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RESUMO

A axotomia em um nervo periférico leva ao desencadeamento do processo
degenerative na porgao distal 2 lesdo, denominado degeneracio Walleriana (DW).
Macrofagos e células de Schwann fagocitam e removem os axénios e a mielina em
degradacio. Além disso, tais céiulas também sao responsaveis pela preparacdo do
microambiente adequado 3 regeneragic axonal, através da producdo de moléculas
com propriedades neuroiréficas e neurotdpicas. Dentre essas moléculas destacam-
se as citocinas, produzidas principalmente pelos macréfagos, os fatores neurotréficos
e componentes da matriz exiracelular, produzidos pelas células de Schwann.
Recentemente, foram obtidas evidéncias de que o &xido nifrico (NO) estaria também
envolvido no desenvolvimento da DW e, conseqiientemente, no processo de
regeneracac axonal. Contudc, pouco ainda se sabe sobre a participacdo dos
macrofagos e células de Schwann na produgéo do NO no decurso da DW.

Alguns trabaihos relataram que camundongos adultos da linhagem C57BL/6J
apresentam menor capacidade regenerativa axonal, ap6s lesdo do nervo ciatico,
quando comparados a outras linhagens isogénicas. O objetivo deste trabalho foi
investigar possiveis diferengas no padrao temporal degenerativo das linhagens
C57BUGJ e A/, utilizando o modelo de segdo do nervo ciatico e impedindo-o de
regenerar. Nesle sentido, analisamos iniciaimente o desaparecimento dos
neurofilamentos axonais, a fragmentacao e degradacdc da bainha de mielina e a
atividade da NADPH-diaforase no coto distal do nervo apés 1, 3, 5 ¢ 7 dias da
axotomia. A quantificacdo estereoldgica dos neurofiamentos marcados
imunoistoquimicamente mostrou que a defosforilagio e degradacic sdo mais
precoces na linhagem C57BL/6J do que na linhagem A/J. A histoquimica do Sudan
Black nao reveiou diferencas temporais na fragmentacao da bainha de mielina entre
as linhagens. Porém, evidenciou a presenca de um maior nimero de células
envolvidas na degradacgéo da mielina nos camundongos C57BL/GJ, 3 e 5 dias apds a
les&o. Por sua vez, a iécnica histoquimica para NADPH-diaforase, indicadora da
produc@o de NO, revelou que células presentes no coto distal em degeneracao
expressaram atividade NADPH-diaforase do 1° ac 7° dia apés axotomia, em ambas
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as linhagens. Contudo, 5 dias apos a lesdo, as células NADPH-diaforase positivas na
linhagem C57BL/6J apresentaram, predominantemente, uma marcacio intensa e
bem delimitada, ao passo que na linhagem A/J foram mais abundantes aquelas com
marcacdc granular e dispersa.

Com o objetive de melhor compreender a participacgo do NO na DW,
utilizamos técnicas de imunofluorescéncia e microscopia confocal para identificar as
células envolvidas na produgdo de NO e também analisar a expresséo temporal e
espacial da isoforma induzivel da éxido nitrico sintase (iNOS) apds a secgéo do nervo
cigtico. Observou-se que a imunoreatividade para iINOS foi intensa em macréfagos e
menos evidente nas células de Schwann, estando presente em ambos tipos
celulares desde o 1° ao 7° dia apés a lesdo, para ambas linhagens. Contudo, os
macréfagos constituiram o mais abundante contingente celular expressando iINOS.
Além disso, na linhagem C57BL/6J parece ter havido um ligeiro retardo para o inicio
do recrutamento e ativagdo dos macrdfagos quanio 2 expressdo de iINOS no
decorrer da DW, comparativamente a linhagem A/J.

Nossos resultados revelaram diferencas entre as linhagens A/J e C57BL/6J
quanto a importantes eventos da DW e que parecem refletir diferentes propriedades
intrinsicas dos ax6nios, bem como diferencas comportamentais em algumas células,
talvez sob a agdo de citocinas. Tais diferencas entre as linhagens devem ser

consideradas em trabalhos de degeneracio e regeneracio nervosa periférica.



ABSTRACT

Axotomy of a peripheral nerve leads to a degenerative process in the distal
stump known as Wallerian degeneration (DW), in which macrophages and Schwann
celis participate in phagocytosis of axon and myelin debris. Such cells are also
responsible for preparing a favorable microenvironment tc axonal regeneration
through production of neurclrophic and neurolopic substances. Among these
substances are cytokines produced mostly by macrophagss and neurotrophic factors
and components of exiraceilular mairix produced by Schwann cells. Recently,
evidence emerged showing that nitric oxide (NO) would also be invoived in DW and,
consequently in the axonal regeneration process. However, participation of
macrophages and Schwann cells in NO production during DW remains to be
investigated.

it has been reporied in the literature that adult C57BL/6J mice have a lower
axonal regeneration potential after sciatic nerve lesion when compared to other
isogenic strains. The aim of this work was to investigate possible differences in time
course of some events in DW process between C57BL/6J and A/J strains, by using
complete sciatic nerve transection model with prevented axonal regeneration. First,
we studied the time course of neurofilament breakdown, fragmentation and clearance
of myelin sheath and NADPH-diaphorase activity in the distal stump, 1, 3, 5, and 7
days after axotomy. The stereological analysis of immunoreactive neurofilaments
showed that the dephosphorylation and degradation process of these elements in
C57BLGS sirain is faster than in A/J strain. On the other hand, Sudan Black
histochemistry did not show differences between strains as regards the time course of
myelin sheath fragmentation. However, it was evident that a higher number of celis
were involved in myelin degradation in C57BL/6J mice at 3 and 5 days post-surgery.
NADPH-diaphorase histochemistry, a marker for NO production, showed positive-
cells in the distal stump of both strains from the first to the seventh day after lesion.
Positive-cells in C57BL/8J sirain showed predominantly an intense and well defined
iabeling 5 days afler transection, while in A/J strain granuiar and dispersed labeling
were more abundant. With the goal of better understanding NO involvement in DW,

immunofiuorescence technigues and confocal microscopy were used to identify cells
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refated to NO production and to examine the spacial and temporal expression of
inducible nitric  oxide synthase (iINOS) after sciatic nerve {transection.
Immunoreactivity for iINOS was infense in macrophages and less evident in Schwann
cells, but it was present in both cells from the first to the seventh day after transection
in both strains. Macrophages were the main source of INOS. We noted a delay in
macrophage reciuitment and activation of INOS expression in the distal stump of
CH7BLAEI mice when compared o AlJ mice,

These differences in DW between C57BL/8J and A/J mice may reflect intrinsic
properties of axons and/or behavioral differences in some cells, probably due
influence of cylokines. These differences between strains shouid be taken into
account in studies of degensration and regeneration of the peripheral nervous
sysiem.



introducéo 1

1. INTRODUCAO

A secdo de um nervo periférico produz alteracBes morfofuncionais
observaveis proximai e distalmente 4 lesBo. Na porgo distal, essas alteractes
constituem o processo degenerativo denominado “degeneracdo Walleriana” (DW),
iniciaimente descrito por Waller em 1850, e que se caracteriza pela degradacaio dos
axOnios e das bainhas de mielina. Os neurofilamentos, principais componentes do
citoesqueleto axonal, s2o degradados por proteases neutras ativadas por calcio
(calpainas), resulfando na segmentacdo do axolema (Schiaepfer, 1987; Griffin e
Hoffman, 1993). Concomitantemenie, ¢ contato entre axénio e células de Schwann é
perdido e ocorre a fragmentacéo e degeneracao da bainha de mielina.

Durante estes eventos da DW, macréfagos sdo intensamente recrutados
da circulagao periférica para o coto distal, onde fagocitam e degradam os residuos
axonais e de mielina, além de produzir enzimas e citocinas {para revisdo vide Brijck,
1997). As células de Schwann também participam da degradacio da mielina e
interagem com os macrofagos, alterando a expressao efou liberagdo de citocinas e
fatores neurotroficos importantes para a sobrevivéncia e regeneracao neuronal (Stoll
ef al., 1989, Fernandez-Valle, 1995, para revisdo vide Terenghi, 1999). As células de
Schwann entram em mitose, formam as bandas ou corddes de Biingner e aumentam
a produgao de componentes da matriz extracelular e a expresséo de diferentes tipos
de moiéculas de adesao, capazes de estimular e orientar o crescimento dos neuritos
em regeneragao (ide ef al, 1983; Fawcett e Keynes, 1990; De Vries, 1993; Griffin e
Hoffman, 1993; Rutishauser, 1993; Muller e Stoil., 1998).

Alguns autores refataram uma deficiéncia regenerativa axonal na linhagem
de camundongos C57BL/6J guando comparada a outras linhagens isogénicas,
envolvendo neurbniocs sensitivos, porém ainda néoc existem dados conclusivos sobre
as causas dessa diferenca (Lu ef a/., 1990; Lainetti ef al,, 1995; Oliveira, 2001).

Dada a grande influéncia exercida pelo processo de DW no processo de
regeneracao nervosa periférica, a linhagem C57BL/BJ torna-se um interessante

modelo para estudo dos eventos degenerativos e regenerativos.
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Dentro deste contexto, deve-se fer em conta também a participacac do
oxido nitrico (NO). Embora o envolvimento desta molécula nos processos
degeneralivos e regenerativos do sistema nervoso seja muito estudado, seu papel na
DW e na regeneracio de nervos periféricos ainda ndo esta definido, gerando dados
confiitantes (Verge ef al, 1982; Wu, 1996; Hindley ef al, 1997, Yu, 1997: Levy e
Zochodne, 1998, Gonzéalez-Hernandez e Rustioni, 1999, Levy ef al.,, 1999, Zochodne
et al., 1999; Levy ef al, 2001). Trata-se de um radical-livre produzido pela enzima
axido nitrico sintase (NOS), capaz de formar espécies altamente reativas como, nor
exemplo, o peroxinitrito, e atuar na peroxidagao lipidica, degradacaoc de proteinas e
de DNA (para revisao ver Lancaster e Stuehr, 1996; Dawson e Dawson, 19986). Por
outro lado, alguns frabalhos tém também atribuido ao NO um envolvimenic na
sobrevivéncia neuronal através de sua interaco com outras moléculas neurotrdficas
(Fiallos-Estrada ef al. 1993; Farinelli ef al., 1996; White ef a/., 1996; Thippeswamy e
Morris, 1997).

Essas diferentes atuacdes do NO franspostas ao microambiente do nervo
lesado devem ter importantes implicagbes no processo degenerativo e regenerativo,
ainda pouco exploradas.

Considerando-se que o melhor entendimento da biologia dos DIOCessos
degenerativos e regenerativos no sistema nervosc contribuird para o
desenvolvimento de terapéuticas das lesbes nervosas periféricas, o presente
trabalho teve como intuito comparar alguns eventos durante a DW entre as linhagens
de camundongos isogénicos C57BL/8J e A/J, buscando uma possivel correlacao
com a deficiéncia regenerativa axonal relatada para a linhagem C57BL/6J.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A fibra

nervyosa

A céluia de
Schwann,
a bainha de

mielina

Denomina-se fibra nervosa & associacéo entre o axdnio com
o neurilema ou bainha de Schwann. As fibras podem ser mielinicas
ou amielinicas, dependendo da presencga ou ndo da bainha de
mielina envolvendo ¢ axdnio, respectivamente. No sistema nervoso
periférico, as células de Schwann (CS) s@o responséveis pela
mielinizacdo dos axdnios, sendo que cada célula associa-se a um
Unico ax6nio. No caso de axOnios amielinicos, uma C3S envolve
varios axdnios com suas projecbes citoplasmaticas e nao forma a
mielina.

A bainha de mielina € uma especializacio da membrana
plasmatica da C8. Esta se diferencia das outras membranas
biologicas por sua alta proporgdo de lipideos (70-80%) em relacio
as proteinas (20-30%) e por possuir proteinas especificas. Entre os
componentes mais abundantes estdo: glicoproteina Po, proteinas
P1 e P2, lipideos como colesterol, cerebrosideos, sulfatideos e
plasmalogénio de etanolamina (Pierre Morell, 1984, Garbay et al.,
2000).

Durante o desenvolvimento fetal, quando a CS associa-se ao
axdnio, ela perde a sua motilidade, o nicleo forna-se ovdide, ela
forma lamina basal e deixa de proliferar. No processo de
mielinizagdo, a CS8 envolve o axdnio, formando camadas
concéntricas de citoplasma e membrana plasmatica. A seguir,
ocorre a compactacac dessas camadas ¢ a extruséo do citoplasma.

A bainha de mielina & responsavel pela conducéo saitatdria
do impulso elétrico ao longe do axbnic devido & sua
descontinuidade. Ela é interrompida em intervalos regulares pelos
Nodos de Ranvier. Nesta regiao, o axénio é envolvide pela lamina
basal e pequenos prolongamentos interdigitantes de CS. O
segmentoc da fibra nervosa compreendida entre dois nodos é
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Bainhas

conjuntivas

denominade de inferncdo. Seu comprimento € proporcional ao
didmetro da fibra. Um internodo pode ser subdividido em 3 regides:
uma regiao internodal central esterectipada que compreende 95%
de todo o comprimento do internodo, e as regides adjacentes a ele
em ambas exiremidades, denominadas regifes paranodais, que
correspondem de 2 a 3% do comprimento do internodo. As regides
paranodais do intemodo s8o mais dilatadas, formando os bulbos
paranodais. Em cortes longitudinais de nervo podem ser
observadas fendas cbliquas interrompende a bainha de mielina e
unindc as margens citoplasmaticas adaxonal (mais interna) e
abaxonal {mais externa) da célula de Schwann. S50 as incisuras de
Schmidi-Lantermann, que correspondem a uma parte do citoplasma
da C8, aprisionado duranie a formacgéo da bainha, com provavel
fungdo de crescimento longitudinal e manutengdo metabdlica da
mieiina.

A célula de Schwann possul uma lamina basal, composta
predominaniemente por colageno do tipo IV e laminina. Esido
presentes também a fibronectina e o heparan sulfato,
pariicularmente na regido dos nodos de Ranvier,

As fibras nervosas mielinicas e amielinicas associam-se ao
sistema vascular e as bainhas de tecido conjuntivo adjacentes,
formando os nervos. O nervo possui 3 bainhas conjuntivas:

» Endoneuro - Consiste em uma trama delicada de tecido
conjuntivo frouxo rico em coladgeno do tipo il gue envolve cada fibra
nervosa. Observam-se fibroblastos endoneurais e capilares
sanglineos em intimo contato com as fibras nervosas.

» Perineuro - O perineuro envolve os fasciculos ou feixes de
fibras nervosas. Compreende tecido conjuntivo densc ordenado
composto de fibras de colageno do tipo | e i, as quais se aiteram
em camadas concéniricas com as células perineurais de perfi

poligonal e achatado. Estas células perineurais (derivadas de
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fibroblastos) diferem das células presentes nas outras bainhas
conjuntivas principalmente por possuirem |2mina basal. Outra
caracterislica & & sobreposicBo ou interdigitacdo de células
perineurais contiguas, formando enire si jungdes de oclusao,
relacionadas com as propriedades de barreira de difusdo do
perineurc. A presenca de numerosas vesiculas pinociticas, outra
caracieristica proeminenie das células perneurais, sugere =
existéncia de um sistema de transporte. O perineuro € uma camada
mais resistente e mais compacta que as ouiras. Estdo presenies
fambém fibras elasticas nas fendas localizadas entre as lamelas de
células perineurais, associadas geralmente a {Amina basal. Vasos
sanglineos e alguns macrdfagos também sadc enconirados no
perineure {Thomas ef al., 1893).

» Epineuro -» O epineuro possui uma camada de fecido conjuntivo
denso, rico em fibras de colagenc do tpo | dispostas
iongitudinalmente em relacgdo ac nervo, mas também estéo
presentes colageno do tipo | e fibras elasticas. Essa bainha envolve
todo o nervo e emite sepios para o seu interior, envolvendo os
feixes. Um reforgo estruiural & dado pela organizagdo dos
fibroblastos em camadas concéntricas separadas pelas fibras
colagenas. Estes fibroblastos sdo celulas fusiformes, sem lamina
basal e com reticuic endoplasmatico rugosc desenvolvido. No
epineuwro & encontrada gquantidade vanavel de gordura,
principaimente em nervos calibrosos e cujo papel deve estar
relacionado a prolegdo dos fasciculos nervosos contra lesdes por
compressao. Vasos sangliineos penetram pelo epineurc e se
ramificam em vasos menores gque se anastomosam e seguem pelo
perineuro, até formarem uma rede de capilares no endoneuro. G
epineuro também contem vasos linfaticos, que nao s30 enconirados
dentro dos fasciculos (Peters ef al., 1876).
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Macrofagos

residenies

Resposta
nervosa
frente 2

lesao

Préximo aos capilares sangllineos e por enfre ¢ endoneuro e
perineuro sao ocasionalmente encontrados macréfagos. Eles
correspondem de 2 a 8% da populacio celular do nervo periférico.
Os macrdfagos residentes apresenfam-se como células alongadas
com algumas peguenas ramificagfes nas suas exiremidades
{Monaco ef al, 1992; Griffin ef al, 1993). Apesar do termo
residente, essa populagdo de macrdfages endoneurais ndo €
constante. Ela & permaneniemente substituida por mondcitos
hematdgenos derivados da medula dssea gue, ao migrarem para o
nervo, diferenciam-se em macréfagos scb a agdo de diferentes
citocinas {Briick, 1987; Créange ef al, 1098}

Atualmente, no nerve normal, a ideniificag8o desses
macrdfagos  tem  sido facllitada pelo usc de 1écnicas
imunoistoquimicas que utilizam diferentes marcadores, como por
exemplo ED2 em ratos, CD68 em humanos s F4/80 em
camundongos. Os macréfagos residentes também expressam
antigenos MHC | e ii, CD4 e receptores de complemente {Griffin ef
al., 1983; Monaco ef al., 1992).

Mastocitos provavelmente tambem estao presentes no nervo
periférico, tanto no epineuro quanio no endoneurs, mas seu namero
varia muito dependendo da espécie.

Quandc um nervo periférico € lesado, por exemplo, através
de secdc fransversal, ocorre uma serie de alleragles
morfofuncionais tanto proximal como distaimente a leséo.

A regido adjacente a lesdc torna-se intumescida devido ac
aumenic da permeabilidade vascular endoneural e a invasao do
local por células polimorfonucieares e mondcitos (Mellick e
Cavanaugh, 1968).

No pericario, variacdes osmodticas promovem 0 aumentc do
volume do corpe celular. O niclec desloca-se para a periferia e
aumenta de volume, assim como o nuclécio. Concomitantemente
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Degeneracio

Walleriana

ocorre ¢ processoe denominado cromatdlise, onde ha dispersao dos
ribossomos do reticulo endoplasmatico e a dissoluggo da
subst@ncia de Nissl. Estas alteracbes morfoldgicas refletem
alteractes metabdlicas que incluem o aumento na sintese de RNAs
g proteinas, assim como mudangas no padrio de expressfo
génica, visando a regeneracgdc dos neurfnios afetados (Gillen,
1985). Dependendo do grau de maluridade e da dependéncia de
fatores neurotréficos, os neurbnios lesados sobrevivem a iesdo
axonal e s&o capazes de regenerar o axdnic. Se a regeneracao
tiver &xito, as alteracSes mencionadas anteriormente s&o revertidas.
Caso contrario, os neurdnios podem morrer por apoplose.

Distalmente & lesdo, as fibras nervosas, desconectadas de
seu centro trofice, entram em processo degenerativo ireversivel.
Em 1850, Augustus Waller, trabalhando com sapos, descreveu pela
primeira vez este fenbmeno, posteriormente denominado
degeneracao Walleriana (DW). Trata-se de um processo que segue
um padrédc complexoc porém esterectipado de reacbes
histopatologicas. Apos a secdo de um nervo periférico, os axbnios
degeneram, as celulas de Schwann se separam da por¢ao mielinica
de suas membranas e entram em processo mitdlico intenso, os
fibrobiastos proliferam, macrofagos s&c recrutades da circulacio
sanglinea e a mielina & fagocitada e degradada por macréfagos
ativados e por céiulas de Schwann. Durante todos esses eventos
ha participagao de varias citocinas, provavelmente controlande o
inicio e a progressao da DW. Assim sendo, esta pode ser vista, em
parte, como uma resposta inflamatéria a lesdo, porém com
caracteristicas peculiares ac sistema nervoso.

As observacbes de Waller e a de outros pesqguisadores da
eépoca, resultaram em uma das descoberias fundamentais da
neurabiologia no século XIX: ¢ principio de que as fibras nervosas

requerem a coniinuidade funcional com o corpo ceiular para
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Alteractes

axonais

sobreviverem. Uma vez que ha interrupgBo no fransporte
axoplasmatico em uma fibra nervosa, seja através de eventos
traumaticos  {(secdo, esmagamento, compressao), idxicos
{acritamida), inflamatbrios (esclerose miltipla, Sindrome de Guillain-
Barré), isquémicos ou metabdlicos (neuropatia diabélica) é
acionado distalmente 2 les30 o processo de degeneracio axonal.
A morfologia desta é muito similar em fodas essas circunstancias,
sugerindo a existéncia de elementos comuns que ocorrem em cada
um desses casos (George ef al, 1985}). O mesmgo nao ocofre com ©
comportamento das células satélites, tanto de células de Schwann
como macrofagos, que vana conforme os diferentes casos. O
modeio classico e mais simples de degeneracdo axonal refere-se 3
degeneracio Waileriana decorrente da axotomia através da secio
nervosa. Baseado nele, as alteracBes cetulares que ocorrem
durante o processo de DW podem ser agrupadas basicamente em:
resposta axonal, reacao das células de Schwann e dos macrofagos.
Tais alteracbes ocorrem simultaneamente, havendo forte interacdo
enire as celulas.

imediatamente apds a axotomia, ocorre no local da iesado
extravasamenio de material axoplasmatico e aumenio da
concentracdc de caicio intra-axonal, eventos rapidamente
normalizados com a reestruturacéo e selamento do axolema. Os
axonios afetados sdo capazes de manter a homeostasia interna por
um periodo de tempo que, além de proporcional ao comprimento do
segmento distal a lesdo, varia também conforme a espécie. No
caso de ratos e camundongos, esse periodo varia de 24 a 48 horas,
enquanto que em humanos € de cerca de 7 dias {Xie e Barret,
1981, Ziv e Spira, 1993).

Apds esse periodo de laténcia podem ser observadas as
primeiras alteractes morfoldgicas no nervo em degeneracéo, € que
correspondem ac colapso do citoesgueleto axonal, composto
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Células de
Schwann

principaimente por neurcfilamentos (NF) e microtdbuios. A
desintegra¢do granular dos elementos de citoesgueleto, principal
caracteristica da degradacio axonal, resulta da acho de proieases
ativadas por caicio. O aumento significativo da conceniragio
axoplasmica deste fon, capaz de promover a degeneracdo dos
axdnios, parece ocorrer principalmente através do axolema intacto,
por um mecanismo de transporie mediade por canais iBnicos
especificos (George ef al, 1995). Mariinez e Ribeirc (1998)
observaram, 30 horas apds axotomia de fibras nervosas periféricas,
precipitados de calcio associados ao citoesqueleto em degradacao,
reforgando sua participag8o nesses eventos. Dentre as proteases
ativadas pelo célcio estdo as calpainas, que constituem um grupo
de proteases neutras capazes de degradar os neurcfilamentos
quando estes estio em seu estado defosforiiado (Schlaepfer, 1987,
Meller ef al., 1994, George ef al., 1995).

A degradacao dos neurofilamentos e demais componentes do
citoesqueleto € acompanhada pelo intumescimento dos axdnios, e
culmina com a fragmentagao axonal em segmentos elipsdides.

Através da microscopia eletrbnica, outras alteragbes axonais
foram descritas durante o processo de DW, as guais referem-se 2
distribuicdo de organelas. No inicic da degeneracdo, as
mitocOndrias acumulam-se no axoplasma da regido dos nodos de
Ranvier (Carpenter, 1888). Em seguida, observam-se agregados
granulares vindos da regido paranodal e do axoplasma internodal
adjacente ao local da lesao em ambos lados, e que correspondem a
mitocOndrias e corpos densos (Donat e Wisniewski, 1973).
Posteriormente, ocorre rompimento de mitocdndrias.

Nos axénios mielinizados, & possivel verificar aumento das
incisuras de Schmidf-Lanterman, afrouxamento das lamelas de
mielina e retragdo das bainhas de mielina em direcao acs nodos de

Ranvier. Dentro de 3 a 7 dias, 2 bainha de mielina e os axénios
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estardo totalmente fragmentados em segmentos elipsdides (Griffin
e Hoffman, 1993).

A perda do contato entre o axbnio e as células de Schwann
{CS) inibe a expressao de genes relacionados com 2 producgio de
proteinas da bainha de mielina & faz com gue as CS se separem
desta (Thomson ef al, 1893, Wu ef al, 1994). A seguir as CS
enfram em processo mildlico acelerado, estimuladas por produtos
da degradacdo da mielina e por fatores mitogénicos produzidos
pelos macrofagos gque invadem o segmento do nervo em
degeneracio (Beuche ef al, 1984, De Vries, 1993; Brick, 1897).
Carroll e colaboradores (1997) verificaram que 2 atividade mitdtica
das CS durante a DW & fambém estimulada pelo faior de
crescimento gha!l e por receptores erbB2 e erbB3 expressos por
essas mesmas células.

A medida que a DW progride, as CS passam a se organizar
seglienciaimente no interior de tubos continuos de lamina basal,
formando as chamadas bandas ou cordbes de Bingner (Griffin e
Hoffman, 1993). Neste ambiente, as CS aumentam a produgado de
componentes da matriz exiracelular, tais come laminina e fenascina
& a expresséo de diferentes tipos de moléculas de adesao, como L1
e N-CAM, capazes de estimular e orientar o crescimento dos
neuritos em regeneragac enire a iamina basal e a membrana
plasmatica das CS (ide ef al, 1983; Fawceil e Keynes, 198(;
Rutishauser, 19983; Son e Thompson, 1995; Agius e Cochard, 1898;
Zuo et al., 1998; Muller e Stoll., 1998). Além disso, durante a DW as
CS desprovidas de contato com axdnios alteram a expressdo efou
liberacao de varios fatores neuroiréficos e citocinas importantes
para a sobrevivéncia e regeneragio neuronais. Dentre estas
moléculas destacam-se, por exemplo, o fator de crescimentc do
nervo (NGF), o fator neurotrdfico derivade do cérebro (BDNF), a
neurotrofina-3 (NT-3), o fator neurotrdfico ciliar (CNTF), fator
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influxo de

macrofagos

H

2)

3)

4)

5)

inibitéric de leucemia (LIF) e & interleucina-8 (IL-6) (para reviséo
vide Terenghi, 1999).

Conforme mencionado, outra caracteristica marcante da DW é
a intensa migracdc e alividade de células macrofagicas no
microcambiente do nervo lesado (Stoll of ai, 1988 Griffin ef 2/, 1993
Taskinen e Roytta,1887). O recrutamento de monécitos/macrdfagos
hematbgenos para o nervo requer varias etapas:
Rolamento e conexdes reversiveis entre os mondcitos circulanies &
o endotelio vascular, evento mediado por selectinas.
Estabelecimento de uma firme adesdo entre os mondcitos ¢ as
células endoteliais, mediada por integrinas e seus ligantes. Por
exempio, as celulas endoteliais expressam ICAM-1 (molécula-1 de
adesao intercelular), que se liga ao receptor de complemento tipo 3,
uma infegrina expressa pelos macréfagos. (Briick, 1997).
Percepcdo de sinais quimiotaticos que guiam os mondcitos em
diregdo ac interior do nervo lesado. Entre esses sinais estdo
estruturas axonais e de mielina em degeneragio e componentes de
complemento, especificamente C5a (Springer, 1994). Além dissg,
algumas citocinas também apresentam importantes propriedades
guimiotaticas, tais como a proteina 1 quimioatrativa para monocito
{(MCP-1}, produzida por macréfagos e células de Schwann, e o fator
de crescimento transformador beta-1 (TGF-p1). (Carroll e Frohnert,
1998).
Penetracdo dos mondcitos através do endotélio e sua 1dmina basal,
¢ que reguer a agdc de proteases como por exemplc as
mefaloproteases de matriz (MMP). As MMP sio produzidas pelos
proprios macrofagos, células endoteliais e células de Schwann (La
Fleur ef al., 1996).
Diferenciacaoc dos monodcitos em macréfagos dentro do tecido, onde

passam a produzir uma série de cilocinas, tais como: interleucina-1,
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NO e as
isoformas da
NOS

(IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral (TNF-a) e TGF-B1. (Lindholm
et al., 1987; Reichert of a/., 1998).

A medida gue invadem o nervo em degeneracio, o©s
macrofagos realizam, conjuntamente com as CS, a fagocitose da
bainha de mielina e a remogio dos fragmentos axonais resultantes
da autdlise destes (Beuche e Friade, 1984; Stoll ef al,, 1989; Briick,
1997). Estudos in vitro e in vivo mostraram que, apesar das CS
serem capazes de iniclar a remogao e degradacdo da mieling, o
envolvimento dos macrdfagos hematdgenos é fundamental para
acelerar esse processe (Stoll ef al, 1989; Fernandez-Valle st ai,
1895). Se o influxo desses macrofagos € impedido ou diminuide, o
processo de degeneracio Walleriana € retardado ou atenuado
(Beuche e Friede, 19886; Perry ef al., 1995). Além de sua atividade
fagocitica, os macréfagos também produzem citocinas
{(anteriormente mencionado), entre elas a IL-1, que estimula as C8
a sintetizarem o NGF, promotor da sobrevivéncia de neurdnios
{Nathan, 1987; Da Silva e Langone, 1989; Roishenker ef al., 1992:
De Vries, 1993).

Dentro do contexto degenerativo-regenerativo, deve-se ter em
conta também a participacéo do dxido nitrico (NO).

O NO ¢ um radical livre sintetizado pela enzima éxido nitrico
sintase (NOS), em uma reacdc de converséo da L-arginina em L-
citrulina. Nessa reacao, a NOS requer a presenca de O; & também
da nicotinamida adenina dinuclectideo fosfato reduzida (NADPH)
como doador de elétrons. Por ser uma molécula gasosa, o NO se
difunde facilmente do local onde & sintetizado. Experimentos de
biologia molecular identificaram trés genes codificando trés
isoformas diferentes da NOS, cada uma recebendo a denominagao
de acordo com o tecido a partir do qual os genes foram
primeiramente clonados (para revisio ver Lancaster e Stuehr, 1996;
Dawson e Dawson, 1996).
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isoformas NOS | NOS i NOS
Meuronal Induzivel ou imunoiégica aNOS
Denominagdo {nNOS) NOS) {endotelial)
original ou cerebral
{(bNOS)
Varias células quando Endotéiio
Populaghes de estimuiadas, incluindo vascular
Localizagdo | neurbnios bem hepatocitos, células
definidas musculares lisas,
macrifagos, neutrdfilos s
céluizns gliais
Alivacio
dependenie Sim Nao Sim
de caicio

O NO & uma molécula extremamente reativa, capaz de
interagir com o oxigénio, metais de transig&o, grupos aminas, tidis e
aromaticos de proteinas. A sua grande reatividade com o oxigénic
estd associada também a sua foxicidade. Quando o NQO interage
com produios do sistema de reducao do oxigénio, pode levar, por
exemplo, a formacéo de peroxinitritos, envolvidos na oxidacéo de
residuos de aminoacidos, na peroxidacao lipidica e na formacao de
espécies nitrantes (Koppenol ef al., 1992).

embora o envolvimento do NO nos processos degenerativos e
regenerativos do sistema nervoso esteja bem estabelecide, seu
papel na DW e na regeneracdo de nervos periféricos, além de
pouco conhecida, gera controvérsias (Verge ef al., 1992; Wu, 1996;
Hindiey ef al, 1997; Yu, 1997, Gonzalez-Hernandez e Rustioni,
1899, Levy ef af,, 1999).

Gonzélez-Hemandez e Rustioni (1999) e Levy ef al. (1999)

obtiveram evidéncias de que o NO, produzido por macréfagos e
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células de Schwann, deve participar de maneira importante na DW.
A expressac das isoformas da NOS duranie a DW foi analisada por
Gonzalez-Hernandez & Rustioni (1998) através de iécnicas de
histoguimica e imunoistoguimica, ulilizando um modelc de
constricao crénica por ligadura do nervo cialico de ratos, o gual
permite a regeneracao axonal. Nesie trabatho detectaram aumenio
na expressao das trés isoformas de NOS. Dois dias apos a lesao,
observaram células imunoreativas para iNOS na porgdo mais
exierna do perineuro, correspondendo provavelmente a macréofagos
recrutados da circulag8o. Uma semana apds, observaram
significative aumenic da expressdo da nNOS no segmenic
proximal, e apds duas semanas, no segmento distal do nervo.
Detectaram também nNOS nos ganglios das raizes dorsais,
sugerindo gue seria transporiada anierogradamente e acumulada
nos axonios em regeneracao. A eNGOS teve expressadc maior nos
vasa nervorum do coto distal e ac redor da ligadura. Os autores
propuseram que, além dos macréfagos, outras celulas devem
contribuir para a manutengao de altos niveis de NO apds a lesdo do
nerve. A indugdo das isoformas de NOS e conseqliente produgio
de NO teria efeito benéfico sobre a regeneracio axonal.

Levy ef al (1999) observaram que tanto as CS como
macrdfagos sdo capazes de expressar iNOS. Recentemente, Levy
et al. (2001) utilizaram diferentes fipos de les@o nervosa periferica
(secao, esmagamenio e constricdo crbénica) em camundongos
mutantes iINOS-KO, “nocauteados” para a isoforma iINOS. Nesses
animais, ocorreu um retardo tanto na DW quanto na regeneracio. A
auséncia da INOS seria responsavel pelo retardo na degradacao
dos lipidics da mielina, acarretando a inibicdo do crescimenio de
neuritos. Os autores atribuiram ao NG produzido pela iNOS e suas
espécies relacionadas, como o© peroxinitrifo, participacao

fundamental na peroxidacao lipidica durante a DW.
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Alguns
fatores que
influenciam a
DW

Peunova e Enikolopov (1995) verificaram in vifro que o NGF
foi capaz de induzir diferentes formas de NOS em células da
iinhagem PC12 e propuseram que, através de um mecanismo néo
conhecido, 0 aumento na concentracdo de NO mediaria os efeilos
citostaticos do NGF, inibindo a proliferacdo destas células e
facilitando a formacio de neuritos. Hindley et al. {1887), estudando
a agdo do NO em cultura de células PC12, sugeriram gue o
aumenio intracelular de ¢GMP induzido pelo NO potencializaria o
efeito estimulatério do NGF e de outros fatores neurotréficos sobre
o crescimento de neuritos.

Assim, o NO pode estar envolvido na sobrevivéncia neurpnal
através de sua interagdc com outras moléculas neurofrdficas
{Fiallos-Estrada ef al. 1993; Farinelli ef al., 1996; White ef al., 1996;
Thippeswamy & Morris, 1997).

O padraoe temporal da DW & influenciado por:

e didmetro das fibras nervosas —» a DW & mais rapida quanto

menor o calibre axonal,

e distncia da lesdo em relacdo ac corpo celular — para fibras de

mesmo calibre, quanto mais proxima do corpo celular do neurdnic
tenha ocorrido a lesdo, mais lenta a DW (Lubinska, 1982).

+ isolamenio ou ndo do coto distal — fibras em um coto distal

isolado degeneram mais lentamente do que fibras em continuidade
com sua porgac terminal.

= tipo de lesdo (esmagamento, se¢do, ligadura, congelamento) -» a

desintegragdo dos neurofilamenios axonais € mais rapida em um
nervo secionadc do gue em um nervo esmagado, provavelmente
devido & nao continuidade funcional do coto distal com os axdnios
do coto proximal {Lunn ef al., 1990).

Embora a DW seja muifo estudada, seus mecanismos
imediatos permanecem desconhecidos. Uma hipblese refere-se &
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A linhagem
C57BLIOIa ou
C57BL/WId®

auséncia de substancias tréficas na porgao distal & lesgo. A
redistribuicBo dessas substancias pelo fransporte axoplasmatico
bidirecional explicaria os fatores que influenciam a DW. Esses
fatores troficos estariam presentes ao longo de todo o axbnio e
preveniriam a ativac8c das CS e a consegliente degeneracio da
fibra. Por exempio, quantc mais calibroso o axbnio, maior a
guantidade de falor tréfico presenie, meis lenic o avango da
degeneracde. Quando é feita uma secdo proéxima do corpo celuiar
do neurdnio, maior é o coto distal & assim, maior € a disponibilidade
do fator tréfico. No caso de um segmento de nervo isolado, ©
retardo na degeneracdo seria explicado pelo fluxo bidirecional do
fator tréfico. Ja o colo distal que permanece em continuidade com
sua porgao terminal degeneraria antes do gue o nervo isolado pois
o fator tréfico que mantém as C8 guiescentes continua fluindo em
diregio anterdgrada até a regido terminal, desprovendo desse fator
a regido mais proxima a lesio.

O surgimento da sub-linhagem mutante de camundongo
inicialmente denominada C57BL/Ola ¢ posteriormente, C57BLAVId®,
modificou um pouco essa teoria. Esta sub-linhagem apresenta um
grande retardo para o inicio da DW apdés lesdo nervosa central e
periférica, onde os axdnios permanecem aparentemente intactos
por mais de um més apds secdo (Lunn ef al, 1989; Glass and
Griffin, 1991). Esta sobrevivéncia prolongada demonsira que a
depiecéo geral de materiais transportados peios axfnios ndo deve
ser a causa da degeneracio em axdnios normais, que degeneram
em poucos dias apds a segdo. Ac invés disso, um mecanismo
especifico deve estar presente em axGnios normais, mas n3oc em
axonios dessa linhagem, e que deve iniciar a DW quando a
continuidade com o pericaric € perdida. (Brown ef al., 1894; Tsao ef
al., 1994). Essa propriedade € intrinsica ac nervo periférico nos
animais C57BL/WIKI® e n3o esta relacionada, por exemplo, a
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gstudo da DW

defeitos na circulacdo de células mielomonociticas (Perry ef al,
1890). © mapeamento génico nessa linhagem revelou uma regido
de mulacBo no cromossomo 4, perém, ainda ndo se sabe com o
que esta relacionada (Lyon ef al, 1993). Experimentos in vifro e in
vivo mostraram gque os neurofilamentos s&o  intensamente
degradados na presenca de altas concentragbes de calcio, e que
nao ha alieracdo na capacidade de recrutamenio de macrdfagos
nessa linhagem.

Um maior conhecimento sobre a DW e seus eventos
celulares e moleculares toma-se imprescindivel para o tratamento
adequado de lesBes no sistema nervoso periférico. Além disso, o
estudo de certas caracleristicas da DW relevantes a auto-
imunidade do SNP pode fornecer importantes informagdes no que
se refere as polineuropatias auto-imunes. A perda axonal e a DW
ocorrem freglentemente nestas doencas e na neurite auto-imune
experimental (EAN), tanto primariamente nas formas axonais da
Sindrome de Guillain-Barré, como secundariamente em decorréncia
de inflamagao.

Bentrc desse contexto, o NC tem ganho importancia, e sua
manipulagdc pode vir a tornar-se uma nova possibilidade de
tratamento, tanto em lesGes ftraumaticas como em doencas

neurodegenerativas periféricas.
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3. OBJETIVOS
3.1.Geral
Analisar a degeneracio Walleriana nas linhagens isogénicas de
camundongos C578L/GJ e A/, apts seclo do nervo cidlico, e investigar possivel
correlacdo de caracteristicas desse processo com a diferente capacidade
regenerativa axonal periférica observada nessas linhagens.

3.2.Especificos

Analisar o processc de degeneracio Walleriana no coto distal do nervo

cidtico, 1, 3. 5 e 7 dias apds a axotomia, obhservando-sa:

» o padrao temporal do desaparecimento de neurofilamentos fosforilados através
de técnica imunoistogquimica;

e © padrao temporal da fragmentacac da bainha de mielina através da histoquimica
com Sudan Black,

+ © numero de ceélulas contendo residuos de mielina, evidenciadas também pela
histoquimica com Sudan Black;

e © padrdc espacial e temporal da marcagdc de células pela técnica da NADPH-
diaforase, indicadora da presencga da oxido nitrico sintase (NOS);

o padric espacial e temporal das células expressando a isoforma induzivel da
NOS (iINOS), através de imunofluorescéncia e microscopia confocal;

s 0 numerc de macrofagos e a proporcao destes expressando iNOS, através de

imunofiuorescéncia e microscopia confocal.

Os expenmentos realizados e os resultados obtidos s8c apresentados a seguir

em formalc de artigos, estando organizados em dois trabalhos que serdo
submetidos a publicagdo em revistas indexadas.
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Resumo

Apds a les8o de um nervo periferico, segue-se no colo distal a degeneracio
Walleriana {DW) que, além de promover a remocio da mielina e das fibras nervosas
gue entram em colapso funcionai, € responsavel por propiciar um ambiente favoravel
& regeneracao axonal. Alguns trabalhos relataram gue camundongos adulios da
finhagem C57BL/6J apresentam menor capacidade regenerativa axonal apds leséo
do nervo ciatico, quando comparados com outras linhagens isogénicas. Isto os torna
um modelo interessante para estudo da DW. Através de procedimentos
imunoistoquimicos para neurofilamentos (NF} e histoquimicos para fragmentacéo e
remocao da bainha de mielina {(BM) e para NADPH-diaforase, acompanhou-se a DW
em nervos ciglicos secionados de camundongos CE7BLGJ e ALl A densidade de
volume de NF foi significativamente menor na linhagem C57BL/BJ no inicio da DW, 1
e 3 dias apds a lesdo, e igualou-se a observada na linhagem A/J postericrmente.
Quanto ao padrao de fragmentacio da mielina, ndo foram observadas diferencas
qualitativas entre as linhagens. No entanto, 3 e 5 dias apds a lesdo, a linhagem
C57BL/6.J apresentou um maior numero de células contendo residuos de mielina.
Este maior numero corresponde provavelmente a células de Schwann, uma vez que
nac ha diferenca entre ambas linhagens, para os mesmos periodos de tempo, no
nomero de macréfagos presentes no nervo lesado {de Ia Hoz e Langone, 2001). A
reagido para NADPH-diaforase apresentou padrdc semelhante de marcacdo em
ambas linhagens nos periodos analisados. Contude, tornou-se granular e dispersa
mais precocemente na linhagem A/l As diferencas no padrdc temporal da DW
enconiradas entre as linhagens C57BL/6J e A/J sugerem que a degeneragio dos
axbnios e da bainha de mielina, embora iniciaimente interdependentes, evoluem de
acordo com as caracteristicas bioquimicas intrinsecas dos axfnios e das células
nao-neurais envolvidas. Estas podem responder, pelo menos parcialmente, pela
diferente capacidade regenerativa axonal observada nas linhagens estudadas.
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introducao

Apds les8o do nervo ciglico, o processo de degeneracao Walleriana gue
ocorre no coto distal, além de promover a remogioe da mielina e das fibras nervosas,
contribui para a regeneracdo axonal. Nesse processc participam principalmente
células de Schwann e macrdfagos, gue inferagem espacial e temporalmente, de
manegira a propiciar um microambiente que estimule o brotamento axonal e susiente
sey crescimento & maturacao (Beuche e Friede, 1986; Griffin e Hoffman, 1893; Ide,
1998; Brick, 1897). A axotomia das fibras mielinicas induz as céiuias de Schwann 2
se separarem da por¢ao mielinica de sua membrana, os axfnios entram em
degeneragdc e 08 macrofagos sdo intensamente recrutados da circulagio (Avelling
ef al, 1985, Brick, 1987). Os macrdfagos sdo responsiveis pela producdo de
citocinas tais como iL-1, IL-8, IL-12, TNF-a e TGF-B, que participam na regulacio da
expressao de fatores neurotréficos e da atividade de outras células (Heumann ef al.,
1987, Stoll ef al., 1989; Perry e Brown, 1892; Briick, 1997). A iL-1, por exemplo, &
particularmente importante, pois induz a expresséo do fator de crescimento do nervo
{(NGF) pelas células de Schwann, o gual estd envolvido na sobrevivéncia e
regeneracdo de neurdnios sensitivos (Lindholm et al, 1987, da Siiva e
Langone, 1988, Heumann ef al, 1987). As células de Schwann, por sua vez, séo
estimuladas a entrar em processe mitdlico intenso, quando entdo passam a se
organizar no interior de tubos continuos de 1amina basal, formando os cordes de
Bungner (Beuche ef a., 1984; De Vries, 1983; Griffin & Hofiman, 1993; Brick, 1897,
Carroll ef al., 1997}. Neste ambiente, elas aumentam sua producgioc de componentes
da matriz extracelular e a expresséo de diferentes tipos de moléculas de adesao,
capazes de estimular e orientar o crescimento dos neuritos em regeneracio (ide ef
al., 1996; Rutishauser, 1993; Son e Thompson, 1995; Zuo ef al., 1998; Mitler e Stoll.,
1998). Além disso, as celulas de Schwann sofrem alteracdo na expressdo de varios
fatores neurolroficos e citocinas imporianies para a sobrevivéncia e regeneragio
neuronal, denire elas: NGF, fator neurotrdfico derivado do cérebro (BDNF),
neurotrofina-3 (NT-3), fator neurotréfico ciliar {CNTF), fator neurotrofico derivade da
glia (GDNF) & IL-8 (para revis&o vide Terenghi, 1999). Ha evidéncias de que tanto as
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células de Schwann como macrofagos s3o capazes de expressar a enzima oOxido
nitrico sintase (NOS), responsavel pela producgdo do éxido nitrico (NO) (Levy ef af,
1989; Gonzalez-Hernandez e Rustioni, 18869). Contudo, a acic desta molécula
dentro na degeneracio e regeneracdo no nervo ainda é controversa, podendo estar
envolvida na sobrevivéncia neuronal através de sua interagic com outras moléculas
neurctroficas (Fiallos-Estrada ef al. 1993; Farineilll of a/, 1996, White ef a/, 19986;
Thippeswarmmy e Morris, 1887).

Estudos de regeneragio nervosa periférica, apds o esmagamento ou segdo
do nervo ciatico, verificaram que a linhagem de camundongos C57BL/ 6J possui
menor capacidade de regeneracéo axonal do que outras linhagens investigadas, tais
como a linhagem AN (Lu ef al, 1980; Lu sf ai, 1994; Lainelti ef al, 1885
Recentemente, aiguns autores atribuiram essa baixa capacidade de regeneracio a
particular susceptibilidade dos neurdnios sensifivos dos animais C57BULBJ a
axotomia (Lainetti ef al, 1985; Oliveira, 2001). Contudo, n3o pode ser descartada a
hipotese de que essa maior susceplibilidade dos neurdnics sensitivos seja
decorrente de um descompasso entre as necessidades de fatores {roficos dessas
céiulas e a sua produgio pelas células ndoc neurais durante o processo degenerativo-
regenerativo no nervo.

Neste trabalho estudamos a evolugio temporal da desestruturacio dos
neurofilamentos, da fragmentac@o da bainha de mielina e da presenca de células
envolvidas na sua degradacio, além de acompanhar o padrdo de marcacdo da
NADPH-diaforase durante a degeneracao Walleriana nas linhagens de camundongos
isogénicos C57BL/6J e A/J. O objetivo deste estudo foi comparar o curso desses

eventos e investigar sua possivel correlacdc com as diferentes capacidades
regenerativas axonais observadas nessas linhagens.
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Material e Métodos

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados camundongos machos adultos com 8 semanas de idade,
das linhagens isogénicas C57BL/BJ (n=28) e A/J (n=28), adquiridos do Cenlro de
Bioterismo da Unicamp. Durante todo o pericdo sxperimental, os animais foram
mantidos em biotéric sob condigbes coniroladas de luz e temperatura, recebendo
racao e agua ad libidum. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela
Comissao de Etica na Experimentacéao Animal do Instituto de Biologia da Unicamp.

Procedimentos cirlirgicos

Apds anestesia profunda com uma misiura de guetamina (180 mg/kg) e
cloridrato de xilazina {32mg/ka}, (0,10g e 0,02g respecitivamente, dissolvidos em 5 mi
de Agua destilada, 0,2mi/25g peso corpéreo, ip), os animais tiveram o nervo ciatico
esquerdo expostoc e secionado na altura do forame obiturador. O coto proximal foi
ligado com fio de seda 4-0 (Ethicon) para impedir reinervagdo do coio distal,
enquanto que este dliimo foi deixado livre em seu leito. Concluida a cirurgia, a pele

foi suturada e 0s animais retornaram ao biotério até a data do sacrificio.

Procedimentos imunoistoquimicos

Para o estudo imunoistoquimice dos neurofilamentos 4 camundongos de cada
linhagem, para cada tempo poés-cirdrgico, foram anestesiados com a mistura de
guetamina e cloridrato de xilazina (ip.) e perfundidos transcardiacamente com 80mil
de soluco salina tamponada e heparinizada. A fixacio realizou-se pela subseqlente
perfusdo com 150mi de formaideido 4% em tampao fosfato de sbédio 0,1M, pH 7.4.
£m seguida, o coto distal do nervo cidlico esquerdo e o nervo ciadlico contralateral
foram dissecados alé a fossa poplitea, removidos e deixados por 12 horas na mesma
solugdo fixadora. Os espécimes foram lavados em agua corrente por mais 12 horas,
desidratados, diafanizados e incluidos em Paraplast®. A seguir, foram coletados de
cada especime 20 cories seriados longitudinais (7,0um), disposios alternadamente
em 5 l|aminas silanizadas, de modo a se obter na mesma lamina corles

representativos de 4 diferentes niveis. Foram destinadas duas laminas (2% e 4% de
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cada nervo para coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e as demais para
imunoistoguimica.

Apbs desparafinacdo e hidralacdo dos corles, procedeu-se a reagio de
blogueio da peroxidase endbégena, incubando-se as iaminas em solucdo de H 0O,
{3%) e metanocl por 15 minutos. A seguir, os cortes foram lavados em PBS 0,tM e
incubados com o anticorpo primario monocional anti-neurcfilamenio (1:200, Dako),
permanecendo em camara amida a 4°C por 15 horas. Apds a incubacio com o
anticorpo primario, as laminas foram lavadas em PBS (,1M e incubadas por 45
minutos com 0 anticorpo secundario biotinilado (Multi-Link, Dako). Em seguida, o
material foi novamente lavado em PBS 0,1M e incubado com o complexo Strept-ABC
{Dako) duranie 30 minutos. A peroxidass fol delectada através da reacdo com
3-3 diaminobenzidina (DAB). As laminas foram contracoradas com hematoxilina de
Gill, desidratadas e montadas em Entelan (Merck).

Processamento dos espécimes para as reacdes histoguimicas

Trés camundongos de cada linhagem estudada, para cada tempo pods-
cirurgico, foram anestesiados com a mistura de quetamina e cloridrato de xylazina
{(i.p.), sendo o coto distal esquerdo e o nervo ciatico direito {(ndo operado) dissecados
até a fossa poplitea, removidos e fixados em paraformaldeido 4% por 12 horas. Em
seguida, foram lavados em PBS §,1M e crioprotegidos em uma solugdo de sacarose
30% a 4°C. Os especimes foram incluidos em meio “OCT" (Triangle Biomedical
Science), rapidamente congelados e conservados a -70°C. Foram coletados cories
tongitudinais seriados (Bum) em Iaminas silanizadas, conforme descricdo anterior,

sendo estocados a -20°C até o seu processamento histogquimico.

Histoquimica de Sudan Black

Os cortes foram mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos, lavados
com agua destilada e transferidos para uma solucdo alcodlica 70%, saturada com
Sudan Black, permanecendo por 40 minulos. Em seguida, os cortes foram

contrastados com alcool 50%, lavados em agua destilada e montados com gelatina
glicerinada.
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Histoquimica para NADPH-diaforase

Os cories foram deixados a temperatura ambiente por 30 minutos, lavados em
tampao fosfato 0,1M, pH 7 4, e incubados por 45 minutos a 37°C, em uma solugo
contendo 0,1% de NADPH-d {forma reduzida,Sigma), 0,02% de tetrazdlic nitroazul
(NBT, Sigma) e 0,3% de Triton X-100 (TX-100; Sigma) em tampao fosfaic 0,1M.
Apbs trés lavagens de 5 minutos cada, os cortes foram desidratados e montados
com Entelan (Merck).

Analise guantitativa dos neursfilamentos

A marcacio imunoistoguimica dos neurcfilamentos foi guantificada afravés de
técnica esterecldgica, ulilizando-se uma ccular com reticulo de 100 ponios (KPL8x,
Zeiss, Germany}, em objetiva de 100x. Realizou-se a contagem dos pontos gue se
sobrepunham aos neurofilamentos imunoistoguimicamente marcados em 12 campos
escolhidos ac acaso em cada corte. Regides proximas as extremidades nac foram
utilizadas na quantificacdo. A partir desses dados calculou-se a densidade de volume

de neurofilamentos (\Vv) para cada nervo, de acordo com a férmula de Weibel (1970):

Vv = densidade de volume de NF imunomarcados

Ww=p. Pt = numero total de pontos sobrepostos aos NF
imunomarcados no nervo

Pt = nlimero total de pontos-teste sobre os campos
amosirados no nervo

Os valores de densidade de volume registrados foram estatisticamente
avaliados através da andlise de varidncia seguida do teste de Neuman-Keuls
{p<0,05).

Contagem de células evidenciadas pelo Sudan Black

Para a contagem das células com granulos negros evidenciados pelo Sudan
Biack foram escolhidos ao acaso 4 campos de 0,031 mm? por corte, totalizando no
minimo 0,412 mm? de drea analisada para cada animal e enire 1 e 2 mm® para cada

grupo. Regibes proximas as extremidades nao foram utilizadas na contagem.
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Resultados

Imuncistoguimica para NF

O examne qualitalive dos corles reagidos com anticorpo para NF ou corados
com HE, um dia apds a lesdo do nervo cidlico, ndo evidenciou diferencas
morfoidgicas claras no progresso da degeneracio Walleriana entre as linhagens
(Figura 1A e 1B). Contudo, a Vv foi significativamente menor na linhagem C57BL/SJ
{40,10%) do que as computadas na linhagem A/ (45,04%) e nos nervos controles de
ambas (A/J=435,31%; C57BL/BJ=47 26%; Tabela 1).

A partir do ferceiro dia apos a les@o, em ambas linhagens, foram evidentes o
aumento da celularidade, com a presenga de células polimarfonucieares, & a
fragmentac@o das fibras nervosas. Esia fragmentac8o deu lugar & formacio de
segmentos elipsdides contendo NF imunomarcados. Na linhagem C57BL/6J tais
segmentos se apresentaram menos freqlientes. Além disso, nesses camundongos a
imunomarcagcao mostrou-se menos intensa e com aspecto predominantemente mais
granuioso que nos camundongos A/ (Figura 1C e 1D). Por sua vez, 3 anslise
estereoldgica revelou que a VW na linhagem C57BL/8J (23,79%) foi
significativamente menor que a computada na linhagem A/J (29,74%).

No quinto dia apés a lesdo, os segmentos elipsdides contendo
imunomarcagac para NF formaram-se mais freqlentes em ambas linhagens,
possuindo diferentes tamanhos. Na linhagem C57BL/6J foram mais fregientes os
segmentos elipsdides grandes, com granulacBes imunomarcadas normaimente
restritas & periferia, enquanto que na linhagem A/J predominaram os segmentos
pequenos, exibindo imunomarcacdo mais compacta (Figura 1E e 1F). N&o houve
diferenca estatisticamente significativa no valor de Vv entre as linhagens (Tabela 1).

Sete dias apos a lesdo observou-se aumento da celularidade em ambas
linhagens. Muitas dessas células possuiam perfil fusiforme e se dispunham
enfileiradas, acompanhando os segmentos elipsdides. Apenas alguns destes
continham parcas granulagbes imunomarcadas, formande aglomerados compactos
que evidenciavam o adiantado grau de degeneracio axonal. A avaliaco guantitativa
mostrou nao haver diferenca estatisticamente significativa da Vv entre os
camundongos C57BL/8J e A/J (Tabela 1).
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Fragmentagao da bainha de mielina e contagem de células evidenciadas pelo

Sudan Black

Na&o foram observadas diferencas no padrio de fragmentacio da bainha de
mielina enifre as linhagens A/ e C57BL./BJ. No entanio, o nimero de céluias
contendo inclusbes densamente coradas por Sudan Black (CSB), que correspondem
provavelmenie aos lipidios derivados da degradacdo da mielina, diferiu
significativamente em alguns dos periodos anaiisados. Um dia apds a leso, ambas
linhagens apresentaram nervos com morfologia discretamente diferente daquela
observada nos nervos naoc lesados, havendo ligeiro intumescimento da fibra nervosa,
sem alteragbes evidentes da bainha de mielina (Figura 2A e 2B). Trés dias apos 2
les&o, a fragmentagao da bainha de mielina tornou-se notavel em ambas linhagens
com a formacao dos segmentos elipsdides. Além disso, passaram a ser cbservadas
as células CSB distribuidas ao longo do nervo (Figura 2C e 2D). O niimerc destas foi
significativamente maior na linhagem C57BL/6J (Tabela 2). Apds 5 dias da lesao, o
grau de fragmeniagdo da bainha de mielina aumentou comparativamente ao
observado apés 3 dias e permaneceu semethante em ambas linhagens (Figura 2E e
2F). O namero de células em negro nao sofreu alteragtes significativas em ambas
linhagens, em relacac ac tempo anterior, continuando a ser significativamente maior
na linhagem C57BL/6J. Sete dias apés a lesdo o processo de fragmentacso da
mielina encontrava-se ainda mais avancado, com a presenca de poucos ovodides
contendo residuos de mielina (Figura 2G e 2H). Ainda eram abundantes as células
CSB e apresentaram-se em quantidades semelhantes nas duas linhagens. Contudo,

estas celulas tenderam a aumentar em nimero na linhagem A/ e a diminuir na
linhagem C57BL/GJ (Tabela 2).
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Reacio histoquimica para NADPH-diaforase

A reagdo histoquimica para NADPH-diaforase apresentou um padréo
caracteristico de marcacio conforme ¢ avango do processo de DW. Primeiramente,
um dia apus a lesdo, além da marcacido de células endoteliais vasculares do
gpineurc & perineuro, evidenciadas também nos nervos normais, observou-se a
marcacdo citoplasmatica de células arredondadas com morfologia similar 3 de
macréfagos. Delgadas porcdes de citoplasma pertencentes, provavelmente, a células
de Schwann e fibroblastos, também foram evidenciadas (Figura 3A e 3B). A partir de
3 dias apés a lesdo, houve um significativo aumento no ndmero de células reativas
nara a NADPH-diaforase correspondendo provaveimente a macrdfagos recrutados
da circulagdo sanglinea. Além disso, observou-se um padrgo de marcagio que
lembrava citoplasma de células de Schwann envolvendo segmentos elipsdides
{Figura 3C e 3D}. Esie tipo de marcacdo foi observado até o quinto dia apés a lesao
(Figura 3E e 3F), guandc entdc surgiu outro tipo de marcagio, mais disperso e
granular, que predominou nos nervos com 7 dias da lesdo e coincidiu com o
avancado estado de degeneracdo do nervo. Tanto a linhagem C57BL/6J como a
linhagem A/J exibiu 0os mesmos aspectos de marcagio para a reacio de NADPH-
diaforase, conforme o progresso da DW. Contudo, observou-se uma diferenca na
evolucao temporal desses eventos, que se manifestou no quinto dia apds a lesio.
Nesse tempo, na linhagem CB57BL/6J verificou-se uma  marcagdo
predominaniemente citoplasmatica na CS envolvendo segmentos elipséides, ao
passo que na linhagem A/J na maior parte das células de Schwann a marcagao

havia evoluido para um aspectc mais granular e disperso (Figura 3G e 3H).
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Discussao e Conclusdo

Nossos resultados mostram que as linhagens de camundongos C57BL/GJ e
AJJ apresentam diferengas no processo de degeneracio Walleriana no gue diz
respeito & evolugio temporal da desorganizac@o e desaparecimento dos NF, ao
namero de células degradando mielina e & presenca de células positivas para
NADPH-diaforase.

A mais rapida desorganizaciic e desaparecimento dos NF na linhagem
C57BL/6J, quando comparada & linhagem AJJ, podem estar relacionados as
caracteristicas intrinsecas dos seus axdnios. Apss a segdo de um nervo periférico ha
um periodo durante o quai ndo se observam alteragbes morfoldgicas que evidenciem
degeneragdo axonal. Este periodo varia de 24 2 48 horas em ratos e camundongos,
e tem sido interpretado como uma fase na qual mecanismos celulares levam a
reorganizacdo do axolema e a manutencdo da homeostasia interna (Xie e Barrett,
1981; Chaudhry ef al., 1892; Ziv e Spira, 1993).

Tais mecanismos envolvem principalmente o controle das concentracées
idnicas intra-axonais, especialmente do Ca®. O aumento da concentragdo intra-
axonal desse ion pode ser agudo e intenso na regido axotomizada. Contudo, este
fendmeno nao parece ser suficiente para o desencadeamento imediato da DW ao
longo do restanie do segmento axonal. Esia parece ser decorrente do colapse do
metabolismo energetico que leva a faléncia dos mecanismos de transporie ativo,
responsaveis pelo bombeamento do célcio proveniente do meio extracelular e
liberado dos estoques intracelulares (Tsac ef al, 1999). O aumento da concentracio
do caicio leva a ativagio de proteases e lipases, que passam a degradar a
membrana e o citoesqueleto dos axdnios {Schlaepfer, 1987; Blomgren e Karisson,
1990; Maxwell et al, 1997). O periodo de {aténcia para o inicio da DW depende, em
grande parte, da eficiéncia dos mecanismos homeostaticos em antagonizar o
aumento da concentragao de calcio. Nossos resultados mostraram que na linhagem
C57BL6J esse periodo de laténcia foi mais curto do que na linhagem A/J, sugerindo
a presenca de mecanismos homeostaticos menos eficazes no controle da
conceniragéo citosdlica de calcio. Essa menor eficacia poderia ser afribuida 2o faio

desses mecanismos terem sido desencadeados mais tardiamente elou terem sido
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mantidos ativos por menos tempo, acarretando precocemente a etapa de
degradacao dos NF.

Corroborando esta hipotese, Tsao ef al {1999) verificaram que os neurdnios
dos camundoengos da sub-linhagem mutante C57BLAWIds, os quais desenvolvem a
DWW de forma exiremamente lenta, s80 capazes de controlar muito mais eficazmente
as conceniragdes intracelulares de célcio, quando comparados com os da linhagem
C57BL/G.

Embora a ativagdo das calpainas pelo caicio seja um passo essencial para a
degradacio dos NF, a ac8o proteolitica dessas enzimas dependera do estado de
fosforilacao dos residuos de serina das subunidades H e M dos NF (Kamakura af af,,
1983; Pant, 1988; Elhanany ef al, 1994). Meller ef al. (1994) mostraram gue no
decorrer da DW ocorre uma progressiva defosforilagio dos NF, que parece
anteceder a sua degradac8o. Isso poderia ser atribuido a um desequilibrio entre as
atividades de fosfatases e quinases especificas, ou & gradual diminuicac de
compostos ricos em energia (ATP, ADP) necessarios para as reacdes catalisadas
pelas quinases. E plausivel supor que nossos resultados sejam decorrentes de
fendomenos semelhantes aos propostos por Meller ef al. (1994). Assim, as diferencas
observadas na degradacéo dos NF entre as linhagens C57BL/8J e A/J podem ser
atribuidas a diferencas no desencadeamento e/ou velocidade do processo de
defosforilacao dos NF causado pela axotomia.

A interacdo das células de Schwann com o axdnic tem um importante papel
na reguiagao do nimero e densidade de NF e, consegientemente no didmetro
axonal (para revisdo vide Martini, 2001). Waegh ef al. (1992) propuseram gue essa
regulagéo depende de proteinas localizadas na porgdc adaxonal da bainha de
mielina, tais como a MAG, que interagem com receptores especificos no axolema.
Essa comunicagado entre axbnio e célula de Schwann seria responsavel pelo controle
do sistema fosfatase-guinase no ax0nio que manteria elevado o estado de
fosforilag@o dos NF. Em nosso estudo, nac observamos diferencas na evolucéoc
temporal da fragmentag&o da bainha de mielina durante a DW entre as linhagens.
Contudo, apds 3 e S dias da axotomia registramos um numero significativamente
maior de celulas CSB nos animais C57BL/6J. Tais células correspondem a células
de Schwann e macrofagos repletos de residuos da mielina fagocitada. Considerando



Artigo 1 3z

o proposto por Waegh ef al. (1992), o maior nimero de células CSB observado nos
nervos da linhagem C57BL/6J nos permite supor que nestes animais os NF foram
ievados a um baixo esiade de fosforilacio mais rapidamente, acelerando assim sua
degradacio.

O maior namero de células CSB na linhagem C57BL/GJ pode sugerir que
nesta Ultima o influxo de macrofagos no nerve lesado seja mais intenso do gue na
linhagem A/J. No enianto, a avaliagic quantitativa da presenca de macrofagos,
empregando-se imuncistoquimica e microscopia confocal, mostrou que 1 dia apés a
leséo estas células eram mais abundantes nos animais A/J do gue nos animais
C57BLGBJ. Alem disso, nic houve diferenca entre o ndmero dos macréfagos
imunomarcados nos nervos lesados de animais C57BL/6J e AJJ, 3 e 5 dias apds a
axotomia (de la Hoz e Langone, 2001). Portanto, podemos aceitar que na linhagem
C57BL/6J a meioria das CSB observadas, 3 e 5 dias apds a lesfo, corresponda a
células de Schwann. A auséncia de células CSB em ambas linhagens 1 dia apés a
lesdo ndo confrasia com a presenca dos macrofagos, registrada nesse tempo por de
la Hoz e Langone (2001}, se considerarmos que estas células ndo haviam iniciado
ainda a fagocitose da mielina. E interessante notar também gue o namero de células
CSB tende a aumentar na linhagem A/J a partir do terceiro dia apds a lesdc, ao
passo gue na linhagem C57BL/8J tende a diminuir. Assim, & muito provave! que na
linhagem C37BL/6J as células de Schwann se separem mais precocemente da
bainha de mielina no inicio do processo degenerativo. Fato este que corrobora nossa
hipttese de que a perda de contato funcional entre a porgao adaxonal da bainha de
mielina e 0 axonio ocorra mais precocemente, resultando assim na degradagéo mais
rapida dos NF.

Varios trabalhos tém evidenciado diferencas entre camundongos de
finhagens isogénicas quanto a resisténcia ou susceptibilidade a véarios patégenos,
endotoxinas, tumores e doengas auto-imunes (Nakano ef al,, 1995; O'Malley ef al.,
1898, Whyte e Miller, 1998; Diez et ai, 2000). Essas caracteristicas de cada
linhagem tém sido associadas a diferencas na expressdo de citocinas e de seus
receptores pelas céiulas envolvidas nos processos imunolégicos e inflamatérios
(Charles ef al., 1999). E muito provavel que essas diferencas se manifestem também
durante a DW, considerando-se que esta € um processo inflamatério durante o gual
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varias citocinas e outras moléculas de sinalizaclo intercelular s&@o produzidas
(Lindholm ef al., 1987, Reichert ef a/., 1996; Wagner e Myers, 1996). Deste modo, as
diferencas temporais observadas entre as linhagens C57BL/BJ e A/, quanto 2
participago de células de Schwann e macréfagos durante a DW, podem estar
relacionadas a diferencas na expressio dessas moléculas.

Meste contexto, sabe-se que a INOS pode ser induzida em células de
Schwann e macrofagos afravés de IFNy, TNFo e outras citocinas (Gonzalez-
Hernandez e Rustioni, 1999; Levy ef al, 2001). Nossos resultados mostraram que a
presenga da INOS, detectada indiretarmnente através da reacio de NADPH-diaforase,
se manifesta a parlir do primeire dia apds a lesdo nas células de Schwann e
macrofagos em ambas linhagens. Contudo, o padrio de marcagic na linhagem
C578L/6J manteve-se intenso no cifopiasma de células Schwann até o quinto dia
apds a lesao, ao passc que na linhagem A/J esta evoluiu para um aspecio mais
granular.

Embora a interpretagdo adequada deste achado dependa de uma
investigacao com metodos mais especificos, ele sugere que na linhagem C57BL/6J a
produgéo de NO pelas células de Schwann seja mais intensa e persistente do que na
linhagem A/J. Sendo assim, e considerando a critica importancia do NO e seus
derivados para a degradacéo da mielina (van der Goes ef al., 1998; van der Veen ef
al., 1999, Levy ef al, 2001), esse dado € concordante com a hipétese de que o maior
nomero de células CSB observadas na linhagem C57BL/BJ sejam células de
Schwann.

O comportamento das células de Schwann durante a DW pode estar implicado
com a baixa capacidade de regeneragao observada na finhagem C57BL/6.J quando
comparada a outras linhagens de camundongos, entre elas a linhagem A/J (Lu ef al.,
1990; Lu et al, 1994, Lainetti ef al., 1995). Durante o processo regenerativo axonal
as células de Schwann proliferam e alinham-se no interior de tubos de 1amina basal,
de modo a formar as bandas de Bingner, expressandoc moléculas de adesio,
componentes da matriz extracelular e fatores neurotroficos, que estimulam e
orientam os axonios em regeneracio (para revisdo vide Ide, 1996). Experimentos in

vifro mosiraram que a maioria das células de Schwann mielinizantes entra em
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processo mitdtice apés a mielina ser degradada em pequenocs granulos (Fernandez-
Valle ef a/, 1995). O maior nimerc de células CSB contendo residuos de mielina
ohservado na linhagem C57BL/EJ favorece a hipétese de retardo na citocinese das
células de Schwann nesses animais. Conseglientemente, a expressio de moléculas
de ades&@oc, de componenies da matriz extracelular e de fatores neurotréficos por
estas células lambém pode ser afetada, comprometendo assim a sobrevivéncia
neuronal e a regeneracao axonal (Taira ef al, 1893). A parir do estudo de Lu ef al.
{1990) outros aulores verificaram que a linhagem de camundongos C57BL/ 6J possui
capacidade de regeneracao axonal inferior 4 de linhagens, tais como a AlJ (Lu ef al.,
1990; Lu et al, 1994; Lainetti ef al, 1995). Recentemente, alguns autores atribuiram
essa baixa capacidade de regeneracdo a paricular susceptibilidade dos neurdnios
sensitivos dos animais C57BL/GJ a axotomia (Lainstti ef al, 1995; Oliveira, 2001).
Contudo, néo pode ser descartada a hipolese de que essa maior susceptibitidade
dos neurdnios sensitivos seja decorrente de um descompasso entre as necessidades
de fatores iréficos dessas células e a sua producdo pelas células naoc neurais
durante © processc degenerativo-regenerativc no nervo. Nossos resultados
mostraram diferencas quantitativas importantes entre as linhagens C57BL/6J e A/l
durante a DW quanto a degradacio dos NF e as células contendo mielina fagocitada,
além de caraclerizar pela primeira vez © padrac temporal da marcacso da NADPH-
diaforase nessas linhagens. Nossos dados também reforgam a hipdtese de que a
deficiéncia regenerativa da linhagem C57BL/6J pode ser resultante de uma
dessincronizag2o entre a producdo de fatores neurotrdficos pelas células de
Schwann e a necessidade destas moléculas que os neurbnios possuem durante o
periodo critico pos axotomia (Oliveira e Langone, 2000; Oliveira, 2001). Estudos em
andamento, empregando tecnicas de biologia molecular, deverdo contribuir para

esclarecer essas peculiaridades da DW observadas na linhagem C57BL/6J.
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TABELA 1- Densidade de volume da imunomarcacio de NF nas linhagens Al e
C57BLISJ, nos grupos com 1, 3, 5 e 7 dias apés lesdc e no grupo controle {%).

Linhagem controle T1 T3 T8 17
Al 4531% 45,04% * 29,74% © 11,72% 8.11%
Cs57BL/BJ 47.26% 40,10% 23,79% 11,25% 5,16%

? Estatisticamente significativo em relacio 3 C57BL/6J (p<0,05, teste de Neuman-Keuls)

TABELA 2- Nimero de células coradas em negro pelo Sudan Blackimm?, em

camundongos A/J e C57BLI8J, nos grupos com 3, 5 e 7 dias apods lesdo.
(médiatDP)

Dias ap6s a lesao AlJ C57BL/6J
3 dias 549+ 133 152,4+ 10, 9°
5 dias 53,3+10,7 131,5+15,0°
7 dias 114,0 £ 17,8 95,6 + 13,7

° Estatast;camente significativo em relacao a A/J (p<0,001, teste de Neuman-Keuls)
P Estatisticamente significativo em relacdo a A/J (p<0,01, teste de Neuman-Keuis)
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TITULO DAS FIGURAS

Figura 1 - Cortes longitudinais de nervos cidticos de camundongos Al e C57BL/B)
sacrificados 1 (Ae B}, 3(Ce D), 5(EeF)e7 (G e H) dias apds a lesdo. (A e B): Um dia
apds 2 lesBo, nd0 € possivel distinguir nenhuma alteraciic morfoldgica com relacio aos
nervos controies, estando os NF distribuidos ac longo de todo 0 axdnio; (C e D): 3 dias apds
a les8o, a fragmentacio dos NF & evidents, surgindo os segmentos elipsdides {cabecas de
seta) e células polimorfonucieares (setas); (E e F). Os segmentos elipsoides ja se encontram
mais escassos; (G e H). A marcacfio para NF agora se restringe a pequencs aglomerados
compactos e dispersos. Marcacdo imunoistoquimica para NF (em castanho-clare). Barma =
20pm.

Figura 2 - Corles longitudinais de nervos cidgticos de camundongos AfJ e C57BLBJ
sacrificados 1 (A eB),3(CeD), 5 (EeF)e 7 (G e H) dias apds a lesdo. Embora ndo sejam
observadas células coradas em negro {CSB) nos cortes de 1 dia pos-lesio (A e B), elas s3o
numerosas nos tempos posteriores, principalmente na linhagem C578L/8J, 3 e 5 dias apés a
iesao (D e F). Observa-se o aumento da fragmentaco da mielina e dos axdnios conforme o
progresso da DW. Algumas céluias CSB podem ser vistas no perineurc (F). Sete dias ap6s a
seco do nervo, os axbnios e a mielina encontram-se em avancado grau de degeneragao (G
e H). Histogquimica de Sudan Bilack. Barra = 20um.

Figura 3 - Cories longitudinais de nervos cidticos de camundongos A/l e C57BL/GJ
sacrificados 1 (Ae B), 3(Ce D), 5(EeF)e 7 (G e H) dias apés a lesdo. Um dia apos 2
lesdo ha marcacdo de algumas céiulas alongadas (A e B) e de forma mais arredondada
(detalhe em A). S&o evidenciados vasos (D, no alto) e células de variadas formas {detalhes
em C, D e E). A marcagiio evolui para um aspecto granular disperso (E - H), mas na
linhagem C578BL/6J ainda predomina uma marcagdc homogénea pelo citoplasma de
algumas células. Histoguimica para NADPH-diaforase. Barra = 20um.
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Resumgo

O papsel da enzima oxido nifrico sintase (NOS) nos processos de degeneragio
e regeneracao de nervos peritéricos ainda é um tema em discussao. Neste trabalho
investigamos a localizag8o e o padr3o temporal da express@o da isoforma INOS
durante a degeneragio Walleriana. Camundongos da linhagem C57BL/G e Al
fiveram o nervo ciatico secionado e o coto proximal impedido de regenerar. Apés
periodos de 1, 3, 5 e 7 dias, os cotos distais foram retirados e processados para
reacao imunoistoguimica de F4/80 (macrdfagos), INCS (iscforma induzida da NOS) e
5100 {células de Schwann). A imunofiucorescéncia observada ac microscopio
confocal evidenciou celulas de Schwann e macréfagos duplamente marcados para
INOS, desde o 1° até o 7° dia apods a lesdo, em ambas linhagens. Os macrofagos
apresentaram uma intensa imunoreatividade, enguanioc que nas células de Schwann
esta foi poucc evidente. Constatou-se um retardo no recrutamente dos macrdfagos
para o coio distal na linhagem C57BL/6J, bem como um padrdc temporal de
expressao de iINOS distinto daquele observado para a linhagem A/J.
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Introducdo

A interrupgio dos axOnios, quer por esmagamenic ou segdo de um nervo
periférico, produz alieragbes morfofuncionals distalmente a les@o que constifuem o
processo denominado degeneragdo Walleriana (DW). Durante este processo
degenerativo, além da fragmentacBo e degradacio dos axbnios e da bainha de
mielina, ocorre a produgdc de cilocinas e outras moléculas importantes no
desenvolvimenic do processo degenerativo-regenerative axonal. Macréfagos sao
intensamente recrutados da circulagio sangliinea para o coto distal do nervo, onde
juntamente com as células de Schwann, fagocitam residucs axonais e de mielina.
Além disso, os macréfagos s80 responsaveis pela producéo de citocinas tais como
interleucina-1 (IL-1}, fator de necrose fumoral-alfa (TNF-g), fator de crescimento
tumoral-beta (TGF-B) 2 IL12 {para revisio vide Brick, 1997). As células de Schwann,
por sua vez, entram em processo mitdtice intensc e se organizam no interior de
tubos de membrana basal, formando os corddes de Bingner. Além de aumentar a
producdo de componentes da matriz exiracelular e a expressio de diferentes tipos
de moléculas de adesdo, as ceéluilas de Schwann expressam véarios fatores
neurotréficos e citocinas impertantes para a sobrevivéncia e regeneragio neuronais,
fais como: o fator de crescimento do nervo (NGF), o fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), a neurotrofina-3 (NT-3), o fator neurotrofico ciliar (CNTF), o fator
neurotréfico derivado da glia (GDNF) e a 1L-6. (De Vries, 1993, Miller e Stoll., 1598:;
Terenghi, 1999).

Alguns autores tém obtido evidéncias de gue tanto macrofagos como células
de Schwann s&o capazes de expressar a isoforma induzivel da enzima dxido nitrico
sintase (iNOS). A NOS é responsavel pela produgdo do éxido nitrico (NO} em uma
reacio de conversao da L-arginina em L-citrulina, na presenga de O, e também da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatc reduzida (NADPH) come doador de
eiétrons {Dawson e Dawson, 1996; Levy ef &/, 1999; Levy ef al, 2001). Contudo, a
atuagio do NG dentro do contexto do processo degenerativo-regenerative no nervo
ainda & controversa, podendo estar envolvida na sobrevivéncia neuronal através de

sua inderacdo com oulras moléculas neurotroficas (Fiallos-Estrada et a/. 1993;
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Farineli ef ai, 1996; White ef al, 18996; Thippeswamy e Morris, 1997) e/ou
participando do processo de degradacao das fibras nervosas (Gonzalez-Hernandez e
Rustioni, 1989; Levy ef al, 2001).

Alguns trabalhos relataram gque a linhagem de camundongos isogénicos
C57BL/BJ apresenta deficiéncia na capacidade regenerativa axonal {Lu ef al, 1980;
Lainetti ef af, 1985}, grande perda de neurdnios sensitivos por apoptose apds secdo
nervosa (Oliveira, 2001) e diferencas na degradagdo de neurofilamentos e remocao
da mielina em reiacdo a linhagem A/J {de la Hoz e Langone, 2001). Neste trabatho
observamos ¢ padrac temporal e espacial da expresséo de iNOS durante a DW em
um nervo secionado e impedido de regenerar, através de técnica imunoistoguimica e
microscopia confocal, comparando a linhagem C57BL/EJ & linhagam A/

No modelo de secdo nervosa, os macréfagos sdo capazes de expressar
INOS de forma muito mais evidente do que as células de Schwann, o gue pode estar
relacionado & sua intensa atividade fagocitica e degradativa durante 2 DW. Além
disso, na linhagem C57BL/6J parece ter havido um retardo no inicio do recrutamento
dos macréfagos, bem como um padraoc temporal diferenciado de expressdo da iNOS
no decorrer da DW, comparativamente a linhagem A/J.

Material e Métodos

Animais

Foram utiizados camundongos machos adultos com 8 semanas de idade,
das linhagens isogénicas C57BL/BJ (n=12) e A/J (n=12), adquiridos do Centro de
Bioterismo da Unicamp. Durante fodo o periodo experimental, os animais foram
mantidos em biotério sob condicbes controladas de luz e temperatura, recebendo
ragdo € agua ad libitum. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela
Comissao de Etica na Experimentacao Animal do Instituto de Biologia da Unicamp.
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Procedimentos cirfirgicos

Apds anestesia com uma mistura de quetamina (160mg/kg) e doridrato de
yilazina {(32mg/kg), por via intraperitonial, os animais fiveram ¢ nervo cidtico
esquerde expostoc e secionado na altura do forame obturade. O coto proximal foi
ligado com fio de seda 4-0 {Ethicon} para impedir reinervacio do coto distal,
enguanio que este ultimo fol deixado livie em seu leito. Concluida a cirurgia, a pele

foi suturada e 0s animais retornaram ao biotério até a daia do sacrificio.

Processamento dos espécimes

Um, 3, 5 e 7 dias apds a cirurgia, os animais foram anestesiados com
quetamina e cioridrato de xylazina, sendo o colo distal esquerdo e o nervo ciatico
direito (n&o operado) dissecados ale a fossa poplitea, removidos e fixados em
paraformalideide 4% por 12 horas. Em seguida, foram lavados em PBS 0,iM e
crioprotegidos em uma solugdo de sacarose 30% a 4°C. Os espécimes foram
incluidos em meio "OCT" (Tissue Freezing Medium, Triangle Biomedical Science),
rapidamente congelados em isopentano resfriado em gelo seco e conservados a -
70°C. Foram realizados cortes longitudinais seriados com 8um de espessura,
coletados altermnadamente em [aminas silanizadas, de modo a se cbter cortes
representativos de 4 diferentes niveis de nervo em uma mesma lamina. Os cortes
foram estocados em "freezer” {-20°C) até o seu processamento imunoistoquimice ou
coloracao com hematoxilina e eosina.

imunoistoguimica e microscopia confocal

Para observacgdo da presenca da iNOS, bem como as células que estariam
expressandoc esta enzima, foram utilizados anticorpos especificos para a isoforma
iNOS, para a proteina S-100 (marcadora citoplasmatica de células de Schwann) e
para a glicoproteina F4/80 (um marcador de membrana celular de macréfagos).

Os cortes foram retirados do “freezer” e deixados por 30 minutos a
temperatura ambiente. A seguir foram lavados com PBS 0,1M, pH 7.4, e pré-
incubados por 1 hora com uma solucdio 3% de BSA e 0,1% de Tween em PBS. Apds
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este procedimento, os cortes foram incubados em cémara Gmida a 4°C, por 12 a 15
horas, com ©s anticorpos primarios: policional de cabra anti-iNOS (1:200, Santa
Cruz), monocional de ralo anti-antigenc F4/80 (1:250, Serotec), e policlonal de
coelhe anti-S100 (1:250, Dako}, diluidos em tampiio PBS coniendo 1% de BSA,
0,3% de Triton X-100 e 0,01% de azida sddica. Ao final do periodo de incubacgéo, o8
cortes foram lavados com PBS e incubados por 1 hora com ¢ anticorpo secundario
anti-igG de cabra, conjugadoe ao FITC (1:100, Santa Cruz). A seguir, foram incubados
por 1 hora com os anticorpos secundarios anti-igG de rato e igG de coelho,
conjugados aos fluorocromos rodamina (1:100, Santa Cruz) e Cy5 (1:100,
Amersham), respectivamente. Terminada esia incubacéo, os corles foram lavados
com PBS, reagidos com DAPI (Sigma) para evidenciacido dos nicleos, e cobertos
com laminulas em glicercl/PBS (3:1) coniendo 0,1% de p-fenilencdiamina (DABCO,
Sigma) para protecdo da imunofluorescéncia. Em cada série de reagbes foram
empregados cortes controles nos quais se omitiu 0 anticorpe primaric ou secundario.

A observacdo da marcacio foi realizada em microscépio confocal {(modeio
MRC1024UV, BioRad), equipado com os lasers Ar-Kr e UV & acoplado a um
microscopio invertido Axiovert 100 Zeiss. Os comprimentos de onda de 588nm,
488nm, 545nm e 351nm foram utilizados para excitar, respectivamente, rodamina,
fiuoresceing, Cy5 e DAPL Alravés da objetiva de 40x 1,4 NA, com imers8o a agua,

foram coletadas imagens da tripla marcacao imunoistoquimica, separadamente nos
canais RGB.

Contagem dos macrofagos e analise estatistica

A contagem dos macrofagos F4/80° e INOS' foi realizada empregando-se
campos amostrais de 0,09mm® sendc um por corte e evitando-se as regides
proximas as extremidades do espécime. A area minima amostrada por nerve foi de
0,21mm’. Considerou-se para a contagem, apenas as células F4/80" e as células
duplamente marcadas para F4/80 e iNOS (F4/80%INOS*) cujo nucieo foi
evidenciado com DAPI. Os resultados foram estatisticamente avaliados através da

analise da varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de Neuman-Keuls (p<0,05).
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Resultados

Nos nervos confroles de ambas linhagens foram observadas raras células
F4/80°, com prolongamentos dispostos na vizinhanca de vasos e por enire as fibras
nervosas. As vezes, algumas células F4/80FANOS* foram observadas dentro de
vasos do perineuro. As células S100% apresentaram-se distribuidas contiguamente e
ao longo das fibras nervosas (Figura 2A).

Nos cotos distais dos camundongos A/J observou-se significative aumento no
namero de células F4/80°, 1 dia apds a lesdo (Figura 3A), a maioria destas
apreseniando formato amedondado e distribuidas principalmente no perineuro, no
interior de vasos e aigumas poucas no endoneuro. Ao contraric da linhagem A/J, nos
camundongos C57BLEGJ, o nimero de células F4/80° manteve-se praticamente
astavel (Figura 3A). No entanio, em ambas linhagens, a maior parte das células
F4/80" apresentaram-se iniensamente marcadas também para iINOS (Figuras 1A-B,
2B e 3B). As células S100% apresentaram morfologia semelhante &4 dos nervos
controles, mas, diferentermente destes, puderam ser observadas aigumas células
S1007/iNOS®, com marcagao para iNOS menos intensa do que as células F4/80
{Figura 2A e 2B).

No terceiro dia apos a lesdc houve um evidente aumenio no nimero de
células F4/80" e F4/801iNOS* ao longo do coto distai de ambas linhagens, que
atingiu seu pico no quinto dia (Figura 3). Tais células foram localizadas dentro de
vasos, no perineurc e no endoneurc {Figuras 1C-F e 2C-F). Ac contraric do
pbservadc no primeirc dia ap6s a les@c, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre as linhagens quanto ao niimero de células F4/80* no terceiro e no
quinto dia {Figura 3A). No entanto, a linhagem C57BL/6J apresentou um nimero
significativamente menor de células F4/80FINOS* do que a linhagem A/J, 3 dias
apos a secdo do nervo (Figura 3B). Observou-se também que em ambas linhagens,
no 3° e 5° dia pos-lesdo, as células S100% exibiram uma marcagdo com aspecto
tipicamente segmentadc de modo a formar segmentos elipsdides. As células
S100+iNOS*, apssar de menos freqlentes que as células F4/BOTINOSH

apresentaram marcagao menos intensa para INOS em ambas linhagens de
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camundongos. O aumento da celularidade no coto distal foi evidenciado pelo DAPI,

correspondendo em parte, ac aumento no niimero de células F4/80+ (Figuras 1D:F,
2D5F

Sete dias apds a lesd@o houve uma redugéo no ndmero de células F4/80" em
relacio ao quinto dia para ambas as linhagens, sendo no entanto estatisticamente
significativa somente na linhagem A/J (Figura 3A). Observou-se um grande nimero
de células F4/80FANOST, mas também foram observadas algumas células
$100+/iNOSY, como nos tempos anteriores (Figura 3).

E interessante notar que a inhagem AJ/J apresenta um grande aumento
{cerca de 361%) no numerc de células F4/80%iINOS* do 1° ao 3° dia, mas
permanece estave! até o 7° dia apds a lesdo. Ja a linhagem C57BL/6J apresenta um
aumento ne numeroe dessas células de cerca de 490% , do 1° ac 3° dia pés-lesao,

Discussao e Conclusao

Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, o padrao temporal e 3
localizag@o da expresséo da iNOS durante a DW, causada pela secéo completa do
nervo ciatico, em camundongos das linhagens C57BL/6J e A/J. Foi possivel também
analisar a expressao da iNOS pelos macrofagos e células de Schwann na auséncia
de axbnios em regeneracdo. Nossos dados revelaram ainda, que o padrao temporal
da express@o dessa enzima por essas células difere entre as duas linhagens
estudadas.

A express@c de iINOS pelos macréfagos e células de Schwann nos
camundongos C57BU/6J e A/J duranie a DW confirmam as observactes relatadas
por outros auiores empregando cutros modelos experimentais (Levy ef al., 1999;
Gonzalez-Hernandez e Rustioni, 1999; Levy ef al,, 2001). Contudo, pudemos verificar
no modeio de segdo completa do nervo que, em ambas linhagens e em todos os
tempos pds axotomia analisados, a maioria dos macréfagos expressam INOS, ao
passo que apenas uma pequena parie das células de Schwann sio INOS®. isto

contrasta com as observacdes de autores gue trabalharam com o modeic de lesao
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por constricBo cronica (CCly. Levy ef al (1899), por exemplo, observaram a
expressado de INOS a partir do quinte dia apds a leséo do nervo cidtico no modelo de
CCl, tanto e macrdfagos como em células de Schwann, enguanio que Gonzélez-
Hernandez & Rustioni {1999} detectaram a presenga de iNOS 2 dias apds a ligadura,
mas somente em macrofagos.

Nossos resultados sugerem que, no caso da secioc completa do nervo
perférico, as celulas de Schwann nao sic as principais células a expressarem a
isoforma INOS durante a DW e, conseqlientemente, ndo s3o grandes produtoras de
NO. Esta funcao provaveimente é atribuida aos macrofagos, principais céluias
envolvidas na intensa fagocitose e degradagdo da mielina no nervo em degeneragio
{Briuck, 1887; Gonzalez-Hernéndez e Rustioni, 1999} Recentemente, Levy ef al
(2001} avaliaram a importdncia da INOS e do NO no processoc degenerativo-
regenerativo, em camundongos mutantes “nocauteados”™ para INOS (iNOS-KO),
utilizando para isso, diferentes tipos de lesdo nervosa periférica: esmagamentc,
secdo completa e constricas crdnica do nervo. Eles constataram que a auséncia da
iNOS nos animais iINOS-KO retarda tanto a DW quanio a regenerag@o axonail, nos
diferentes tipos de lesdo. O NO parece ser fundamental na peroxidacdo lipidica
necessaria para a degradacdo da bainha de mielina (van der Goes ef a/., 1998; van
der Veen e Roberts, 1999; Levy ef al,, 2001). isto parece justificar o retardo da DW
em virtude da auséncia da INOS e, consequeniemente, z inibicdo da formacio e
crescimentto de neuritos. As células de Schwann, apesar de também participarem da
fagocitose e remogdo da mielina (Stoll ef al, 1989, Femandez-Valle, ef al, 1995),
provavelmente possuem oulros mecanismos de degradagdo que ndo envolvam a
agao do NO, como por exemplo, através de fosfolipases (Goodrum e Bouldin, 1996).
Ja foi demonsirado que no nervo em degeneracdo ha uma grande atividade da
fosfolipase A (Webster, 1993). Trabathos utilizando acetato marcado com carbono 14
e glicerol marcado com fritic mostraram que o aumento na sintese de ésteres de
colesterol e glicerolipidios neutros deve ser atribuido a quebra de fosfolipidios da
mielina mediada por fosfolipases e a subseqgliente reutilizagdo dos acidos graxos
liberados. Estas alteracgbes refletemn alteracfes no metabolismo das células de

Schwann, uma vez que foram verificadas antes da infiltragdo pelos macréfagoes.
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(Goodrurmn e Bouldin, 1896). Outro ponto importante refere-se ao fato da inducio da
iNOS requerer a ativagao apropriada de células de Schwann e macréfagos por meio
de endotoxinas, IFNy, TNFa & outras cifocinas como a IL-1, muitas destas presenies
no nervo lesado e secretadas em parte por macrdfagos (Nathan, 1992; Creange ef
al., 1998). Nossos resultados mostram gue tanto em camundongos C57BLBJ como
nos A/J, além das células de Schwann serem capazes de expressar iNOS 24 horas
apds a lesdo, elas mantém a expressao dessa enzima no nerve em degensracio ao
iongo de 7 dias. Em modelos onde a regeneracio axonal é permitida, tem sido
relatada a ocorréncia de uma expressao transitoria de INOS nas células de Schwann,
principalmente no inicic do processo degenerativo-regenerative, quando predominam
fibras em degeneracio {Levy ef al 19998). Sugerimos enifc que a expressio de
iNOS pelas células de Schwann esleja sendo regulada pela presenca dos axénios.
Neste sentido, vale ressaliar gue nos nervos intactos ndo observamos células de
Schwann iINOS™.

Em nosso frabalho verificamos que nos animais A/J o nimero de macréfagos
presentes no coto distal aumentou significativamente 1 dia apo6s a leséo, ao passc
que na linhagem C57YBL/GJ isto ocomreu apenas no terceirc dia. Este retardo na
migracdo dos macrofagos poderia supostamente implicar, para a linhagem
C57BL/6J, em um retardo na fragmentacdo e degradacio da bainha de mielina e
degeneragao dos axbnios. Contudo, observagtes realizadas recentemente em nosso
laboratorio mostraram que, além da remocgio da mielina ndo se apresentar retardada
na linhagem C57BL/6J, a degradagio dos neurofilamentos ocorre mais rapidamente
(de 1la Hoz ef al., 2001). Na realidade, o retardo no recrutamento de macrofagos
hematogenos na iinhagem C57BL/GJ parece ter sido compensado por uma intensa
migragao dessas ceélulas para o coto distal a partir do terceiro dia apés a lesdo. No
entanto, verificamos que 3 dias apds a lesdo, apesar de ndo haver diferenca
significativa no namero de macrofagos em ambas linhagens, o nimero de
macrofagos iINOS” foi significativamente menor na linhagem C57B1L/8J em relacéo a
linhagem A/J. Analisando todos os intervalos de tempo estudados, pudemos verificar
padrdes distintos guanto a presenca de macréfagos expressando iNOS entre ambas

linhagens. Nos animais A/J, o nimero destas células aumentou até o ferceiro dia
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apods a lesdo, permanecendo relativamente estavel posteriormente. Nos
camundongos C57BL/BJ, porém, o nimero de macréfagos iNOS™ aumenta até o
guinto dia apos a lesdo. E provavel que o retardo no inicio do recrutamento de
macrdfagos para o coto disial nos animais C57BL/G) esteja relacionadoc com o
retardo na inducio da INOS por essas células, eventos que devem envoiver a agao
de diversas cilocinas. Os mecanismos € os sinais envolvidos na guimictaxia e
migracdo de macrdfagos para o nervo durante a2 DW ndo est8o ainda bem
esclarecidos. Entre os faiores quimiotaticos esto algumas moléculas de adesio
(selectinas), ¢ componente 3 do complemento séricc (C3), o recepior de
complemento tipo 3 (CR3), a mielina em degradacdo e algumas guimiocinas tais
como MCP-1 (proteina quimictatica monocitica 1) e seu receptor CCR2Z (Brick, 1997,
Kiefer ef al, 2001). Diferencas temporais na liberacio destes sinals quimiotaticos
durante a DW podem ser responsaveis pela diferenca observada entre as linhagens
C57BLBI e A/l quanto ac recrutamenio de macrofagos parz o cofo distal em
degeneracdo. Da mesma forma, pode haver diferencas temporais na producao de
{iberacao de citocinas envolvidas na inducfo da NOS, ja citadas anteriormente.

Estes dados referentes a dinamica dos macréfagos e a sua expressao de
iINOS durante a DW em camundongos C57BL/8J s3o imporiantes no contexto do
processo degenerativo-regenerativo, por tratar-se de uma linhagem que apresenta
capacidade de regeneracdo axonal inferior 3 de outras linhagens isogénicas, enire
elas, a A/J (Lu ef al 1980; Lu ef al., 1894; Lainetii ef al., 1995). Apesar do relato de
diferencas entre linhagens isogénicas de camundongos guanio a resisiéncia ou
susceptibilidade a patdégenos, endotoxinas, tumores e doencas auto-imunes (Nakano
et al., 1995; O'Malley ef al., 1898; Whyte e Miller, 1998; Diez ef al., 2000), nao foi
possivel estabelecer uma correlacio direta destas diferencas a deficiéncia
regenerativa axonal observada nos animais C57BL/6J. Na realidade, este fenbmeno
caracteristico da linhagem C57BL/6J parece ser resultado de um conjunio de fatores
relacionados as caracteristicas inirinsicas dos axbnios e das células envolvidas no
processo de DW e regeneragao axonal (Lu ef al,1980; Lu et a/,1894; Oliveira e
Langone, 2000; Oliveira, 2001; de la Hoz ef al, 2001). Nesse sentido, surge a

hipttese de que haveria uma dessincronizacao entre as necessidades {réficas dos
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neurdnios e o oferecimentc dessas condigdes pelas células ndo-neurais. Nossos
resultados reforcam essa hipdtese, sugerindo alteragbes temporais na producéo e
liberac@o de citocinas no microambiente do nervo lesado. Uma vez que a interagéo
destas com as diferentes células no nervo é fundamental para a condugso adequada
do processo de DW e a formacgdo de um ambiente favoravel a regeneracdo, seria
interessante investigar o padrio temporal da expresszo de algumas cifocinas na
linhagem C57BL/GJ.

Apods secdo do nervo ciatico, a linhagem C57BL/GJ apresenta um retardo no
recrutamenic de macrdfagos para o coto distal, quando comparada aos
camundongos A/J, e um padro temporal diferente para a expressio da iNOS.
Enguanio que a maioria dos macrdfagos expressa conspicuamente essa enzima, as
células de Schwann o fazem menos intensamente. Isso pode estar relacionado a
diferentes mecanismos de degradacBo presentes nas diferentes células. As
diferencas observadas entre estas linhagens podem servir para outras andlises dos
processos degenerativo e regenerative no sistema nervoso periférico em trabalhos
futuros.

Agradecimentos

Os autores sio imensamente gratos ao Prof. Dr. Hernandes F. de
Carvalho pela sua valiosa orientacio quanto & técnica de imunofluorescéncia e pela

sua colaboragdo na aquisig@o de imagens ao microscopio confocal. Este trabaiho
recebeu auxilio financeiro da CAPES.



Artigo 2 61

Referéncias Bibliograficas

BRUCK, W. The role of macrophages in Wallerian degeneration. Brain Pathol., 7:741-752,
1987.

CREANGE, A; LEFAUCHEUR, J. P AUTHIER, F. J.; GHERARDI, R. K. Cyiokines et
neuropathies périphériques. Ver. Neurol.,154(3): 208-216, 1998,

DAWSON, V.L.; DAWSON, T.M. Nitric oxide in neuronal degeneration. Proc. Soc. Exp. Biol.
Med., 211:33-40, 1896,

DE LA HOZ, C.LR; OLIVEIRA, ALR,; DE LUCA LM.; JOAZEIRO, P.P; IRAZUSTA, SP.;

LANGONE, F. Diferencas em eventos da degeneracio Walleriana entre camundongos
C578LBJ e A/ (2001) In preparation.

DE VRIES, G.H. Schwann cell proliferation. In: Peripheral Neuwropathy, Ed. P.J.Dvck,

P.K. Thomas, JW.Griffin, P.DLow, JPodusio, Philadelphia, W.B.Saunders, 3%d.,
1983. p.290-208.

DIEZ, E., YARAGH!LZ., MACKENZIE A ; GROS,P. The neuronal apoptosis inhibitory protein
{Naip) is expressed in macrophages and is modulated after phagocytosis and during
intracellular infection with Legioneila pneumophila. J.lmmunol.,164(3):1470-1477,
2000.

FARINELLL S.E.; PARK, D.S.; GREENE, L.A Nitric oxide delays the death of trophic factor-

deprived PC1Zcells and sympathetic neurons by a cGMP-mediated mechanism. J.
Neurosci., 16:2325-2334, 1996.

FERNANDEZ-VALLE C; BUNGE, R.P.; BUNGE, M.B. Schwann cells degrade myelin and
proliferate in the absence of macrophages: evidence from in vifro studies of Wallerian
degeneration. J. Neurocytol., 24: 667-679, 1995,

FIALLOS-ESTRADA, C.E.; KUMMER, W.; MAYER, B.; BRAVD, R.; ZIMMERMANN, M;
HERDEGEN, T. Long-asting increase of nitric oxide synthase immunoreactivity
NADPH-diaphorase reaction and ¢-JUN co-expression in rat dorsal root ganglion
neurons following sciatic nerve transection. Neurosci. Lett., 150:169-173, 1993.

GOODRUM, J.F.; BOULDIN, TW. The cell biology of myelin degeneration and regeneration
in the peripheral nervous system. J. Neuropathol. Exp. Neurol., 565(9): 943-953, 1996,



Artigo 2 62

GONZALEZ-HERNANDEZ, T.; RUSTIONI, A. Expression of three forms of nitric oxide
synthase in peripheral nerve regeneration. J. Neurosci. Research, 55:198-207, 1998.

KIEFER, R, KIEBSEIER, B.C; STOLL, G.; HARTUNG, H.P. The role of macrophages in

immune-mediated damage to the peripheral nervous system. Progress in
Neurobiclogy, 64:108-127, 2001,

LAINETTI, R.D; PEREIRA, F.C; DA SILVA, CF. Reduced sensory neuron regeneration by
CB7BL/E mice. Braz. J. Med. Biol. Research, 28: 781-785, 1905

LEVY D, ZOCHODNE DW. Local nitric oxide synthase activity in a model of neuropathic pain.
Eur. .. Neurosci., 10:1846-1855, 1998.

LEVY, D, HOKE, A.; ZOCHODNE, D.W. Local expression of inducible nitric oxide synthase
in an animal modei of neuropathic pain. Neurosci. Lett, 260: 207-209, 1899,

LEVY, D.; KUBES, P; ZOCHODNE, DW. Delayed peripheral nerve degeneration,
regeneration, and pain in mice lacking inducible nitric oxide synthase. J. Neuropathol.
Exp. Neurol,, 80(51:411-421, 2001.

LU, X; RICHARDSON, PM.; GERVAIS, F: SKAMENE, E. A deficiency of axonai
regeneration in C57BL/6 mice. Brain Research , 510:144-148, 1990.

LU, X.; SKAMENE, E.; RICHARDSOCN, P.M. Studies of axonal regeneration in C57BL/6 and
A/J mice. Brain Research, 652:174-176, 1994.

OLIVEIRA, A L. R. Apoptosis of sensory neurons and satellite cells after sciatic nerve
transection in C57BL/6J mice. Braz. J. Med. Biol. Research, 34:375-380, 2001,

MULLER, HW, STOLL, G. Nerve injury and regeneration: basic insights and therapeutic
interventions. Curr. Opin. Neurol,, 14:557-562, 1998.

NATHAN, C.F. Secretory products of macrophages. J. Clin. Invest., 79:319-326, 1992.

NAKANO iow axonal regeneration in C57BL/6) mice. Braz. J. Med. Biol. Res., 33:1467-
1475,1995.

OLIVEIRA, ALR LANGONE, F. Non neuronal cells are not the limiting factor for the low
axonal regeneration in C57BL/6J mice. Braz. J. Med. Bicl. Res., 33:1467-1475,2000.

OLIVEIRA, A L. R. Apoptosis of sensory neurons and satelfite cells after sciatic nerve
transection in C57BL/6J mice. Braz. J. Med. Biol. Res., 24:375-380, 2001.



Artigo £ 63

O'MALLEY., J., MATESIC, LE., ZINK, M.C., STRANDBERG, J.D., MOONEY, M.L., DE

MAIO, A, and REEVES, R H. Comparison of acute endotoxin-induced lesions in A/J
and C57BL/6] mice. J Hered., 83(8):525-530, 1988,

STOLL, G.; GRIFFIN, JW,; Li, C.Y.; TRAPP, B.D. Wallerian degeneration in the peripheral
nervous system: participation of both Schwann cells and macrophages in mysiin
degradation. J. Neurocytol, 18: 671-683, 1888

TERENGHI, G. Peripheral nerve regeneration and neurclrophic factors. J. Anat., 194:1-
14,1999,

THIPPESWAMY T, MORRIS R. Nerve growth factor inhibits the expression of nitric oxide

synthase in neurones in dissociated culiures of rat dorsal root ganglia. Neurosei Lett,
230{13::9-12, 1897

VAN DER GOES, A, BROUWER, J,; HOEKSTRA, K,; ROOS, D.; VAN DEN BERG, TK.

DIJKSTRA, C.D. Reactive oxygen species are required for the phagocytasis of myelin
by macrophages. J. Neurcimmuneol,, $2(1-2):67-75, 1998.

VAN DER VEEN, RC.; ROBERTS, L.J. Contrasting roles for nitric oxide and peroxynitrite in
the peroxidation of myelin lipids. J. Neuroimmunotl., 95(1-2):1-7, 1988.

WEBSTER, G.R. Phpspholipase A activities in normal and sectioned rat sciatic nerve. J.
Neurochem., 21:873-876, 1993.

WHITE, F. A; SILOS-SALIAGC, 1.; MOLLIVER, D. C.; NiSHIMURA, M.; PHILLIPS, H.:
BARBACID, M.; SNIDER, W.D. Synchronous onset of NGF and trkA survival
dependence in developing dorsal root ganglia. J.Neurosci., 16:4662-46872, 1096,

WHYTE, A.L.; MILLER, S.C. Strain differences in natural killer celi-mediated immunity among

mice: a possible mechanism for the low natural killer cell activity of A/ mice.
immunobiol., 198(1): 23-38, 1998.



Artigo 2 64

TiTULOS DAS FIGURAS

Figura 1 ~ (A, C, E, G} Imagens pseudocoioridas da marcacio imunoistoquimica para F4/80
(macréfagos, em vermeiho), INOS (em verde) e S100 (oélulas de Schwann, em azul), em
cortes longitudinais de nervos cidticos de camundongos A/J & sacrificades 1(B), 3{Ce D), 5

{E-F} e 7 {G-H) dias apds a seqdo. {A) Um dia apds 3 lesdo, células F4/B0* (vermelha)
podem ser cbservadas por enire as fibras nervosas. Observe também 2 continuidade da
marcagac citoplasmatica das células S100% (em azul). (B) Estdo presentes céiulas
F4/80%/iINOS™, em amarelo/alaranjado. {C-D) 3 dias ap6s a lesio ocome auments no numero
tanto de células FA/B0 (em vermelho) como FA/80HINOS™ (em alaranjado). {C) As céluias

$100% {em azul) exibem o aspecto iipicamente segmentado, caracteristico das células de
Schwann envolvendo oviides de mielina e residuos axonais. {D) Observa-se também células

S100%iNOS™, contudo menos freqiientes que as céiulas F4/80INOS*T e com marcagio
menoes intensa para INOS (em verde, setas). A marcacio com DAPI (em azul) evidencia o

grande numero de niclecs. {(E-F} No 5° dia apts a lesfc ha muitas células F4/80% (em

vermelho) e F4/801/INOS™ (em alaranjado). {E) As células S100* {em azul) apresentam
marcacac mais segmentada que nos tempos anteriores. {F) Observa-se também células

81007 imunomarcadas para iINOS (setas) e os niicleos marcados com DAPI {em azul). (G-H)
Nervo ciatico, 7 dias ap0s a lesSo. Estio presentes células F4/80%iNOS*T (em
alaranjado/amarelado, pontas de seta) e algumas células F4/80% (em vermelho). {G) Células
8100* (em azul) apresentam marcagio segmentada. {H) Algumas células S100* sac

também INOS™ (setas) Barra=50um.
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Figura 2 — {A-C, E, G) Imagens pseudocoloridas da marcacao imuncistoguimica para F4/80
(macréfagos, em vermelho}, INOE {em verde) e 8100 {células de Schwann, em azull, em
cortes longitudinais de nervos cidticos de camundongos C57BL/BJ e sacrificados 1 (B}, 3 {C

e D), 5 {E-F) e 7 {G-H) dias apés a secio. (A} Em nervos controles, raras céiulas F4/80% (em
vermetho) podem ser enconiradas entre as fibras nervosas. No enianio s30 observadas

dentro de vasos, sendo inclusive algumas iNOS* {em alaranjado). As células $100% (em
azul) apreseniam marcacao continua e eslo distribuidas ao longo das fibras nervosas.
Observe os nucleos, svidenciados pelo DAPI (em branco). (B) Coto distal, 1 dia apés a

iesao. A esquerda, em amarelc/alaranjado estdo as células F4/80%iINOS*, comespondendo

a macréfagos expressando INOS. Células S1007 (em azul) apresentam marcacio continua
como no nervo confroie. A direilta, drea parcial da imagem 2 esquerda mosirando somente a
marcacao para INOS comespondente a co-localizacgo com 5100, {(C-D) 3 dias apds a lesdo

ocore aumento no nimeroe tantc de células F4/80% {em vermelho) como F4/80HINGSY (em

alaranjado). Ambas puderam ser localizadas dentro de vasos e por entre as fibras nervosas.

{C} As células S100* (em azul) exibern o aspecto tipicamente segmentado, caracteristico
das células de Schwann envolvendo ovdides de mielina e residuos axonais. (D) Observa-se

também células S100TANOSY, contudo menos fregilentes que as células F4/80%iINOST e
com marcacio menos intensa para INOS {em verde, setas). A marcacic com DAP! {em azul)

evidencia a celularidade. (E-F) No 5° dia apds a lesdo, a2 presenca de células F4/80% (em

vermeiho) e F4/807/INOS™ {em alaranjado) € abundante. {E) As células S100% (em azul)
apresentam marcacac mais segmentada que nos tempos anteriores. {F} Observa-se também

células S100* imunomarcadas para INOS (setas) e o grande nimers de niclecs marcados
com DAPI {em azul). Escala=50um. {G-H} Nervo cidtico, 7 dias apds a lesfo. Estép
presentes muitas céiulas F4/80F/iINOST (em alaranjadofamarelado, pontas de seta) e
algumas células F4/80% (em vermelho). (G} Células S100% {em azul) apresentam marcagac

segmentada. (H) Algumas células S100* sdo também INOS? (setas) Barra=50um.
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Figura 3 - (A) Numero de células F4/80-positivas por mm? (média e desvio padrao
medio). Um dia apds a lesdo houve um aumento significativo no nimero de células
F4/80" do coto distal em relagdo ac grupo controle, na linhagem A/J ( * = p<0,005,
teste de Neuman-Keuis). (B) NGmero de células F4/80 e iNOS-positivas por mm?
(média e desvio padrao meédic) Trés dias apds a lesdo, a linhagem C57BL/6J
apresenta um menor nimerc de células F4/807/iINOS™ no coto distal em relagao
linhagem A/J ( ** = p<0,05, teste de Neuman-Keuis).
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7.

Conclustes Gerais

As lnhagens de camundongos isogénicos C57BL/EJ e A/J apresentam
diferencas significativas em imporlantes evenios que ocorrem durante a
degeneragéo Walleriana em um nervo periférico, apds sua secfo completa e
impedimento da regeneracao;

Na linhagem C57BL/8J, os neurofilamentos fosforilados desaparecem mais
rapidamente do que na linhagem A/J, 1 e 3 dias ap6s a secio do nervo ciatico;

A fragmentacdo da bainha de mielina apresenta aspectos semelhanies em
ambas linhagens;

A linhagem C57BL/GJ apresenta um rnaior nimero de células contendo residuos
de mielina, 3 e 5 dias apds a lesdo, provaveimente correspondendo a células de
Schwann e indicando a remoc¢do mais rapida da miglina durante a DW nesses
animais;

Em ambas linhagens, a atividade de NADPH-diaforase foi observada em células
de vasos sangliinecs e em células semelhantes a macrofagos e a células de
Schwann;

Na linhagem C57BL/6J predomina uma marcagao pela NADPH-diaforase mais
intensa € homogénea em células semelhantes a células de Schwann, no quinic
dia ap6s a lesdo, enquanto gue na linhagem A/J o padrac da marcagac ja evolui
para um aspecto mais granular e disperso;

Durante o periodo analisado para a DW (1 a 7 dias ap6s a les@o do nervo}, em
ambas linhagens de camundongos, 0s macréfagos expressam iNOS de modo
muito mais evidente do que as células de Schwann;

A linhagem C57BL/6J apresenia um retardc no recrutamenio de
mongcitos/macrofagos hematégenos comparada a linhagem A/J;

O namero de macrofagos iNOS-positivos € significativamente menor na linhagem
C57BL/6J do que na A/J, no 3° dia apos a lesao;

As linhagens C57BL/6J e A/J apreseniam padrbes temporais para expressdo de
iNOS diferentes.
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