia ap6s o inicio do processo degenerativo, mago&fde origem hematdgena
invadem o segmento distal do nervo e concluem &ag¢amda mielina. Os mecanismos de
recrutamento de macrofagos para os sitios de Daaido estdo totalmente esclarecidos,
porém uma série de argumentos concorre para re@arenparticipacdo dessas células neste
processo. Investigacdes recentes comprovam ainglavalvimento de quimiocinas, como
MCP-1 (proteina quimiotatica para mondcitos-1) a seceptor CCR2, no recrutamento
especifico de mondcitos/macréfagos para o nervidépeo lesado (Toews et al., 1998;
Siebert et al., 2000), tendo se observado, atrdedsbridizacdan situ, 0 RNAmM da MCP-1
em células de Schwann (Toews et. al., 1998). A meglecitocinas correlacionadas aos
processos de degeneracdo axonal teria como obfatidamental a ativacdo de macrofagos e

de células de Schwann que proporcionem a fagocet@seonsequiente remocdo da mielina.
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Ainda sobre a participagao de citocinas na DW, s&lse que TNFx, IL-1a e IL-1B sejam
provavelmente as primeiras citocinas a serem piddsizapds lesdo axonal no SNP,
upregulatedem células de Schwann e, mais tardiamente, em fagos recrutados para
lesédo (Shamash et al., 2002).

De acordo com os experimentos de Reichert e caddbogs (1994)no decorrer da
DW, tanto macrofagos como células de Schwann esgmesjalectina-3 (até entdo ainda
denominada de MAC-2, considerada como uma lectalactpse-especifica), a qual seria
responsavel pela fagocitose nao-imunoldgica de imaiel (caracterizada como
lectinofagocitose, ou seja, fagocitose mediaddemtina). Tal fato foi comprovado a partir da
inibicdo da fagocitose da mielina por galactos&ceoken vitro e também pela observacéo do
curso da DW em camundongos W(slow Wallerian degeneratignos quais apresentam um
recrutamento lento de macréfagos para os segmeligtais dos nervos lesionados. Para
tanto, a galectina-3 deve ser considerada como araaor de ativacdo de macréfagos e de
células de Schwann, muito embora estas ultimas exfil;pessem galectina-3 em nervos
intactos (Reichert et al., 1994, Saada et al., 1996

Os macrofagos desempenham um importante papel maidade inata e adquirida
como fagocitos profissionais através da interngfivae degradacdo de patdgenos e de
componentes teciduais e celulares em degeneragimd® mondcitos se diferenciam em
macrofagos, ocorre um aumento da expressdo detigal8¢ enquanto que, quando
monocitos se diferenciam em células dendriticasrrecuma diminuicdo da expressao de
galectina-3, sugerindo haver funcdes especificataderoteina relacionadas a estagios de
diferenciacdo da linhagem monocitico-macrofagican(Set al., 2003). A comprovacao da
importancia da galectina-3 na fagocitose pelos é@fiagos foi obtida em estudos utilizando-se
animais transgénicos para galectina-3 (Sano et2@03). No sistema nervoso periférico,
durante a degeneragdo Walleriana, ocorre um abtendafluxo de macrofagos,

provavelmente derivados de mondcitos do sanguecesta de 24 horas apos uma lesao
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axonal. Com relacdo ao recrutamento dos monocitasffagos ao local de lesdes
inflamatorias em tecidos nao-neurais, sugere-s¢egacdo de moléculas de adesdo expressas
pelo endotélio ativado (como ICAM-1) com integrireagressas na superficie de mondocitos,
como a LFA-1 (ou integrina,3;) e 0 CR3/MAC-1 (ou integrinauf32), ou a interacao destas
integrinas com o endoneuro (Brown et al., 1997)guBido investigacbes mais recentes
(Avellino et al., 2004), os mecanismos de adesdie enondcitos e endotélio visando uma
transmigracdo na invasao durante a DW parecemej@@nder de interagOes entre a ICAM-1
expressa pelo endotélio e as integrinas expressdas mondcitos, embora tais moléculas
sofram um aumento de expressao quando os monatdosifagos comecam a se infiltrar no
nervo lesado. Além do mais, a atividade de citacima@amatopoiéticas, tais como GM-CSF,
durante lesGes em axodnios periféricos, estariadamiglacionado a ativacdo de macréfagos
(Mirski et al., 2003). Apesar dos estudos, 0os mieoars responsaveis pelo recrutamento de

macréfagos durante a DW permanecem ainda ndo trénesclarecidos.

I.3. Regeneracao de Fibras Nervosas Periféricas

Os eventos regenerativos no sistema nervoso peoifédo fundamentais para a
recuperacao estrutural e funcional das fibras saws.oAntes de tudo, tais eventos merecem
uma extensa atencgdo pelo fato de as fibras nenlesadas no sistema nervoso central nao
apresentarem o mesmo desempenho regenerativo, @mb@mm dotadas de um relativo
potencial para sua reestruturacdo morfologica eidmal. Em seguida, € preciso entender que
diversas circunstancias especificas estimulam deeinss diferentes 0s processos
regenerativos no sistema nervoso periférico. Agasterrupcdo axonal, o axénio distal na
lesdo comeca a degenerar em 24 a 48 horas; entrd® dds lesdo, ha uma robusta invasao
do nervo por macréfagos, os quais, juntamente cémlas de Schwann, fagocitam os

residuos axonais e mielinicos, ao mesmo tempo enesfas ultimas iniciam a formacgao de
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fileiras celulares, conhecidas como bandas de Bimgmoporcionando assim um substrato
para a regeneracdo, a qual ocorre a partir derbeoi®s axonais derivados do segmento
proximal do nervo lesado, onde sdo observados amesscimento em dire¢cdo ao segmento
distal (Waxman et al., 1995)

Além da ativacdo da capacidade de crescimentmsetra por uma injlria em um
nervo periférico, um dos fatores que mais bem prapi esta capacidade regenerativa das
fibras nervosas periféricas € o microambiente ppoado pelas células de Schwann e seus
eventuais produtos liberados. Conforme acima meado, as células de Schwann séo
capazes de sobreviver apdés um trauma, e proliferaninterior de suas laminas basais
originais, desprendem-se de seus axonios origied@mam as bandas de Blngner, as quais
servem de guias para o crescimento de brotamentwmexregenerativos. Consequentemente,
a proliferacao das células de Schwann € um obgataplar de interesse na compreensao dos
eventos regenerativos do sistema nervoso perifamioa vez que, o aumento das células de
Schwann no ambiente neural é considerado como i@spewnte benéfico para a
regeneracdo das fibras nervosas periféricas, am pico de proliferacdo de tais células
ocorrer em torno de 4 dias apos a injaria (Liulet2995a; Liu et al., 1995b). Trabalhos
recentes demonstram a sensibilidadeitro das células de Schwann a presenca de galectina-
3 introduzida no meio de cultura de explantes devase onde esta proteina inibiu a
proliferacé@o de tais células, fato que em mode&logvo poderia apresentar um impedimento
ou retardo a regeneracdo de fibras nervosas (Ggstavet al.,, 2007). Apesar de tal
proliferacdo ser enfatizada com relacdo a rege@eralas fibras nervosas periféricas,
experimentos com animais mutantes para ciclinafgdésantaram regeneracao e mielinizacao
normais, sugerindo que a proliferacdo de célulaSd®vann ndo seria necessaria para a
recuperacao funcional de nervos lesados (Yang,&0418).

Outros aspectos que favorecem a regeneracaords fibrvosas periféricas remetem

a influéncia de componentes da matriz extraceldkqres de crescimento e citocinas
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presentes no microambiente em um nervo lesado. diwamoléculas mais frequentemente
estudadas com relacdo a regeneracdo bem-sucediddora®e nervosas periféricas € a
laminina, de cujas 15 isoformas conhecidas a laraidi ¢2f1y1l) e a laminina 8o4p1yl)
sdo expressas no endoneuro de nervos periféria®iPet al., 1997; Chen et al., 2007).
Armstrong e colaboradores (2008, 2007) mostraramtro a ativacao da via de sinalizagéo
NF-«xB em células de Schwann em resposta a laminina dmméfica ao crescimento de
neuritos, e também uma gradacdo comparativa d#epagido de células de Schwann em
resposta a diferentes componentes da matriz ekilace(laminina > fibronectina >
colageno), igualmente como promotores do crescinalg neuritos. Apesar de tais
experimentos, o papel da laminina na regeneragdisagxao esta claramente definido (Chen
et al., 2007).

Vérios fatores neurotréficos e citocinas vém semuplicados no estimulo a
regeneracdo do sistema nervoso periférico. Netimmas) tais como NGF e BNDF séo
upregulatedapds injaria em nervos periféricos, mas seu papetegeneracdo de axonios
periféricos ainda ndo esta totalmente esclaredhk@ana e Raivich, 2005; Markus et al.,
2002; Snider et al., 2002). Estudws vitro e in vivo mostraram que o fator de necrose
tumoral§ (TNF-8) pode modular a resposta de células de Schwares& Ino nervo e
aumentar o efeito tréfico das células de Schwalnesaxdnios em crescimento (Sulaiman e
Gordon, 2002), assim como a incubacédo deste fat@rescimento com células de Schwann
cronicamente denervadas restabeleceu o fendtipgustentacdo do crescimento por essas
células, consistente com a ideia de que a interagfte macréfagos e células de Schwann
denervadas durante a DW seja essencial para sarséerggeneracao axonal por promover tal

fendtipo em células de Schwann (Gordon et al., 003
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I.4. As Galectinas — Galectina-3

As lectinas sdo proteinas de ligacdo a carboidratmm uma forte afinidade por
oligossacarideos; elas sdo uma familia moderadancensservada de proteinas presente em
organismos filogeneticamente distantes (Hsu e2004). Entre os membros desta familia, as
galectinas sdo as mais bem caracterizadas; elasut@a afinidade especifica pd-
galactosideos, com pelo menos um dominio de reconbeto de carboidratos (CRD,
carbohydraterecognitiondomain) na extremidade carboxi, a qual tem 135 amino&ci®
comprimento (Wada e Makino, 2001; Kélak e Lipirska, 2004). As funcBes das galectinas
tém sido extensamente estudadas a respeito delstaizacdes variaveis nas células
(citossol, nucleo, e outros compartimentos celglar€€omo as galectinas podem ser
secretadas na matriz extracelular, elas tém furgxtescelulares, mediando uma variedade de
processos, tais como desenvolvimento dos rins,ogégese, funcdo neural, metéstases
tumorais, e doencas autoimunolégicas (Wada e Makk@®1l; Ochieng et al., 2004),
incluindo processos inflamatorios, principalmergiacionados ao recrutamento de células e
ativacao fagocitaria (Rabinovich e Rubinstein, 208linkvist e Karlsson, 2004).

De acordo com o numero e a organizacdo dos CRDmewnsbros da familia das
galectinas séo classificados em trés subtiposupogprototipo, 0 grupo quimera e o0 grupo
tandem-repeat (Rabinovich et al., 2002, Yang et2@08). Os membros do grupo protétipo
(galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, e -14) téom um dominio de reconhecimento de
carboidratos. Os membros do grupo tandem-repedécfgea-4, -6, -8, -9, e -12) séo
formados por uma UuUnica cadeia polipeptidica quendordois CRDs distintos, porém
homélogos, separados por uma sequéncia de ligacdte 0 aminodacidos. A galectina-3 é o
anico representante do grupo quimera, contendoagpsm CRD conectado a um dominio N-
terminal incomumente longo, rico em prolina e giec(Dumic et al., 2006, Yang et al., 2008)

(Figura 6). A galectina-3 possui afinidade pela lactosela Neacetil-lactosamina (LacNAC).



Figura 6 - Galectinas. Membros da familia das galectinas e formacdo de tramas
entre galectinas e glicanos. As galectinas podem ser divididas em trés grupos: (a) as
galectinas  prototipicas, que contém um dominio de reconhecimento de carboidra-
tos (CRD, carbohydrate-recognition domain); b) a galectina-3, uma galectina do
tipo quimera, a qual consiste em sequéncias em repeticdo (“tandem-repeat™) inco-
muns de curtos trechos ricos em prolina e glicina fundidos ao CRD; e ¢) galectinas
do tipo “tandem-repcat”, as quais contém dois CRDs distintos em sequéncia
(“tandem”), conectados por um ligador. Muitas galectinas sdo bivalentes ou multi-
valentes com relagdo a suas atividades de ligacdo a carboidratos: galectinas com um
CRD frequentemente existem como dimeros; a galectina-3 forma pentameros sob a
ligacdo a carboidratos multivalentes; e galectinas com dois CRDs tém dos sitios de
ligacdo a carboidratos. Desta forma, as galectinas podem formar tramas com glico-
conjugados multivalentes. Adaptado a partir de Yang et al., 2008.
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Figura 6

Como a maioria dos membros das familias de gades;tangalectina-3 atua como um receptor
para ligantes contendo seqiiéncias de poli-N-degtibsamina, podendo também apresentar
afinidade por oligossacarideos mais complexos @fakée Lipinska, 2004, Yang et al.,
2008).Muitos estudos demonstraram a presenca e a logé@tizda galectina-3 em diferentes
tipos celulares, tais como macrofagos, eosinofilesitrofilos, mastécitos, epitélios dos tratos
respiratorio e digestorio, alguns neurdnios seasyre fibroblastos (Liu et al., 2002; Kéfak

e Lipinska, 2004). A galectina-3 também pode se ligarcomponentes da matriz
extracelular (Krzélak e Lipirska, 2004; Ochieng et al., 2004). Dodd e Jesselgjl@8ataram

a expressdo de moléculas de carboidratos na suped&é subpopulacfes funcionais de
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neurénios de ganglios da raiz dorsal e do corneatlata medula espinal, muitos dos quais
sendo reconhecidos por anticorpos monoclonaisggtepos d€3-galactosideos, de maneira
similar a galectina-3.

As reais propriedades biologicas da galectina-3 @utroversas, seja em sitios
extracelulares ou intracelulares, ou mesmo noiontelo nucleo (Dumic et al., 2006). Uma
das hipbteses mais intrigantes sobre as funcogaldetina-3 esta relacionada a apoptose; em
geral, a galectina-3 intracelular atua como umrfamtiapoptético, enquanto a galectina-3
extracelular apresenta uma acdo pro-apoptotica g Yetnal., 2008). Achados recentes
indicaram que a enzima glicogénio-sintetase-qui3gsEs SK-33) fosforila tanto a galectina-

3 como g3-catenina no citossol; este fenbmeno pode ser emgouisito para a translocagao
da galectina-3 para o interior do nucleo, o queepadsugerir um papel funcional para a
galectina-3 na via de sinalizagdo Wnt (Shimurd.e2805). De acordo com relatos classicos,
as proteinas Wnt sdo moléculas sinalizadoras quamatcomo mediadores locais que
controlam aspectos do desenvolvimento animal. Q@®pteres para as proteinas Wnt
pertencem a familia Frizzled, os quais interagemm aoma proteina intracitoplasmatica
caracterizada combishevelled juntamente com um co-receptor (LRP, LDL-recepébated
protein), o receptor Frizzled ativa a proteidiahevelled Em ultima andlise, este mecanismo
inativa a GSK-B, resultando na inibicdo a degradacdopdeatenina e seu acumulo no
citoplasma e nucleo (Alberts et al., 2002). Outmecanismos da translocacdo nuclear da
galectina-3 estdo envolvidos com a expressdo desgeslacionados ao céncer, e séo
governados por difusdo passiva e transporte alldkdhara et al., 2006; Nakahara e Raz,
2007). Uma ligacdo entre as funcdes intracelularegtracelulares da galectina-3 pode ser
avaliada pela regulagdo do ciclo celular; um exemfdi demonstrado por Kim e
colaboradores (1999), o qual induziu a superexgces® galectina-3 em células epiteliais
BT549 de mama humana, e observou que estas céhfidaam uma perda da ancoragem

celular (anoikis) sem morte celular detectavel. Adis, uma alta concentracdo de galectina-3
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na superficie celular reduz a capacidade de admdélar a proteinas da matriz extracelular,
tais como laminina-1, colageno do tipo IV, e fibeotina (Ochieng et al.,, 1998). Foi
observado também que a galectina-3 no meio extlacgboderia mediar a adesédo e/ou o
crescimento de neuritos de células neurais e s&uiaorais, de forma similar a moléculas de
adesao celular (Pesheva et al.,, 1998). Ademaisxpaessdo de galectina-3 tem sido
freqlientemente relacionada a progressao de tummaiegnos em diferentes 6rgaos (tiredide,
mama, tubo digestivo, pancreas, préstata, sistemaso, entre outros) (Krzéslak e Lipinska,
2004), e também a processos auto-imunes e inflamstRabinovich e Rubinstein, 2001).
Devido aos multiplos papéis da galectina-3 na tig@oese (Liu e Rabinovich, 2005) e em
outras fungdes celulares, incluindo os processimsaamencionados, é importante investigar
0S possiveis mecanismos responsaveis por taisgsase

A possibilidade de que as galectinas pudessem edevantes no contexto dos
processos inflamatérios foi sugerida pela primega para a galectina-3, que foi descrita
como um antigeno de diferenciacdo (MAC-2) sobrei@edicie de macrofagos peritoneais
estimulados com tioglicolato, um potente agentdamétério (Sato e Hughes, 1994;
Rabinovich e Rubinstein, 2001). Além disso, a gale-3 pode servir de elo entre
neutrofilos e moléculas da matriz extracelular\ads de sua ligagdo a carboidratos, ou ainda
atuar como potente fator quimiotatico ou até mesmmmo opsonina, formando ligacdes
cruzadas entre lipopolissacarideos bacterianos Kishe Karlsson, 2004). Experimentos
com animaisknockoutpara galectina-3 apresentaram uma marcante redudomero de
leucécitos infiltrantes em resposta a agentesnrdtarios ndo-infectantes (Colnot et al., 1998;
Almkvist e Karlsson, 2004). A galectina-3 parece sk crucial importancia para a
manutencdo dos neutrdfilos no tecido inflamado.uditss prévios demonstraram que a
galectina-3 se liga as superficies celulares dedgitms e macrofagos (Frigeri e Liu, 1992).
N&o obstante o fato de que a galectina-3 seja alteriupregulated em monécitos quando

estes se diferenciam em macrofagosvitro (Liu et al.,, 1995a), esta proteina pode estar
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envolvida em processos de endocitose e apresendacdatigenos, pois experimentos com
camundongogknockoutpara galectina-3 mostraram um retardo na fagocideseritrocitos
por macrofagos (Sano et al., 2003). Além dissostexuma habilidade cada vez mais
comprovada de a galectina-3 promover o recrutameroconsequente influxo de células
inflamatdrias e células apresentadoras de antigbhB€s) para os sitios inflamatérios,
atuando como molécula quimiotatica e quimiociné{i@ano et al., 2000). Recentemente,
foram demonstradas fungbes da galectina-3 reladémnaa remocdo de neutrofilos
apoptoticos, as quais enfatizam a atuacdo da gelettcomo uma opsonina durante a
remocao destas células por macréfagos, e a prederajtos niveis de galectina-3 em fluidos
extracelulares nos sitios inflamatorios (Farnwao2008), fato considerado como crucial para
a resolucdo do processo inflamatdrio (Karlssor.eR@09). E notavel ainda a capacidade de
a galectina-3 exercer um importante papel na orggéb e na distribuicdo do colageno em
reacOes inflamatdrias do tipo granulomatosa, oeabservadas alteracdes de tamanho e
disposicédo de fibras colagenas em granulomas dedi@sica em animaiknockoutpara
galectina-3 (Oliveira et al., 2007). Finalmenteamigo de Ferraz e colaboradores (2008)
enfatiza o controle do equilibrio de vias da imauliel inata pela galectina-3 por interferir na
producdo de IL-§, onde foi demonstrado que camundongos géal<8o mais resistentes a
infecgbes pela bactériRhodococcus equé que esta resisténcia esta associada a uma
producdo mais alta de citocinas por macrofagosiheaas gal-3/.

A realizacdo deste trabalho foi grandemente modéiv@dr trabalhos classicos
desenvolvidos por Rotshenker e colaboradores (12996), nos quais foi enfatizada a
descricdo da expressédo de galectina-3 (até ent&ocorehecida como MAC-2) por células de
Schwann e macrofagos apés uma lesdo em nervorperif@lém de seu envolvimento no
mecanismo nao-imunoldgico de fagocitose de residmialinicos (lectinofagocitose).
Partindo do pressuposto de que a expressao ddigaldcseria fundamental para uma boa

remocao de residuos mielinicos durantes os eventz®ces da degeneracdo Walleriana, a
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utilizacdo de um modelo animal que n&o expressasgmlectina-3 proporcionaria um
importante contraste com relacdo aos processosneiegwo e regenerativo normais no
sistema nervoso periférico, uma vez que, ap0s ag@) a regeneracao no sistema do sistema
nervoso periférico — normalmente bem sucedida eourtstancias adequadas — é bastante
dependente de um adequado processo de limpezagidaas axonais e mielinicos, tanto por
macrofagos mobilizados da partir de mondcitos tadas da corrente como por células de
Schwann, o que proporcionaria uma rota ideal pasestabelecimento estrutural de axénios a
partir de brotamentos advindos do coto proximadtgmente com seus envoltérios efetuados

por células de Schwann. Para tanto, este trabatipde os objetivos relacionados a seguir.
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II. OBJETIVOS

II. 1. Objetivos Gerais:

- Estudar a correlacédo da galectina-3 com o dedemo@ento e a evolucdo de processos
intrinsecos relacionados a degeneracdo Walleriamageneracdo de nervos periféricos,
utilizando como modelo experimental camundongasstiénicos, da linhagem C57/Blacke6,
de genotipo negativo para a galectina-3 (Gal-3es)abelecendo aspectos comparativos com

animais positivos da mesma linhagem.

II. 2. Objetivos Especificos:

- Demonstrar, através de microscopia eletronic&ratesmissdo, 0s eventos degenerativos e
regenerativos de nervos ciaticos de camundongodBG&EK6, de linhagens positiva e
negativa para galectina-3 (gdlF3 e gal-3, respectivamente) submetidos a lesdo por
esmagamento ¢tush), com tempos de sobrevida de 48 horas (2 di&shoas (4 dias), 168
horas (7 dias — 1 semana) e 3 semanas.

- Caracterizar, através de microscopia Optica cortes semifinos, e também a caracterizacao
ultra-estrutural a microscopia eletrbnica de traeséo, dos aspectos morfolégicos das
alteracOes estruturais sofridas pelas fibras nes/asn nervos ciaticos de camundongos
C57/Black6, de linhagens positiva e negativa paseagna-3 (gal-3° e gal-3/,
respectivamente) submetidos a lesdo por esmagar(fenust’), com tempos de sobrevida
de 96 horas (4 dias) e 3 semanas.

- Caracterizar, através de imunocitoquimidanenunoblotting a provavel correlacdo entre o
aumento de expressao fgleatenina e a de galectina-3 em fibras nervosaseswos ciaticos

de camundongos C57/Black6, de linhagens positin@gativa para galectina-3 (gdlF3e
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gal-3/, respectivamente) submetidos a lesao por esmagaifierush’).
- Comparar a recuperacdo funcional de nervos ogtde camundongos C57/Black6, de
linhagens positiva e negativa para galectina-33gale gal-3, respectivamente) submetidos

a lesdo por esmagamento, atraves da avaliaca@hat¢indice de funcéo do nervo ciatico).
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lIl. MATERIAIS E METODOS

[11.1. Procedimento Cirurgico e Obtencdo de Amostra de Tecidos

Camundongos C57/Black6 selvagengneckoutpara galectina-3 (gal-3") foram
usados (n = 12 para cada). Os camundongos C578laclgal-3 7/ (cruzados com
C57/Black6 por 10 geracdes) (Hsu et al., 2000)no@btidos de colonias produzidas no
biotério do Departamento de Histologia e Embridodnstituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, a partiesteque originalmente fornecido pelo
Department of Dermatology, School of Medicine, Wmsity of California, Davis,
Sacramento, Califérnia, EUA. Os procedimentos foraprovados pela Comissdo de
Cuidados Animais do Instituto de Ciéncias Bioméslida Universidade Federal do Rio de
Janeiro (protocolo nimero DHEICBO003). Os animaisro inicialmente anestesiados com
pentobarbital sédico (30 mg/kg) por via intrapardal, e em seguida posicionados em
decubito ventral sobre uma plataforma de cortigadsAuma incisdo cirurgica na pele do
membro inferior e disseccdo da musculatura, o neidico direito foi exposto e esmagado
por 30 segundos com o auxilio de uma pin¢ca de dordaEm seguida, a musculatura e a
pele foram suturadas, e os animais foram devolvidoa suas gaiolas. Apés periodos de 48
horas (2 dias — 4 animais), 96 horas (4 dias —ifhas), 168 horas (1 semana — 4 animais),
ou 3 semanas (12 animais), os animais foram peddasdpor via intracardiaca com uma
solucéo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeidi & tampéao fosfato 0,1 M (pH 7,4). Foi
realizada uma incisdo ao nivel do processo xiféidem seguida, o diafragma foi cortado e o
gradil costal aberto, sendo devidamente rebatida pas para a exposicdo do coracdo na

caixa toracica. O coracao foi seguro com o auxidéiauma pinca e teve o seu apice ventricular
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perfurado com uma agulha de “scalp” para que a;8olde perfusédo pudesse ser injetada no
ventriculo esquerdo, de modo a ser carreada paringalatoria através da aorta para todo o
organismo. A quantidade de solucéo fixadora a skzada na perfusdo variou de 50 a 100
ml por animal. Apds o término da perfusdo, o lodalincisdo prévia foi reaberto e trés
segmentos do nervo ciatico direito lesado foranetadibs para microscopia eletrénica — um
primeiro segmento, mais proximo ao local da lesamais longo (com cerca de 2 mm) para
ser submetido a corte longitudinal, e dois outeggreentos seguintes, mais curtos (com cerca
de 1 mm), os quais foram submetidos a corte trasaleO local da lesdo no nervo foi
desprezado com o restante do nervo. Como contimiem coletados trés segmentos de
mesmo nivel do nervo lesado esquerdo, ndo-lesaslse@mentos dos nervos foram imersos
em glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato dgoc@l1 M, e em seguida processados
para microscopia eletronica de transmissao, e iohm$uem resina Polybed (Epon). Cortes
semifinos (de lum de espessura) foram obtidos em um ultramicrot®iveC MT-6000,

corados em solucéo de azul de toluidina a 1%.

[11.2. Processamento para Microscopia Eletronica ddransmisséao:

Os fragmentos dos nervos direito e esquerdo (lesad@o-lesado, respectivamente)
foram imersos em solucéo de glutaraldeido a 2,5%aenpdo cacodilato de calcio 0,1 M.
Apoés uma fixacdo de cerca de 24 horas, os fragmdatam processados para microscopia

eletrbnica de transmissao.

Em seguida a fixacdo com glutaraldeido, os fragoseforam submetidos a pos-
fixacdo com tetroxido de 6smio a 1% e ferrociartE@otassio e cloreto de célcio, por uma

hora. ApGs a osmicacdo, foi realizada a contragtag@ bloco com acetato de uranila a 1%
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por 2 horas, para em seguida proceder-se a degidoaha série de acetonas de 30% a 100%.
Os fragmentos foram submetidos a cada acetona poindtos, em duas vezes seguidas,
sendo que ao final da desidratacéo, a acetona% fdQutilizada por duas vezes durante 15
minutos. A seguir, os fragmentos foram imersos ema solucdo 1:1 de acetona 100%-resina
Epoxi (Epon), onde foram deixadosvernight. No dia seguinte, a solugéo de acetona 100%
e Epon foi substituida por Epon puro, e o matesighio foi deixado dvernight, quando
entdo, no dia seguinte, foi incluido em Epon purmoferminhas e levado a estufa £@&@or

72 horas, para que ocorresse a polimerizacado d@areds blocos confeccionados foram
devidamente aparados e, posteriormente, destes fubtidos cortes semifinos com espessura
de 1um, em ultramicrétomo RMC MT-6000, e corados coml a@eutoluidina a 1% em agua

e observados em um microscopio de luz Zeiss Axjpsk®Ilus. Os cortes ultrafinos foram
obtidos do mesmo micrétomo, com espessura ent@ BD nm. Os cortes ultrafinos foram
coletados em grades de cobre com 300 quadricutamteastados com acetato de uranila
(solucao aquosa a 5%) durante 30 minutos e cii@ichumbo durante 10 minutos. Os cortes
foram analisados e fotografados em Microscopior@éto de Transmissdo modelo Zeiss

900.

[11.3. Analise Quantitativa de Cortes Semifinos

Para a analise morfométrica, foram selecionadambq) areas dos cortes semifinos,
a um aumento de 1.000x, usando o programa AxioviBiel. 4,5. Para cada amostra, foram
calculados e comparados 0s seguintes parametmesasngrupos, usando o programa Image
Java: o numero de fibras mielinicas, a area da fiervosa, a area do axonio, e a area da

mielina. A area da mielina foi calculada subtraisdoa area do axbénio da area da fibra.
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Também foi calculada a razdo G (atio) através da divisdo da area do ax6nio pela area da
fibra, e os resultados foram distribuidos em fao@$,0-0,4, 0,4-0,5, 0,5-0,6, 0,6-0,7, 0,7-0,8
e 0,8-0,9. Quando do uso destas faixas, os mewnateses foram sempre incluidos e os
maiores excluidos (por ex., a faixa 0,0-0,4 indi0,0 a 0,399, excluindo 0,4). Os resultados
destas quantificacbes foram analisados estatisticEEmusando o programa BioEstat 4,0
(Mamiraud, Brasil) e o teste Mann-Whitney. Os reglds foram considerados significativos

parap < 0,05.

I11.4. Analise Funcional — Pistas de Caminhada

Antes da cirurgia e 1, 2 e 3 semanas apés a @rutgdos os animais foram
submetidos a uma analise da caminhada pdés-operab@seado no protocolo descrito por
Inserra e colaboradores (1998). As impressfes dgadas foram registradas através do
tingimento das patas traseiras de cada animal gudm ianquim. Em seguida, os animais
foram postos para caminhar ao longo de uma pistéb de65 cm sobre papel branco (Canson
A4 140 g/nf). As impressdes das pegadas foram analisadasdecarsilo dois diferentes
parametros: o espalhamento dos dedos (ED), ouaséjatancia entre o primeiro e o quinto
dedos; e o comprimento da pegada (CP), a disténtia o terceiro dedo e o coxim plantar da
pata traseira. Todos os parametros foram medidos @& pegadas da pata direita e da
esquerda, tanto para animais selvagens como pamaiafnockoutpara galectina-3. Estas
medi¢des foram calculadas de acordo com a formaoléndice funcional do nervo ciatico

(IFNC), por Inserra e colaboradores (1998):
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IFNC = 118,9_EED-NED- 51,2 _ECP-NCP

NED NCP

onde ED = espalhamento do dedo em mm, CP = compiinta pegada em mm; E e N
indicam a pata lesada e a pata normal, respectivamis diferencas entre os grupos foram
avaliadas usando o teste Mann-Whitney. Um vglox 0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo.

[11.5. Imuno-Histoquimica e Quantificacdo de Nucles Corados por DAPI

ApoOs disseccdo e pos-fixacdo por 4 horas em solupddora fresca de
paraformaldeido a 4%, os nervos ciaticos forampooiegidos em sacarose a 30%, e
embebidos em OCT (Tissue Tek) em meio a gelo. €aden 10 micrometros de espessura
foram obtidos em um criostato (Leica CM 1850) eetamlos em laminas revestidas com
gelatina. Em seguida, os cortes foram lavados e® @@ M (pH 7,4) e Triton X-100
(solucédo de lavagem a 0,1 M) por trés vezes. Lagseguida, os cortes foram lavados na
solucéo anterior, a qual foi adicionado soro deraamrmal a 10%, e incubados com
anticorpos primarios contra F4/80 (para macrofagos)0, Novocastra, United Kingdom,
USA), pB-catenina (anticorpo policlonal, 1:100, Sigma, USA)S-100 (para células de
Schwann, 1:100, Sigma, USAyernight A seguir, os cortes foram enxaguados na solueéo d
lavagem, e incubados com anticorpos secundariosx@Afluor 488-conjugated goat anti-
rabbit IgG, e Alexa fluor 546-conjugated goat aatidigG, 1:200, Molecular Probes, USA)
por 2 horas. Apés a reacao, os cortes foram lavash@asvez com NaCl 0,9%, e o marcador

nuclear DAPI (0,1ug/mL em NaCl 0,9%, Molecular Probes, USA) foi aptlo por 10
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minutos. Finalmente, os cortes foram lavados nowéene montados com n-propil-galato
(250 mg/mL, Sigma, USA). Os anticorpos primariosafo omitidos para os controles
negativos. Os cortes foram observados em um migpascle fluorescéncia Zeiss Axioscop 2
Plus e fotografados com uma camera Zeiss AxiocanCMRando o programa Axiovision,
versao 4,5 (Zeiss) para aquisicao de imagens.

A quantificacdo dos nucleos alongados (tipicos @alas de Schwann) em cortes
longitudinais corados por DAPI em nervos lesadasde-lesados 96 horas pos-lesédo foi
realizada em animais selvagens e aninkamieckoutpara galectina-3. As imagens foram
adquiridas usando-se o microscopio Axioscop 2 Bius uma camera Zeiss Axiocam MRC,
usando o programa Axiovision, versdo 4,5 (Zeisshi®ero de nlcleos alongados por mm
foi contado manualmente usando o software Ima@s hucleos que ndo eram alongados nao
foram incluidos nesta quantificacdo. Os testes ANGDhe-way e post-hoc Tukey foram

usados para comparacdes entre 0S grupos: os desuftaam expressos como medviEP;

o valorp foi considerado significativo quan&ad),05.

[ll. 6. Imunoblotting para [B-Catenina e F4/80

Os nervos foram lavados rapidamente em PBS em giekdos, e 50 mL de tampéao
de lise de amostras (dodecil-sulfato de sddio [SD&Y6, glicerol a 20%, ditioetreitol [DTT]
0,2 M, e Tris-HCI 125 mM, pH 6,8) foram adicionadamss extratos. Os extratos de nervos
foram em seguida recuperados em um tubo, centdgyae fervidos por 10 minutos. As
amostras foram colocadas em gel de poliacrilami@i@% com SDS para eletroforese (SDS-
PAGE) (Laemmli, 1970). As proteinas foram transfesi para membranas de

polivinilidenefluoreto (Millipore, S&o Paulo, Br§si As proteinas imobilizadas nas
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membranas foram imediatamente bloqueadas por lemoreemperatura ambiente com uma
solucéo de leite em po6 desnatado a 5% em tamp&acdlina-Tween 20 (0,001%) (TBS-T).
Em seguida, as membranas foram incubadas com uooraat policlonal feito em coelho
antif3-catenina (Sigma, USA, diluicdo de 1:2000 em TBS6L) com um anticorpo
monoclonal feito em rato anti-F4/80 (Serotec, U8S#yicdo de 1:1000 em TBS-T). Apds 5
lavagens em TBS-T (3 minutos cada), as membramashfmcubadas com um anticorpo anti-
coelho conjugado com peroxidase (Promega, USAicéihul:1000 em TBS-T) ou com um
anticorpo anti-rato conjugado com peroxidase (Pgan&SA, diluicdo de 1:1000 em TBS-
T), lavados novamente conforme descrito acima, kaaslas foram reveladas usando o kit
West Pico Pierce (Pierce, USA).

Para verificar o carregamento das amostras, as rmeagforam tratadas com tampao
“striping” (SDS 2%, 2-mercaptoetanol 100 mM, Tri€H62,5 mM, pH 6,7) por 30 minutos a
50° C, lavadas 5 vezes em TBS-T, e blogueadas remtantonforme descrito acima. Em
seguida, as membranas foram incubadas com antipoffpbonal anti-actina feito em coelho
(Sigma, USA, diluicdo de 1:30.000 em TBS-T). Apdavagens em TBS-T (3 minutos cada),
as membranas foram incubadas com um anticorpoceeliito conjugado com peroxidase
(Promega, USA), diluicdo de 1:1.000 em TBS-T-leien seguida, as membranas foram
reveladas conforme descrito acima. As bandas d&0F4-catenina e actina foram

mensuradas pelo programa Image Java (Image J 1INHtmnal Institutes of Health, USA).
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IV. RESULTADOS

IV.1. Cortes Semifinos

Cortes semifinos com espessura dgerilforam obtidos em ultramicrétomo RMC MT-
6000, e corados com azul de toluidina a 1% em &dgredferencialmente, foram analisados
nervos ciaticos em cortes transversais, de mode @rsuma melhor no¢do das eventuais
alteragbes qualitativas e quantitativas das fibrasosas. Entretanto, cortes longitudinais

também foram obtidos e também contribuiram pata@dacao dos resultados.

IV.1.1. 48 horas pos-lesdolanto animais selvagenBiguras 7A, C e B como knockout
para galectina-3Kiguras 7B, D e § apresentaram uma quantidade muito pequena dses fibr
degeneradas, com uma propor¢cao levemente aumerdadmimaiknockoutpara galectina-
3; foram observadas pequenas quantidades de mesttimicos em meio a predominante

presenca de fibras ainda com aspecto integro.



Figura 7 - Nervos ciaticos - 48 horas pés-lesdo - cortes semifinos. Cortes de
nervos ciaticos lesados por esmagamento 48 horas pds-lesdo. Tanto animais selva-
gens (Figs. 1A, 1C e 1E) como knockout para galectina-3 (Figs. 7B, 7D e 7F)
mostraram uma quantidade relativamente pequena de fibras degeneradas e restos
mielinicos, observados tanto em cortes transversais (7A, 7B, 7Ce 7D,—>) como
longitudinais (7E e 7F, — ). Cortes semifinos, espessura de 1 pm. Coloracdo: Azul
de toluidina. A e B, 400x; C, D, E e F, 1000x.
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Figura 7
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IV.1.2. 96 horas pés-lesddO aspecto histologico dos nervos de animais sehsaiguras

8A, 8C e 8B e de animaiknockoutpara galectina-3Higuras 8B, 8D e 8 se manteve
semelhante, aparentemente com o mesmo padraoatjualile fibras degeneradas, com
muitos restos axonais e mielinicos de aspectogdarab trajeto das fibras no nervo, além de
poucas fibras integras. No entanto, em aumentosresaa microscopia oOptica, percebe-se
gue em animais selvagens, 0s nervos apresentaramnggmente um leve grau de retardo
com relacdo a degeneracdo em comparacao aos menamsmaiknockoutpara galectina-3.
Nos cortes transversais, observa-se em animaiagegls uma aparente maior quantidade de
restos mielinicos e fibras degeneradagyra 8C), o que pode ser confrontado com nervos
de animaisknockout para galectina-3, onde se nota uma prevaléncia rMmeeorestos
mielinicos (ovéides) em meio a areas menos corgaasugerem regeneracao inickglra

8D). Em cortes longitudinais, percebe-se a ocorréeigrande quantidade de fibras integras
e com leves alteracdes na mielina em animais sehgagrigura 8E), enquanto que em
animais knockoutpara galectina-3, nota-se um aspecto que corrobasgpecto ao corte
transversal, com menor quantidade de restos nueline areas de provavel regeneracao

inicial (Figura 8F).



Figura 8 - Nervos ciaticos - 96 horas pos-lesdo - cortes semifinos. Cortes de
nervos ciaticos lesados por esmagamento 96 horas pds-lesdo. Animais selvagens
(Figs. 8A, 8C e 8E) mostram aparentemente mais restos mielinicos e fibras inte-
gras, indicando um provavel retardo na degeneragdo, em comparagdo a animais
knockout para galectina-3 (Figs. 8B, 8D e 8F), onde se notam menos restos
mielinicos e mais areas claras indicativas de regenerag¢do. Cortes semifinos, espes-
sura de 1 um. Coloragdo: Azul de toluidina. A e B, 400x; C, D, E e F, 1000x.
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Figura 8
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IV.1.3. 1 semana pos-lesd@Com uma semana pos-leséo, nos animais selvaggnsd 9A,

9C e 9B eknockoutpara galectina-3Hgura 9B, 9D e 9F, além da quase auséncia absoluta
de fibras integras, foram observados dois asp@adiulares: ao corte transversal, muitas
fibras estavam circunscritas por uma delgada ladraarcavel, em processo de recuperacao
da bainha de mielina de fibras em regeneracdo,uas @inda se apresentavam muito
delgadas para serem visualizadas a microscopieagutiutro aspecto foi a ocorréncia, ainda
em pequeno grau, de pequenas areas Vvacuolizadaspnoagnidades das fibras
degeneradas/em regeneracéigijra 9E e 9F. Este aspecto foi incrementado nos nervos de
animais selvagens. Mais uma vez, foi notado um eamparretardo na velocidade da
degeneracéo das fibras nos nervos de animais seklvan relacdo aos nervos de animais
knockout para galectina-3. Nos animais selvagens, houve prexaléncia de fibras
degeneradas em relacdo a areas claras sugestivagaheracaoHgura 9C); tal aspecto
pode ser observado nitidamente em nervos de ankmackoutpara galectina-3, onde restos
mielinicos (ovoides) se encontravam comparativaenent menor quantidade em relacdo a
areas claras indicativas de regenerag¢agufa 9D). Em cortes longitudinais, nos animais
knockoutpara galectina-3 foi observada uma evidente redanma reorganizacao das fibras,
com nitida orientacdo paralela (provavelmente cpiddu pelo alinhamento de fibras
regenerativas)Higura 9F), o que nédo foi observado em animais selvagéigui@a 9E),

certamente pela ocorréncia macica de restos nuefid pequeno indice de regeneracao.



Figura 9 - Nervos ciiticos - 1 semana pds-lesao - cortes semifinos. Cortes de
nervos ciaticos lesados por esmagamento 1 semana pds-lesio. Em aumento menor
(Fig. 9A) e maior (Fig. 9C), animais selvagens ainda apresentam grande quantidade
de restos mielinicos; comparativamente, animais knockout para galectina-3
mostram uma gradual diminui¢do de ovéides entremeados a areas claras de possivel
regeneracdo (Figs. 9B e 9D). O retardo na degeneracdo em animais selvagens (Fig.
9E) pode ser comprovado em cortes longitudinais, onde se observa ainda uma certa
desorganiza¢do das fibras nervosas, em comparagdo a uma progressiva ordenacio
paralela das fibras em animais knockout para galectina-3. Cortes semifinos, espes
sura de 1 um. Coloragdo: Azul de toluidina. A e B, 400x; C, D, E e F, 1000x.
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Figura 9
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IV.1.4. 3 semanas pos-lesddAs comparacdes mais marcantes a serem ressaftadas
observadas em nervos apdés 3 semanas de lesédo. |&@or@os animaignockoutpara
galectina-3, os animais selvagens exibiram umatglste comparativamente maior de restos
axonais e mielinicos — ainda sugestivo de retacdpracesso degenerativo — em meio a uma
relativa quantidade de fibras regenerativas, as ggsapresentavam com uma delgada bainha
de mielina Figuras 10C e 10 Animais knockoutpara galectina-3 exibiram um padréo
maior e melhor de regeneracdo, onde se pdde obsgmea em meio a uma pequena
quantidade de restos degenerados ainda preseaésuim quadro predominante de fibras de
aspecto integro, tanto com ax6nios espessos com@x0onios delgados, dotados de delgada
bainha de mielina, indicativo de intensa regeneragfiguras 10D e 10
Comparativamente, 0os nervos de animais selvageapresentavam mais espesdagra
10A) do que os de animamockoutpara galectina-3Hgura 10B); isto provavelmente seria
decorrente da quantidade abundante de restos detjeo ainda presentes e de pequena
evidéncia de regeneracdo. Tais observacfes sugenentonclusdo prévia sobre a possivel

atividade inibitoria da galectina-3 em processosegeneracédo de fibras nervosas.



Figura 10 - Nervos cidticos - 3 semanas pés-lesdo - cortes semifinos. Cortes de
nervos ciaticos lesados por esmagamento 3 semanas pos-lesdo. Em menor aumento,
pode-se notar que os nervos de animais selvagens (Fig. 10A) sfo mais espessos que
os de animais knockout para galectina-3 (Fig. 10B), nos quais em maior aumento
nota-se a prevaléncia de fibras regeneradas e pouca quantidade de ovoides
mielinicos (Fig. 10D). Nervos de animais selvagens tém mais restos mielinicos e
menos fibras degeneradas (Figs. 10C e 10E). Note a organizacdo linear das fibras
regeneradas e com delgada bainha de mielina no nervo do animal knockout para
galectina-3 (Fig. 10F). Cortes semifinos, espessura de 1 pm. Coloragéo: Azul de to-
luidina. A e B, 400x; C, D, E e F, 1000x.
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IV.2. Analise Morfologica Qualitativa — Cortes Semiinos

A andlise qualitativa foi realizada em cortes serof transversais e longitudinais de
nervos ciaticos de todos os grupos. Os resultadosandlise dos cortes semifinos estao
resumidos na Figura 11. Em 48 horas ap0s o esmag@amanto animais selvagens como
animaisknockoutpara galectina-3 mostraram fibras em processoederngracdo, mas este
processo foi aparentemente mais pronunciado emagskmockoutpara galectina-3Fgura
11A-D). Em 96 horas apoés lesdo, ambos os grupos de damgws apresentaram grandes
quantidades de fibras em degeneracdo e residudisious. Entretanto, neste momento, as
diferencas entre os camundongos selvageksoekoutpara galectina-3 se tornaram mais
pronunciadasHiguras 11E-H). Em cortes transversais e longitudinais de neci@scos, 0s
animais mostraram sinais de um estagio mais avangad degeneracdo Walleriana,
representado por figuras claramente visiveis deegde mielina. Em animaisockoutpara
galectina-3, areas sugestivas de regeneracad ifini@an observadad-{guras 11E-H).

Uma semana ap0s o esmagamento, havia quase umiausémpleta de fibras
intactas tanto em animais selvagens como em aniknaiskoutpara galectina-3Hguras
111-L). Areas de formacéo de ovoides de mielina e derd@gcdo axonal ainda estavam
claramente visiveis em animais selvagens, enquanimais knockout para galectina-3
mostraram sinais de estagios avancados de deg@oezagreas sugestivas de regeneracéo
axonal. Areas vacuolizadas foram observadas préxigsa fibras em degeneracéo; estas
poderiam ser macréfagos ativados ou células de &uhwom material englobado em seu
citoplasma.

As diferencas mais marcantes entre os animais fofagervadas 3 semanas apos o
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esmagamentoF{gura 11M-P). Animais selvagens apresentaram nervos com gizales
comparativamente maiores de residuos axonais einfogd — 0 que € sugestivo de
degeneracédo das fibras nervosas — entre uma gadatidlativamente pequena de fibras com
bainha de mielina. Animaiknockoutpara galectina-3 apresentaram uma regeneracae quas

completa, muito embora algumas fibras em degene@gda pudessem ser observadas.
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IV.3. Cortes Ultrafinos — Microscopia Eletrénica deTransmisséo

Para fins de compreensdo pratica, foram utilizadimis tempos de sobrevida dos
animais selvagenskaockoutpara galectina-3, ou seja, os tempos de 96 hatas3esemanas,
ambos pos-lesdo. O critério utilizado para tal ksceegue a visualizagdo melhor do material
em microscopia eletrdnica para uma melhor caraetgdd histoldgica em tais tempos, devido
a intensificacdo dos aspectos degenerativos neasfiliervosas em 4 dias pés-injuria, e a

reorganizacao estrutural das fibras nervosas reggg®e apos 3 semanas de lesao.

IV.3.1 — 96 horas pés-leséao:

- Animais selvagens (Figuras 12-16)Foi observadauma grande quantidade de fibras
nervosas em degeneracdo, onde os axonios se dpvasercom o axoplasma com diferentes
aspectos alterados, com degradacéo total ou paeialementos do citoesqueleto ou outras
organelas ou vesiculas em suposto transito axoptesm ora demonstrando um tipico
quadro de degeneracdo aquosa, com 0 axOnio comlenserdos do citoesqueleto
desestruturados e o axoplasma de aspecto claroporaspecto de degeneracdo escura, com
0 axoplasma ocupado por um material floculentolé&gom-densidade variavel. A bainha de
mielina das fibras degeneradas apresentava uno rdaédfolnamento de suas lamelas, e as
células de Schwann mostravam um citoplasma bastaotmlizado. A quantidade de ovoides
mielinicos se apresentava bastante significativint€@sticio endoneural era dotado de uma

expressiva quantidade de fibrilas coladgenas imezsasnaterial amorfo. Havia ainda uma
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pequena quantidade de delicadas fibras nervosase@eneracdo, representadas por pouca

quantidade ilhotas regenerativas visiveis.

- Animais knockout para galectina-3 (Figuras 17-22)Foram observadas fibras nervosas
degeneradas, apresentando mielina de aspectoldeiiplbvoides abundantes e axénios com
axoplasma de aspecto predominantemente granulo$fiocalento, indicando a degradacao
dos componentes do citoesqueleto. Células de Schdearfibras degeneradas apresentavam
extensa vacuolizacdo e grande quantidade de restosinicos internalizados.
Comparativamente em animais selvagens, nota-senaen®s de animaignockout para
galectina-3 uma quantidade mais expressiva deashmgenerativas em meio a abundantes
fibrilas colagenas associadas a material amorfontevsticio endoneural; a quantidade de
fibrilas colagenas se mostra nitidamente maisditgue a observada em animais selvagens
com 96 horas pos-lesdo. Esta quantidade de matrexelular fibrilar pode estar relacionada
ao provavel fornecimento de um suporte por partendwoambiente, de modo a promover
um arcabouco de sustentacdo associado as fibrassasrem progressiva regeneracéo. Varias
células de Schwann se encontravam néo-associada®raos, assumindo um fenadtipo
semelhante a “células de Schwann nao-mielinizantegando-se um contorno regular de sua
lamina basal ao redor; algumas células de Schwamia aapresentavam resquicios de
materiais endocitados em seu citoplasma, a0 mesmpot em gue ja se insinuavam para

pequenos axonios regenerativos, certamente inigiamocesso de remielinizagéo.
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IV.3.2 — 3 semanas poés-lesao:

- Animais selvagens (Figuras 23-27)Com 3 semanas p0s-lesdo, os nervos de animais
selvagens apresentaram fibras nervosas com ax@uygererados e mielinizados; no entanto,
muitas fibras degeneradas ainda podiam ser vistaggeneracédo das fibras nervosas era
bastante bem caracterizada em associacdo a aspediesecos dos proprios axénios, que
apresentavam uma reconstituicdo generalizada doseatos de seu citoesqueleto, e ao redor
de varios axbnios era observada uma delgada bedminaielina, a qual sugeria um processo
de mielinizacdo recém-iniciado e ainda incipientérias ilhotas regenerativas podiam ser
visualizadas, as quais apresentavam um aspectante@stregular devido a presenca de
extensdes do citoplasma das células de Schwann equelvem pequenos axonios
regenerativos. Eventuais ovoéides podiam aindarsmmgrados de maneira difusa por entre os
feixes nervosos. Podia ainda ser observada umdidade expressiva de feixes de fibrilas
colagenas, ora de maneira desorganizada, ora @totparalelo as fibras nervosas, situadas
em meio a um material floculento menos abundanterétacdo aos nervos lesados apos 96
horas, a quantidade de matriz extracelular endahéutomparativamente maior sob o ponto

de vista qualitativo. Eventuais macréfagos, com @tplasma rico em vacuolos contendo

residuos mielinicos e axonais fagocitados, podempercebidos por entre as fibras.

- Animais knockout para galectina-3 (Figuras 28-32)A quantidade de fibras nervosas com
aspecto integro, portanto regeneradas, foi sigiifiamente maior que em nervos de animais
selvagens com 3 semanas pos-lesdo. AxOnios apaeasntseu conteldo axoplasmatico
totalmente reorganizado, incluindo os componentesitbesqueleto e eventuais pequenos

vacuolos e mitocondrias, 0 que sugeria o restaipededto do fluxo axoplasmatico. A maioria
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das fibras nervosas demonstrou uma boa propor¢é@arspessura da bainha de mielina e o
calibre do ax6nio, sugerindo um adequado retorfum@onalidade do nervo. Delgadas fibras
amielinicas regeneradas formavam grupos compactosuécos delimitados por delicados
segmentos do citoplasma da célula de Schwann nélorimante envoltdria, sem que
houvesse um aspecto irregular provocado pelas sbasncitoplasmaticas das células de
Schwann em processo de sequestro de axonios, suwnfmoservado em animais selvagens
com o mesmo tempo de lesdo. Foram observadas pfibcas degeneradas e eventuais
ovoides mielinicos. A matriz extracelular endonewg@ mostrou escassa, com peguena
quantidade de feixes de fibrilas colagenas, ossqgg&amostraram mais compactados por entre
os feixes de fibras nervosas. Em relacdo ao estdgi®6 horas pds-lesdo previamente
abordado, a menor quantidade de matriz extracefidessa no intersticio endoneural em
nervos com 3 semanas pos-lesdo sugere a formacdon dercabouco provisério para a
sustentacdo das fibras nervosas em processo deerag&o, observado em 96 horas pos-
lesédo. Em estagios tardios da regeneracao de fierassas, a matriz extracelular endoneural
fibrosa certamente parece ser reabsorvida ou maddi por iSSO sua escassez em meio ao

intersticio do nervo apos 3 semanas de leséo.
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Figura 13 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal selvagem - 96 horas
pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo cidtico de camundongo selvagem, 96 horas
pos-lesdo, corte transversal. Fibras nervosas mielinicas alteradas, com axdnios de aspecto
condensado devido a desorganizacdo do citoesqueleto ( # ), em meio a restos mielinicos
degenerados (—> ) e abundantes fibrilas coldgenas no intersticio endoneural (M). CS,
Células de Schwann com perfil ndo-mielinizante; F, Fibroblastos. Barra =1 um.
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Figura 14 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal selvagem - 96 horas
pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo cidtico de camundongo selvagem, 96 horas
pos-lesdo, corte transversal. Diferentes padrdes de alteragdes do citoesqueleto podem ser
observadas nos axonios, onde os componentes do citoesqueleto podem se apresentar
esparsos ( v ) ou em progressiva condensacao ( # ). O citoplasma das células de Schwann
se apresenta com organelas dilatadas ( # ), indicando uma possivel alteracdo degenera-
tiva, ou repleto de restos mielinicos fagocitados ( » ). Observe a abundante matriz
extracelular no intersticio endoneural, rica em fibrilas coldgenas em meio a um material
amorfo (M) Poucos feixes de fibras regenerativas (Am) podem ser vistos. Barra = 3 pm.
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Figura 15 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal selvagem - 96 horas
pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo cidtico de camundongo selvagem, 96 horas
pos-lesdo, corte longitudinal. Fibras nervosas degeneradas se apresentam com seus
axonios exibindo diferentes padroes de degeneragdo do citoesqueleto, que pode se apre-
sentar com seus elementos mais dispersos ( v ) ou em gradual condensagdo ( # ).
Abundantes restos mielinicos (ovéides) (—> ) sdo observados por entre fibras nervosas
em degeneragdo, em meio a fibrilas colagenas organizadas de forma paralela na matriz
intersticial endoneural (M). Barra =3 um.

64



Figura 15

65



66

Wy ()€ = eueg 0esa[-sod se10y 9¢ ‘waSeA[ds oguopunwed ‘0dnerd
OAJON "OBSIAIP WA SB[N[Y SBNp SB djudwejunfuod dAJ0AUd anb [eseq eulwg] € WedIpul
( =) ©19s op sedoqed sy ‘(¥ ) 0JudWeqo[3ud Op 0sS001d WD SOJIUI[AIWE SOIUQXE
siop ejuasaide epionbsa & uuemyog ap seneo v (<< ) 0910w 0SNJ Op SO[NNIOIIIW
SO SOPLIOSUI WEIIUOJU 3S PUO ‘(«—) SBY[1J-SB[N[PI SBNP SE AIIUD [IJBIUOD [dUE O dAISq()
"JB[N[3D OBSIAIP B 9SBJO[9) BP [BUL OB UUBMUDS 9P B[N[OO BUN 9P BLRISOIOIWONI[H
‘BOIUQI)I[d eIdodSOIdIW - OBSIAIP W UUBMYIS P B[NPRD - 9] eIngiy



67

9T eInbi-




68

‘wrl | = eueq rosun3ues 0SeA
‘A “(SD) deziurerw ogu [110d waqrxe uuemyd§ ap se[nj) ‘(JA) [eINSUOPU OI01SIdUI
0 0p0} OPUAYOUAId OSUOP-UOLIP[O 0JUS[NOOJ [BLIOJBW WO SESIdWI SeUaFe[00  SB[LIqL) op
opepnuenb ajuepunge e 9A10sq() "(«—) SOOIUI[AIW Sonpisal dp o3o[dar o (< ) opezue[nd
-SBA QJUOWIBWIANXS BuwIse[dOJI0 W0D UUBMUDS P SB[N[90 o (% ) 039[onbsa031d  op sopepeld
-op sojuauodwod SOp OBIBSUIPUOD B OPIAJP BINOSS 0BILIOUATIP OPUBLSOW SOIUQXE WO
‘epelo)[e dJUAWRWANXS BlUdsalde os seiqly sep eLiorew opuel3 e ‘013ajur 0J0adse ap seiqly
BY OBU JJUSWIBDIIRI] ‘[ESIOASURI) 91100 ‘0Bs9[-sod seioy 94 ‘c-eunod[ed ered jnoyoouy
oZuopunwed op 0JIJBId OAIdU  Jp BLJeIS0IoIWOoN[ *08sd[-s0d se.I0y 96 - £-BUN)II[e3
eiled jnoyoouy [ewiue - BIUQIIID eId0OISOIdIW - 03BID OAIIN - L] eIN3I]



69

LT einbi4



70

‘wrl | = eueg -oqgoursog ‘g ‘(JA) [eINQUOPUL OIONISINUI OU JR[LIQL) ZLnew Jjuep
-unge & epure 9s-ejJoN JOpa1 nas ok (< ) [eseq eurwe] ep edudsaid ejod sepm3unsip oes
srenb se ‘(«—) uuemyog 9p SB[N[PI W SO[ONIBA P JOLIAIUI OU SOPBAIISQO OBS SOIIUI[IIW
S0JS91 SOSOJAWINN ‘[BSIOASURI] 91100 ‘0BS9[-50d seloy 9¢ ‘c-eunod[ed eied jnoyoouy
oZuopunwed Ap 0JIBIO OAIAU P BIJRIS0IOIWON[ ‘0BsI[-s0d se.aoy 96 - £-BudIes
eaed jnoyoouy [ewiue - BIIUQ.IIIA BIdOISO.IdIW - 0O)BID OAJIN - 8] eangig



71

8T einbi4



Figura 19 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 96 horas pés-lesao. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 96 horas pds-lesdo, corte transversal. Véarias fibras degenera-
das com aspecto floculento no axoplasma ( % ) devido a degradacdo do citoesqueleto, sdo
vizualizadas. Células de Schwann com citoplasma repleto de vactolos (—>) ou com perfil
ndo-mielinizante (CSNM) s@o vizualizados no campo. Pequenos grupos de fibras em re-
generagdo (R) ocorrem de forma relativamente esparsa em meio a abundante matriz
fibrilar endoneural (M). Barra=1 pum.
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Figura 20 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 96 horas pés-lesao. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 96 horas pds-lesdo, corte transversal. Neste campo, sdo vi-
zualizados agregados de delgadas fibras amielinicas regenerativas (Am) cercadas por
extensdes do citoplasma de células de Schwann, ao lado de fibras degeneradas (— ),
restos mielinicos ( vv ) e fibras mielinicas de aspecto integro ( % ). L, Linfocito.
Barra=1 pm.
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Figura 21 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 96 horas pés-lesao. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 96 horas pos-lesdo, corte transversal. Células de Schwann de
perfil ndo-mielinizante (CSNM), abrigando fibras degenerativas (Am) em sulcos em sua
superficie. Cabecas de seta (> ), Lamina basal. CS, Nucleo de célula de Schwann mielini-
zante. Barra = 300 nm.
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Figura 22 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 96 horas pés-lesao. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 96 horas pds-lesdo, corte transversal. Células de Schwann de
perfil ndo-mielinizante envolvida por sua lamina basal (> ). Barra = 300 nm.
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Figura 23 - Nervo ciatico - microscopia eletronica - animal selvagem - 3 sema-
nas pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo selvagem, 3 semanas
pos-lesdo, corte transversal. Observa-se fibras mielinicas de aspecto integro, com base na
organizag¢do do citoesqueleto ( % ), ao lado de fibras amielinicas acompanhadas de sua
célula de Schwann nao-mielinizante (CS). Algumas fibras apresentam bainha de mielina
delgada (—), indicando uma mielinizacdo recente. Observe a matriz extracelular (M)
ainda com padrdo extremamente fibrilar, com fibrilas coldgenas imersas em material
amorfo. F, Fibroblastos. Barra =1 um.
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Figura 24 - Nervo ciatico - microscopia eletronica - animal selvagem - 3 sema-
nas pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo selvagem, 3 semanas
pos-lesdo, corte transversal. Varias fibras mielinicas regeneradas apresentam bainha de
mielina ainda delgada (— ) ou de espessura intermedidria; as células de Schwann
mielinizantes apresentam citoplasma abundante e rico em organelas ( * ). Abundantes
fibras amielinicas regenerativas (Am) se encontram em sulcos nas superficies das células
de Schwann, cercadas por extensdes citoplasmaticas irregulares destas células. Observe a
abundante matriz extracelular rica em fibrilas coldgenas (M). F, Fibroblastos.
Barra=1 pm.
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Figura 26 - Nervo ciatico - microscopia eletronica - animal selvagem - 3 sema-
nas pos-lesao. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo selvagem, 3 semanas
pés-lesdo, corte longitudinal. Fibras mielicas com bainha de mielina ainda delgada (— )
se encontram separadas por feixes de fibrilas coldgenas da matriz extracelular endoneural
(M). Fibroblastos (F) e macrofagos (M) fazem parte deste endoneuro. Fibras
amielinicas regenerativas (Am) encontram-se separadas por extensdes citoplasmaticas de
células de Schwann ndo-mielinizantes. Barra = 3 pm.
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Figura 27 - Nervo ciatico - microscopia eletronica - animal selvagem - 3 sema-
nas pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo selvagem, 3 semanas
pos-lesdo, corte longitudinal. Fibras mielinicas recém-regeneradas mostram abundante
citoesqueleto axonal ( %), entremeadas por uma rica matriz fibrilar
endoneural (M). A mielina das fibras ainda se apresenta delgada (—>). Barra=1 um.
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Figura 28 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 3 semanas poés-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 3 semanas pds-lesdo, corte transversal. A grande maioria das
fibras mielinicas encontra-se integra, com os componentes do citoesqueleto axonal estru-
turados ( * ). Praticamente ndo se observa fibras degeneradas ou residuos mielinicos.
Abundantes fibras amielinicas (Am) encontram-se organizadas em sulcos na superficie
de células de Schwann ndo-mielinizantes, que formam extensdes citoplasmaticas de con-
torno mais regular. Observe os espacos endoneurais, onde a matriz fibrilar - inicialmente
abundante em estagios precoces da regeneragdo do nervo - agora ocorre em quantidade
muito menor, com poucos feixes de fibrilas colagenas (M). Barra = 1 pm.
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Figura 29 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 3 semanas poés-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 3 semanas pos-lesdo, corte transversal. Grandes fibras
mielinicas, com axdnios calibrosos ( # ) e mielina espessa (—>) predominam no nervo
regenerado. O endoneuro abriga agora uma matriz extracelular agora rarefeita, em
comparagdo a estagios anteriores, com pequena quantidade de feixes de fibrilas colage-
nas (M). CS, Célula de Schwann; V, vaso sanguineo com hemacia. Barra = 1 pum.
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Figura 30 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 3 semanas pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 3 semanas poOs-lesdo, corte longitudinal. Destaca-se na
imagem uma espessa fibra mielinica, mostrando um citoesqueleto plenamente reestrutu-
rado ( « ), ao lado de fibras mielinicas menores (—>) e fibras amielinicas regeneradas
(Am), em meio a escassa matriz endoneural (M). A area circundada destaca um nodo de
Ranvier (N), acompanhado de seus paranodos (PN). Barra=1 pm.
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Figura 31 Nervo ciatico - microscopia eletronica - animal knockout para galec-
tina-3 - 3 semanas pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 3 semanas pds-lesdo, corte longitudinal. Fibras mielinicas
regeneradas, com axonios calibrosos e espessa bainha de mielina, mostrando a exuberan-
cia de seu citoesqueleto reestruturado (« ). CS, Nucleo de célula de Schwann.
Barra = 1um.
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Figura 32 - Nervo cidtico - microscopia eletronica - animal knockout para
galectina-3 - 3 semanas pos-lesdo. Eletromicrografia de nervo ciatico de camundongo
knockout para galectina-3, 3 semanas pds-lesdo. Grupos de fibras amielinicas (Am)
envoltas por extensdes citoplasmaticas delgadas e regulares de células de Schwann. CS,
Nucleo de célula de Schwann; M, Fibrilas colagenas da matriz extracelular endoneural.
Barra=1 pm.
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IV.4. Andlise Morfométrica

Os estudos morfométricos foram realizados sobreupogcom sobrevida de trés
semanas, uma vez que — sob o ponto de vista qalita este foi 0 grupo que se mostrou
com as diferencas mais marcantes entre camundaedeesgens e camundongksockout
para galectina-3. Todos os resultados estdo exygressn medialDP dos grupos de animais.
A analise quantitativa do namero de fibras nervasédinicas mostrou que elas estavam
significativamente mais numerosas (P < 0,05) np@ue animaigknockoutpara galectina-3
do que no grupo de animais selvagdfigyra 33A). Com relacdo a area do axénio, a area da
fibra, e & area da mielina, houve também uma digereestatisticamente significativa entre
animaisknockoutpara galectina-3 e animais selvagens: 0s primepresentaram sempre
resultados mais altog-iguras 33B, C e . Com relagdo a razdo & (ratio), 0s animais
knockoutpara galectina-3 também mostraram resultados meslhoma vez que a maioria das

fibras caiu na faixa normal (0,6-0,Fgura 33E).

IV.5. Andlise Funcional — indice de Fung&o do NervEgiatico

Durante as 3 semanas apos injuria, os camundooggrs testados de modo a avaliar
a recuperacao da fungdo motoraem 1, 2, e 3 semazeslo a andlise da pista de caminhada.
Um total de 240 pegadas foram medidas para ambgsupss (selvagem lenockoutpara
galectina-3). Na primeira semana, houve uma praoadacperda de funcdo em ambos os
grupos; na segunda semana, os camundokigoskoutpara galectina-3 apresentaram uma
melhor recuperacao da funcdo motora comparadonsaenselvagens. Na terceira semana, 0

IFNC de ambos os grupos retornou a valores préoxanasormal Figura 33F).
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Figura 33 - Analise quantitativa. Analise quantitativa do nimero de fibras nervo-
sas mielinicas (A), area da fibra (B), area do axo6nio (C), area da mielina (D), relagdo
G (G-ratio) estratificada por faixas (E), e indice de fun¢@o do nervo ciatico (F) em
camundongos selvagens e knockout para galectina-3. Os valores representam a
média = DP. *P < 0,05.
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IV.6. Analise Imuno-Histoquimica

IV.6.1. Macrofagos eff-Catenina

A Figura 34 mostra os resultados da coloracdo com DAPI e daomeacdo para a
evidenciacdo de macrofagos com anticorpo F4/8Ganmsais controle (sem lesa&jockout
para galectina-3 e selvagens em 96 horas aposagasmento. Agiguras 34 B-D, F-H e J-

M sdo aumentos maiores daguras 34A, E e | respectivamente. A analise de cortes
longitudinais de nervos ciaticos corados por DARIstraram que camundong&eockout
para galectina-3 exibiram um nitido aumento naideds de ndcleos comparado a animais
selvagens e animais controleiduras 34A, E e ). A imunorreacdo para o anticorpo F4/80
nao apresentou qualquer reacao aparente em ardamdisle ndo-lesadogigura 34B). Em
4 dias pos-esmagamento, houve uma alta densidadeadefagos nos animais selvagens
(Figura 34J), embora a densidade tenha sido mais alta em @ongasknockoutpara

galectina-3 [Figura 34F).
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A Figura 35 mostra os resultados da imunofluorescéncia parataina3-catenina, 96 horas
apos 0 esmagamento em cortes contracorados com BABs$sivel ver que a expressafee
catenina foi muito aumentada em camundorigexckoutpara galectina-3Hguras 35A-C)
comparado a animais selvagerg(ras 35D-F. A marcacao parB-catenina foi localizada

em areas correspondentes ao citoplasma e tambéimleosnr A analise do Western blot
confirmou os resultados de imunofluorescéncia pa/&0 ef3-catenina Figura 36). Houve

um aumento na quantidade de células positivas p4r80 em nervos esmagados de
camundongoknockoutpara galectina-3 comparado a nervos esmagadosrdendongos
selvagensKigura 36A). Houve um aumento de duas vezes na quantida@ecdenina em
nervos esmagados de animiimockoutpara galectina-3 comparado a nervos esmagados de

animais selvagengigura 36B).



107

‘Wi ()7 = vireq ‘noyoouy srew
-lue sou ( <) soopnu wd 9 ( <«—) ewse[doyo ou euludled-g Ip oessaxd
-X9 B 9AI9sq() ‘0es9[-sod  seioy 96 W (JS€ @ ASE ‘se seindi) suadeA[as 2 (OS¢
9 gS¢ ‘Vs¢ sean3ry) ¢-eunooes eied jnoyoouy so3uopunwed 9p SOOIIBIO SOAIU P
STRUIPNIIZUO] S91100 W [V W0 08deI0[0d 9 BUIU)ELI-g vied eorwnbosiy-ounwy
‘gurud)ed-g eaed edrwinbojsigy-ounwir - SOIIBID SOAIIN - SE€ vINSI



DAPI Sobreposicao

B-catenina

-

wabea|ag

108

Figura 35



109

Figura 36. - Imunoblotting para F4/80 e B-catenina. A expressdo de F4/80 e de
B-catenina estd aumentada em 96 horas pos-lesdo de camundongos knockout para
galectina-3. Extratos de nervos cidticos submetidos a esmagamento foram analisa-
dos em Western blot usando anticorpos anti-F4/80 (A) e anti-B-catenina (B). A
quantificagdo dos extratos através de Western blot revelou uma expressdo aumen-
tada de F4/80 (160 kDa) em nervos de animais galectina-3'/ = (A) e um aumento de
mais de 2 vezes nos niveis de expressdo de B-catenina (88 kDa) quando em compa-
ragdo com animais selvagens (B). Um experimento representativo estd mostrado
em A e B. Trés experimentos foram realizados.
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IV.6.2. Células de Schwann

As fibras em regeneracdo dependem de um bom sugdrde células de Schwann, as quais
provavelmente proliferam rapidamente em nervos egerreracdo. A fim de avaliar
qualitativamente o envolvimento de células de Scmwaa melhor regeneracdo de amimais
knockoutpara galectina-3 e comparar os resultados comaasiselvagens, foi realizada a
imunocitoquimica usando o anticorpo S-100 para acagao de células de Schwann,
associado a coloracao nuclear com DAPI.FAguras 37A e Dmostram que, em 96 horas
pos-lesdo, os nervos esmagados de anknaiskoutpara galectina-3 exibiram uma marcacao
muito mais intensa para S-100 do que nervos esroagie animais selvagens; ridguras
37B e E pode-se observar através da coloracdo com DAfUaatidade de nucleos nos
nervos. AsFiguras 37C e Fmostram as imagens superpostas das coloracfe$S-dda e
DAPI. Para avaliar quantitativamente o numero dela® de Schwann, foram usados cortes
longitudinais de nervos de animais selvageksaoekoutpara galectina-3 corados com DAPI.
A Tabela 1 mostra os resultados desta quantificacdo e caafinnm aumento significativo no
namero de nucleos celulares alongados em nervoagesios de animaiknockout para
galectina-3 quando comparado a nervos de animbiagems. Isto € compativel com um
aumento no numero de células de Schwann, uma wetaucélulas tém nucleos tipicamente

alongados e que sao diferentes de outras célalaxamo macrofagos.
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Tabela 1. Existe um aumento significativo no nimero de nucleos celulares alongados
corados por DAPI em 96 horas pos-lesdo em nervos cidticos de animais knockout para
galectina-3, em comparag¢do a nervos de animais selvagens submetidos a0 mesmo trauma.
Os valores representam a média £MEP. **P < 0,01.



Tabela 1. Quantificacdo dos nucleos alongados/mm?2 em cortes longitudinais dos nervos ciati-
cos de animais selvagens e knockout para galectina-3-

n® de nucleos alongados

Selvagem normal 157.3 £11.2
Selvagem lesado 195.5 £14.8
Galectina-3~/~ normal 170.0 £14.8 ] sk
Galectina-3-/~ lesado 365.0 £49.4
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V. DISCUSSAO

Em funcdo do conhecimento estabelecido a respeitjud tanto a remoc¢ao de restos
mielinicos como a proliferacdo de células de Scimestarem claramente associados ao
sucesso da regeneracdo do SNP, € conveniente kesmdire se a presenca ou auséncia de
galectina-3 afetaria a regeneracdo de um nervogagtoauma vez que trabalhos classicos
enfatizam este papel realizado pela galectina-fa Responder esta questéo, foi realizado o
esmagamento de nervos ciaticos de camundongogysel/aknockoutpara galectina-3, de
modo a avaliar, por microscopia de luz e eletréudiearansmissao, o efeito da auséncia da
galectina-3 sobre 0 sucesso da regeneracdo no@@Nesultados mostraram um aumento na
regeneracdo de nervos ciaticos em camundokigockout para galectina-3 quando
comparados a animais selvagens. Este trabalho tamimpde a busca para 0 mecanismo que
rege a proliferacdo das células de Schwann; askpei@ste mecanismo, foi encontrado um
aumento na expressado @ecatenina em camundongdé®ockoutpara galectina-3, o que
indicou um possivel envolvimento da via de singliaWntg-catenina.

O principal resultado deste estudo € que camundokigockoutpara galectina-3
exibiram uma regeneracdo muito mais rapida de ilol@ nervo ciatico apds compressao
cirdrgica (esmagamento), comparado a animais sahgagubmetidos ao mesmo trauma.
Estes resultados foram observados e confirmadoa patroscopia de luz, e pela
quantificacdo de parametros intrinsecos a estrukninaervo, tais como area do axonio, area
da fibra, area da bainha de mielina, e nimero lmadimielinicas. O célculo da razédo G (
ratio) indicou que a maioria das fibras nervosas de aisiknockoutpara galectina-3 mostrou
uma melhor relacdo axénio/mielina, o que indicarnethor resultado funcional.

Uma vez que a galectina-3 é expressa em macrofaiesdos e em células de
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Schwann ap0s leséo, relatos anteriores tém sugquidoesta proteina é uma importante
molécula na remocéao de residuos axonais e miedimocante a degeneracdo Walleriana de
nervos periféricos (Reichert et al., 1994). Este®ras descobriram que a galectina-3 é
superexpressa no local de lesdo em nervos ciddase aumento estava correlacionado com
a fagocitose da mielina pelas células de Schwamtir{bfagocitose). Sabe-se que a remocéao
propriamente dita de residuos axonais e mielirécos dos fatores associados ao sucesso da
regeneracao de nervos periféricos. Consequenterserideplausivel supor que a auséncia de
galectina-3 resultasse em uma falha na remocaesiguos mielinicos, e, como resultado, o
processo de degeneracdo Walleriana e de regenedacatervo seria prejudicado. Os
resultados mostrados por este trabalho, entretarticaram que nervos de anim&isockout
para galectina-3 mostraram uma melhor e mais rapgineracao. De forma interessante, um
relato recente mostrou que a galectina-3 inibe difpracdo de células de Schwann em
cultura de nervo ciatico (Gustavsson et al., 208%)es autores injetaram galectina-3 humana
recombinante no meio de cultura de segmentos desgreriféricos de camundongos, e
observaram uma diminuicéo na proliferacdo das @gldé Schwann, através da incorporacao
de BrdU (bromodeoxiuridina), sugerindo que estdgina esteja envolvida na proliferacao
das células de Schwarin vitro. No presente trabalho, os dadosvivo proporcionam
evidéncias de que a auséncia de galectina-3 foormanobiente favoravel para o incremento a
regeneracdo do nervo, e este resultado pode selo-menos em parte — explicado pelo
aumento na proliferacdo das células de Schwann.oGetélulas de Schwann atingem seu
pico de proliferacdo em cerca de 4 dias apos @ @& horas; Liu et al., 1995a; Liu et al.,
1995b), este tempo foi escolhido para analisarseséulas. Os resultados do presente
trabalho mostraram um aumento na marcacdo com ®h@0numero de nucleos alongados

corados com DAPI em animalsockoutpara galectina-3 em 96 horas apos a lesdo do
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esmagamento, corroborando a hipotese de que o oudeercélulas de Schwann esteja
aumentado na auséncia de galectina-3. O exato mewarpelo qual este incremento na
proliferacéo das células de Schwann ocorre em amknackoutpara galectina-3 ainda néao €
conhecido. Relatos a respeito da proliferacéo tldasede Schwann e relacionados a eventos
regenerativos do sistema nervoso perifénceitro mencionam a participacdo de moléculas
da matriz extracelular no incremento ao crescimeetoeuritos, particularmente a laminina,
com a ativacdo da via do fator de transcricdo andteppa B (NF<B), o qual estimula a
expressdo de varias citocinas e moléculas de adeddar (Armstrong et al., 2008, 2007).
No meio extracelular, devido as suas multiplas pedpdes, a galectina-3 é capaz de se unir a
laminina e a varias outras moléculas da matrizaegtular (Kuwabara e Liu, 1996; Dumic et
al., 2006), podendo promover ou inibir interagdélula-célula e célula-matrix extracelular
(Rabinovich et al., 2002); tais mecanismos poderastar envolvidos na modulacdo da
adesao das células de Schwann durante a regeneracao

Uma das moléculas que tem sido associada a peagider celular aumentada € a
familia Wnt de glicoproteinas (Klaus e BirchmeR008). A via candnica de sinalizacdo Wnt
envolve ap-catenina, uma molécula que, entre outras fungtteacelulares, interage com
moléculas de caderinas em eventos de adesao c€uikando $-catenina se transloca para o
nacleo, ela se liga a LEF-ly(nphoidenhancerfactor-1) e TCF {T-cell factor), convertendo
LEF-1 em um ativador transcricional, e consequeatgenmediando alteragbes na expressao
génica no nucleo (Klaus e Birchmeier, 2008). Dadaz@om relatos prévios, a galectina-3 é
um parceiro de ligacdo dacatenina e pode atuar como um regulador cruciaviaade
sinalizacdo Wn@-catenina (Shimura et al.,, 2005). Os resultadospdesente trabalho
mostram que $-catenina é superexpressa em nervos ciaticos edomge camundongos

knockoutpara galectina-3, sugerindo um possivel papelialae sinalizacdo Witfcatenina
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na proliferacdo das células de Schwann. Importtartdbém é que, apos uma injdria, as

células de Schwann produzem uma variedade de datwearotroficos que sustentam a

sobrevivéncia de neurdnios lesados (Scherer e rSa20€3), e possivelmente também

aumentam a velocidade da regeneracdo e a quantitladéras nervosas regeneradas.

Consequentemente, em animkigckoutpara a galectina-3, o aumento na proliferacdo de
células de Schwann poderia melhorar a regeneragdoem através do aumento da producéo
de fatores neurotroficos. A quantidade aumentadanadeleos e de células marcadas

positivamente para S-100 vistas em animaieckoutpara galectina-3 em 96 horas apés
esmagamento sustentaria esta ideia. Portantojadterdizer que células de Schwann sejam
realmente os mais importantes candidatos para essocda regeneracdo de nervos
periféricos.

Por que &3-catenina é superexpressa ap0s esmagamento emsakinoekoutpara
galectina-3? Shimura e colaboradores (2005) sagerigue a galectina-3 é um regulador
fundamental na via de sinalizagdo Vpnatatenina, e destacou as similaridades funcionais
entre a galectina-3 efacatenina. Ambas séo substratos para fosforilagiorpesma enzima,

a glicogénio-sintetase-quinase-3 (GSK:3quando fosforilada, f-catenina é direcionada
para degradacdo em proteassomas. Embora a gal@éctosdorilada seja encontrada no
citoplasma ou no nucleo, e a forma ndo-fosforilaég encontrada exclusivamente no
citoplasma, ainda ndo existem conclusfes sobre dgtrentes estados da galectina-3 e de
suas propriedades funcionais (Dumic et al., 208@m disso, g3-catenina é translocada para
o interior do nucleo associada a galectina-3 dear@otkegular a transcricdo génica (Shimura
et al., 2005). Os resultados do presente trabalbgiraram uma marcacao aumentada Para
catenina em nervos esmagados de anikragkoutpara galectina-3, e isto foi confirmado

pela analise de imunoblotting. Este resultado sugae g3-catenina esteja acumulada, mas



120

nao se pode ter a certeza se este acumulo oconiptasma, associado a membrana, ou no
nacleo. O acumulo dB-catenina no citoplasma é um dos principais préisg#Qs para sua
translocacdo para o nudcleo, e neste evenfacatenina é acompanhada pela galectina-3
(Shimura et al., 2005). Consequentemente, € pdspiee na auséncia de galectina-33-a
catenina possa se acumular no citoplasma de, pon@®, células de Schwann. O acumulo
de B-catenina no citoplasma poderia ser devido a undacé® ou impedimento de sua
degradacdo em proteassomas, talvez pelo fato dkeetiga-3 poder atuar como uma ancora
entre a-catenina e a GSKB Conforme explicado anteriormente, este acumuldepa
promover a translocacdo flacatenina para o nucleo, onde ela ativaria genesgontrolam a
proliferagcéo celular.

E importante saber por que a auséncia de gale®tinaelera o processo de
degeneracéo e regeneracdo de nervos ciaticos esmsafe modo interessante, as células de
Schwann de camundongos W(ilVallerian degeneration sloyy os quais apresentam uma
progressao lenta na degeneracdo axonal, exibermsbaixeis de expressao de galectina-3
apos transeccao de nervo periférico, e estes riw@m diretamente correlacionados com o
grau de remocao de residuos de mielina (Reichat,e1994). Além do mais, considera-se
que a degeneracdo Walleriana lenta de camundondgiss@ja devida ao recrutamento de
macrofagos em escala lenta (Lunn et al., 1989;yPefrral., 1990). De acordo com o0s
resultados do presente trabalho, houve mais mau®fam nervos esmagados de animais
knockoutpara galectina-3 do que em nervos esmagados d®ianselvagens, conforme
evidenciado pela imunomarcacao por anticorpo Fét&frcador especifico de macréfagos de
camundongo) e confirmado pelo imunoblotting, sugkyi um melhor recrutamento de
macrofagos na auséncia de galectina-3. Isto podestar correlacionado ao melhor

desempenho na regeneracdo das fibras nervosaseldlascde Schwann também podem
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promover a infiltracdo de macréfagos no nervo lesgkiebert et al., 2000; Toews et al.,
1998). Embora a galectina-3 contribua para a fageeipor macroéfagos tanto na imunidade
inata como na imunidade adquirida (Liu et al., 2895u et al. 1995b; Sano et al., 2003), e
possa agir como um quimioatrativo para mondcitosaerofagos (Sano et al., 2000), durante
o curso normal da degeneracao Walleriana, as sélldaSchwann e macrofagos expressam
galectina-3. Isto permite que ambos os tipos celsl@esempenhem um papel em um tipo
especifico de fagocitose de restos mielinicosiflefaigocitose) (Reichert et al., 1994), e esta
propriedade poderia estar aumentada com a expressdeém aumentada da galectina-3 da
superficie celular induzida por GM-CSgrgnulocytemacrophagecolony-stimulating factor,
fator estimulador de colbnias de granulécitos e rofagos), o qual € produzido por
fibroblastos endoneurais durante a transeccéo deemvo (Saada et al., 1996).

De maneira diferente do estudo de Gustavsson ebaraldores (2007), cuja
abordagem foi limitada a interacdo entre galecdimacélulas de Schwaim vitro, 0 modelo
proposto no presente trabalho levanta a possitididda participacdo da galectina-3 no
processo de degeneracao e regeneracdo de nerifésque. No modelan vivo do presente
trabalho, a infiltracdo de macrofagos nao foi imgade, portanto, alguma participacéo destas
células no processo de degeneracdo e regeneraciwvaes periféricos pode ser concebida.
Neste contexto, Toews e colaboradores (1998), StoMduller (1999), e Shamash e
colaboradores (2002) enfatizaram a participacdmaeréfagos no processo de degeneracao
Walleriana, favorecendo a rapida remocdo de residamonais e mielinicos, e
consequentemente preparando a rota para uma r@pigaopriada regeneracao das fibras
nervosas. Os resultados deste trabalho sugeremtamb@ macrofagos como células de
Schwann ndo dependem da galectina-3 para a fagecde restos celulares, ou que a

proliferacdo aumentada das células de Schwann cwape auséncia de galectina-3. Deste
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modo, a auséncia de galectina-3 poderia acelepapaesso de regeneracdo através de um
aumento no numero de células de Schwann e/ou dedfagas. Reichert e colaboradores
(1994) afirmaram que a integridade da mielina emvag&normais esta associada a falta de
expressdo de galectina-3 nas células de Schwamnpequena quantidade de macrofagos
normalmente presente no tecido. Em camundongos, \&4th integridade esta associada a
falha em recrutar macréfagos e em induzir a exiceds galectina-3 em células de Schwann.
O modelo do presente trabalho ndo corrobora estesdas prévios, uma vez que nervos
esmagados em camundongm®ckoutpara galectina-3 apresentaram uma degeneracdo mais
rapida do que a observada em nervos esmagadogmEsagelvagens, nos quais as células de
Schwann e macrofagos recrutados certamente estexjrassando galectina-3. E possivel,
consequentemente, que em aninkaigckoutpara galectina-3, a auséncia desta proteina possa
promover uma rapida remocao de residuos mielirkcagonais, acelerando deste modo a
degeneracdo Walleriana e, portanto, otimizandgeneracao do nervo periférico. De forma
interessante, € possivel confrontar a participaiz® células de Schwann no processo de
regeneracdo axonal com os achados de Yang e catmes (2008), os quais utilizando
camundongos mutantes para ciclina D1 (uma protei@mafase G1 do ciclo celular),
verificaram nestes animais a auséncia de proliderae células de Schwann em cotos distais
de nervos lesados por esmagamento e transecc¢gimali@nea regeneracao normal das fibras
nervosas lesadas, 0 que sugere que ceélulas de rBthm&o sejam obrigatoriamente
necessarias para a regeneracao axonal.

Considerando-se o0 aspecto de que a degeneracaeridfall apresenta uma série de
eventos que a remetem a condicdo de um tipico gsodgeflamatorio, torna-se plausivel uma
discusséo sobre a participacao especifica de nago®icomo células ativas em tal processo

no que diz respeito a producdo de diferentes tig@smoléculas com especificidade
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diversificada sobre o condicionamento do microamteigpara o favorecimento dos eventos
da degeneracdo Walleriana no SNP; ou seja, haja ws macréfagos serem células
rapidamente mobilizadas para o nervo lesado, seiéaessante questionar que condicOes
estas células proporcionariam de modo a promodegeadacao das fibras em degeneracéo e
sua subsequente regeneracado. O trabalho pioneiBaaida e colaboradores (1996) exalta a
producdo do fator estimulador de colbnias de magasd e granuldcitos (GM-CSF) por
fibroblastos em nervos lesados; tal citocina, p@r ez, estimula a expressao de galectina-3
por células de Schwann e macrofagos. Os trabak@hdmash e colaboradores (2002) e de
Perrin e colaboradores (2005) descreveram a caigéib dos macrofagos na producéao de
diversas interleucinas (TNé; IL-1a, IL-1B, MCP-1, MIP-In), o que colaboraria para
aumentar a fagocitose de residuos mielinicos pordfegos, além de regular o recrutamento
destas células para o nervo lesado. Nao obstafdéoade os macréfagos promoverem a
remocdo dos restos mielinicos, juntamente com lataséde Schwann, macrofagos também
sdo provavelmente responséaveis por um engajamensmlvento da regeneracdo das fibras
nervosas, através da producdo de diversos fateresedcimento; esta regeneragcdo estaria
certamente relacionada a um progressivo aumentouneero de macrofagos durante o
decorrer do processo de degeneracédo Wallerianaseguente recuperacdo do nervo, seguida
de uma diminuicdo do nimero destas células, ocadiopor apoptose e eliminagéo sistémica
através da circulacao para os linfonodos e pai@;o,lembora em lesdes por esmagamento a
eliminacdo por via sanguinea ndo pareceria posgivelfuncdo do restabelecimento da
barreira hematonervosa (Omura et al., 2005). Logdeclinio destas células no nervo em
regeneracao apdés uma lesdo por esmagamento dprieesgalmente a eventos apoptoticos.

A correlagdo entre a participacdo de macréfagosevolvimento da galectina-3 em

eventos fagociticos aparenta ser uma considerag@oektabelecida. Segundo o trabalho de
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Karlsson e colaboradores (2009), a galectina-3 tempapel importante na remocéo de
neutréfilos apoptoticos por macrofagos em sitioBanmmatorios, corroborando assim os
achados prévios de Sano e colaboradores (2003)ngsgam a deficiéncia da fagocitose de
células apoptoéticas por macrofagos em aninkaigckout para galectina-3. No entanto,
segundo Ferraz et al. (2008), animien®ckoutpara galectina-3 apresentam maior resisténcia
contra infecgbes, devido a alta producao de cigscipor ex., IL-f) por macrofagos destes
animais. Portanto, existem controvérsias sobrepeldancional dos macréfagos associado a
presenca de galectina-3, uma vez que estas cé@tatio bem caracterizadas na literatura
tanto como tipicas células fagociticas como célstasetoras de citocinas. Nossos achados
exaltam um aumento na quantidade de macrofagosvalose em 96 horas poés-lesdo em
animais knockout em comparacdo a animais selvagens, através daoamaguimica; a
microscopia eletrénica, a quantidade de restosimiies observada em nervos lesados de
animaisknockouttambém se mostra em maior quantidade; é validetigmar se esta maior
quantidade de restos mielinicos observada em amknackoutocorre em funcdo de uma
provavel aceleracdo dos eventos degenerativossnasieais, em comparacdo aos animais
selvagens — pois a auséncia da galectina-3 favtaex@articipacdo das células de Schwann
como células removedoras de restos mielinicos, fagbode os macrofagos néo realizarem a
fagocitose mediada através de galectina-3 — ouemacao dos restos mielinicos encontra-se
retardada nos animais selvagens, em comparacamaisuselvagens. Isto poderia colaborar
para a hipotese de que a galectina-3 ndo fosseeseipdivel para os eventos de fagocitose
por macréfagos (e, por conseguinte, por célulaSamvann) em nervos degenerados, e que
certamente macréfagos seriam capazes de se utdeaoutros mecanismos para uma
efetivacdo maior da remocéo dos residuos mielintabsircunstancia poderia estimular uma

ativacdo de células de Schwann — as quais estaelmgnte aumentadas em quantidade,
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conforme relatado nos experimentados acima menbisnaeste trabalho — como células
fagocitarias envolvidas na remocao de restos neeknDiante de tais aspectos, permanecem
as possibilidades de haver no anikmabckoutpara galectina-3 uma degeneracédo Walleriana
mais rapida, e consequentemente uma regenerac¢d® ramda, relacionada a eventos
intrinsecos da degeneracdo axonal em um animal andelectina-3 esta ausente ou a
mecanismos de limpeza de residuos mielinicos rfiag&zes do que em animais selvagens.
Uma abordagem cada vez mais utilizada em trabausntes € a caracterizacédo de
provaveis subpopulacdes de macrofagos envolvidasddenentes eventos relativos a
fagocitose e/ou a producdo de citocinas. Resultpd®gos evidenciaram a distingdo entre
macrofagos no coto distal de nervo ciatico em degedo de rato com base nos antigenos de
superficie ED1 e ED2, onde células que expressaulxh estariam envolvidas com a
fagocitose de residuos mielinicos, enquanto quedfegps que expressavam ED2 estariam
envolvidos em outras funcdes, tais como a secrdeagtocinas (Hirata et al., 1999). Uma
atual simplificacdo conceitual que descreve a ipldstde de fagocitos € a polarizacado de
macrofagos em células M1 ou células M2. Os maco&fadl sdo considerados como ativos
na destruicdo de organismos estranhos e célulasrdisn enquanto os macrofagos M2
estariam envolvidos na remocéao de residuos cedlareatrizacdo de feridas e angiogénese
(Ho e Sly, 2009). Macréfagos M1 seriam derivadopmgenitores mieldides sob o estimulo
do M-CSF (fator estimulador de colénias de macrddage produziriam niveis mais altos de
citocinas pro-inflamatoérias e niveis mais baixoscilecinas anti-inflamatérias e da enzima
oxido nitrico-sintase induzivel (iNOS); por sua yvezacrofagos M2 seriam derivados de
macrofagos maduros, quando devidamente estimufamtositerleucinas tais como IL-4 e |I-
13, e sob estimulacdo com lipopolissacarideo (LR®),células produziriam baixos niveis de

citocinas proé-inflamatérias e altos niveis de ditas anti-inflamatorias (Ho e Sly, 2009). No
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sistema nervoso central, esta caracterizacdo dedfagos € possivel através da tipificacdo de
células da microglia, de acordo com a especifiggggdo a LPS, ou a IL-4 ou IL-10; o
primeiro estimula a expressao de um fendtipo Mhfjuanto as duas interleucinas citadas
promovem a expressao de um fendtipo M2 na micrdiliahelucci et al., 2009). Segundo
dados recentes obtidos por Dumont e colaborad@@@8), células tumorais de cancer de
colo, quando submetidas vitro a um meio condicionado a partir de macrofagosdts por
LPS (com fenotipo M1), contendo alto nivel de GMFC® de interleucinas B1 -6, -8 e
TNF-a, sofrem marcante inibicdo de seu crescimento, diéste meio levar a modulacao da
expressdo de galectina-3, com notadelwnregulationdo RNAmM da galectina-3 e da
expressao desta proteina. Estes resultados estimui@a busca para uma futura resposta
sobre a provavel tipificacdo de populacdes de nfiago§ M1 e M2 em nervos lesados por
esmagamento de animais selvagensi@ckoutpara galectina-3, de modo a se estabelecer
provaveis papéis para os eventuais tipos predot@sale macrofagos durante a degeneracao
Walleriana.

Durante a regeneracdo de nervos periféricos, o demggessario para reinervar o
orgao-alvo € um dos fatores mais importantes giligeimciam o nivel de resultado funcional
apos diferentes tipos de lesbes em nervos (Kratupl.e2002). Portanto, o indice de
crescimento de axdnios pode ter implicagfes dingdas a recuperacdo funcional. A razéo G
(G ratio) é um indice que reflete a relacéo ideal entrédmeltro do axénio e o didametro da
fibra (ax6nio + bainha de mielina) em termos de @ppriada condugéo de potenciais de
acdo. Nos camundong&sockoutpara galectina-3 usados no presente trabalhoamtidade
de fibras regeneradas que entrou na categoria derarfio G ideal foi estatisticamente mais
alta do que aquela de animais selvagens. Consemquente, pode-se concluir que 0s

resultados do presente trabalho s&o compativeis ooma regeneracdo mais rapida,
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acompanhada de um melhor resultado funcional.

Em vista do exposto, os resultadowivo do presente trabalho podem contribuir para
a elucidacdo dos mecanismos de degeneracdo Wadlereom énfase particular na
participacdo da galectina-3 e [Biatenina, e no sucesso da regeneracao de nemnfesipes.
Estes resultados podem abrir novas areas de pasgase campo, e podem também
proporcionar ferramentas adicionais para terapiss \gsam a melhora da regeneracdo do

tecido nervoso tanto no sistema nervoso centrabauarsistema nervoso periférico.
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VI. CONCLUSOES

1. Nervos periféricos submetidos a esmagamento apresam diferencas
qualitativas e quantitativas quando comparados emamundongos selvagens e
knockout para galectina-3.Nervos esmagados de animlamckoutpara galectina-3
apresentam um regeneracdo mais rapida do que ansebiagens; isto pode ser
comprovado por microscopia de luz e eletrbnica. A&roscopia 6ptica, com 3
semanas poés-leséo, foi observado um numero men@stiEs mielinicos e de fibras
degeneradas em nervos de animksckout para galectina-3, em comparacédo a
animais selvagens. A microscopia eletronica de strissdo, os achados s&o
representativos do mesmo padrao observado a mi@iasoptica. Chama a atencao
que, em animais com 3 semanas, a matriz extracetudoneural, de aspecto
predominantemente fibrilar, apresentou-se menosnd#mie em animais com 3
semanas poés-lesdo, indicando um possivel processaeabsorcdo de matriz
extracelular fibrosa, certamente necessaria pasaporte fisico da reconstrucdo do
nervo em regeneracao.

2. De acordo com os dados morfométricos, o numero dibdrfas nervosas mielinicas
encontra-se aumentado em camundongoknockout para galectina-3 apdés o
esmagamento do nervo, em comparacao a animais sgfeas.Da mesma forma, os
critérios para a area das fibras (em?yrma area dos axonios (em fime a area da
bainha de mielina (em fintambém se apresentaram aumentados em animais
knockoutpara galectina-3 em relacédo a animais selvagems.dados corroboram o0s
valores obtidos através da medicdo do indice dgafudo nervo ciatico, pelo qual os

animaisknockoutpara galectina-3 demonstraram uma maior recupefag&mnal da
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atividade do nervo, correspondente ao grau de eege#io das fibras nervosas
observado as microscopias de luz e eletrénicaagisnrissao.

3. A quantidade de macréfagos no nervo lesado em animaknockout para
galectina-3 apresenta-se aumentada em comparacaguaantidade de tais células
observada em animais selvagenépesar de os macrofagos expressarem galectina-3
apos uma leséo, esta proteina ndo se mostrou &l para 0 mecanismo de
fagocitose de residuos mielinicos realizado pos t&lulas. Provavelmente, em
animaisknockoutpara galectina-3, macrofagos se utilizam de owiessdiferentes da
mediacdo proporcionada pela galectina-3 para &agdb da fagocitose de residuos
durante a degeneracédo Walleriana em nervos peageri

4. HA& um aumento da expressdo dap-catenina em nervos submetidos a
esmagamento em animaignockout para galectina-3 em comparacdo a animais
selvagens. Esta expressdo pode estar relacionada aos evemteculares que
envolvem a participacdo dp-catenina como parceiro da galectina-3 na via de
sinalizacdo Wnt, sugerindo um possivel papel relpulaa proliferacéo das células de
Schwann, uma vez que, na auséncia de galectina-8mimaisknockout ap-catenina
poderia se acumular no citoplasma, e este acunogleria promover sua translocacao
para o nucleo de células de Schwann, ativando o®sgeue controlariam a
proliferacéo destas células.

5. Em animais knockout para galectina-3, a quantidade de células de Schama
mostrou-se maior, em comparacao a animais selvagerissta quantidade maior
corrobora os achados acima mencionados com rekagi@ressao dp-catenina e
que, portanto, seria extremamente vantajosa peegemeracao mais rapida das fibras

nervosas em animaknockoutpara galectina-3 e consequentemente para umamelho
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recuperacao funcional do nervo destes animais.
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The success of peripheral nerve regeneration depends on intrinsic properties of neurons and a favorable
environment, although the mechanisms underlying the molecular events during degeneration and
regeneration are still not elucidated. Schwann cells are considered one of the best candidates to be closely
involved in the success of peripheral nerve regeneration. These cells and invading macrophages are responsible
for clearing myelin and axon debris, creating an appropriate route for a successful regeneration. After injury,
Schwann cells express galectin-3, and this has been correlated with phagocytosis; also, in the presence of
galectin-3, there is inhibition of Schwann-cell proliferation in vitro. In the present study we explored, in vivo,
the effects of the absence of galectin-3 on Wallerian degeneration and nerve-fiber regeneration. We crushed
the sciatic nerves of galectin-3 knockout and wild-type mice, and followed the pattern of degeneration and
regeneration from 24 h up to 3 weeks. We analyzed the number of myelinated fibers, axon area, fiber area,
myelin area, G-ratio and immunofluorescence for -catenin, macrophages and Schwann cells in DAPI
counterstained sections. Galectin-3 knockout mice showed earlier functional recovery and faster regeneration
than the wild-type animals. We concluded that the absence of galectin-3 allowed faster regeneration, which
may be associated with increased growth of Schwann cells and expression of 3-catenin. This would favor
neuron survival, followed by faster myelination, culminating in a better morphological and functional outcome.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

After lesion of a peripheral nerve, the distal stump degenerates in a
typical inflammatory process known as Wallerian degeneration (WD).
The ability of the peripheral nervous system (PNS) to regenerate after
an injury is well known; this regeneration takes place in the proximal
stump, which originates regenerating fibers that may or may not
succeed in reinnervating the target organ. One of the factors
associated with success of regeneration and reinnervation in PNS is
the plasticity of Schwann cells. In the beginning of the WD process,
these cells detach from the axons and begin to clear myelin and axon
debris, a process that is afterwards continued by infiltrating macro-
phages. Schwann cells can survive after a trauma, and proliferate
inside the original basal laminae, forming the bands of Biingner. After
an injury, Schwann cells upregulate galectin-3, a galactose-specific
lectin, and this has been associated with phagocytosis of myelin
during WD (Saada et al., 1996).

Lectins are carbohydrate-binding proteins, with a strong affinity
for oligosaccharides; they are a moderately conserved family of
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proteins present in phylogenetically distant organisms (Hsu and Liu,
2004). Among the members of this family, galectins are the best-
characterized; they have a specific affinity for 3-galactosides, with at
least one carbohydrate recognition domain (CRD) at the C-terminal,
which is 135 amino acids long (Wada and Makino, 2001; Krzeslak
and Lipinska, 2004). Galectin function has been extensively studied
with respect to its variable locations in cells (cytosol, nucleus, and
other cell compartments). Because galectins can be secreted in the
extracellular matrix, they have extracellular functions, mediating a
variety of processes, such as kidney development, angiogenesis,
neural function, tumor metastasis, and autoimmune diseases (Wada
and Makino, 2001; Ochieng et al., 2004), including inflammatory
processes, mainly related to cell recruitment and phagocyte activa-
tion (Rabinovich and Rubinstein, 2001; Almkvist and Karlsson,
2004). Many studies have demonstrated the presence and location
of galectin-3 in different cell types, such as macrophages, eosinophils,
neutrophils, mast cells, epithelia of respiratory and digestive tracts,
some sensory neurons, and fibroblasts (Liu et al., 2002; Krzeslak and
Lipinsk, 2004). Galectin-3 can also link to extracellular matrix
components (KrzeSlak and Lipifisk, 2004; Ochieng et al., 2004).
Dodd and Jessell (1986) have reported the expression of carbohy-
drate molecules on the surface of functional subpopulations of dorsal
root ganglion and dorsal horn neurons, many of these being
recognized by monoclonal antibodies for [3-galactoside epitopes,
similar to galectin-3.
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The real biological properties of galectin-3 are controversial,
whether in extra- or intracellular sites, or even inside the nucleus
(Dumic et al., 2006). One of the most intriguing hypotheses about the
intracellular functions of galectin-3 is related to apoptosis; in general,
intracellular galectin-3 acts as an anti-apoptotic factor, whereas
extracellular galectin-3 shows a pro-apoptotic action. Recent findings
indicated that the enzyme glycogen synthase kinase-33 (GSK-3)
phosphorylates both galectin-3 and PB-catenin in the cytosol; this
phenomenon may be a prerequisite for galectin-3 translocation into
the nucleus, which may suggest a functional role of galectin-3 in Wnt
signaling (Shimura et al., 2005). Other mechanisms of the nuclear
translocation of galectin-3 are involved with cancer-related gene
expression, and are governed by passive diffusion and active transport
(Nakahara et al., 2006; Nakahara and Raz, 2007). A link between
intracellular and extracellular functions of galectin-3 can be assessed
by the regulation of the cell cycle; an example was demonstrated by
Kim et al. (1999), who induced overexpression of galectin-3 in human
breast epithelial BT549 cells, and observed that these cells undergo
loss of cell anchorage (anoikis) without detectable cell death.
Furthermore, a high concentration of galectin-3 on the cell surface
downregulates cellular adhesion to the extracellular matrix proteins,
such as laminin-1, collagen IV, and fibronectin (Ochieng et al., 1998). It
was also observed that galectin-3, in the extracellular milieu, would
mediate the adhesion and/or neurite outgrowth of neural cells and
tumor cells, similar to cell adhesion molecules (Pesheva et al., 1998).
Because of the multiple roles of galectin-3 in tumorigenesis (Liu and
Rabinovich, 2005) and other cell functions, including the above-
mentioned processes, it is important to investigate the possible
mechanisms underlying these processes.

A recent study showed that galectin-3 inhibits Schwann cell
proliferation in segments of cultured sciatic nerves (Gustavsson et al.,
2007). It is well known that both myelin clearance and Schwann cell
proliferation are clearly associated with the success of PNS regenera-
tion. Therefore, we have speculated whether the presence or absence
of galectin-3 would affect the regeneration of a crushed nerve. To
answer this question, we performed a sciatic-nerve crush in wild-type
and galectin-3—/— knockout mice, and evaluated, by light micro-
scopy, the effect of the absence of galectin-3 on the success of PNS
regeneration. Our results showed an enhancement in sciatic nerve
regeneration in galectin-3 knockout mice compared to wild-type
animals. We have also searched for the mechanism underlying
Schwann cell proliferation, and found an increase in (-catenin
expression in galectin-3 knockout mice, indicating a possible
involvement of the Wnt/f-catenin signaling pathway.

Material and methods
Surgical procedure and tissue processing

Wild-type and knockout for galectin-3 C57/Black6 mice were
used (n=12 for each). Inbred C57/Black6 and gal-3 null mice
(backcrossed to c57/black6 for 10 generations) (Hsu et al., 2000)
were obtained from the colony bred at the Federal University of Rio
de Janeiro, Brazil, from stock originally provided by the Department
of Dermatology, School of Medicine, University of California, Davis,
Sacramento, California, USA. The procedures were approved by the
Commission of Animal Care of the Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade Federal do Rio de Janeiro (protocol number
DHEICB003). The animals were first anesthesized with intraperito-
neal sodium pentobarbital (30 mg/kg), and then positioned on a
cork platform. After a surgical incision in the skin of the right hind
limb and dissection of the musculature, the right sciatic nerve was
exposed and crushed for 30 s with the help of a fine forceps. Then,
the musculature and skin were sutured, and the animals were
returned to their cages. After periods of 48 h (2 days — 4 animals),
96 h (4 days — 4 animals), 168 h (1 week — 4 animals), or 3 weeks

(12 animals), the animals were perfused intracardially with a
solution of 4% paraformaldehyde and 2% glutaraldehyde in 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.4). After the perfusion, the incision site was
opened and three fragments of the nerve were obtained for electron
microscopy: the first segment (about 2 mm long), nearest the point
of the crush, for longitudinal sections; and two others (about 1 mm
long), for transverse sections. Three segments of the left (uninjured)
nerve, at the same level, were obtained as a control. The nerve
segments were immersed in 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M calcium
cacodylate buffer, and then processed for transmission electron
microscopy as usual, and embedded in Polybed (Epon). Semithin
(1 pm thick) sections were obtained in a RMC MT-6000 ultra-
microtome, stained with a 1% toluidine blue solution, and observed
under a Zeiss Axioskop 2 Plus light microscope.

Quantitative analysis of semithin sections

For the morphometric analysis, we sampled five areas from the
semithin sections, at a magnification of x1000, using the program
Axiovision Rel. 4.5. For each sample we calculated and compared the
following parameters between the groups, using the Java Image
Program: the number of myelinated fibers, nerve fiber area, axon area,
and myelin area. Myelin area was calculated by subtracting the axon
area from the fiber area. We also calculated the G ratio by dividing the
axon diameter by the fiber diameter, and stratified the results in
ranges of 0.0-0.4, 0.4-0.5, 0.5-0.6, 0.6-0.7, 0.7-0.8 and 0.8-0.9. When
using these ranges, the lowest values were always included and the
highest ones excluded (e.g., the 0.0-0.4 range includes 0.0 through
0.399, excluding 0.4). The results of these quantifications were
analyzed statistically using the program BioEstat 4.0 (Mamiraud,
Brazil) and Mann-Whitney tests. Results were considered significant
at P<0.05.

Functional analysis — walking tracks

Before the surgery and 1, 2 and 3 weeks after, all animals were
submitted to a postoperative walking-track analysis, based on the
protocol described by Inserra et al. (1998). Paw prints were recorded
by painting the hindpaws of each animal with India ink. Next, the
animals were allowed to walk along a 45 x 6.5 cm track on white paper
(Canson A4 140 g/m?). The paw prints were analyzed considering two
different parameters: toe spread (TS), the distance between the first
and fifth toes; and print length (PL), the distance between the third
toe and the hind pad. All the parameters were measured for the left
paw prints, for wild-type and galectin-3—/— knockout mice. These
measures were calculated according to the sciatic functional index
(SFI) formula by Inserra et al. (1998):

ETS—NTS ., EPL—NPL _

SFI=118.9 NTS NPL

7.5

where TS=toe spread in mm, PL=print length in mm; E and N
indicate the experimental and normal hind foot, respectively.
Differences between the groups were assessed using the Mann-
Whitney test. A P value<0.05 was considered to be statistically
significant.

Immunohistochemistry and quantification of DAPI-stained nuclei

After dissection and post-fixation for 4 h in fresh fixative
solution, the sciatic nerves were cryoprotected in 30% sucrose, and
ice-cold embedded in OCT (Tissue Tek). Ten-micrometer-thick
sections were obtained with a cryostat (Leica CM 1850) and
collected on gelatin-coated glass slides. The sections were then
washed in 0.1 M phosphate buffer saline (pH 7.4) with Triton X-100
(0.5%, washing solution), three times. Soon after, the sections were
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washed in the previous solution, to which had been added 10%
normal goat serum, and incubated with primary antibodies (rat
monoclonal anti-F4/80 antibody for macrophages, 1:100, Novocas-
tra, United Kingdom; rabbit polyclonal anti-B-catenin antibody,
1:100, Sigma, USA; rabbit anti S-100 antibody, 1:100, Sigma, USA)
overnight. They were then rinsed in the washing solution, followed
by incubation with secondary antibodies (Alexa fluor 488-conju-
gated goat anti-rabbit IgG and Alexa fluor 546-conjugated goat anti-
rat IgG, 1:200, Molecular Probes, USA) for 2 h. After the reaction, the
sections were washed once with 0.9% NaCl, and the DAPI nuclear
label (0.1 pg/mL in 0.9% NaCl, Molecular Probes, USA) was applied
for 10 min. Finally, the sections were rinsed again and mounted
with n-propyl gallate (250 mg/mL, Sigma, USA). Primary antibodies
were omitted for negative controls. Sections were observed under a
Zeiss Axioscop 2 Plus (Fluorescence Microscope) and photographed
with a Zeiss Axiocam MRC camera, using the program Axiovision,
version 4.5 (Zeiss) for image acquisition.

Quantification of elongated nuclei (typical of Schwann cells) in
DAPI-stained longitudinal sections in normal and crushed (96 h)
nerves was performed in wild-type and galectin-3—/— animals.
Images were acquired using Axioscop 2 Plus with a Zeiss Axiocam
MRC camera, using the program Axiovision, version 4.5 (Zeiss). The
number of elongated nuclei per mm? was manually counted using
the Image ] software. Nuclei that were not elongated were not
included in this quantification. One-way ANOVA and post-hoc
Tukey's test were used for comparisons among the groups; results
were expressed as mean 4 SEM; P value was considered significant
when <0.05.

48 hours 96 hours

Immunoblotting for 3-catenin and F4/80

The nerves were quickly washed in ice-cold PBS, minced, and
50 mL of sample buffer (4% sodium dodecyl sulfate (SDS), 20%
glycerol, 0.2 M dithioethreitol, 125 mM Tris-HCI pH 6.8) was added to
the extracts. Nerve extracts were then recovered in a tube,
centrifuged, and boiled for 10 min. Samples were loaded in 10%
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970).
Proteins were transferred to polyvinylidenfluoride membranes (Milli-
pore, S3o Paulo, Brazil). The proteins immobilized on the membranes
were immediately blocked for 1 h at room temperature with a solution
of 5% nonfat dry milk in Tris buffered saline-Tween 20 (0.001%) (TBS-
T). Then the membranes were incubated with a rabbit polyclonal anti-
-catenin antibody (Sigma, USA, dilution 1:2000 in TBS-T) or a rat
monoclonal anti-F4/80 antibody (Serotec, USA, dilution 1:1000 in
TBS-T). After 5 washes in TBS-T (3 min each), the membranes were
incubated with either an anti-rabbit peroxidase conjugated antibody
(Promega, USA, dilution 1:1000 in TBS-T) or an anti-rat peroxidase
conjugated antibody (Promega, USA, dilution 1:1000 in TBS-T),
washed again as described above, and the bands were revealed
using the West Pico Pierce kit (Pierce, USA).

To check sample loading, membranes were treated with striping
buffer (2% SDS, 100 mM 2-mercaptoethanol, 62.5 mM Tris-HCl, pH
6.7) for 30 min at 50 °C, washed 5 times in TBS-T, and blocked again as
described above. Then the membranes were incubated with a rabbit
polyclonal anti-actin antibody (Sigma, USA, dilution 1:3000 in TBS-T).
After 5 washes in TBS-T (3 min each), the membranes were incubated

3 weeks

1 week

Wild-type

Gal-3--

Wild-type

Gal-3/-

Fig. 1. Semi-thin transverse and longitudinal sections (1 um thick) of crushed right sciatic nerve of wild-type (A, C,E, G, I, K, M and O) and galectin-3—/— (B, D, F, H, ], L, N and P) mice
at different times post-lesion (48 h [A-D], 96 h [E-H], 1 week [I-L], and 3 weeks [M-P]). The differences between galectin-3—/— and wild-type mice after crush become pronounced
at 3 weeks after lesion, when a much higher amount of myelinated nerve fibers is present in knockout animals. This observation is clear in transverse (M, N) and longitudinal sections

(O, P). Toluidine blue staining. Bar =20 pum.
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with an anti-rabbit peroxidase conjugated antibody (Promega, USA,
dilution 1:1000 in TBS-T-milk) and developed as described above.

Results

Axonal regeneration is enhanced in galectin-3 knockout mice following
sciatic nerve crush

Qualitative analysis was performed on transverse and longitudinal
semi-thin sections of sciatic nerves from all the groups. The results of
the analysis of the semi-thin sections are summarized in Fig. 1. At 48 h
after crush, both galectin-3 positive and negative animals showed
fibers in the process of degeneration, but this process was apparently
more pronounced in galectin-3 negative animals (Figs. 1A-D). At 96 h
after injury, both groups of mice showed larger amounts of
degenerating fibers and myelin debris. However, at this time the
differences between the knockout and wild-type mice became more
pronounced (Figs. 1E-H). In transverse and longitudinal sections of
sciatic nerves, the wild-type animals showed signs of a more advanced
stage of Wallerian degeneration, represented by clearly visible figures
of myelin ovoids. In knockout animals, areas suggestive of initial
regeneration were observed (Figs. 1E-H).

One week after crush, there was almost a complete absence of
intact fibers in both positive and negative animals (Figs. 11-L). Areas of
myelin ovoid formation and axon degeneration were still clearly seen
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in wild-type animals, whereas negative animals showed signs of
advanced stages of degeneration and areas suggestive of axon
regeneration. Vacuolated areas were observed near the degenerating
fibers; these may be activated macrophages or Schwann cells with
material engulfed in the cytoplasm.

The most pronounced differences between the animals were
observed 3 weeks after crush (Figs. 1M-P). Wild-type animals showed
nerves with comparatively larger amounts of axonal and myelin
debris - suggestive of nerve fiber degeneration — among relatively few
regenerating fibers with thin myelin sheaths. Gal-3—/— showed
almost complete regeneration, even though we could still observe a
very few degenerating fibers.

The number of myelinated nerve fibers is increased in galectin-3
knockout mice following sciatic nerve crush

Morphometric studies were carried out on the three-week survival
group, since, qualitatively, this was the group that showed the most
striking differences between the knockout and wild-type mice. All
results are expressed as mean 4 S.D. of the replicates. Quantitative
analysis of the number of myelinated nerve fibers showed that they
were significantly more numerous (P<0.05) in the galectin-3—/—
group than in the wild-type group (Fig. 2A). Concerning the axon area,
fiber area, and myelin area, there was also a statistically significant
difference between galectin-3—/— and wild-type animals: the
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Fig. 2. Quantitative analysis of the number of myelinated nerve fibers (A), fiber area (B), axon area (C), myelin area (D), G-ratio stratified by ranges (E) and sciatic functional index (F),

in galectin-3—/— and wild-type mice. Values represent mean + SD. *P<0.05.
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Fig. 3. Longitudinal sections of sciatic nerves from normal controls (no lesion), and galectin-3—/— and wild-type mice at 96 h after crush. Panels A, E and I show a small
magnification of the nerves counterstained with DAPI, in order to show the cell density along the nerves. Panels B-D, F-H and J-M are higher magnifications of previous figures
showing immunoreaction for F4-80 (panels B, F and ]), the same area counterstained with DAPI (panels C, G and L) and F4/80 and DAPI merged (panels D, H and M). Observe cells
stained for F4/80 in galectin-3—/— cases. One of these cells is enlarged in the boxed area of panel H. Bar: A, E, [=100 pm; B-D, F-H, J-M =20 pm; inset = 10 pm.

former always showed higher results (Figs. 2B, C and D). With regard
to the G ratio, the galectin-3—/— animals also gave better results,
since most fibers fell into the normal range (0.6-0.7 — Fig. 2E).

Sciatic nerve function is recovered sooner in galectin-3 knockout mice
following sciatic nerve crush

During the 3 weeks after injury, the mice were tested to assess the
recovery of motor function at 1, 2 and 3 weeks, using the walking track
analysis. A total of 240 prints were measured for both groups (wild-
type and galectin-3—/—). In the first week, there was a pronounced

B-catenin

Wild type

loss of function in both groups; in the second week, the galectin-
3—/— mice showed much better recovery of motor function
compared to the wild-type animals. In the third week, the SFI of
both groups returned to values close to normal (Fig. 2F).

Macrophages and [(3-catenin expression is enhanced in galectin-3
knockout mice following sciatic nerve crush

Fig. 3 shows the results for DAPI staining and macrophages (F4/80
antibody) immunoreaction in the control (no lesion), and galectin-
3—/— and wild-type animals at 96 h after crush. Figs. 3B-D, F-H

Fig. 4. Inmunohistochemistry for 3-catenin and DAPI staining in longitudinal sections of sciatic nerves from galectin-3—/— (A, B and C) and wild-type (D, E, F) mice at 96 h after
crush. Observe the increased expression of [3-catenin in the cytoplasm (arrows) and nuclei (arrowheads) in the knockout animals. Bar =20 pm.
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and J-M are higher magnifications of Figs. 3A, E and [, respectively.
Analysis of longitudinal sections of DAPI-stained sciatic nerves
showed that galectin-3—/— mice exhibited a clear increase in the
density of nuclei compared to wild-type and normal control animals
(Figs. 3A, E and I). Immunoreaction for F4/80 antibody did not show
any apparent reaction in uninjured control animals (Fig. 3B). At
4 days post-axotomy, there was a high density of macrophages in
wild-type animals (Fig. 3]), although the density was higher in mice
lacking galectin-3 (Fig. 3F).

Fig. 4 shows the results of the immunofluorescence for B-catenin
protein, 96 h after crush in DAPI counterstained sections; it is possible
to see that p-catenin expression was much enhanced in galectin-3—/
— mice (Figs. 4A-C) compared to wild-type animals (Figs. 4D-F). The
3-catenin signal was localized in areas corresponding to the
cytoplasm, and also in the nuclei. Western blot analysis confirmed
our immunofluorescence results for F4/80 and B-catenin (Fig. 5).
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Fig. 5. Expression of F4/80 and B-catenin is enhanced 96 h after lesion in nerves of
galectin-3 knockout mice. Crushed sciatic nerve extracts were analyzed in Western blot
using anti-F4/80 (A) and anti-3-catenin antibodies (B). Extract quantification of the
blottings revealed an increase expression in F4/80 (160 kDa) in galectin-3—/— nerves
(A) and a more than two-fold increase in the levels of 3-catenin (88 kDa) expression
when compared to wild-type animals (B). One representative experiment is shown in A
and B. Three independent experiments were done.

There was an increase in the amount of F4/80 in crushed galectin-3
mice compared to crushed wild-type animals (Fig. 5A). There was
a two-fold increase in the amount of B-catenin in crushed galectin-
3—/— mice compared to crushed wild-type animals (Fig. 5B).

S-100 labeling and quantification of DAPI-stained elongated nuclei
confirm a greater amount of Schwann cells in regenerating nerves of
galectin-3 knockout animals, as opposed to wild-type animals

Regenerating fibers depend upon a good supply of Schwann cells,
which probably proliferate rapidly in regenerating nerves. In order to
assess qualitatively the involvement of Schwann cells in the better
regeneration of galectin-3 knockout animals and to compare the
results with wild animals, we performed immunocytochemistry using
S-100 antibody for Schwann cell labeling, associated with DAPI
nuclear staining. Figs. 6A and D show that the crushed nerves from
knockout animals nerves exhibited much more intense labeling for S-
100 than did those of wild-type animals at 96 h after lesion; in Figs. 6B
and E we can see by DAPI staining the amount of nuclei in the nerves.
Figs. 6C and F show superimposed images of S-100 and DAPL To assess
quantitatively Schwann cell number, we used DAPI-stained long-
itudinal sections of nerves from wild-type and galectin-3—/—
animals. Table 1 shows the results of this quantification and confirms
a significant increase in the number of elongated cell nuclei in crushed
galectin-3—/— nerves when compared to wild-type nerves. This is
compatible with an increase in the number of Schwann cells since
these cells have typically elongated nuclei which are different from
other cells, such as macrophages.

Discussion

The main result of this study is that the galectin-3 knockout mice
exhibited a much faster regeneration of sciatic nerve fibers after
surgical compression, compared to wild-type animals subjected to the
same trauma. These results were observed and confirmed by light
microscopy, and quantification of axon area, fiber area, myelin sheath
area, and number of myelinated fibers. Calculation of the G ratio
indicated that the majority of nerve fibers from galectin-3—/—
animals showed a better axon X myelin relationship, which indicates a
better functional outcome.

Since galectin-3 is expressed in activated macrophages and
Schwann cells after lesion, previous reports have suggested that this
protein is an important molecule in the clearance of axon and myelin
debris during Wallerian degeneration of peripheral nerves (Reichert
et al., 1994). These authors found that galectin-3 is overexpressed at
the site of injury in sciatic nerves, and this increase was correlated
with myelin phagocytosis by Schwann cells. It is well known that
proper myelin- and axon-debris clearance is one of the factors
associated with the success of peripheral nerve regeneration. There-
fore, it would be plausible to argue that the absence of galectin-3
would result in a failure of myelin-debris clearance, and as a result, the
process of Wallerian degeneration and nerve regeneration would be
disturbed. Our results, however, indicated that galectin-3—/— nerves
showed faster and better regeneration. Interestingly, a recent report
showed that galectin-3 inhibits Schwann cell proliferation in vitro
(Gustavsson et al., 2007). These authors injected recombinant human
galectin-3 into the culture medium of segments of mice peripheral
nerves, and observed that galectin-3 is involved in the proliferation of
Schwann cells. Our in vivo data provide evidence that the absence of
galectin-3 forms a favorable environment for the enhancement of
nerve regeneration, and this result can be, at least partially, explained
by the increase in the proliferation of Schwann cells. Because Schwann
cells reach their proliferation peak at about 4 days after lesion (96 h;
Liu et al., 1995a,b), we chose this time to analyze these cells. Our
results showed an increase of S-100 staining and in the number of
elongated DAPI-stained nuclei in galectin-3—/— animals at 96 h after
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Fig. 6. Inmunohistochemistry for Schwann cell and DAPI staining in longitudinal sections of sciatic nerves from galectin-3—/— (A, B and C) and wild-type (D, E, F) mice at 96 h after
crush. Observe the increased expression of S-100 in areas corresponding to Schwann cell cytoplasms (arrows) in the knockout animals. Bar =50 pm.

lesion, corroborating the hypothesis that the number of Schwann cells
is enhanced in the absence of galectin-3. The exact mechanism by
which this enhancement of Schwann-cell proliferation occurs in
galectin-3—/— animals is not yet known. One of the signalling
molecules that have been associated with increased cell proliferation
is the Wnt family of glycoproteins (Klaus and Birchmeier, 2008). The
canonical Wnt signaling pathway involves [3-catenin, a molecule that
interacts with the cell adhesion molecule cadherin. When B-catenin
translocates to the nucleus, it binds to LEF-1 (lymphoid enhancer
factor-1) and TCF (T-cell factor), converting LEF into a transcriptional
activator, and therefore mediating changes in gene expression in the
nucleus (Klaus and Birchmeier, 2008). According to previous reports,
galectin-3 is a binding partner of B-catenin and can act as a key
regulator in the Wnt/B-catenin signaling pathway (Shimura et al.,
2005). Our results show that pB-catenin is overexpressed in crushed
sciatic nerves of galectin-3—/— mice, suggesting a possible role of the
Wnt/B-catenin signaling pathway in Schwann cell proliferation. Also
important is that following an injury, Schwann cells produce a variety
of neurotrophic factors that support the survival of injured neurons
(Scherer and Salzer, 2003), and possibly also enhance the speed and
amount of nerve fiber regeneration. Therefore, in galectin-3 knockout
animals, the increase in Schwann cell proliferation could improve
regeneration by also increasing the production of neurotrophic
factors. The increased amount of nuclei and the S-100-positively
labeled cells seen in knockout animals at 96 h after crush would
support this idea. Hence, it is tempting to say that Schwann cells are
indeed the most important candidates for the success of peripheral
nerve regeneration.

Why is -catenin overexpressed after crush in galectin-3 knock-
out animals? Shimura et al. (2005) suggested that galectin-3 is a
key regulator in the Wnt/R-catenin signaling pathway, and high-
lighted the functional similarities between galectin-3 and PB-catenin.

Table 1
Quantification of elongated cell nuclei/mm? in longitudinal sections of normal and
injured sciatic nerves of wild-type and galectin-3—/— mice

Number of elongated nuclei

Control wild-type 157.3 4+ 11.2
Crushed wild-type 195.5 + 14.8
Control galectin-3—/— 170 + 14.8 }**
Crushed galectin-3—/— 365 £+ 494

There is a significant increase in the number of DAPI-stained elongated cell nuclei at
96 h after crush in galectin-3—/— sciatic nerves when compared to wild-type nerves
subjected to the same trauma. Values represent mean + SEM. **P<0.01.

Both are substrates for phosphorylation by the same enzyme,
glycogen synthase kinase-3(3 (GSK-3P3); when phosphorylated, -
catenin is addressed for proteasomal degradation. Although phos-
phorylated galectin-3 is found in the cytoplasm or in the nucleus,
and the unphosphorylated form is found exclusively in the
cytoplasm, there are still no conclusions about these different states
of galectin-3 and its functional properties (Dumic et al., 2006). In
addition, B-catenin is translocated into the nucleus associated with
galectin-3 in order to regulate gene transcription (Shimura et al.,
2005). Our results showed enhanced labeling for B-catenin in
crushed nerves of knockout animals, and this was confirmed by
immunoblotting analysis. This result suggests that (-catenin is
accumulated, but we cannot be sure if this accumulation occurs in
the cytoplasm, associated with the membrane, or in the nucleus.
The accumulation of B-catenin in the cytoplasm is one of the main
prerequisites for its translocation into the nucleus, and in this event
-catenin is accompanied by galectin-3 (Shimura et al., 2005).
Therefore, it is possible that in the absence of galectin-3, B-catenin
can accumulate in the cytoplasm of, for example, Schwann cells. The
accumulation of PB-catenin in the cytoplasm might be due to a
reduction or impairment of its proteasomal degradation, perhaps
because galectin-3 can act as an anchor between (-catenin and
GSK-3p. As explained previously, this accumulation can promote the
translocation of (-catenin to the nucleus, where it can activate
genes that control cell proliferation.

It is important to know why the absence of galectin-3 speeds up
the process of degeneration and regeneration of the crushed sciatic
nerves. Interestingly, Schwann cells from WId® mice that display a
slow progression of axon degeneration, show low levels of galectin-
3 expression after nerve transection, and these levels were directly
correlated with the extent of myelin clearance (Reichert et al.,
1994). Also, the slow Wallerian degeneration of WId® mice is
thought to be due to the slow-paced recruitment of macrophages
(Lunn et al., 1989; Perry et al., 1990). According to our results, there
were more macrophages in knockout animals than in wild-type
animals, as evidenced by F480 antibody immunostaining and
confirmed by immunoblotting, suggesting better macrophage
recruitment in the absence of galectin-3. This may be related to
the better performance in nerve fiber regeneration. Schwann cells
can also promote macrophage infiltration into the injured nerve
(Siebert et al., 2000; Toews et al, 1998). Although galectin-3
contributes to macrophage phagocytosis in both innate and adaptive
immunity (Liu et al., 1995a,b; Sano et al.,, 2003) and can act as a
chemoattractant for monocytes and macrophages (Sano et al.,
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2000), during the normal course of Wallerian degeneration,
Schwann cells and macrophages express galectin-3. This enables
both cells to play a role in a specific kind of phagocytosis of myelin
debris (Reichert et al., 1994), and this property could be increased
with augmented expression of cell-surface galectin-3 induced by
GM-CSF that is produced by endoneural fibroblasts during nerve
transection (Saada et al., 1996).

Differently from the study of Gustavsson et al. (2007), whose
approach was limited to the interaction between galectin-3 and
Schwann cells in vitro, our model raises the possibility of galectin-3
participation in the process of nerve degeneration and regeneration.
In our in vivo model, the infiltration of macrophages was not
prevented, and therefore we can also conceive of some participation
of these cells in the process of degeneration and regeneration of
peripheral nerves. In this context, Toews et al. (1998), Stoll and
Miiller (1999) and Shamash et al. (2002) emphasized the
participation of macrophages in the process of Wallerian degenera-
tion, favoring the rapid clearance of axon and myelin debris, and
therefore preparing the route for rapid and appropriate nerve-fiber
regeneration. Our results strongly suggest that, either both macro-
phages and Schwann cells do not depend on galectin-3 for the
phagocytosis of cell debris, or the increased proliferation of
Schwann cells compensates for the absence of galectin-3. Thus,
the absence of galectin-3 may accelerate the regeneration process
through an increase in the number of Schwann cells and/or
macrophages. Reichert et al. (1994) stated that the intactness of
myelin in normal nerves is associated with the lack of galectin-3 in
Schwann cells and the very few macrophages normally present in
tissue. In WId® mice, this intactness is associated with the failure to
recruit macrophages and to induce galectin-3 production by
Schwann cells. Our model confirmed these previous findings,
because knockout mice for galectin-3 showed more-rapid degen-
eration than that observed in wild-type animals, in which Schwann
cells and recruited macrophages were certainly expressing galectin-
3. It is possible, therefore, that in knockout animals, the absence of
galectin-3 may promote rapid withdrawal of myelin and axon
debris, accelerating Wallerian degeneration and therefore optimiz-
ing nerve regeneration.

During nerve regeneration, the time required to reinnervate the
target organ is one of the most important factors that influence the
level of functional outcome after different types of nerve lesions
(Krarup et al., 2002). Hence, the rate of growth of axons may have
direct implications for functional recovery. The G-ratio is an index
that reflects the optimum axon diameter/fiber diameter ratio in
terms of appropriate conduction of action potentials. In our galectin-
3—/— mice, the quantity of regenerated fibers that fell into the
category of ideal G-ratio, was statistically higher than that of wild-
type animals. Therefore, we can also conclude that our results are
compatible with a faster regeneration accompanied by a better
functional outcome.

We further observed, in this study, that in the galectin-3—/—
mice, the recovery of motor function in the reinnervated hind limbs
was accelerated, as demonstrated by the better SFI values achieved.
Walking-track analysis has been used to reliably determine functional
recovery following nerve repair, and the SFI formula is quite successful
in describing the functional deficits produced after nerve lesions
(Inserra et al., 1998). This result can be explained by the increased
number of myelinated nerve fibers and the speed of axonal
regeneration in the knockout animals.

In conclusion, our in vivo results may contribute to the elucidation
of the mechanisms of Wallerian degeneration, with particular
emphasis on galectin-3 and -catenin participation, and the success
of peripheral nerve regeneration. These results may open new areas of
research in this field, and may also provide additional tools for
therapies aiming to improve nerve regeneration in the peripheral and
central nervous systems.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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