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RESUMO

CARDOSO, Fellipe. INOSINA PROMOVE A REGENERACAO E RECUPERACAO
FUNCIONAL APOS LESAO POR TRANSECCAO E REPARO DE NERVO
ISQUIATICO COM TUBO POLI ACIDO LATICO. TESE (DOUTORADO EM CIENCIA
- ANATOMIA PATOLOGICA), FACULDADE DE MEDICINA, UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, RIO DE JANEIRO, 2024

Lesbes traumaticas em nervos periféricos resultam em perda parcial ou total
das fungdes motora e sensitiva, causando consequéncias biopsicossociais e
laborais. Apdés a lesdao, uma série de eventos complexos iniciam-se tanto no coto
proximal quanto no coto distal, a fim de possibilitar que os axbnios lesados
regenerem e reinervem os seus Orgaos alvos. Entretanto, a gravidade da lesdo € um
fator limitante para a regeneragéo. Para que ocorra regeneragao apdés uma lesao por
transecgdo, € necessario que seja realizado um reparo no nervo. Em humanos, a
sutura coto a coto ou a neurorrafia é indicada para casos nos quais 0 espago entre
0os segmentos, apods a lesao, foi inferior a um centimetro. Porém, em casos nos
quais esta distancia é de até cinco centimetros ou superior deve-se optar entre o uso
do enxerto autdlogo ou orteses tubulares compostas de materiais biodegradaveis,
sendo esta ultima, uma opgao viavel, pois funcionam como um guia mecanico e
bioquimico, além de diminuirem formacéo de tecido cicatricial. No entanto, ainda
assim nao é suficiente para atingir recuperacao total. Considerando esta questéo,
estratégias que estimulem ou aceleram a regeneragao axonal sdo essenciais para a
regeneragdao do nervo. Dessa forma, o uso da inosina se torna um potencial
tratamento, devido a seus mecanismos de agao e ativagédo de vias que promovem a
regeneragao. Desta forma, o objetivo deste trabalho € avaliar os efeitos da inosina
na regeneragao do nervo isquiatico, apés lesao por transecgédo e tubulizagdo em
camundongos. Para isso, foram utilizados camundongos C57/BL6, fémeas, com
idades de 8-12 semanas, que tiveram seus nervos transeccionados, permitindo um
espaco de 3 cm. Para o reparo do nervo, foi utilizado o tubo de poli-acido latico
(PLA) medindo 5 cm, permitindo a sutura em 1 cm proximal e 1 cm distal. Os
animais foram tratados com solugao salina ou inosina via intraperitoneal 1 h apds a
lesdo e, diariamente, ao longo da primeira semana. Foram realizadas analises
funcionais previamente a lesdo e, semanalmente, ao longo das oito semanas de
sobrevida. Para avaliar a fungao motora, foi utilizado o indice de funcéo do isquiatico

(IF1) e para a fungao sensitiva, o teste da picada do alfinete e analgesimetro. Ao final



da sobrevida, foi realizada a eletroneuromiografia e eutanasia dos animais. Apos
perfusdo, os tecidos foram coletados para analises morfolégicas qualitativas e
quantitativas. O grupo inosina + PLA apresentou uma grande quantidade de fibras
mielinicas, onde a maioria das fibras encontram-se dentro da raz&o-g ideal, além de
apresentar uma maior imunomarcag¢ao para NFH e MBP. As células de Schwann
(CS) dos animais do grupo inosina + PLA apresentaram uma maior marcagao para o
receptor A2A. Além disso, o tratamento com inosina atenuou a atrofia muscular,
garantiu uma maior viabilidade das jungdes neuromusculares e aumentou a
amplitude do potencial de agdo muscular composto (PAMC), laténcia e velocidade
de conducdo do nervo. Por fim, estes resultados levaram a uma recuperacio da
funcdo motora e sensitiva. Com esses resultados € possivel concluir que o
tratamento com inosina torna-se uma alternativa viavel apds o reparo do nervo com
o tubo de PLA.



ABSTRACT

CARDOSO, Fellipe. INOSINE PROMOTES REGENERATION AND FUNCTIONAL
RECOVERY AFTER SCIATIC NERVE TRANSECTION AND REPAIR USING
POLY-LACTIC ACID CONDUIT IN MICE. TESE (DOUTORADO EM CIENCIA -
ANATOMIA PATOLOGICA), FACULDADE DE MEDICINA, UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, RIO DE JANEIRO, 2024

Following traumatic injuries to peripheral nerves, there is a partial or total loss
of motor and sensory functions, leading to significant biopsychosocial and
occupational burdens. After an injury, a series of complex events occur both in the
proximal and distal stumps, to facilitate the regeneration and reinnervation of the
injured axons to their target organs. However, the extent of the injury is a crucial
factor that influences the potential for regeneration. Nerve repair is essential to
promote regeneration after a transection injury. For gaps less than 1cm in humans,
an end-to-end suture or neuroraphy can be performed. However, for gaps up to 5 cm
or superior, one must choose between using autologous grafts or tubular orthosis
composed of biomaterials, being the latter a viable option, serving as a mechanical
and biochemical guide, besides reducing scar tissue formation. However, it may not
be sufficient for achieving complete recovery. Regarding this issue, strategies for
stimulating or accelerating axonal regeneration are essential for nerve regeneration.
Inosine rises as a promise and potential treatment due to its action mechanisms and
activation of pathways that promote regeneration. Therefore, the aim of this work is
to evaluate the effects of inosine in sciatic nerve regeneration, following transection
injury and tubulization in mice. Female mice, aged 8-12 weeks, had their nerves
surgically transected, creating a 3 cm gap. For nerve repair, a 5 cm poly-lactic acid
(PLA) tube was used, allowing for 1 cm proximal and 1 cm distal suturing. The
animals received saline and inosine intraperitonially 1 hour after injury, and then daily
for the first week. Functional analyses were performed weekly for up to 8 weeks. We
analyzed motor function using the sciatic functional index (SFI) and the sensory
function using the pinprick and analgesimeter. At the end of the survival, we
conducted electroneuromyography and the animals were euthanized. After perfusion,
the tissues were harvested for further quantitative and qualitative morphological
analysis. Following the injury, the inosine + PLA group exhibited a significant
increase in the number of myelinated fibers, with a large amount of these fibers

within the optimal g-ratio range, in addition showed increased immunostaining for



NFH and MBP, as well greater staining for the A2A receptor in the Schwann cells
(CS). Moreover, the inosine treatment reduced muscular atrophy, improved the
viability of neuromuscular junctions, and enhanced the amplitude of compound
muscle action potential (CMAP), latency, and nerve conduction velocity. Ultimately,
these findings resulted in the restoration of motor and sensory function, leading to the
conclusion that inosine treatment is a promising option following nerve repair with a
PLA conduit.
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NFH — do inglés “Neurofilament high chain”

NGF — do inglés “Nerve growth factor”

NGS - do inglés “Normal Goat Serum”

NMN — do inglés “Nicotinamide mononucleotide”

NMNAT 2 - do inglés “Nicotinamide mononucleotide adenylyl transferase”
NO — Oxido nitrico

NOGO - do inglés “Neurite outgrowth inhibitor”

Notch 1 — do inglés “Neurogenic locus notch homolog protein 1”
NRG1 — do inglés “Neuregulin 1”7

NRG1-lll — do inglés “Neuregulin 1- type III”

NT3 — do inglés “Neurotrophin 3”

Oct 6 (POU3F1) — do inglés “POU domain, class 3 transcription factor 1”
PO — do inglés “Myelin protein zero”

P1R — Receptor de purina 1 ou receptor de adenosina 1

p75NTR — do inglés “Nerve growth factor receptor”

PAMC - Potencial de A¢ao Muscular Composto

PBS - do inglés “Phosphate-Buffered Saline”

PFA - Paraformaldeido



PKA - do inglés “CAMP-dependent protein kinase”
PL - do inglés “Print Length”

PLA — do inglés “Poly(lactic) acid”

PMP22 — do inglés “Peripheral myelin protein 22”
RAG’s — do inglés “Regeneration associated genes”

ROS — do inglés “Reactive oxygen species”

SARM1 — do inglés “Sterile alpha and TIR motif containing 1”

SGC 10 —do inglés “Stathmin 2”

SN — Sistema nervoso

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

Sox 10 — do inglés “Sex determining region Y-box transcription factor 10”
Sox 2 — do inglés “Sex determining region Y-box transcription factor 2”
Tau — do inglés “Tubulin-associated unit”

TGFB — do inglés “Tumor growth factor beta”

TNFa - do inglés “Tumor necrosis factor alpha”

TrKA — do inglés “Tyrosine kinase receptor A”

TrKB - do inglés “Tyrosine kinase receptor B”

UPS — do inglés “Ubiquitin-proteassome system”

VCN - Velocidade de condugao do nervo

VEGF — do inglés “Vascular endothelial growth factor”
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1. INTRODUGAO
1.1 O Sistema Nervoso — uma visao geral

O sistema nervoso (SN) € um sistema complexo e organizado, subdividido em
sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico (SNP) (Figura 1). O SNC
€ responsavel por receber e processar estimulos provenientes do meio externo e/ou
interno a fim de gerar respostas motoras. E composto pelo encéfalo, que é
subdividido em cérebro, cerebelo e tronco encefalico - mesencéfalo, ponte e bulbo -
e pela medula espinal. Por serem estruturas nobres, estdo acomodados e protegidos
por arcabougos 6sseos. O encéfalo, pelo cranio e a medula espinal pela coluna
vertebral, formada pelas vértebras cervicais (C1 a C7), toracicas (T1 a T12),
lombares (L1 a L5) e sacrais (S1 a S5). Ademais, sado envoltas pelas meninges —
pia-mater, aracnoide e dura-mater — o que confere a essas estruturas protecao
contra choques e traumas (KANDEL et al., 2014; MARTINEZ, ALLODI E UZIEL,
2014). Ja o SNP é o responsavel por transmitir informagdes eferentes (comando
gerado no SNC para os musculos esqueléticos) e aferentes (dos receptores
sensitivos localizados em todo o corpo para o SNC). E composto pelos nervos
periféricos, terminagdes nervosas e por neurdnios especializados, presentes nos
ganglios. (KANDEL et al., 2014; MARTINEZ, ALLODI E UZIEL, 2014).

cofalo

Tronco

- e
. oncetahco

Bubo

Figura 1: Divisdo anatémica do SN. A) representagdo do SNC e suas divisées evidenciadas; B)
representacdo do SNP (em amarelo) e também SNC (em lilds. A Retirado de KANDEL, 2014; B

retirado e adaptado de https://open.oregonstate.education/aandp/chapter.
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O SN, devido a sua importancia, esta presente ao longo de todo o corpo,
sendo constituido por neurbénios e células da glia (Figura 2). O neurdnio, célula
quimicamente e eletricamente excitavel, € responsavel por receber e transmitir os
estimulos intrinsecos e extrinsecos ao longo de todo o corpo. Os neurbnios s&o
constituidos por 3 partes bem definidas: 1) Corpo celular; 2) dendritos; 3) axénios;
(KANDEL et al., 2014; MARTINEZ, CORREA E ALLODI, 2014). O corpo celular é o
centro metabdlico e tréfico do neurdnio, e no seu citosol, podemos encontrar suas
principais organelas: nucleo, reticulos endoplasmatico rugoso e liso, complexo de
Golgi e mitocéndrias. Do corpo celular se originam duas estruturas: os dendritos e os
axoénios. Os dendritos, conhecidos pelo seu formato semelhante a uma arvore, sao
responsaveis por receber impulsos provenientes de outros neurbnios e podem
formar sinapses com dendritos ou axdnios de outros neurdnios (KANDEL et al.,
2014; MARTINEZ, CORREA E ALLODI, 2014). Ja o ax0nio, estrutura unica
originada a partir do cone de implantagcédo no neurdnio, podendo se estender a
depender da espécie por 1 metro, € o segmento responsavel pela transmissdo do
potencial de agdo a uma velocidade de até 100 m/s. Além disso, também é
responsavel pelo transporte de organelas, neurotransmissores, proteinas do
citoesqueleto, entre outras (KANDEL et al., 2014; MARTINEZ, CORREA E ALLODI,
2014). Axbnios que se originam e se distanciam de um neurdnio em particular e
transmitem o impulso nervoso e formam sinapses com musculos, glandulas ou
orgaos, sao chamados de eferentes. Ja aqueles que transmitem os impulsos
provenientes de musculos, glandulas ou de érgéos formam sinapses com um
neurénio, sdo chamados de aferentes (MARTINEZ, CORREA E ALLODI, 2014).
Préximo de sua regiao terminal, o axénio se ramifica e forma regides especializadas
pela transmissdo do sinal, conhecida como sinapses. As sinapses ocorrem entre
neurdnios, dendritos, axénios € musculos. A sinapse entre neurbnio e musculo, &
conhecida como “placa motora” ou jungdo neuromuscular (MARTINEZ, CORREA E
ALLODI, 2014; LIU E CHAKKALAKAL, 2018).

Além dos neurénios, as células da glia, anteriormente descritas apenas como
células de suporte e mielinizagdo, também compdem o SN. Atualmente sabemos
que elas exercem papéis muito mais importantes para a fungdo adequada dos
neurdnios, entre elas, nutricdo, regulacao da concentragcdo extracelular de ions e

neurotransmissores (proteg¢ao), sustentagdo e participagdo na formagéo da barreira
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hematoencefalica. A glia do SNP é constituida pela glia entérica (sistema nervoso
entérico), células satélites (presentes nos ganglios da raiz dorsal) e células de
Schwann (CS) (Figura 2) (MARTINEZ, CORREA E ALLODI, 2014).

|

}

Dendritos

Corpo celular
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.....................
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Figura 2: Representagao das células presentes no SN. Podemos ver no canto superior esquerdo,
o corpo celular do neurdnio e seus dendritos. Ao longo de toda imagem, podemos ver o axdnio e sua
ampla extensao. E por fim, no canto inferior direito, temos a regido do axénio terminal, responsavel
pela formagao das sinapses. Note, que na area destacada, podemos ver o axdnio e a mielina formada
pela CS, glia presente na por¢gao axonal do SNP. Esquema retirado de BABETTO E BEIROWSKI,
2022.

1.2 O nervo periférico e suas estruturas

O nervo periférico, principal componente do SNP, é o responsavel por
conduzir impulsos nervosos entre o0 SNC e os musculos. E composto por feixes de
fibras, prolongamentos axonais do corpo celular dos neurdnios, que ficam
localizados no corno anterior ou no corno lateral da medula espinal (neurbnios
motores) ou no ganglio da raiz dorsal (neurdnios sensitivos). Essas fibras séo
divididas em fibras mielinicas e amielinicas. (Figura 3) (KIDD, OHNO E TRAPP,
2013).
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Figura 3: Eletromicrografia de um nervo. Corte ultrafino transversal de um nervo isquiatico. Note a
relagéo intima entre a CS e um Unico axénio (N1) e uma unica CS envolvendo multiplos axdnios (N2).
A — axobnio; BL — lamina basal; M — mielina; C — fibras de colageno. Retirado de KIDD, OHNO E
TRAPP 2013.

As CS se originam de células provenientes da crista neural, que estdo em
migrag&o para o nervo durante o desenvolvimento. Em roedores, destacando nesse
paragrafo os camundongos, nos dias embrionarios 12/13 (E12/13), as células
provenientes da crista neural ddo origem aos precursores das CS (CSp), através da
ativagcao de alguns fatores de transcricao como Sox 10 e notch (FLEDRICH et al.,
2019). Nessa fase, as CSp ainda estdo em migracdo e seus prolongamentos
achatados e sem Iamina basal se associam a diversos axénios compactados, pela
auséncia de matriz extracelular. Esta associagcao ocorre através da interagao entre a
NRG1 (do inglés neuregulin 1), presente na membrana axoplasmatica do axénio e
os receptores ErbB 2/3 (do inglés erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
(avian)), presentes nas CS (NAVE E SALZER, 2006; JESSEN, MIRSKY E LLOYD,
2015). Esta ligagcdo, desencadeia mecanismos cruciais para as subsequentes
linhagens de CS e seu destino. Além disso, as CSp suportam o crescimento dos
axbnios através da expressdo de fatores de crescimento como NGF (do inglés,
nerve growth factor), BDNF (do inglés brain derived neurotrophic factor), GDNF (do

inglés glial cell line-derived neurotrophic factor) e NT3 (do inglés neurotrophin 3)
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(KIDD, OHNO E TRAPP, 2013). Em torno dos dias embrionarios 15/16 (E 15/16),
observa-se a presenca de espago extracelular contendo fibras de colageno,
fibroblastos e vasos sanguineos. Este periodo marca a diferenciagéo para o fenoétipo
de CS imatura (CSi), ja se observado presenca de Iamina basal (JESSEN, MIRSKY
E LLOYD, 2015; FLEDRICH et al., 2019). Nesta fase, através da ligagdo da NRG1
do tipo Il aos receptores ErbB2/3, define-se o destino das CSi (NAVE E SALZER,
2006). Axbnios que apresentam em sua membrana axoplasmatica grande
quantidades de NRG1 (apresentando diametro maior que 1um), sdo separados em
um contato 1:1 com as CSi através de um processo conhecido como “radial sorting”
(NAVE E SALZER, 2006). Este processo da a CS origem ao fenétipo CS pro
mielinica (CSpm), levando a super expressao de fatores de transcri¢gao cruciais para
mielinizacdo, como Krox 20, Sox 10 e Oct 6, e consequente aumento na expressao
de proteinas de mielina como MBP, PO e PMP22 s (KIDD, OHNO E TRAPP, 2013;
FLEDRICH et al., 2019). A partir desse momento, até o nascimento, a CSpm dara
origem a CS mielinica. Além disso, a espessura da mielina sera definida pela
quantidade de NRG1-tipo Ill presente na membrana axonal (NAVE E SALZER,
2006), e através da via NRG1-IlII/ErbB, ocorre o controle da biossintese de colesterol
nas CS (QUINTES et al., 2010). Este processo, da origem as fibras mielinicas (KIDD,
OHNO E TRAPP, 2013). Em contrapartida, axdénios que apresentam pequena
quantidade de NRG1 do tipo lll, (apresentando didmetro menor que 1 ym), n&o séao
separados em um contato 1:1 com as CS. Neste caso, uma populagdo destes
axdénios sao envolvidas por uma unica CS, conhecida como CS de Remak, e formam
os feixes de Remak (NAVE E SALZER, 2006). Este processo, da origem as fibras
amielinicas. A linhagem da CS até os fenoétipos mielinicos e de Remak, estdo

representadas na figura 4.
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Figura 4: Diferenciagao da CS entre fenétipo mielinico e Remak. Representacdo esquematica das
linhagens das SC. Note que a definigao da mielinizagdo ou ndo dos axbnios pelas CS sera de acordo
com a ligagdo NRG-tipo IlIlI/ErbB2/ErbB3 e com a quantidade presente de NRG-tipo Il na superficie
axonal. GRD - ganglio da raiz dorsal. Retirado e adaptado de NAVE E SALZER, 2006.

A bainha de mielina, no SNP, é formada pela justaposicdo de camadas
lipoproteicas, formadas pelas CS e envolvem o axénio de forma ndo continua, ou
seja, uma regidao axonal é coberta por ela, enquanto outra fica desnuda, com
exposi¢ao do axolema. Esta area desnuda é rica em canais de sodio dependentes
de voltagem e € denominada nodo de Ranvier. Ja a regido delimitada por dois nodos
de Ranvier consecutivos (area recoberta pela mielina) é chamada de internodo.
Além disso, podemos observar que as lamelas de mielina de cada internodo
terminam consecutivamente no internodo, onde existe contato entre a membrana
interna da CS e do axolema subjacente. Esta regido € conhecida como paranodo.
Esta organizacdo permite que impulso nervoso chegue rapidamente até a
célula-alvo, pois ndo se propaga continuamente pela membrana do axénio, mas sim
“salta” diretamente de um nodo de Ranvier para o outro (KANDEL et al., 2014;
MARTINEZ, ALLODI E UZIEL, 2014). A respeito da regidao do internodo é importante
ressaltar que sua maior parte € formada por mielina compacta, com a estrutura
lamelar classica, linha intraperidédica e linha densa principal (Figura 5, A). Porém
algumas regides apresentam mielina ndo compactada, formada pela membrana
adaxonal das CS que se opde a superficie do axdnio e pela membrana abaxonal da
CS, que é a membrana da CS voltada para o microambiente endoneural
extracelular. A esta regido é dado o nome de incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL),

regido esta de suma importancia, por ser a area onde axdnio e CS realizam trocas
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de substratos vitais para a sobrevivéncia de ambos (Figura 5, B - seta vermelha)
(KIDD, OHNO E TRAPP, 2013).

Figura 5: Eletromicrografia de uma fibra nervosa mielinica. A) No corte longitudinal, podemos
observar o axdnio (Ax), envolto pelas camadas da bainha de mielina (M), formada pelo citoplasma
das células de Schwann (CS), e no nodo de Ranvier auséncia da mesma, resultando na exposig¢édo do
axolema (Al), além da regido paranodal (PN). Note também os elementos de citoesqueleto,
neurofilamentos (Nf) e microtdbulos (Mt), além de um perfil mitocondrial (Mit). B) Corte longitudinal de
uma fibra mielinica evidenciando no internodo, a regido da ISL (seta vermelha)

Além do conjunto de fibras mielinicas e amielinicas, o nervo é formado por
trés tipos de tecido conjuntivo ricos em colageno, disposto em camadas, orientadas
longitudinalmente e paralelas ao tronco do nervo, conferindo elasticidade e portanto
resisténcia a tragdo e estiramentos ocorridos durante o movimento dos membros,
impedindo rompimento de suas estruturas. Ainda, apresentam complacéncia, o que
permite em aumento de pressdo, ndo oclusdo do aporte sanguineo local
(ZOCHODNE, 2008). Estes tecidos conjuntivos do nervo sdo denominados de
epineuro, perineuro e endoneuro (Figura 6). A camada mais externa é o epineuro.
De espessura bem variavel, é constituido por tecido conjuntivo denso nao-modelado,
composto predominantemente por fibras de colageno tipo |, que reveste e preenche
0s espacos entre os feixes das fibras nervosas. Contém também fibras elasticas,
fibroblastos, macrofagos residentes, entre outros. Possui propriedades elasticas,
conferindo resisténcia a tragdo, além de apresentar um rico aporte vascular,
apresentando um fluxo sanguineo duas a trés vezes maior que o das camadas mais
internas (ZOCHODNE, 2008). O perineuro é a camada intermediaria que envolve
cada fasciculo. E composto por células achatadas, chamadas células perineurais,
que sdo unidas por juncgdes oclusivas (zona oclusiva) e por jungdes do tipo gap
(zona aderente) formando camadas separadas por colagenos do tipo IV. Esta
conformagao constitui uma barreira a passagem de macromoléculas: a barreira

hemato-nervosa. Essa barreira forma uma espécie de capsula protetora ao redor de
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cada fasciculo nervoso, impedindo o acesso de eventuais substancias toxicas a sua
estrutura intima. E considerado o maior sitio de permeabilidade seletiva do nervo
periférico, preservando o microambiente endoneural e atuando como um mecanismo
de defesa contra agentes agressivos (ZOCHODNE, 2008). A camada mais interna e
mais importante de tecido conjuntivo € o endoneuro, responsavel por envolver cada
axdénio e suas CS associadas. E constituido por fibrilas de colageno do tipo I,
fibroblastos, macréfagos, entre outros. Seus capilares derivam de vasos
provenientes dos nervos, revestidos por células endoteliais continuas e unidas por

jungdes de ocluséo, fazendo parte da barreira hemato-nervosa (ZOCHODNE, 2008).

epineurium

perineurium / _APE,

Figura 6: Estruturas do nervo periférico. Representacdo esquematica de um nervo e seus
envoltérios de tecido conjuntivo. As setas apontam para cada componente, sendo eles epineuro
(epineurium), perineuro (perineurium) e endoneuro (endoneurium). Note a presenga de vasos
sanguineos no epineuro, proveniente de vasos sanguineos periféricos. Retirado de ZOCHODNE,
2008

1.3 Lesoes traumaticas do Sistema Nervoso Periférico

Lesbes em nervos periféricos sdo muito comuns e variam de acordo com o
grau e severidade. Devido as suas caracteristicas elasticas, os nervos apresentam
resisténcia a estiramentos. Porém, apesar de complacentes, sdo menos tolerantes
as compressdes (MANKAVI, IBRAHIM E WANG, 2023). Por serem estruturas
desprovidas de protecdo Ossea, estdo mais suscetiveis a traumas, sendo estes a
forma mais comum de lesdes aos nervos periféricos. Comumente, as situagdes de

trauma ocorrem apds acidentes automobilisticos (sendo a causa mais comum
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acidentes de motos), cortes profundos com objetos perfurocortantes, por projéteis de
armas de fogo ou apés o parto em recém natos. As lesdes de nervos periféricos
podem ser classificadas como neuropraxia, axonotmese e neurotmese, como
proposta por Seddon em 1975, ou por uma classificagdo numérica mais ampla (I-V),
como descrita por Sunderland (1951). Dessa forma, podemos classificar as lesdes
em cinco graus de acordo com a estrutura acometida. Sao eles: neuropraxia (grau 1),

axonotmese (grau Il) e neurotmese (graus lll, IV e V) (Figura 7).

Na neuropraxia (grau l) ocorre uma perda de fungdo temporaria com
preservacido da continuidade do axénio, causada por uma interrupcido do transporte
retrogrado e anterdgrado axonal, ocasionada principalmente por estresse mecanico
como compressdes sustentadas, porém também podem ser causadas por calor, frio
ou choques elétricos e € comumente associada a algum grau de isquemia. Em
alguns casos mais severos, podem ocorrer anormalidades mielinicas locais ou até

mesmo desmielinizacdo segmentar (DEUMENS et al., 2010).

Na axonotmese (grau Il) ocorre um dano adicional ao axdnio e sua bainha de
mielina, porém sem comprometer a integridade dos tecidos conjuntivos (endoneuro,
perineuro e epineuro) estruturais. Esta lesdo ocorre apés uma compressao ou
pingamento do nervo, por alguma estrutura 6ssea ou muscular, e cursa com a
desintegracdo axonal e mielinica, eventos esses observados na degeneragao
Walleriana. Por preservar o tecido conjuntivo estrutural, a regeneracdo ocorre de
forma espontanea, ndo sendo necessaria nenhuma intervengéo para tal (DEUMENS
et al., 2010). Porém, o grau de regeneracédo podera ser limitado ao considerar os
seguintes fatos: 1) Local do alvo a lesdo (tempo para atingir alvo x declinio de
potencial regenerativo neuronal/potencial de reparo CS) (JESSEN E MIRSKY, 2019);
2) Comprimento do membro (junto com o tépico 1, ira definir o tempo necessario

para se atingir o alvo).

Na neurotmese (graus lll, IV e V), temos um comprometimento axonal e dos
tecidos conjuntivos. No grau lll, ocorre além do comprometimento axonal, uma
ruptura do endoneuro. Podem ocorrer apds um estiramento leve do nervo e a
regeneragao/recuperagdao pode ser completa ou nédo. Isto dependera do grau de
fibrose intrafascicular, o que em certo ponto, “mimetizaria” o endoneuro lesado. No
grau IV, além do comprometimento axonal e do endoneuro, ocorre uma ruptura

também do perineuro. Podem ocorrer apds um estiramento moderado do nervo e em
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sua maioria, torna-se necessario a intervengao cirurgica para corre¢ao, poréem ha
casos em que a regeneragao/recuperagao pode ocorrer de forma espontanea. Esse
tipo de lesao também pode evoluir com a formagao de neuromas, o que dificultaria
e/ou impossibilitaria a regeneragao, levando a um comprometimento funcional
permanente. No grau V, ocorre um comprometimento axonal e de todos os tecidos
conjuntivos, tornando esse tipo 0 mais grave e com a necessidade de corregcao
cirurgica para atingir algum grau de regeneracao/recuperagao funcional. Ocorre
apos um estiramento severo ou mais comumente cortes profundos com materiais

perfuro cortantes ou projéteis de armas de fogo (DEUMENS et al., 2010).

Neuropraxia
Sunderland grau 1

Axonotmese
Sunderland grau 2

Neurotmese |
Sunderland grau 3

Neurotmese |l
Sunderland grau 4

........ Neurotmese IlI
Sunderland grau 5

Figura 7: Os tipos de lesdes classificadas por graus. Representacdo esquematica dos tipos de
lesGes, considerando a classificagdo proposta por Sunderland (graus | a V) e Seddon (neuropraxia,
axonotmese e neurotmese). Note que a seta em vermelho, no grau | (neuropraxia) representa um
bloqueio transitério no transporte axonal. Adaptado de DEUMENS et al., 2010
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1.4 Degeneragao Walleriana

A degeneragcdo Walleriana é uma resposta axonal estruturada e complexa,
que ocorre no coto distal do axdnio desconectado do seu corpo celular. Esta
resposta, considerada como protetora (CHANG et al., 2016), tem a finalidade de
criar um microambiente favoravel ao crescimento axonal, para os eventos
regenerativos subsequentes (CHEN, YU E STRICKLAND, 2007; ALLODI, UDINA E
NAVARRO, 2012; GEDEN E DESHMUKH, 2016; CANTY et al., 2020). Em nervos
periféricos, estas respostas ocorrem sobretudo apos lesbes traumaticas, seja por
compressado ou transecgdo, mas também em doengas neurodegenerativas, como
por exemplo Guillian Barré e Charcot-Marie Tooth (WANG, MEDRESS E BARRES,
2012; MIETTO, MOSTACADA E MARTINEZ, 2015; CHANG et al., 2016; WONG,
BABETTO E BEIROWSKI, 2017). A primeira observagéao foi realizada por Augustus
Waller (1850), que descreveu em seu trabalho as alteragbes que ocorriam nos
axbénios apo6s uma lesdo. Desde entdo esses eventos e respostas moleculares sao
amplamente estudados, com objetivo de ampliar o conceito e desenvolver possiveis
estratégias de tratamento.

Neste topico serdo abordados os eventos degenerativos que ocorrem apos a

lesao por transeccéo do nervo periférico.

1.4.1 As fases da Degeneragao Walleriana - do trauma ao colapso axonal

Apés transecgao do nervo periférico, o axénio é dividido em 2 segmentos com
caracteristicas morfolégicas e moleculares distintas, sendo eles: 1- proximal, ligado
ao corpo celular, o qual representa os processos regenerativos;, 2 — distal,
desconectado do corpo celular, o qual representa os processos degenerativos e
posteriormente recebe o axénio em regeneracdo (GIROUARD et al., 2018; CANTY
et al., 2020). E importante frisar que estes eventos ocorrem de forma simultanea,
porém é conhecido que o0 sucesso da degeneragao no segmento distal do axdnio,
influencia diretamente a habilidade do segmento proximal do axénio de regenerar
(KERSCHENSTEINER et al., 2005; GIROUARD et al., 2018).

Logo apos o trauma, inicia-se imediatamente no axénio distal os eventos
correspondentes a degeneragao Walleriana. Este evento € compreendido por 3
fases morfologicamente distintas, sendo elas:1) Fase inicial — degeneracdo axonal
aguda; 2) Fase latente do axénio distal ou iniciadora; 3) Fase executora (WANG,
MEDRESS E BARRES, 2012).
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A primeira fase da degeneragdo Walleriana, conhecida como degeneragéo
axonal aguda (DAA), representa uma rapida e bem estruturada fragmentagéo de
axbnios, que se estende entre 100 a ~400 ym do local da lesdo. Esta fase em
particular, afeta tanto o segmento distal, quanto o proximal e tem duragdo em torno
de 5 a 60 minutos imediatamente apds a lesdo (KERSCHENSTEINER et al., 2005;
KNOFERLE et al., 2010; WANG, MEDRESS E BARRES, 2012). Esta fase é
caracterizada pela rapida fragmentagao axonal e pela formacao de bulbos distréficos
nos terminais de cada coto, em decorréncia do acumulo de organelas
axoplasmaticas, devido a interrupcdo dos transportes anterogrado e retrogrado
(WANG, MEDRESS E BARRES, 2012).

O principal mecanismo responsavel pelo inicio da DAA é o influxo de ions
Ca* tanto através da quebra do axolema no local da lesdo, quanto pelos seus
respectivos canais, levando a ativagdo das calpainas, proteases sensiveis ao Ca*
(KNOFERLE et al., 2010; WANG, MEDRESS E BARRES, 2012). Este mecanismo é
o principal responsavel pela quebra inicial dos componentes do citoesqueleto
axonal, como neurofilamentos e componentes associados ao microtubulo, como a
espectrina e tubulina (BEIROWSKI et al.,, 2010; WANG, MEDRESS E BARRES,
2012). Algumas consideragdes podem ser feitas a respeito da importancia da DAA.
No coto proximal, apds a protedlise de neurofilamentos e microtubulos, mediados
pela ativacdo das calpainas, ocorre a remodelacdo do citoesqueleto. Este
mecanismo favorece a formacdo dos cones de crescimento e a consequente
extensdo de novos neuritos (WANG, MEDRESS E BARRES, 2012; GIROUARD et
al., 2018).

100 a 400 pm O 100 a 400 ym
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Figura 8: Eventos da DAA.Transeccdo do nervo e divisao do axénio em proximal e distal. Apos a
exposi¢do do axolema, temos o influxo de ions de Ca* tanto pela exposigdo da membrana ao meio
extracelular, quanto pelos canais de Ca*2. Apos o aumento dos ions de Ca*? no meio intracelular,
temos a ativagdo das calpainas e a consequente degradagdo dos neurofilamentos (linha preta
pontilhada) e a despolimerizagdo dos microtubulos, pela protedlise das proteinas Tau e MAP-1, ao
longo de 100 até 400 um tanto no axénio proximal como no distal. Adaptado de WANG, MEDRESS E
BARRES, 2012

ApoOs os eventos iniciais ocorridos na DAA, o axbnio distal se encontra em
uma fase de laténcia, conservando propriedades morfologicas intactas, além de sua
capacidade de conduzir potencial de acao até 48 horas depois da lesdo, até que
ocorra uma faléncia progressiva na transmissdao neuromuscular (MOLDOVAN,
ALVAREZ E KRARUP, 2009; WANG, MEDRESS E BARRES, 2012). Porém, similar
a DAA, a elevacao dos niveis de Ca* e a subsequente ativagdo das calpainas
também estdo relacionados aos eventos que serdo abordados nessa fase da
degeneragdo Walleriana. Contudo, diferente da DAA, nesta fase o aumento nos
niveis de ions de Ca*? ocorre ao longo de todo o axdénio distal. Porém, os terminais
transeccionados da membrana axonal ao nivel da lesdo sé&o rapidamente selados
por um mecanismo de fus&o de vesiculas, mediado por Ca** (WANG, MEDRESS E
BARRES, 2012). Logo, este influxo inicial ndo é suficiente para deflagrar uma
resposta degenerativa abrupta ao longo de todo coto distal, demonstrando portanto
que outro mecanismo emerge como responsavel por essa elevagéo substancial nos
niveis de Ca*.

Apds o trauma e a consequente desconexao com o corpo celular, entre 12 e
24 horas o axbnio distal sofre diversas consequéncias da auséncia do transporte
anterogrado. Uma dessas consequéncias € a auséncia do fluxo continuo da NMNAT
2, uma enzima produzida no corpo celular, transportada ao longo de todo o axénio e
responsavel por catalisar a sintese da NAD*, coenzima capaz de produzir ATP em
diversas fases do metabolismo energético, através do mecanismo de “Redox” —
captura de ions H* e consequente conversédo de NAD* para NADPH - (GILLEY E
COLEMAN, 2010; CONFORTI, GILLEY E COLEMAN, 2014; GERDTS et al., 2016;
ALEXANDRIS E KOLIATSOS, 2023). A manutengao dos niveis de NAD* axonal é
fundamental para sua sobrevivéncia e integridade, visto que este regula os niveis de
Ca* no axoplasma, através do armazenamento destes no reticulo endoplasmatico e
mitrocondria (WANG, MEDRESS E BARRES, 2012), além de manter a atividade do
canais de Ca* e dos trocadores Ca*?- ATPases e Na*/Ca*? (YANG et al., 2015). Com
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a interrupcdo do fluxo axoplasmatico apds a lesdo, trés grandes problemas se
apresentam para a progressao da Degeneragdo Walleriana: 1) Reducao nos niveis
de NMNAT 2 decorrente da auséncia de “reabastecimento” proveniente do corpo
celular, problema este que é agravado pela sua baixa meia vida (WANG, MEDRESS
E BARRES, 2012); 2) Aumento substancial nos niveis de NMN no axoplasma,
devido ao acumulo levando a este se ligar a SARM 1, NADase responsavel pela
hidrélise de NAD', ocasionando em sua ativagdo e interrompendo diversos
mecanismos dependentes de energia via NAD (LORETO et al., 2023; CZECH et al.,
2023). Além disso, a SARM 1 ocasiona a ativacdo de uma série de MAPKs, sendo a
via DLK/JNK envolvida nesse processo. Esta ativacdo potencializa a redugao nos
niveis energéticos, levando a progressao da degeneragao (MILLER et al., 2009); 3)
Deplecao energética, causada pelos baixos niveis de NAD®, ocasionando em
disfungdo e alteragdo na permeabilidade das mitocondrias, que em conjunto com o
reticulo axoplasmatico, acarreta na liberagdo de Ca* no axoplasma (VILLEGAS et
al., 2014). Além disso, ha uma desregulagdo dos trocadores de Na*-Ca*?, além da
degradacao da subunidade 1.2 a dos canais de Na* pela atividade das calpainas.
Dessa forma, estas alteragbes provocam o um influxo dos ions Ca*™ para o
axoplasma (MA, 2013) (Figura 9).



34

A B

Canal de Ca+2/ Canal de Ca+2/ =@
Trocador Na-Ca @

Trocador Na-Ca @ @

(OOA000 . 1

Axoplasma

Axolema

J Espectrina

<

e D

} Calpaina

Reticulo - ST B 3 5
axoplasmatico —3 "—’ s : ‘Asrg "Z:- Reticulo
3 NMN’;‘I}_’ \rg s axoplasmatico

_2)ick = 3 5
Proteassoma
Proteassoma
63 ¢—3 &= @
» . . . @__’ = j .,-, o ..---

Mitocéndria

Mitocondria
== == = Microtubulp = = =»

Figura 9: Eventos da fase iniciadora da degeneragao Walleriana. A) Microambiente axonal integro
devido a homeostase pela manutencdo dos niveis de NMNAT 2 através do transporte axonal
anterogrado, garantindo assim um nivel sustentado de NAD* e mantendo os niveis baixos de Ca*? no
axoplasma, decorrente da reserva desses ions no reticulo endoplasmatico e mitocondrias, além do
funcionamento normal do trocador de Na*-Ca*2. B) Perda do suporte de NMNAT 2 resultando na
redugdo gradual do seu nivel, devido a sua degradacao pelas proteassomas e a auséncia de
“reposicao” pelo transporte axonal anterégrado. Dessa forma, ocorre uma redugao significativa nos
niveis de NAD*, acarretando na disfungdo dos trocadores Na*-Ca*?, além da liberacéo de ions de Ca*?
presentes nas mitocondrias e reticulo endoplasmatico, levando a subsequente ativacdo das
calpainas. Adaptado de WANG, MEDRESS E BARRES, 2012

Este déficit energético retratado anteriormente cria no microambiente axonal
um problema, pois o0os neurbnios s&o particularmente vulneraveis a déficits
energéticos, pois: 1) Necessitam de uma alta demanda de ATP (4.7 x 10° moléculas
de ATP/segundo no repouso); 2) Nao possuem um estoque energético; 3) Se
estendem por longas distancias, sendo as por¢cdes mais distais do axbénio, muito
distante do corpo celular (BABETTO E BEIROWSKI, 2022). Tendo essa
problematica da faléncia da bioenergética axonal como destaque, entre 24 e 48
horas apds a lesdao temos o inicio da terceira e ultima fase da degeneragao
Walleriana (WANG, MEDRESS E BARRES, 2012). Esta fase é caracterizada por um
abrupto e assincrono colapso axonal, dado ao aumento dos niveis de ions Ca*
livres no axoplasma, acarretando a ativagdo das calpainas (WANG, MEDRESS E
BARRES, 2012; MA, 2013) e consequente protedlise de neurofilamentos de cadeia
leve, média e pesada. Porém, as calpainas também participam da despolimerizacao
e consequente desmontagem dos microtubulos, através da protedlise das proteinas
de estabilizacdo dos microtubulos TAU e MAP-1 (MA, 2013). Contudo, a
fragmentacao destes microtubulos despolimerizados, ocorre através do mecanismo

conhecido como sistema ubiquitina-proteassoma (do inglés, ubiquitin proteassome
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system - UPS). O funcionamento da UPS decorrera da ligagdo de uma ubiquitina (E3
ou E4 ligase) a esses fragmentos de microtubulo, com posterior direcionamento a
uma proteassoma, levando a sua consequente degradacgao (Figura 10) (EHLERS,
2004). Todos os mecanismos aqui apresentados foram estudados a partir da
descoberta de um animal mutante, onde os axénios lesados permaneciam intactos
por até 14 dias. Este animal foi denominado como Ola mouse ou WIds mouse (do
inglés Wallerian like degeneration slow) (LUNN et al., 1989; PERRY et al., 1990).
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Figura 10: Resumo dos eventos degenerativos. Esquema representando os eventos cruciais
desencadeados apds a lesdo, partindo da fase iniciadora da degeneragdo Walleriana e tendo até
atingir seu desfecho na fase executora, o colapso axonal. Adaptado de GERDTS et al., 2016

1.4.2 Célula de Schwann de Reparo - da reprogramagao génica as bandas de
Bungner

Em concomitancia aos eventos degenerativos no axénio distal, uma mudancga
crucial ocorre nas CS. Devido a sua intima relagdo metabdlica e trofica com os
axbnios, as CS s&o capazes de detectar, no nivel da lesdo e em regides mais
distantes, tanto as perturbacdes no microambiente axonal, quanto a perda do
contato com o axénio, no coto distal (MIETTO, MOSTACADA E MARTINEZ, 2015;
WONG, BABETTO E BEIROWSKI, 2017; SARDELLA-SILVA, MIETTO E
RIBEIRO-RESENDE, 2021), sendo este ultimo o principal mecanismo responsavel
por ativar o mecanismo de reprogramacao génica tanto nas CS de Remak, quanto
leva a uma alteragdo em seu fendétipo, acarretando em um aumento de duas a trés
vezes em seu tamanho, permitindo-as assim formar longos e ininterruptos tratos,
tornando este  perfil altamente comprometido com a regeneragao
(GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017). Porém, este perfil de reparo também exerce
papéis vitais para a sequéncia dos eventos degenerativos (JESSEN E MIRSKY,
2016; WONG, BABETTO E BEIROWSKI, 2017). Para exemplificar os eventos que
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ocorrem no reparo, serao abordadas as alteragbes génicas observadas no perfil
mielinico, pois as respostas nesse fendétipo sdo mais radicais do que as no fendtipo
de Remak (JESSEN E MIRSKY, 2022).

Logo apds a percepgao das alteragdes no axdnio, as CS mielinicas passam
por um processo de reprogramagao génica, que tem como caracteristica principal a
elevagdo do fator de transcricdo c-Jun (ARTHUR-FARRAJ et al., 2012). Apds a
lesdo, € amplamente demonstrado um aumento nos niveis de NRG1 e seu receptor
ErbB nas CS, com implicagdo direta no aumento da c-Jun e a consequente ativagao
do fendtipo de reparo (KIM, MINDOS E PARKINSON, 2013; NOCERA E JACOB,
2020), através das seguintes vias: 1) JNK/c-Jun; 2) MEK/Erk; 3) p38MAPK (NAPOLI
et al., 2012; YANG et al.,, 2012; BOERBOOM et al., 2017; JESSEN E MIRSKY,
2022).

Apds a elevagao nos niveis da c-Jun e o consequente inicio do fendtipo de
reparo nas CS, algumas respostas para a sequéncia dos eventos degenerativos sdo
desencadeadas (PARKINSON et al., 2008). Conforme os niveis da c-Jun vao se
elevando nas CS, a mielinizacdo e sustentacdo da mielina pelas CS é suprimida,
devido ao decréscimo substancial nos niveis de expressao de fatores de transcrigao
pré-mielinicos como Sox 10 e Krox 20, impactando negativamente na transcrigéo de
genes associados a mielina como MBP, PO, MAG, PMP 22 e periaxina, além de
reduzir os niveis de cAMP. Por outro lado, a expressao de fatores associados ao
reparo como Sox 2, p75NTR, GFAP e NCAM é induzida (Figura 11) (KIM, MINDOS
E PARKINSON, 2013; JESSEN E MIRSKY, 2016).
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Figura 11: Reprogramagdao das CS. Apos lesdo, ambas as CS mielinicas e de Remak se
reprogramam em um fenétipo de reparo, além da alteracdo na expressdo de genes associados a
mielina, em genes associados ao reparo. Note a diferenga de tamanho entre as CS de reparo
provenientes das CS mielinicas e de Remak. Adaptada de JESSEN E MIRSKY, 2019.

ApoOs estas alteragbes marcantes no perfil genético e fenotipico, uma das
primeiras respostas da CS é o inicio da autofagia (comumente denominado
mielinofagia) das proteinas e lipidios da mielina danificados pela lesdo, dado que
seu acumulo inibe o processo de regeneracdo. Este processo regulado pela via da
JNK/c-Jun, é necessario para que ocorra nas CS um aumento de Atg7, LC3-l e
LC3-Il, fatores associados a autofagia, necessarios para degradacao dos restos de
mielina (inserto - figura 12) (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015). Ao passo que a
mielinofagia se inicia nas CS, ocorre uma reestruturagdo do seu citoesqueleto em
torno das ISL, através da polimerizacado de novas fibras de F-actina, além da quebra
e acumulo de E-cadherina em seu citoplasma, acarretando em um arredondamento
entre duas ISL isolando por “estrangulamento” uma area do axdnio, para que ocorra
os respectivos eventos da mielinofagia (JUNG et al., 2011; PARK E FELTRI, 2011;
JANG et al.,, 2016). Esse evento é responsavel pela formagdo dos conhecidos
ovodides de mielina. Estes remetem as observagdes feitas pela pesquisadora Liliana

Lubinska, que investigou essa formagao estereotipica ao longo de todo o axdnio
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distal, primeiramente em fibras de menor calibre e posteriormente em fibras de maior
calibre (Figura 12) (LUBINSKA, 1977).
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Figura 12: Formacao dos ovédides de mielina e mielinofagia. Esquema representando a formagéao
dos ovoides de mielina, e a polimerizagdo da F-actina ao longo das ISL. Apdés a formagédo dos
ovoides, foram destacados os mecanismos da mielinofagia e a consequente degradagédo da mielina.
Adaptado de PARK; FELTRI, 2012 e GOMEZ-SANCHEZ et al., 2015

Logo apés as CS de reparo iniciarem o processo de mielinofagia através da
formagao dos ovoides de mielina, os macrofagos residentes sdo mobilizados a
responder aos insultos ocorridos, apds a expressao e secre¢cao de CSF1 pelas CS
de reparo e fibroblastos. Apds a mobilizagdo e consequente ativacdo, esses
macrofagos residentes proliferam e em conjunto com as CS de reparo, participam na
fagocitose de debris de mielina e de restos de axénios degradados (MUELLER et al.,
2003; MSHEIK et al., 2022). Um trabalho recente demonstrou a relagcédo entre os
macrofagos residentes e as CS, na limpeza dos debris de mielina. A deplegao desta
populacdo de macréfagos ativou a autofagia nas CS. Dessa forma, este trabalho
demonstrou a importancia dos macréfagos residentes na fagocitose dos debris de
mielina, visto que a auséncia deles foi capaz de ativar a autofagia nas CS (WEIR et
al., 2023). Porém, devido a baixa quantidade desta populagdo no microambiente, a
despeito de proliferacao (WEIR et al., 2023) e seu baixo poder fagocitico (SHEN et
al., 2000), as CS de reparo recrutam para o microambiente degenerativo

diretamente da corrente sanguinea, mondcitos/macrofagos para intensificar o
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processo de limpeza do microambiente (STOLL et al., 1989). Para tal, as CS de
reparo liberam no microambiente algumas citocinas e quimiocinas, como CCL2, LIF,
IL-1a e IL-1B, que sao as principais responsaveis pela infiltragdo de
mondcitos/macrofagos da corrente sanguinea. A infiltragdo inicia-se de 2 a 3 dias
apos a lesédo e tem seu pico com 7 dias (CHEN, PIAO E BONALDO, 2015). Apds o
recrutamento, a proporgao entre os mondcitos/macrofagos recrutados da corrente
sanguinea e os macrofagos residentes € de 3:1, tornando assim, essa limpeza do
microambiente mais eficaz (ZIGMOND E ECHEVARRIA, 2019). A atuacdo em
conjunto entre as CS e as popula¢des de macrofagos na limpeza do microambiente
axonal é de vital importancia para a conclusdo dos eventos degenerativos e
sequéncia da regeneragao no coto distal. A mielina do SNP, assim como a mielina
do SNC, também apresenta em sua estrutura inibidores a regeneragao, tornando a
persisténcia de restos de mielina degradada no microambiente em um impeditivo ao
crescimento axonal (VARGAS et al., 2010).

Apoés infiltrar no microambiente do coto distal em degeneracédo, estes
macrofagos (MO), irdo responder aos estimulos do microambinete e irdo se polarizar
em dois perfis: 1) ativagdo classica em macréfagos M1 e responsavel por respostas
pré-inflamatérios; 2) ativagdo alternativa, em macrofagos M2 e responsavel por
respostas anti-inflamatérias (CHEN, PIAO E BONALDO, 2015). Os macréfagos M1
sdo polarizados pela LPS, IFN y, TNF a e GM-CSF e liberam citocinas
pré-inflamatérias como IL-1[3, IL-6, além de ROS e NO, devido a ativacao da INOS e
metaloproteinases (MMP’s). Esse perfil € responsavel pela degradacao e fagocitose
da mielina (CHEN, PIAO E BONALDO, 2015; ZIGMOND E ECHEVARRIA, 2019).
Em contraste, citocinas como IL-4 e IL-10 sdo responsaveis por polarizar os
macréfagos MO ou M1, no perfil M2. Esses macrofagos liberam no ambiente
citocinas anti-inflamatdrias como IL-10 e TGF-3, componentes da matriz extracelular
e VEGF. Estes macrofagos estdo relacionados com os eventos regenerativos e
sendo associados com reparo tecidual, além de formagdo de novos vasos
sanguineos, que auxiliam no alivio da hipoxia no local da les&o, além de permitir que
as CS guiem os axénios em regeneragdao (CHEN, PIAO E BONALDO, 2015;
ZIGMOND E ECHEVARRIA, 2019). Por fim, os macréfagos degradam os restos de
mielina em colesterol e em outras moléculas de lipidios. Estes, sdo transportados
novamente para as CS formarem a bainha de mielina durante a remielinizagdo (WU
et al., 2024).
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Apds a conclusdo do processo de limpeza do microambiente, as CS de
reparo (Remak e mielinica) alinham-se na sua prépria lamina basal criando tratos
ininterruptos, que serao cruciais para guiar o axénio em regeneragao ao longo de
todo o coto distal até seu alvo. Este alinhamento & conhecido como Bandas de
Bingner (GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017).

1.5 Regeneragao

Concomitante e interdependente aos eventos degenerativos que ocorrem na
por¢cao distal do nervo, ocorre na porgao proximal, o processo de regeneragao.
Diferente do SNC, que apresenta uma regeneragdo axonal abortiva, dado a
caracteristica inibitéria do microambiente e de uma inflamacgao prolongada (MIETTO,
MOSTACADA E MARTINEZ, 2015), o SNP apresenta um potencial regenerativo,
devido a presenga das CS e seus papéis cruciais durante o processo degenerativo,
além da grande taxa de infiltragdo de macrofagos, que juntos sdo responsaveis pela
limpeza do microambiente. Além disso, as CS se proliferam na sua propria lamina
basal e formam as bandas de Bilngner, e junto a células n&o-neuronais e
macréfagos, produzem fatores neurotroficos, proteinas de matriz extracelular e
moléculas de adesdo e seus receptores. Dessa forma, os axénios em regeneragao
provenientes do coto proximal sdo guiados através do coto distal até seu alvo, para
que possam reestabelecer novas sinapses e serem novamente mielinizados
(NAVARRO, VIVO E VALERO-CABRE, 2007; ALLODI, UDINA E NAVARRO, 2012;
ARTHUR-FARRAJ et al., 2012).

1.5.1 Eventos no corpo celular e no axénio proximal

E conhecido que os neurdnios apresentam uma capacidade de crescimento
durante o desenvolvimento, a qual é reprimida apos estabelecimento das sinapses.
Porém, apos uma lesdo, esse potencial é reativado, sendo muito mais intenso no
SNP, comparado ao SNC (ALLODI, UDINA E NAVARRO, 2012). Assim, apés uma
lesdo em nervos periféricos, a interrupcdo axonal e a divisdo em coto proximal e
distal, leva a uma série de mudancas no corpo celular, as quais representam as
alteragbes metabdlicas necessarias para o sucesso do processo regenerativo
(NAVARRO, VIVO E VALERO-CABRE, 2007).

ApOs a lesao, diversos sinais sdo mandados para o corpo celular, sinalizando

a ocorréncia de um dano e a necessidade de uma rapida mudanca para um estado
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de crescimento. Um sinal de “perigo” crucial enviado ao corpo celular decorre da
elevagdo de ions de Ca* e ativagdo de calpainas (ja descrito no topico 1.5.1). No
coto proximal, o gradiente de ions de Ca* é capaz de atuar na formag&o de cones
de crescimento e alongamento, pois sua elevada concentracédo € capaz de ativar a
AC e elevar os niveis de cAMP e como consequéncia ativando seu efetor PKA que
apresenta papel importante no processo regenerativo (DORON-MANDEL,
FAINZILBER E TERENZIO, 2015; SMITH et al., 2020). Além disso, com o0 aumento
nos niveis de Ca*?, a calmodulina (uma proteina sensivel ao Ca*?) libera a GAP-43,
estimulando a polimerizagdo e estabilizacdo da actina, auxiliando dessa forma no
crescimento axonal (LISEK et al., 2024). Além disso, o cAMP regula as respostas
axonais as pistas enviadas para o neurdnio, permitindo o crescimento e
sobrevivéncia do axénio em crescimento (ALLODI, UDINA E NAVARRO, 2012;
DORON-MANDEL, FAINZILBER E TERENZIO, 2015). No corpo celular estas
sinalizagdes de “perigo” induzem uma resposta, anteriormente compreendida como
um evento degenerativo (dada as suas caracteristicas), porém com o avancgo dos
estudos foi definida como um importante processo regenerativo, pois representa a
tentativa do neurénio de reconstruir o axoénio lesionado (MARTINEZ, CORREA E
ALLODI, 2014). Este evento, anteriormente definido como cromatdlise, é
caracterizado pelo aumento do corpo celular, com o deslocamento do seu nucleo
para regides mais periféricas, fragmentacao do reticulo endoplasmatico granular em
ribossomos livres, redugao na expressao de neurotransmissores e perda ou retragao
dos terminais sinapticos (ALLODI, UDINA E NAVARRO, 2012; MARTINEZ, CORREA
E ALLODI, 2014). Estas respostas no corpo celular induzidas por essas
sinalizagdes, induzem a ativagao de diversas vias de sinalizagao (ALLODI, UDINA E
NAVARRO 2012), o que leva ao aumento na expressdao das RAGs (do inglés
regeneration associated genes), acarretando na regulagdo para cima de proteinas
de alongamento e estabilidade do cone de crescimento, como GAP 43 e SGC10,
proteinas de citoesqueleto como actina e B-tubulina, expressao de fatores tréficos
como NGF, BDNF, NT3/4 e seus receptores, importantes para guiar o crescimento
axonal e perpetuar a regeneracgao, permitindo que o cone de crescimento regenere
ao longo do coto distal e reinerve seu 6rgao alvo (Figura 13) (ALLODI, UDINA E
NAVARRO, 2012; GORDON, 2016).
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Figura 13: Sinais transmitidos para o corpo celular. Esquema representando os sinais de “perigo”
enviados ao corpo celular responsaveis por ativar a maquinaria regenerativa e dar inicio ao processo
regenerativo. Retirado de ALLODI; UDINA; NAVARRO, 2012.

1.5.2 Regeneragao através do axénio distal

Apdés a conclusdo do processo degenerativo, para que estes axbnios
regenerem ao longo do coto distal, € importante que o microambiente esteja livre de
debris de mielina, moléculas inibitérias a regeneragcdo (ALLODI, UDINA E
NAVARRO, 2012). Além disso, o restabelecimento da bioenergética axonal, através
da atuagcdo das mitocondrias, € crucial para sustentar o processo regenerativo.
Dessa forma, a biogénese de mitocondrias, além do controle de qualidade apds a
lesdo, € necessario para sustentar as demandas do neurénio/axénio (CHENG,
HUANG E SHENG, 2022). Além disso, destaca-se a importancia das CS na
transferéncia de ferro para as mitocéndrias axonais, através das ISL. O ferro € um
cofator fundamental para o processo de respiragdo celular nas mitocéndrias,
garantindo os niveis de ATP. Além disso, o ferro também é um cofator para enzimas
responsaveis pela sintese de lipidios e colesterol, sendo fundamental nas CS para o
processo de mielinizagado (MIETTO et al., 2021).

Ao atingir o coto distal livre de fatores inibitérios, o axdnio encontra um

alinhamento das CS de reparo em sua proépria lamina basal, tanto mielinicas quanto
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de Remak, formando uma espécie de coluna celular que funciona como um “tunel”.
Este alinhamento apresenta papel indispensavel no processo regenerativo, pois € ao
longo das bandas de Blngner que os axdnios em regeneragao encontram as pistas
moleculares necessarias para guia-los até o alvo (JESSEN E MIRSKY, 2016;
GOMEZ-SANCHEZ et al., 2017; BOSCH-QUERALT, FLEDRICH E STASSART,
2023). Os cones de crescimento sao guiados até seu alvo através dos mecanismos
de lamelopodia e filopodia. Estes mecanismos sao representados principalmente
pela regulacdo coordenada de actina e miosina - proteinas dindmicas do
citoesqueleto, adesdo a substratos como as laminas basais das CS, moléculas de
adesao e seus receptores, moléculas de matriz extracelular, além de fatores tréficos
como NGF, BDNF, NT3/4, GDNF (MORTIMER et al., 2008; ALLODI, UDINA E
NAVARRO, 2012).

Por fim, apds o sucesso da regeneragéo axonal e o estabelecimento de novas
sinapses, as CS estabelecem o contato com o axénio, encerrando assim a
expressao de fatores associados ao reparo e retomam seu fendtipo mielinizante,
reestabelecendo o0s mecanismos envolvidos no processo de remielinizagao
(BOSCH-QUERALT, FLEDRICH E STASSART, 2023). Porém € digno de nota que
nesse processo de remielinizagdo a formagao da bainha de mielina ocorre com uma
certa diferenga. Apo6s a remielinizagdo, € possivel observar uma redugdo na
espessura da bainha de mielina, um internodo com menor comprimento, e uma
reducdo da distancia entre os nodos de Ranvier, comparada a mielina formada
durante o desenvolvimento (SCHRODER, 1972; SMITH et al., 1982). As CS de
Remak reestabelecem também a sua conexdo com os axénios que nao receberam
mielina, formando novos feixes de Remak (BOSCH-QUERALT, FLEDRICH E
STASSART, 2023)

1.6 Estratégias de reparo apés lesao por transecg¢ao

A lesédo por transeccao (neurotmese — grau V) (DEUMENS et al., 2010),
acarreta em uma desconexdo total entre o axdénio distal e o corpo celular,
demandando uma abordagem microcirurgica que reconecte e crie uma ponte entre
o coto distal e proximal, e que oferega guias para que o axénio em regeneragao
possa seguir o processo regenerativo, encontrar seu alvo e criar sinapses (SINGH et

al., 2022). Sao conhecidas 4 técnicas cirurgicas para reparo do nervo periférico apos
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transecgdo, sendo elas: 1) Neurorrafia; 2) Autoenxerto; 3) Aloenxerto; 4) Tubulizagéo
(Figura 14).

A neurorrafia € um tipo de reparo onde se aproxima o coto distal e proximal
para conecta-los através de sutura término-terminal, sem que seja gerado um
estiramento excessivo no nervo (PESTANA et al., 2018). Uma questao estrutural do
nervo deve ser levada em conta nesse tipo de reparo. Apds a transeccio, o nervo
perde a tragdo que € gerada pelos componentes dos seus tecidos conjuntivos e do
citoesqueleto axonal, tendo como consequéncia uma retragcdo inevitavel apos a
lesdo. Portanto, para optar por esse método de reparo, deve-se levar em conta a
distdncia gerada entre os cotos proximal e distal. Existem 3 formas de categorizar
essas distancias: 1) Menor que 1 cm; 2) Até 5 cm; 3) Maior que 5 cm (SINGH et al.,
2022). Em distancias menores que 1 cm, a coaptagdo sem gerar tensédo excessiva
no nervo € possivel e apresenta bons resultados. Ja nos intervalos até e maiores
que 5 cm, esta técnica ndo é recomendada, visto que ha necessidade de tracionar
os cotos para coapta-los. Reparos realizados sob tenséao, resultam em isquemia, dor
neuropatica, além da formacao de neuromas, o que torna a regeneracdo axonal
inviavel (Figura 14) (RICCIO et al., 2019; SINGH et al., 2022).

Para tal, torna-se necessario optar pelo reparo através do autoenxerto,
aloenxerto ou tubulizagcdo (CAO, LIU E CHEW, 2009). O autoenxerto, técnica de
reparo considerada como padréo ouro nos tratamentos clinicos, consiste na retirada
de uma parte de um nervo, comumente o nervo sural a fim de conecta-lo ao coto
proximal e distal e possibilitar a regeneragédo axonal. Devido a exigéncia da retirada
de uma porgdo do nervo sural (nervo composto em sua maior parte por fibras
sensitivas), a sensibilidade desta area se torna disfuncional. Além disso, nao se
descarta a possibilidade de formacédo de neuromas, o que dificulta o transplante, ndo
permitindo recuperagao da funcionalidade (DALAMAGKAS, TSINTOU E SEIFALIAN,
2016). Ja o aloenxerto tem a mesma finalidade do autoenxerto, porém este nervo é
proveniente de um doador. Uma grande vantagem é a variedade e exato tipo de
enxerto necessario. Entretanto, esta técnica tem como importante limitagdo a grande
chance de rejeicdo além da possibilidade de transferéncias de doengas do doador
para o receptor. Portanto, torna-se obrigatério a realizagdo de tratamento com
imunossupressores, mesmo que por curto periodo, aumentando o risco de infecgdes
e formacédo de tumores (Figura 14) (CAO, LIU E CHEW, 2009; DALAMAGKAS,
TSINTOU E SEIFALIAN, 2016; VIJAYAVENKATARAMAN, 2020).
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Por fim, o uso de proteses tubulares como guias para regeneracgao,
comumente conhecido como tubulizagdo, vem ganhando cada vez mais atencao
como uma alternativa para prevenir as desvantagens supracitadas dos reparos com
autoenxerto e aloenxerto. Os tubos funcionam como um guia mecénico e bioquimico
para que os axonios em crescimento do coto proximal atinjam o coto distal. Além
disso reduz a formacao de tecido cicatricial no local da lesdo, pois impede a
infiltragdo de fibroblastos (KITAHARA et al., 1999; CHIONO E TONDA-TURO, 2015;
VIJAYAVENKATARAMAN, 2020). Dentre as possibilidades de materiais, os formados
por polimeros biodegradaveis sao os que apresentam melhores resultados, tanto na
regeneragdao axonal, quanto na prevengdo da formacdo de tecido cicatricial,
compressbes e formagcdao de neuromas (HOUSHYAR, BHATTACHARYYA E
SHANKS, 2019). Para que as vantagens dos tubos sejam contempladas para a
regeneragdo deve-se optar por materiais que sejam atoxicos, minimamente
imunogénicos e biodegradaveis, prevenindo assim novas abordagens para retirada
do enxerto e possiveis inflamagdes. Além disso, os tubos devem ser biocompativeis
e se assemelhar a um enxerto autélogo, sua arquitetura deve apresentar suporte
estrutural e mecanico capaz de alinhar longitudinalmente e oferecer suporte ao
crescimento dos axbnios em regeneragdo. Outra caracteristica importante que
define o sucesso da terapéutica é apresentar porosidade/permeabilidade ideal para
suporte trofico, flexibilidade para nao comprimir/estirar o nervo. A respeito do tempo
de degradacdo, deve ser suficiente para que o tubo resista a compressao
extrinseca até que a regeneragéo se conclua, prevenindo assim o colapso. Por fim,
deve garantir que nao haja reagdes a corpo estranho, desencadeando respostas
inflamatorias indesejadas (CHIONO E TONDA-TURO, 2015; HOUSHYAR,
BHATTACHARYYA E SHANKS, 2019; VIJAYAVENKATARAMAN, 2020). Contudo,
mesmo considerando as marcantes vantagens do modelo de reparo utilizando a
tubulizacdo, ainda assim a total recuperagao nao ¢é atingida.

Neste trabalho, utilizamos uma les&o a qual gerou uma lacuna de 3 mm entre
os cotos (comparavel ao modelo de até 5 cm na clinica humana). Para definir qual
estratégia de reparo utiliza, levamos em consideragao alguns pontos para optar pela
abordagem com a utilizagdo de proteses tubulares. O primeiro ponto, deve-se pelas
vantagens desta abordagem sobre as que utilizam o autoenxerto e aloenxerto.
Segundo, nosso grupo apresenta experiéncia na utilizagdo de proteses tubulares

biodegradaveis para reparo, e apresenta resultados favoraveis na regeneragao e
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recuperacdo de funcdo, utilizando tubos de colageno + células mesenquimais
(LOPES et al., 2006), policaprolactona (PCL) + células mesenquimais (FRATTINI et
al., 2012), PCL + CS + exercicios aerobicos (GOULART et al., 2014) e poli acido
latico (PLA) + células adiposas humanas (DURCO et al., 2020). Terceiro, nosso
grupo apresenta um comparativo entre os tubos de PCL e PLA (GOULART et al.,
2016) e de uma combinagao entre PCL + PLA (PCL/PLA), polivinilpirrolidona (PVP)
+ PLA (PVP/PLA) e PLA sozinho (PESTANA, et al., 2018), e em ambos, os
resultados observados com o uso do tubo de PLA como reparo, foram superiores
aos demais. Isso é devido sobretudo as caracteristicas do tubo de PLA (para mais
detalhes, consultar DOMINGUES, PEREIRA E BORGES, 2017). Dessa forma,
considerando os tres pontos apresentados, optamos por escolher o modelo de

reparo, utilizando o tubo de PLA (Figura 14).
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Figura 14: Tipos de reparo de nervo apés neurotmese — grau V. Representagdo esquematica das
distancias entre os gaps e os seus tipos de reparo possiveis. Em modelos de até 1cm, é possivel
realizar a sutura término-terminal. Em modelos de lesdes de até 5 cm ou maiores de 5¢cm, necessitam
de um reparo autdlogo (autoenxerto ou aloenxerto) ou entdo com conduites (tubulizagdo), sendo os
biodegradaveis, os de melhor escolha. Figura de autoria propria.
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1.7 Terapias moleculares — o uso da inosina
1.7.1 Inosina: formagao e mecanismos de agao

Embora o SNP apresente capacidade de regeneracéo, diversos tratamentos
vém surgindo nos ultimos anos, com o objetivo de potencializar esse processo. No
campo de tratamento de lesdes traumaticas do SN, o uso de terapias moleculares
vem ganhando grande importancia. Entre estes, a inosina desperta grande
interesse, dado seus importantes resultados na promocgédo de regeneracgao,
neuroprotecao entre outros, em lesées do SNC e SNP (KIM et al., 2013; KURICOVA
et al., 2014; CARDOSO et al., 2019; CARDOSO, MARTINEZ E ALMEIDA, 2021). A
inosina, um nucleosideo de purina endégeno, € produto da rapida deaminagédo da
adenosina (meia vida de aproximadamente 10 s), através da acdo da enzima
adenosina deaminase. E formada tanto no meio intracelular quanto no extracelular
em condi¢gdes normais de metabolismo, e apresenta uma meia vida de 15 horas.
Sua concentragdo nos meios intra e extracelular é regulada pelos transportadores de
nucleosideos uni e bidirecionais (RIBEIRO et al., 2016; WELIHINDA et al., 2016).
Em condicbes de homeostase, a concentracdo de inosina em relagdo a de
adenosina pode ser de 2 a 7x maior. Porém, apds estresse, sua concentracdo pode
aumentar em até 10x comparada com a de adenosina (WELIHINDA et al., 2016).
Dessa forma, esta elevagao nos niveis séricos de inosina, sugere que em condigdes
de estresse, esta desempenhe papéis para restabelecimento da homeostase.

A inosina deflagra seus mecanismos de agao através da ligagao a receptores
acoplados a proteina G, conhecidos como receptores de adenosina ou P1R, sendo
eles A1, A2A, A2B e A3, sendo encontrados em diversas células ao longo do corpo.
Os receptores A1 e A3 estdo ligados as proteinas G; inibidoras da adenilil ciclase
(AC), resultando na diminuigdo nos niveis de cAMP. Ja os receptores A2A e A2B séo
receptores ligados a proteina Ga, estimuladoras da AC, resultando no aumento nos
niveis de cAMP (BURNSTOCK, 2006; WELIHINDA et al., 2016; BOREA et al.,
2018). No SNC é possivel encontrar os 4 subtipos distribuidos entre os seus
respectivos tecidos e células (SEBASTIAO E RIBEIRO, 2009). Entretanto, no SNP é
possivel encontrar os receptores A2A e A2B nas CS (FIELDS, 2006).

Entre os 4 receptores, o que recebe o maior destaque € o receptor A2A. Apds
a ligacao da inosina a este receptor, ocorre um estimulo e ativacdo da AC através da
unidade Ga,, ativando dessa forma a atividade catalitica da AC. Quando ativa, a AC
detecta a concentracdo de ATP e converte este em cAMP (ASLAM E LADILOV,
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2022; OSTROM et al., 2022). O aumento nos niveis de cAMP, levam a uma série de
sinalizagdes, que resultam na sua ligagdo a PKA, um de seus efetores (ASLAM E
LADILOV, 2022) (Figura 15).

Apos a ligagdo da inosina ao receptor A2A, este controla a expressao e
liberagdo de BDNF, além de promover a agdo do NGF, o qual através da ligagéo ao
receptor tirosina kinase B (TrKB) e tirosina kinase A (TrKA). Além disso, o receptor
A2A ao ser ativado, € capaz de transativar os receptores TrKB sem a necessidade
da ligacdo do BDNF. Estas agbes do receptor A2A sobre os fatores neurotréficos e
seus receptores, promover o crescimento axonal (DIOGENES, RIBEIRO E
SEBASTIAO, 2015; RIBEIRO et al., 2016). Outra resposta observada que diz
respeito aos fatores tréficos € ativagdo da mst3b, uma quinase especifica de
neurénios. Sabendo que a inosina, através do receptor A2A, é responsavel pela
elevacdo dos niveis de cAMP e consequente ativagcao da PKA, a maior parte das
funcdes mst3b é desencadeada através de sua fosforilagdo pela PKA (IRWIN et al.,
2006; LORBER et al., 2009; QIU et al., 2023). Apés sua fosforilagdo a mst3b
interage com a Ras, fosforilando a Raf. Em sequéncia, esta fosforila a MEK,
acarrentando na ativacdo da p42/p44 MAPK, o que é fundamental para o
alongamento axonal e consequente regeneragao axonal (ZHANG et al., 2015). Além
disso, a mst3b ativa a via da LIMK1/cofilin, através da fosforilacdo da LIMK1, com
consequente ativagao da cofilina através de sua fosforilagéo. Esta via ao ser ativada,
atua na polimerizacdo da F-actina, um dos componentes do citoesqueleto presente
nos cones de crescimento, sendo capaz de estimular o crescimento axonal (Figura
15) (ZHANG et al., 2015).

Além da fosforilagdo da mst3b e seus efeitos na regeneragao axonal, a PKA
também é responsavel pela ativacdo da CREB. A ativagcdo da CREB também leva a
um aumento nos niveis de fatores neurotroficos, dessa forma participando e
estimulando o crescimento axonal e consequente regeneracgao (Figura 15) (ZHANG
et al., 2020).
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Figura 15: Mecanismos da ativagao do receptor A2A. A ligacdo ao receptor A2A leva a ativagédo da
adenilil ciclase, e a consequente ativagado de vias ligadas a regeneragao/crescimento axonal. Além
disso, a ligagédo da inosina ao receptor A2A favorece a liberagao de fatores tréficos com BDNF e NGF
e ligacao aos receptores TrK, acarretam no crescimento axonal. Figura de autoria prépria

Outro mecanismo de agao da inosina é o seu efeito neuroprotetor, através da
preservacdo de células gliais e neuronais durante privacdo de glicose e oxigénio,
através do seu metabolismo intracelular (JURKOWITZ et al., 1998). Através da
enzima purina nucleosideo-fosforilase, a inosina é degradada em hipoxantina,
liberando nesse processo uma ribose-1-fosfato. Dessa forma, trés moléculas de
ribose-1-fosfato se isomerizam, formando uma molécula de ribose-5-fosfato. Esta
nova ribose-5-fosfato €& convertida por enzimas da cadeia das pentoses
(transaldostases e transquelotases) em duas moléculas de glicose-6-fosfato e uma
molécula de gliceraldeido-3-fosfato. Estes intermediarios fosforilados entram na via
glicolitica. Dessa forma, trés moléculas de ribose-1-fosfato sdo capazes de produzir
oito moléculas de ATP. Dessa forma, o uso de inosina € vantajoso, em situagdes de
baixa ou de deplecédo de ATP (Figura 16) (JURKOWITZ et al., 1998). Num contexto
onde a bioenergética e a interagdo entre as CS e os axbnios é vital para a
manutencdo da fungcdo de ambos, e sabendo que as CS no contexto de lesao,
auxiliam os axénios na tentativa de garantir sua sobrevivéncia (BABETTO, WONG E
BEIROWSKI, 2020; BABETTO E BEIROWSKI, 2022), esta produgao de ATPs além



50

de garantir a sobrevivéncia dos neurénios, pode também ser um combustivel para

manter a sobrevivéncia das CS e axbnios apos leséo, através da interdependéncia

entre eles.
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Figura 16: Cadeia de formagdo e degradacdao da inosina. Representacdo esquematica da
formagao da inosina através da cadeia de desfosforilagdo de ATP até a deaminagado da adenosina no
meio extracelular, do transporte bidirecional pelo transportador de purinas e da sua degradacéao até
acido drico no meio intracelular. Além disso, esta representado o mecanismo de neuroprotegao.
Figura de autoria prépria.

1.7.2 — Uso da inosina em lesdes nervosas

O uso da inosina como forma de tratamento para lesbes do SNC é
amplamente descrito e apresenta resultados satisfatorios. O uso da inosina apos
transeccao unilateral do trato corticoespinal, promove um extenso brotamento de
fibras do lado n&o axotomizado em direcédo ao lado lesado (BENOWITZ et al., 1999).
Outro trabalho utilizando hemisec¢do da coluna dorsal na medula espinal, porém
com infusdo continua e controlada de inosina através do uso de mini-bombas, foi
capaz de estimular os axdnios do lado contralateral a brotarem e estabelecerem com
interneurénios proprioespinhais longos, levando a melhor recuperagdo da fungao
motora (KIM et al., 2013). Por outro lado, a administragdo oral de inosina foi capaz
de garantir a sobrevivéncia de neurdnios no corno anterior da substancia cinzenta e
maior preservagao da substancia branca, promovendo a regeneragdo e uma maior
recuperacao funcional (KURICOVA et al., 2014). O tratamento intraperitoneal de

inosina em uma lesao compressiva de medula espinal, também foi capaz de
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promover maior regeneragao, redugao da cicatriz glial apds a leséo e sobrevivéncia
de oligodendrdcitos, promovendo também recuperagcédo da fungédo motora e sensitiva
(CARDOSO et al., 2024).

Por outro lado, o uso da inosina como tratamento para lesdes traumaticas do
SNP néo havia sido utilizado. Dessa forma nosso grupo através do modelo de leséo
por esmagamento do nervo isquiatico, utilizou de forma pioneira o tratamento com
inosina pela via intraperitoneal. Como esperado, a inosina promoveu a sobrevivéncia
dos motoneurénios no corno anterior da medula espinal e dos neurbnios sensitivos
no ganglio da raiz dorsal, além de acelerar a regeneragdo. Além disso, o grupo
tratado com inosina, apds duas semanas apresentava uma reduzida quantidade de
macrofagos no microambiente e uma pequena quantidade de ovoides de mielina,
devido a antecipagao do processo inflamatorio. Estes resultados culminaram na
melhor recuperacédo da fungdo motora e sensitiva, quando comparados ao grupo
controle (CARDOSO et al., 2019).

Acerca dos resultados observados no supracitado trabalho de mestrado, a
qual é de minha autoria, lidamos com um modelo de lesdo branda (axonotmese -
grau Il), o qual apresenta recuperagédo espontanea, dado ao pequeno comprimento
do membro inferior do camundongo e preservagdo do arcabougo conjuntivo do
nervo. Porém, o uso da inosina num modelo de lesdo grave e de recuperagao nao
espontanea, com necessidade de reparo, ainda nao foi investigado. Portanto, o
objetivo desse trabalho visa responder e investigar se a combinacéo entre o tubo de
PLA, o qual apresenta as melhores respostas na promogao da regeneragédo apés o
reparo, e a inosina, tratamento utilizado em lesdo branda de nervo periférico e que
apresentou antecipacdo da regeneragao, € capaz de num modelo mais grave

promover regeneragao e consequentemente recuperagéao funcional.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial regenerativo de nervos isquiaticos transeccionados, apos
reparo por tubulizagdo e injegao intraperitoneal de inosina, em camundongos.
2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar através da microscopia 6ptica, o numero total de fibras mielinicas e
vasos sanguineos e a morfometria dos nervos isquiaticos dos animais submetidos a
transeccéao + reparo com tubo de poli acido latico (PLA) e tratados com inosina;

2) Avaliar através da microscopia eletrbnica de transmissao a regeneracao dos
nervos isquiaticos dos animais submetidos a transecc¢ao + reparo com tubo de poli
acido latico (PLA) e tratados com inosina;

3) Avaliar através de imuno-histoquimica para neurofilamento (NFH), a
regeneragdo dos animais submetidos a transeccédo + reparo de tubo de PLA e
tratados com inosina

4) Avaliar através de imuno-histoquimica, a presenca de receptor A2A no
microambiente e a possivel localizagcdo em células de Schwann (MBP) nos animais
submetidos a transeccéao + reparo com tubo de PLA e tratados com inosina;

5) Avaliar através do peso seco dos musculos, a perda de massa muscular nos
musculos gastrocnémios de animais submetidos a transecgao + reparo com tubo de
PLA e tratados com inosina;

6) Avaliar através da marcagdo para a-bungarotoxina a morfologia e a
quantidade de jung¢des neuromusculares (JNM) nos musculos gastrocnémios de
animais submetidos a transeccgao + reparo com tubo de PLA e tratados com inosina;

7) Avaliar através do Iindice de Funcdo do Isquiatico (IFl), a recuperacgdo da
funcdo motora dos animais submetidos a transecc¢éo + reparo com tubo de PLA e
tratados com inosina;

8) Avaliar através do analgesimetro e do pinprick, a recuperacédo da fungao
sensitiva dos animais submetidos a transecg¢ao + reparo com tubo de PLA e tratados
com inosina;

9) Avaliar através da eletroneuromiografia, a regeneragdo axonal através da
obtencao do potencial de acdo muscular composto e da velocidade de conducao do
nervo dos animais submetidos a transecg¢ao + reparo com tubo de PLA e tratados

com inosina.
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3. MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos realizados neste trabalho estdo resumidos na figura
abaixo (Figura 17) e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
em Pesquisa (CEUA) do Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ, conforme o
Protocolo CEUA n° 080/23 estando todos os procedimentos realizados na pesquisa

de acordo com as recomendacgdes do comité de ética.

IF1
Pinprick
Analgesimetro
_ ENMG (8® semana)
Testes funcionais

28212 semanas »
de idade
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Figura 17: Desenho experimental da tese. Esquema do desenho experimental, dividido em 8
semanas. O momento 0 corresponde ao dia da lesdo. Os momentos de 1 a 8 semanas,
correspondem a sobrevida dos animais. Note que o tratamento é aplicado pela via intraperitoneal (IP)
1 hora apos a lesdo e diariamente até o 7° dia (exatamente 1 semana apos a lesdo). Na 8% semana,
serao realizados os procedimentos listados na figura.

3.1 Procedimento cirargico + reparo do nervo:

Camundongos fémeas jovens adultas da linhagem C57/BL6 com 8-12
semanas de idade foram pesados e anestesiados com Ketamina (100 mg/kg) e
Xilazina (15mg/kg) por via intraperitoneal. Ap6s anestesia foi realizada a tricotomia
do membro direito e o nervo isquiatico foi exposto através de uma incisdo
longitudinal na face posterior do tergo proximal da coxa utilizando uma lamina de
bisturi n°10, sem seccdo muscular. Apds exposicdo, 0 nervo isquiatico foi
seccionado com uma microtesoura oftalmica. Apds a transecgdo os segmentos
proximal e distal do nervo foram inseridos nas respectivas extremidades de um tubo
de poli acido latico (PLA), e foram suturados com fio 10.0. O comprimento total da

protese foi de 5 mm, de forma a deixar um intervalo de 3 mm entre os segmentos do
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nervo para a regeneragdo e 1 mm distal e proximal, onde foram realizadas as
suturas (Figura 18). Apds a finalizagado da tubulizacao, a pele foi suturada e o animal
foi deixado em repouso na gaiola para se recuperar. Todos os procedimentos foram

realizados com o auxilio de uma lupa.

3.2 Preparo e administragao dos tratamentos:

Para o preparo da solugéo salina 0,9% utilizamos 0,9g de Cloreto de Sédio
(Sigma Aldrich®) em 100 ml de agua destilada e para o preparo da Inosina
utilizamos 2,8 g de Inosina (Sigma Aldrich®) + 40 mg de Bicarbonato de sédio em 40
ml de agua destilada. A solubilidade da inosina aumenta em pH elevado, garantindo
assim a sua maxima solubilizagcédo (Kim et al., 2013). Dessa maneira, o pH tanto da
solugdo salina quanto o da inosina foi ajustado para 9,4, utilizando Hidréxido de
Sodio 2M (Sigma Aldrich®).

Os animais foram divididos randomicamente em dois grupos de acordo com o
tratamento recebido: 1) PLA + salina; 2) PLA + inosina. A administragdo dos
tratamentos foi realizada em uma dose de 70 mg/kg (KIM et al., 2013) e se seguiu
durante sete dias, até antes da realizagdo do primeiro teste funcional. Foi dada uma
sobrevida de oito semanas e, durante esse periodo, realizaram-se os testes

funcionais para avaliar a recuperacdo motora e sensitiva.

3.3 Perfusao e obtencgao dos tecidos:

ApOs oito semanas de sobrevida, os animais foram anestesiados e
perfundidos por via intracardiaca com solugéo fixadora contendo paraformaldeido a
4% em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4. Os animais foram dissecados, e o nervo foi
dividido em trés segmentos para analise, correspondentes as partes proximal
(segmento A), média (segmento B) e distal (segmento C) do tubo, conforme ilustrado
na figura 18. Em seguida os segmentos foram deixados em solucdo fixadora
correspondente a analise que sera feita posteriormente. O musculo gastrocnémio
também foi retirado para posterior analise morfolégica das jungdes

neuromusculares.
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Figura 18: Esquema ilustrativo da tubulizacdo e dos trés segmentos do nervo. A. Segmento
proximal do nervo; B. Segmento médio do nervo regenerado, processado para microscopia optica
(MO) e microscopia eletronica de transmissao (MET); C. Segmento distal a leséo, processado para as
analises imuno-histoquimicas (IHQ).

3.4 Microscopia eletrénica de transmissao (MET):

Apoés a fixagcao por perfusdo e a pos-fixagdo em Tampéao Cacodilato 0,1M +
Glutaraldeido 2,5%, foram separados para processamento para ME os seguintes
materiais: segmentos B de nervos isquiaticos direito e esquerdo. Os materiais foram
lavados em tampdo CaCO 0,1M trés vezes e poés fixados em uma mistura de
tetroxido de 6smio 1% em tampao CaCO 0,1M, Ferrocianeto de potassio 0,8% e
cloreto de calcio a 50 nM por aproximadamente 2 horas. As amostras foram lavadas
em tampao CaCO 0,1M e colocadas em solugcédo aquosa de acetato de uranila a 1%.
As amostras foram lavadas trés vezes em tampéao fosfato a 0,1M (pH 7,4), e
desidratados em uma bateria gradual de acetonas (30%, 50%, 70%,80%, 90% e
100%), incorporadas em uma resina, e deixadas em uma estufa a 60°C para
polimerizagao por 48 horas.

Os blocos confeccionados foram devidamente aparados e, posteriormente,
foram obtidos cortes semifinos com espessura de 500 nanbOmetros, em
ultramicrétomo RMC MT-6000, corados com azul de toluidina a 1% em agua. Os
cortes semifinos foram fotografados em microscépio 6ptico convencional (Zeiss
Axioskop 2 plus). Os cortes ultrafinos foram obtidos no mesmo micrétomo, com
espessura entre 60 e 70 nandmetros, coletados em grades de cobre com 300
quadriculas e analisados e fotografados em microscopio eletrénico de transmissao,
modelo Zeiss EVO MA10.
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3.5 Analise morfométrica:

Para a quantificagdo do numero total de fibras mielinicas e 0 numero de vasos
sanguineos, no segmento B do nervo isquiatico, foram obtidas imagens de cortes
semifinos, com aumento de 630 vezes, através do programa Axiovision Rel. 4.5. As
imagens obtidas foram submetidas a analise, utilizando o software Image J (1.42q).
Através do plugin cell counter, foi quantificado manualmente o numero total de fibras
mielinicas regeneradas e o numero de vasos sanguineos. Os valores obtidos foram
comparados entre 0s grupos.

Para a analise quantitativa da area da mielina, area do axdnio, area da fibra
nervosa e razdo-g, os mesmos cortes transversais semifinos foram fotografados em
5 campos diferentes (Figura 19) com aumento de 1000 vezes, usando o programa
Axiovision Rel. 4.5. A partir das imagens obtidas, utilizamos o Image J para
quantificacdo dos parametros descritos e os testes estatisticos especificos para

analisar cada condicao.

Figura 19: Imagem representativa de um nervo regenerado e dos 5 campos fotografados.
Representacdo de um corte transversal semi fino, da porgao tibial distal a lesdo, e o esquema das
areas ilustrando os 5 campos fotografados em maior aumento.

A razdo-g é um parametro amplamente utilizado para mensurar o grau de
mielinizagao da fibra nervosa, e esta relacionada com a velocidade de condugéao do

impulso nervoso. E obtida através da razdo entre didmetro do axénio - d e o
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didmetro da fibra nervosa — D (d/D) (Figura 20). O indice de raz&o-g mais adequado
para o nervo isquiatico encontra-se na faixa de 0,55-0,68 (CHOMIAK E HU, 2009).

Gratio= d
D

D = diametro fibra

d = diametro axénio

Figura 20: Representagdo esquematica da razdo-g. E obtida através da divisdo do diametro do
axonio (d) pelo diametro da fibra nervosa (D)

3.6 Microscopia Optica (MO):

Apdés a disseccdo e a pos-fixagdo como citados anteriormente, foram
separados para cortes congelados os seguintes materiais: segmento C do nervo
isquiatico direito e esquerdo e musculos gastrocnémios direito e esquerdo. Os
materiais foram lavados em tampao Fosfato 0,1 M trés vezes e crioprotegidos em
sacarose 10%, 20% e 30% em tampao cacodilato a 0,1M. Apds o final da
crioprotecdo, os materiais foram congelados em OCT (TissueTek®). Apods
congelamento, cortes transversais de 10um de espessura dos nervos Isquiaticos e
cortes longitudinais de 60 ym de espessura dos musculos gastrocnémios foram
obtidas utilizando em um Criostato (Leica CM 1850) coletados em laminas

gelatinizadas para futuros experimentos.

3.7 Imuno-histoquimica de fluorescéncia (IHQ)

Para visualizar a presenca dos neurofilamentos e dos receptores A2A nas
CS, realizamos imuno-histoquimica para NFH, A2AR e MBP respectivamente. Para
tal, utilizamos as laminas contendo os cortes do segmento C do nervo (conforme
descrito no item 3.6 para MO). As Iaminas foram inicialmente colocadas na estufa a
37°C por cinco minutos e submetidas ao permanganato de potassio 0,06% por 10
minutos. As laminas foram lavadas uma vez por cinco minutos em solugao tampéao
fosfato salina (PBS) pH 8,0 e para bloqueio de sitios inespecificos utilizamos soro
normal de cabra a 10% e albumina de soro bovino (BSA) a 5% em PBS contendo

triton (PBS-triton) a 0,3% por uma hora na temperatura ambiente em uma camara
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escura. Em seguida, as amostras foram lavadas uma vez por cinco minutos em PBS
e apos a lavagem, foram colocados os anticorpos primarios (tabela 1), por toda noite
na geladeira a 4°C, em camara escura e umida. No dia seguinte, as laminas foram
lavadas em PBS trés vezes por dez minutos cada, seguida de adicdo de anticorpo
secundario (tabela 2) por uma hora e meia. Logo apos as laminas foram lavadas
uma vez por dez minutos em PBS e foi colocado o marcador nuclear DAPI, em uma
diluicdo de 1:10.000 em agua destilada. Por fim, as laminas foram lavadas em PBS
trés vezes por dez minutos e por fim foram montadas com laminulas com
Flouromount (SIGMA-4680, USA). As imagens foram obtidas em um microscopio
confocal (ZEISS CELL DISCOVERER 7), com aumentos de 200x e 400x e
quantificadas usando a area imunomarcada (per area) no software Image Pro Plus

(Media Cybernetics).

Anticorpo 1° Produzido em Diluicdo | Fabricante Lote
A2AR Coelho 1:200 Invitrogen PA1-042
MBP Rato 1:200 Milipore MAB386
NFH Camundongo 1:1000 Sigma N4142

Tabela 1: Especificag6es dos anticorpos primarios utilizados. Anticorpos primarios utilizados nas
reagoes de imuno-histoquimica de fluorescéncia.

Anticorpo 2° Produzido em | Diluicdo | Fabricante Lote
Alexa 488 anti rato Cabra 1:500 Invitrogen | 565186
Alexa 546 anti coelho Cabra 1:500 Invitrogen | 442417
Alexa 488 anti Cabra 1:500 Invitrogen | 56649A
camundongo

Tabela 2: Especificagbes dos anticorpos secundarios utilizados. Anticorpos secundarios
utilizados nas reagdes de imuno-histoquimica de fluorescéncia.

3.8 Analise do musculo gastrocnémio
3.8.1 Peso seco

Para a analise da atrofia muscular apds a lesdo por transeccéo e tratamento
com inosina + PLA, os musculos gastrocnémios D e E foram dissecados, pos fixados

em PFA 4%, secos em papel ndo abrasivo, de forma delicada e sem pressao e
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pesados utilizando uma balanca de precisdo analitica. O peso seco obtido foi em

gramas.

3.8.2 Analise da morfologia das jungdes neuromusculares (JNM)

Com o objetivo de quantificar o numero de jungdes neuromusculares,
utilizamos a a-bungarotoxina (neurotoxina que se liga a subunidade a dos receptores
de acetilcolina), a fim de identificar as JNM no musculo gastrocnémio. Os cortes
foram obtidos conforme descri¢do no tépico 3.6. Os cortes foram levados para uma
estufa a 57°C por 10 min, posteriormente foram lavados duas vezes por cinco
minutos cada em PBS pH 8,0. Em seguida, para bloqueio de sitios inespecificos, foi
utilizada uma solugéo contendo PBS, triton-x 100 a 0,3% e soro de cabra (NGS) a
10%, por uma hora em temperatura ambiente. Em seguida, os cortes foram
incubados com o anticorpo primario diluido em uma solugao contendo PBS, triton-x
100 a 0,3% e soro normal de cabra (NGS) a 10% (anti-a-Bungarotoxina, diluicao
1:200, Invitrogen) por um periodo de 2 horas. Entédo, os cortes foram lavados em
PBS pH 8,0 por quatro vezes de cinco minutos cada. Ao final, as laminas foram
lavadas em agua destilada por cinco minutos, montadas com meio de montagem
aquoso fluoromount (Sigma). Foram utilizados 3 cortes/lamina para as analises e as
JNM foram contabilizadas utilizando um contador de células manual através de um
microscopio de fluorescéncia (ZEISS, AXIOSKOP 2 PLUS). Ja as imagens finais
foram obtidas através do uso do microscopio confocal (ZEISS CELL DISCOVERER

7) com aumentos de 400x.

3.9 Testes funcionais:
3.9.1 indice de Funcio do Isquiatico

Para a analise da marcha do animal antes e apds a lesao, realizamos o IFI.
Para isso, utilizamos um corredor que permita que os animais caminhem livremente
por todo seu trajeto e deixe em um papel a marcagao das suas pegadas (INSERRA,
BLOCH E TERRIS, 1998).

Para a realizacdo do teste utilizamos um corredor com 45 x 6,5 cm com um
papel Canson branco (A4 140g/m2) para a marcagao das patas. A impressao das
patas traseiras foi obtida pintando as patas com tinta a base d'agua e colocando os

animais para caminhar livremente no corredor. Apds marcadas, as patas escolhidas
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para as medidas foram selecionadas em um ponto onde o camundongo andava em
um passo moderado, sem parada (INSERRA, BLOCH E TERRIS, 1998).

Os animais foram submetidos ao IFI no periodo pré-operatério e
semanalmente até a oitava semana apos a lesdo. Para analise do IFIl, foram
medidos os parametros de abertura dos dedos, que compreende a distancia entre o
primeiro e quintos dedos, e o comprimento da pegada, que compreende a distancia
entre o terceiro dedo e o coxim traseiro. Estas medidas foram obtidas tanto do lado
experimental quanto do lado normal, e calculadas usando a férmula proposta por
Inserra e colegas (1998) (Figura 21).

A B
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Figura 21: Esquema da execugao do teste, marcagcao da pata e formula IFl. (A) Vista superior
representando o posicionamento da folha no corredor com a marcagdo das patas e vista lateral
representando o animal executando o teste (correndo) dentro do corredor. (B) Imagem ilustrativa das
pegadas do animal do lado normal (sem lesao) e do lado com e leséo, além da férmula utilizada para
obtencdo do IFl. (PL) comprimento da pata; (TS) espalhamento dos dedos;(ETS) valor do
espalhamento dos dedos do lado lesado; (NTS) valor do espalhamento dos dedos do lado normal;
(EPL) valor do comprimento da pegada do lado lesado; (NPL) valor do comprimento da pegada do
lado normal.

3.9.2 Teste da picada do alfinete

Para analise da sensibilidade apds a lesao, utilizamos o teste da picada do
alfinete. Os animais foram colocados em uma grade elevada e a parte lateral da
superficie plantar foi brevemente estimulada utilizando um alfinete seguro suficiente
para recuar, mas nao furar a pele (MA et al., 2011). Para este teste, utilizamos o
alfinete 000 de entomologia, por ser mais fino e estimular preferencialmente
receptores nociceptivos. Utilizamos cinco areas na parte lateral da superficie plantar
traseira direita, na area de inervacédo pelo nervo isquiatico, sendo elas: calcaneo,

metatarso, porcdo medial do metatarso, metacarpo falangeana e falanges. Cada
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area € estimulada e é observada uma resposta de retirada ou lambida na pata. Caso
a resposta for positiva, € pontuada como 1. Caso nao for observada uma dessas

respostas, € pontuada como 0. A pontuacdo maxima a ser atingida é 5 (Figura 22).

A B
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/ A 1
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C 1

Retirada D 1
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Figura 22: Esquema da area de estimulo doloroso e pontuagido do teste pinprick. (A)
Representagao esquematica das areas a serem estimuladas (A-E). (B) Execugéao do teste e respostas
para considerar pontuacdo positiva (1). (C) Tabela representando a pontuagdo dada a cada area e
total de pontos. Considerar 1 — estimulo positivo; 0 — estimulo negativo.

3.9.3 Analgesimetro

Para analise da sensibilidade tatil apos a les&o, utilizamos o analgesimetro.
Os animais foram acomodados em uma grade elevada e um transdutor de pressao
com uma ponteira de 1mm na ponta do sensor, acoplado a um Von Frey eletrénico
(Insight®, Ribeirdo Preto, Brasil) foi utilizado para estimular a superficie plantar da
pata traseira dos animais, e através da forca aplicada pelo examinador, foi
observada a retirada da pata. O limiar de retirada foi determinado como a média da
forca mais baixa que provocou a retirada apds trés estimulos. Os animais foram
submetidos ao analgesimetro no periodo pré-operatério e semanalmente até a

oitava semana ap0s a lesao (Figura 23).
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Figura 23: Aparelho Von Frey digital e esquema de realizagdao do teste. Observe em A o
analgesimetro digital para teste de sensibilidade mecéanica (Von Frey). Note em B a execugéo do
teste pela aplicagdo de uma forga através de uma ponteira de polipropileno na extremidade do brago
transdutor.

3.10 Eletroneuromiografia

Para analisar a regeneragdo axonal apds lesdo por transecgdo do nervo
isquiatico realizamos a eletroneuromiografia oito semanas apdés a lesdo. Os animais
foram anestesiados com Ketamina (100 mg/kg) e Xilazina (15mg/kg) por via
intraperitoneal e o nervo isquiatico foi exposto como descrito no topico 3.1.
Posicionamos trés eletrodos, conectados a um PowerLab 4/35® e a um Bioamp®
(AdInstruments® - PowerLab 4/35), sendo um de aterramento na pele do animal e
dois de captagdo um no musculo gastrocnémio e um no tendao do gastrocnémio. O
programa foi configurado para liberar um estimulo de 10V. O nervo foi estimulado
brevemente em dois pontos distantes 5 mm (comprimento total do tubo) utilizando
um eletrodo de estimulagdo (AdInstruments®) (Figura 24). O potencial de agio
muscular composto do ponto proximal ao tubo, a laténcia entre os dois pontos e a
velocidade de condug&o do nervo resultante da distancia total (5 mm) e o delta entre
as laténcias dos dois pontos (L1-L2), foram analisados através do Software
LabChart 8° (AdInstruments).

Area 1 de estimulag3o / \\ > Amplitude do PAMC (mV)

] /T

Laténcia (s)
Areizdees!imu\aqio S\ ] AT=L1-1L2
VCN=__ AS

AT AS=5mm

Eletrodo de captagdo -
tenddo
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Figura 24: Esquema representativo da realizagdo da eletroneuromiografia e parametros
analisados. Em A representagdo do posicionamento dos eletrodos de captacdo no musculo
(vermelho) e no tendao (preto), e do eletrodo de aterramento (verde), no animal. Além disso,
representacao das areas de estimulagdo 1 (proximal) e 2 (distal), no nervo. Em B representagdo da
curva do potencial de agdo (PAMC) e dos parametros analisados: amplitude do PAMC, laténcia e
velocidade de condugéo do nervo (VCN).

3.11 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram analisados através do GraphPad Prism 8 e
foram apresentados em forma de média e £ erro padrdo da média (SEM, do inglés
standard error of the mean). Utilizamos como teste estatistico o teste t ndo pareado.
Para dados paramétricos utilizamos o pos teste Welch e para dados nao
paramétricos utilizamos o pds teste Mann-Whitney. Para dados que apresentavam 3
grupos, utilizamos o teste one way ANOVA e Tukey como pos teste para fazer a
comparagao entre os grupos. Valores de p < 0,05 (95%) foram considerados

significativos.

4. RESULTADOS

4.1 Analise histolégica e morfométrica de nervos isquiaticos regenerados apés
reparo com tubo PLA e tratamento com inosina

Apos oito semanas de sobrevida, o segmento B dos tubos de PLA foram
processados e realizados cortes semifinos transversais corados com azul de
toluidina. Dessa maneira, na figura 25 podemos observar cortes transversais
semifinos, em um aumento de 630 vezes, do grupo salina (25, A) e inosina (25, B),
respectivamente.

Ao analisar os cortes transversais, observamos que o tubo de PLA foi capaz
de organizar e direcionar as fibras ao longo de seu trajeto, pois em ambos 0s grupos
as fibras e vasos sanguineos apresentam uma distribuicdo proporcional e
direcionamento correto. Contudo, os nervos regenerados do grupo inosina + PLA
apresentaram uma melhor organizagdo das fibras, em comparagdo com o grupo
salina + PLA (Figura 24, A e B). O grupo salina + PLA apresenta uma aglomeracao
de fibras, caracteristico de fibras em regeneracéo pds reparo, diferindo do grupo
inosina, que apresenta uma organizagao proxima ao que € encontrado no nervo
normal. Além dessa diferenga marcante, o grupo inosina + PLA aparenta apresentar

uma maior quantidade de fibras regeneradas.
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Para confirmar essa observagao, realizamos a contagem do numero total de
fibras mielinicas e também o numero de vasos sanguineos apds o reparo com tubo
PLA e tratamento com inosina. A contagem do numero total de fibras mielinicas
neste modelo determina o grau de regeneragao. O grafico (Figura 25, C), demonstra
que o grupo inosina + PLA apresenta um maior numero de fibras mielinicas, quando
comparado ao grupo salina + PLA (1293 + 85,49 x 817 £ 89,2; **p<0,01). Com
relagdo ao numero de vasos sanguineos (Figura 25, D), o grupo inosina + PLA
também apresenta uma maior quantidade de vasos sanguineos, quando comparado
com o grupo salina + PLA (30,2 + 2,3 x 17,20 + 2,7; **p<0,01). Este resultado
demonstra que associar a inosina ao reparo com tubo PLA foi capaz de estimular o
potencial regenerativo dos neurdnios, promovendo uma robusta regeneragao, além

de estimular a angiogénese.
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Figura 25: Anadlise quantitativa do nimero total de fibras mielinicas e de vasos sanguineos. A)
Nervo isquiatico animal salina + PLA; B) nervo isquiatico animal inosina + PLA; C) grafico do numero
total de fibras mielinicas; D) grafico do niumero de vasos sanguineos. Grupo salina + PLA (n=5);
grupo inosina + PLA (n=5).**p<0,01; Barra de escala 20 uym.

Como observado anteriormente, o grupo inosina + PLA apresenta uma melhor
organizagao. Analisando qualitativamente os cortes semifinos com aumento de 1000
vezes (Figura 26, A e B) e cortes ultrafinos, com aumento de 6000 vezes (Figura 26,
C e D), podemos observar que o grupo salina + PLA (Figura 26, A e C) apresenta
uma organizagdo heterogénea, com ilhotas contendo pequena e/ou média
quantidade de fibras espacadas (linha tracejada vermelha), com matriz extracelular
bem evidente e circundadas por um tecido conjuntivo (seta branca - perineuro), ao
longo de todo o nervo. Quando comparamos esse microambiente com o do grupo
inosina + PLA (Figura 26 B e D), podemos observar uma organizagdo mais
homogénea, sem o padrdo de agrupamento observado no grupo salina + PLA, com
fibras mais proximas, menos matriz extracelular evidente e um tecido conjuntivo
mais organizado (seta branca). Em ambos 0s grupos € possivel observar nucleos de
CS (asterisco azul). Além disso, no grupo inosina + PLA (Figura 26, C), os axdnios
aparentam apresentar diametros maiores do que os do grupo salina + PLA (Figura
26, A). Esta observacgéo fica ainda mais evidente quando observamos os cortes
ultrafinos (Figura 26, B e D).
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Figura 26: Morfologia e ultraestrutura de nervos em regeneragao. A) Semifino animal salina +
PLA; B) semifino animal inosina + PLA; C) ultrafino animal salina + PLA; D) ultrafino animal inosina +
PLA. Barra de escala 10 um (A e C); barra de escala 2 um (B e D). Setas brancas: perineuro; setas
pretas: células perineurais; linha tracejada vermelha: ilhotas regenerativas; asterisco azul: CS;
asterisco amarelo: vaso sanguineo.

Com relagdo as analises morfométricas, podemos constatar que os axénios
do grupo inosina + PLA, apresentam uma maior area quando comparados ao grupo
salina + PLA, como observado na Figura 26 (A-D) e demonstrado no grafico da area
dos axénios (Figura 27, A), onde o grupo inosina + PLA apresenta uma diferencga
significativa quando comparado ao grupo salina + PLA (4,62 £ 0,3 x 3,5 £ 0,22,
*p<0,05). No que diz respeito a area da fibra (Figura 27, B) e a area da mielina
(Figura 27, C), ndo observamos diferenca significativa, nas respectivas analises,
entre os grupos inosina + PLA e salina + PLA.

Quando tratamos da andlise da raz&o-g (Figura 27, D), podemos observar que
ha uma distribuicdo ao longo das faixas. Sobretudo, é importante destacar que na
razao-g ideal — 0,55 a 0,68 (CHOMIAK E HU, 2009) - o grupo inosina + PLA
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apresenta uma diferenca significativa no numero de fibras presentes nessa faixa
ideal, quando comparada ao grupo salina + PLA (453,8 + 45,24 x 336,6 £ 37,01).
Assim, com este resultado demonstramos que o reparo com tubo de PLA e o

tratamento com inosina impactou positivamente também na remielinizagcdo apds a
lesao por transeccao.

>
w
0

~
1
-
N
1
~
1

1 1
o o
1 1 1

Area do axénio (um?)
N W ? (3
Area da fibra (um?)

Area da mielina (um?)

N W
1

-
1
N
1
-
1

o
1
o
I
o
1

Salina + PLA Inosina + PLA Salina + PLA Inosina + PLA Salina + PLA Inosina + PLA

600 Salina + PLA
* EE Inosina + PLA
500- T
400+
)
=
S 300
o
200
100
0=
o o o ® o o o S
oY —»& oe" oc" QQS’ bﬁl\ ,beq’ ,b&?’ ",,"
o o o o o & % o
> oF N oF N N N N e
Faixas

Figura 27: Analise morfométrica dos nervos isquiaticos. A) grafico area do axénio; B) grafico area
da fibra; C) grafico area da mielina; D) grafico razdo-g. Grupo salina + PLA (n=5); grupo inosina +
PLA (n=5).*p<0,05.

4.2 Imuno-histoquimica para NFH apés reparo com tubo PLA e tratamento com
inosina

Para avaliar a regeneragao axonal apos reparo com tubo PLA e tratamento
com inosina, realizamos uma imuno-histoquimica para NFH e analisamos a area
imunomarcada. Ao analisar os cortes transversais no nervo periférico, o grupo
inosina + PLA (Figura 28, D-F) aparenta apresentar uma maior imunorreatividade
para area marcada quando comparada ao grupo salina + PLA (Figura 28, A-C). Apés
a quantificacdo da area imunomarcada para NFH, representada no grafico (Figura

28, G), observou-se uma diferenga significativa entre o grupo inosina + PLA (0,065 +
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0,003) quando comparado ao grupo salina + PLA (0,037 £ 0,004; **p<0,01). Este
resultado reforga o potencial da inosina como uma molécula capaz de promover

regeneragao apos lesio e reparo do nervo com tubo PLA.
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Figura 28: Imunomarcacao para NFH. A) Salina + PLA - NFH ; B) Salina + PLA - DAPI; C) Salina +
PLA - Merge; D) Inosina + PLA - NFH; E) Inosina + PLA - DAPI; F) Inosina + PLA - Merge; G) grafico
da quantificacdo da area imunomarcada para NFH. Salina + PLA (n=3); inosina + PLA (n=3). **
P<0,01.

4.3 Imuno-histoquimica para A2AR e MBP apés reparo com tubo PLA e
tratamento com inosina

A fim de analisar a localizagao do receptor A2A nos nervos isquiaticos e
avaliar uma possivel presenca nas CS, realizamos imuno-histoquimica para o
receptor A2A e MBP, 8 semanas apds a lesdo. Ao analisarmos os cortes,
observamos que este receptor estava presente tanto nos animais salina (Figura 29,
A) quanto nos animais inosina (Figura 29, E). Considerando que a inosina € um
agonista deste receptor, quantificamos a area imunomarcada, a fim de analisar qual
a influéncia do tratamento com inosina na expressédo desse receptor. Observamos
uma maior imunomarcagao relativa nos animais inosina + PLA (0,078 + 0,0037),
comparada aos animais salina + PLA (0,037 + 0,0059; **p< 0,01) (Figura 29, I).

Com relacdo a marcagao para MBP (Figura 29, B e F), observamos uma
maior area imunomarcada nos animais inosina + PLA (0,088 * 0,0039), quando
comparados aos animais salina + PLA (0,048 £ 0,0042; **p< 0,01) (Figura 29, J).
Este dado, encontra-se em concordéncia com o numero total de fibras mielinicas

encontradas no grupo inosina + PLA.



Por fim, considerando que a MBP é um marcador para mielina, realizamos

uma analise de Pearson a fim de avaliar a colocalizagao entre a A2A e MBP (Figura

30, D, H, K). Nos insertos (Figura 29, D e ) podemos observar a colocalizagao entre

as duas marcagdes (seta branca). A analise de Pearson (Figura 29, K) demonstrou

uma forte tendéncia desta colocalizagdo no grupo inosina + PLA (0,750 = 0,046),

quando comparada com o grupo salina + PLA (0,512 £ 0,055; *p<0,05). Dessa

forma, este resultado sugere a presenga de

receptor A2A nas CS.

A2AR MBP DAPI

|
(s
+
©
c
(72]
()
c
0.10+ J 0.10- —_
‘D‘ o
‘S 0.084 S 0.08+
g —~
&% £a
E g 0.06 E 2 0.06-
S5s 5%
£ £ 0.044 E 2 0.047
T2 ]
£ 002 g 0.02-
0.00- 0.00-
salina + PLA inosina + PLA salina + PLA inosina + PLA

Salina + PLA
¢ P 14 {'“:;.'
.

Merge

A

Coeficiente de colocalizagao

de Pearson

salina +PLA inosina + PLA

Figura 29: Imuno-histoquimica para A2AR e MBP. A) A2AR salina + PLA; B) MBP grupo salina +
PLA; C) DAPI grupo salina + PLA; D) colocalizagdo A2AR e MBP salina + PLA. Seta branca no insert
aponta para a marcagao colocalizada; E) A2AR inosina + PL; F) MBP grupo inosina + PLA; G) DAPI
grupo inosina + PLA; H) colocalizacdo A2AR e MBP inosina + PLA. Seta branca no insert aponta para
a marcagdo colocalizada; 1) grafico imunomarcacgao relativa para A2AR; J) grafico imunomarcagéo
relativa para MBP; K) Grafico para o coeficiente de Pearson; salina + PLA (n=3); inosina + PLA (n=3);

*p< 0,05; **p< 0,01.
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4.4 Avaliacao do peso seco do musculo gastrocnémio apés reparo com tubo
PLA e tratamento com inosina

Para a analise muscular apos transecc¢ao, reparo com tubo PLA e tratamento
com inosina, utilizamos o peso seco dos musculos gastrocnémios. Para fins de
comparagao, utilizamos o gastrocnémio do lado contralateral a lesdo nos grupos
inosina e salina (Figura 30, A e B). Como esperado, o grafico (Figura 30, C)
demonstra que quando comparamos o0s gastrocnémios do lado lesado e
contralateral no grupo salina (0,075 £ 0,0059 x 0,158+ 0,0035; §§§ p< 0,001), é
possivel observar uma diminuigdo no peso seco no lado lesado. O mesmo ocorre
quando comparamos 0s musculos do lado lesado e contralateral no grupo inosina
(0,099 + 0,0037 x 0,152 + 0,0052; ### p< 0,001), sugerindo que em ambos 0s
grupos, a gravidade da lesdo promove uma atrofia dos gastrocnémios. Quando
comparamos os gastrocnémios do lado lesado do grupo inosina + PLA com os do
grupo salina + PLA (0,099 £ 0,0037 x0,075 £ 0,0059; * p< 0,05), podemos observar
uma menor perda de massa muscular no grupo inosina + PLA. Observamos
também, que a razdo (%) entre o peso seco (Figura 30, D) do grupo inosina +
PLA/contralateral € significamente maior que no grupo salina + PLA/contralateral
(64,8 £ 3,87 x 49,6 + 4,03; *p<0,05). Esse resultado sugere que o tratamento com

inosina atenuou a perda de massa muscular.
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Figura 30: Analise do peso seco do musculo gastrocnémio. A) musculos gastrocnémios lado
contralateral e lesado salina + PLA; B) musculos gastrocnémios lado contralateral e lesado inosina +
PLA; C) Grafico demonstrando a diferenga entre os pesos secos dos musculos gastrocnémios nos
lados contralaterais a lesdo (lado esquerdo), grupo salina + PLA e grupo inosina + PLA; D) razdo em
% entre contralateral/salina + PLA e contralateral/inosina + PLA. Contralateral (n=5/grupo); salina +
PLA (n=5); inosina + PLA (n=5). *p<0,05 (salina + PLA x inosina + PLA); ### p<0,001 (contralateral x
salina + PLA); §§§§ p<0,001 (contralateral x inosina + PLA).

4.5 Morfologia e quantificagdo das JNM

Para avaliar a quantidade e morfologia das JNM nos musculos reinervados
dos animais submetidos ao reparo com tubo PLA e tratamento com inosina, 8
semanas apos a lesdo, utilizamos a marcagao para terminal pds-sinaptico com
a-bungarotoxina, (Figura 31, A e B) e quantificamos o numero total de JNMs (Figura
31, C) e a quantidade de JNMs que apresentavam a morfologia ideal em “pretzel”
(Figura 31, D). Com relagdo a quantificagdo das JNM, notamos que o grupo inosina
+ PLA apresenta uma quantidade significativamente maior quando comparado ao
grupo salina (199 £ 7,79 x 156 + 3,97;** p<0,01) como observado no grafico (Figura
31, C). Em ambos os grupos € possivel observar a tipica forma de “pretzel” (Figura
31, seta branca). Porém, a quantificagdo de JNMs que apresentam essa morfologia
demonstrou que o grupo inosina + PLA apresenta uma maior presenca de JNM
nessa morfologia, quando comparada ao grupo salina + PLA (67 + 1,74 x 49 +
3,83;** p<0,01).
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Figura 31: Anadlise das JNM nos musculos gastrocnémios. A) JNMs no grupo salina + PLA; B)
JNMs no grupo inosina + PLA. As setas em ambas as figuras, indicam JNM com morfologia de
“pretzel”; C) gréafico numero total de JNM. D) grafico numero de JNM em morfologia de “pretzel”.
Salina + PLA (n=5); inosina + PLA (n=5). ** P<0,01

4.6 Avaliagao da recuperacao da fungdao motora e sensitiva apdés reparo com
tubo PLA e tratamento com inosina

Para analise da recuperagdo da funcdo motora apds transecgao de nervo
isquiatico e reparo com PLA e tratamento com inosina, realizamos o IFl durante 8
semanas (Figura 32, A e B). Analisando de forma qualitativa a marcagao das patas
dos animais (Figura 32, A), podemos observar que a pata direita dos animais inosina
+ PLA apresentam uma melhora na marcacéo, quando comparados com 0s animais
salina + PLA na oitava semana. O grafico (Figura 32, B) demonstra como esperado
que o grupo inosina + PLA apresenta a partir da segunda semana uma recuperagao
da funcdo motora, quando comparado ao grupo salina + PLA (-75,59 + 3,06x -93,65
t 2,72; *p<0,05), sendo mantida até a oitava semana (-58,49 + 2,24 x -78,04 £3,82;
**p<0,01).
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Figura 32: Analise da recuperagao motora. A) marcagéo das patas direita e esquerda nas semanas
0,1 e 8; B) grafico do IFl; Salina + PLA (n=5); Inosina + PLA (n=5); * p< 0,05; ** p< 0,01. Linha
pontilhada representa os valores de normalidade.

Para analisar a sensibilidade tatil apos a lesao, reparo com PLA e tratamento
com inosina, utilizamos o analgesimetro (Figura 33). Na primeira e segunda
semanas apos a lesao, observamos uma total perda de sensibilidade tatil em ambos
os grupos. Porém a partir da terceira semana, podemos observar que os animais do
grupo inosina + PLA apresentam recuperacado significativa do tato, quando
comparados ao grupo salina + PLA (1,78 £0,111 x 2,56 + 0,08; ***p<0,001). A
recuperacao da sensibilidade tatil no grupo inosina + PLA permanece maior até a
sétima semana (0,58 £ 0,03 x 0,98 + 0,12; *p<0,01). A partir da oitava semana, néao
ha diferenca estatistica significativa entre os grupos. Note, que todos os animais do
grupo inosina + PLA na oitava semana atingem a recuperagao total da funcéo, o que

nao se observa no grupo salina.
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Figura 33: Andlise da recuperagao da sensibilidade tatil. Grafico apresentando os resultados
obtidos durante para o limiar de retirada em gramas. Salina + PLA (n=5); Inosina + PLA (n=5); * p<
0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001. Linha pontilhada representa os valores de normalidade.

Para analise da sensibilidade dolorosa apos transecgéao, reparo com PLA e
tratamento com inosina, utilizamos o teste da picada do alfinete (Figura 34). Na
primeira semana apos a lesdo, observamos uma total perda de sensibilidade
dolorosa em ambos os grupos. Porém, na segunda semana apos a lesdo, podemos
observar que alguns animais em ambos 0s grupos, apresentam uma resposta a dor,
porém sem diferenga significativa. Entretanto, a partir da terceira semana, o grupo
inosina + PLA apresenta uma recuperagao significativa, quando comparado com o
grupo salina + PLA (2,2 + 0,2x 0,8 + 0,37; ***p<0,001). Esta recuperagao da
sensibilidade dolorosa segue até a sexta semana (4,6 + 0,24 x 3,2 + 0,37; *p<0,001),
onde a partir da sétima semana, ndo se encontra mais diferenga estatistica
significativa. Note que similar ao analgesimetro, todos os animais do grupo inosina +
PLA na oitava semana atingem a recuperacgao total da fungéo, o que nao se observa

no grupo salina.
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Figura 34: Analise da recuperacao da sensibilidade dolorosa. Grafico apresentando a pontuagao
obtida no pinprick test. Salina + PLA (n=5); Inosina + PLA (n=5); * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001.
Linha pontilhada representa os valores de normalidade.

4.7 Avaliagao da amplitude do PAMC, laténcia do potencial de acdo e
velocidade de condugdo do nervo apés reparo com tubo PLA e tratamento com
inosina

Para a analise da regeneragdo axonal na oitava semana apoés transecgéo,
reparo com PLA e tratamento com inosina, realizamos a eletroneuromiografia.
Primeiramente, ao analisar as curvas obtidas no software é possivel notar que o
grupo salina + PLA apresenta uma clara redugcéo na amplitude do PAMC, quando
comparados aos grupos de animais normal e inosina + PLA (Figura 35, A-C). No
grafico (Figura 35, D), quando comparamos a amplitude do PAMC nos animais do
grupo normal com os animais do grupo salina + PLA, esta redugdo é
estatisticamente significativa (27,48 + 1,97 x 11,96 + 1,7;## p<0,01). Porém, ao
contrario do observado no grupo salina + PLA, quando comparamos 0s animais

normais com os animais do grupo inosina + PLA, n&o se observa diferenca entre os
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grupos (27,48 + 1,97 x 21,20 + 1,81; ns). Por ultimo, ao comparar os grupos inosina
+ PLA e salina + PLA, observamos uma diferenga estatistica significativa (21,20 %
1,81 x 11,96 + 1,7; *p<0,05). Assim, com os resultados observados na analise da
amplitude do PAMC e a diferenga observada na contagem de fibras mielinicas
(Figura 35, C), é possivel confirmar que a inosina + PLA é capaz de estimular e
promover uma maior regeneragao axonal.

A sequir, tendo observado uma maior regeneragdo nos animais inosina +
PLA, nosso préximo passo foi analisar através da laténcia do PACM e da velocidade
de conducédo do nervo, o estado eletrofisiolégico da remielinizagéo apos a lesdo. No
grafico (Figura 35, E), quando comparamos a laténcia do PAMC nos animais do
grupo normal com os animais do grupo salina + PLA, é possivel observar um
aumento significativo (7,3x102 + 3,3 x 10° x 1x102 £ 5 x 10%; ** p<0,01), diferente de
quando comparamos 0s animais normais, com os animais do grupo inosina (7,3x10
+ 3,3x10° x 7,8x102 + 2x10%; ns). Quando comparados, o grupo inosina + PLA como
esperado, apresenta uma diferenga estatistica significativa em relacdo ao grupo
salina + PLA (7,8x10° + 2x10° x 1x102 + 5 x 10%;**p<0,01). O mesmo cenario se
repete quando comparamos a VCN (Figura 35, F) entre os grupos normal e salina +
PLA (31,67 £ 0,66 x 19,42 + 0,92), normal e inosina + PLA (31,67 £ 0,66 x 30,64 +
1,51) e inosina + PLA e salina + PLA (30,64 £ 1,51 x 19,42 + 0,92). Essa diferenca
entre os grupos inosina + PLA e salina + PLA, somado ao maior numero de fibras
dentro da faixa ideal da razdo-g (Figura 26, H) e de uma maior imunomarcagéo para
MBP (Figura 30, H), demonstra que a inosina estimula ndo s6 a regeneragédo, mas
também a mielinizagao, visto que ha uma normalizagao da laténcia do PAMC e uma
maior VCN.
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Figura 35: Anadlise da amplitude e laténcia do PAMC e VCN. Ondas do PAMC dos grupos normal
(A), salina + PLA (B) e inosina + PLA (C). D) grafico da analise da amplitude do PAMC; E) grafico da
analise da laténcia do PAMC; F) grafico da VCN. Contralateral (n=3); grupo salina + PLA (n=5); grupo
inosina + PLA (n=5). * p<0,05 e ** p<0,01 (salina + PLA x inosina + PLA); ## p<0,01 e ### p<0,001
(contralateral x salina + PLA); ns (normal x inosina + PLA).

5. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial regenerativo do
tratamento com inosina, apds lesdo por transeccdo de nervos isquiaticos de
camundongos (neurotmese — grau V). Neste tipo de lesdo traumatica, o grau de
gravidade é elevado (para revisao, tépico 1.4 da introdugao). Além disso, representa
um desafio para a maquinaria de regeneragao dos neurdnios e do potencial de
reparo das CS. Portanto, para que os axdnios em regeneragcdo no coto proximal
atinjam o coto distal e alcancem seus alvos para formar novas sinapses, €&
necessario um reparo do nervo. Neste trabalho, os animais tiveram seus nervos
transeccionados e tubulizados, e uma distancia de 3 mm entre os cotos foi mantida,
a fim de aumentar o desafio para a regeneracgao. Para o reparo, utilizamos o tubo de
PLA, pois trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que este tubo é uma

alternativa viavel para o reparo, devido a diversos beneficios quando comparado
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com outras técnicas de reparo e inclusive entre outros tipos de tubos biodegradaveis
(GOULART et al., 2016; PESTANA et al., 2018; DURCO et al., 2020). Apds o reparo,
os animais foram tratados 1 hora apds a lesdo com salina e inosina através de uma
injecao intraperitoneal e foram submetidos a testes funcionais que mostraram uma
maior recuperacao da fungcdo motora e recuperacdo da fungao sensitiva, além de
uma amplitude do PAMC proxima da normalidade, uma menor laténcia para
deflagracdo do potencial de agdo e maior velocidade de conducdo do nervo na
ENMG. Esta recuperacédo significativa do grupo inosina + PLA quando comparada
com os resultados obtidos no grupo salina + PLA, sdo explicadas por um
microambiente mais organizado, por uma maior quantidade de fibras mielinicas e
uma maior quantidade de fibras mielinicas dentro da razao-g ideal, indicando uma
melhor mielinizagao neste grupo.

A despeito do SNP apresentar um potencial regenerativo e em modelos
animais a sua regeneragdo culminar em recuperagao funcional consideravel, é
conhecido que alguns fatores como idade, distancia do local da lesdo ao 6rgao alvo
— acrescenta-se nessa problematica, o comprimento do membro — e por ultimo o tipo
de lesado, sédo determinantes para o sucesso da regeneragao. Para tracar um modelo
de lesdo, deve-se levar em consideracdo esses fatores, pois sdo condicbes nao
modificaveis e impactam diretamente no resultado a ser obtido (ALLODI, UDINA E
NAVARRO, 2012; IRISARRI, 2023).

Entretanto, apesar de fatores ndo modificaveis definirem o sucesso da
regeneragdo e consequente recuperagdo funcional, estes fatores podem ser
atenuados por diversos meios. Por ser um modelo dependente de reparo do nervo,
optar pelo uso dos enxertos tubulares biodegradaveis é uma opgao viavel, por
apresentar menor risco de neuroma, fibrose e rejeicdo. Neste cenario, o tubo de PLA
além de fornecer as vantagens citadas, apresenta tempo de degradacdo e
espessura ideais, permitindo que suas caracteristicas mecanicas sejam preservadas
prevenindo colabamento do tubo, além de também apresentar porosidade ideal para
troca de nutrientes e oxigénio com o meio. Dessa forma, optar pelo uso do tubo de
PLA permite uma melhor organizagdo das fibras, mantendo-as dentro da sua luz,
além de guiar as fibras em regeneracgao até seu alvo correto (GOULART et al., 2016;
PESTANA et al., 2018; DURCO et al., 2020). Somado ao uso do tubo de PLA como
estratégia de reparo, as terapias moleculares tém se tornado cada vez mais uma

opgao para tratamento de lesbes no SN. Entre elas, o uso da inosina surge como
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opgao viavel. Nosso grupo, utilizando o modelo de esmagamento de nervo
isquiatico, demonstrou que a inosina, promoveu a aceleragdo da regeneragao,
modulagdo do microambiente inflamatério e neuroprotecdo, acarretando em
recuperagdo funcional significativa (CARDOSO et al., 2019). Baseado nestes
resultados apresentados pelo tratamento com inosina, optamos por progredir a
gravidade da lesdo, realizando uma lesdo por transecgao e reparo com o tubo de
PLA e tratamento intraperitoneal com inosina, e dessa forma potencializar e
viabilizar uma regeneragéo de sucesso.

E consenso que para atingir uma boa recuperagado funcional apés a leséo, é
preciso que ocorra uma robusta regeneragao axonal. Porém, deve-se levar em conta
que a organizacao das fibras é crucial para uma regeneracéao eficaz. Considerando
que uma das principais finalidades do tubo €& auxiliar na organizagdo das fibras
nervosas e direciona-las para o 6rgao alvo, podemos concluir que o tubo PLA foi
capaz de formar fasciculos e direcionar as fibras em regeneragdo, como observado
no grupo salina + PLA, e como visto anteriormente por GOULART e colaboradores
(2016) e PESTANA e colaboradores (2018). Contudo ha de se considerar que o
microambiente do grupo tratado com inosina apresenta uma maior organizagéo
comparado ao grupo salina + PLA, devido principalmente a organizagao concéntrica
do perineuro. Os fibroblastos, linhagem celular responsavel pela formagao de matriz
extracelular e componente do perineuro, apresenta em sua superficie o receptor A2A
(SHAIKH E CRONSTEIN, 2016). Dessa forma, sugere-se que os fibroblastos
respondam ao tratamento com inosina e justifique portanto esta melhor organizagéao.

A fim de analisar o grau de regeneragao e a angiogénese apds o reparo com
tubo PLA e tratamento com inosina, quantificamos o numero total de fibras
mielinicas e o numero de vasos sanguineos, e observarmos que o grupo inosina +
PLA, além da melhor organizagdo do microambiente, apresenta uma maior
quantidade de fibras mielinicas e maior quantidade de vasos sanguineos. O
tratamento com inosina neste modelo mais grave de lesdo nervosa, esta em
conformidade com o que foi observado tanto em lesdo por hemissec¢cdo da medula
espinal (KIM et al.,, 2013), modelo com elevado grau de gravidade, quanto no
tratamento em lesdo por esmagamento (CARDOSO et al., 2019). Além disso, tanto
nos cortes semifinos, quanto nos ultrafinos é possivel observar uma maior area dos
axbnios no grupo dos animais que receberam inosina como tratamento. A analise

morfométrica dos nervos, confirma a maior area dos axdnios no grupo inosina +
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PLA. Porém ndo encontramos diferenca na analise da area da fibra e da mielina.
Contudo, apesar dessa observagao, a analise da razdo-g, um dado que diz respeito
a eficacia da mielinizacdo, e com razao ideal entre 0,55 a 0,68 nos nervos
isquiaticos (CHOMIAK E HU, 2009), demonstra que a maioria das fibras no grupo
inosina + PLA encontram-se dentro dessa faixa. Diferente dos progenitores de
oligodendrdcitos (OPCs), é possivel detectar nas CS apenas os receptores A2A e
A2B (FIELDS, 2006).

A fim de investigar a presenca do receptor A2A nos nervos e avaliar uma
possivel localizagdo nas CS, realizamos uma dupla marcacéo para o receptor A2A e
MBP, apés o reparo e tratamento com inosina. Nesse contexto pds lesdao,
observamos que o grupo inosina + PLA, apresenta uma maior marcagao tanto para
o receptor A2A e quanto para MBP. Notamos inclusive que algumas marcagdes para
o receptor A2A, apresentam uma semelhang¢a a marcacédo da MBP, e que ao unir as
duas marcacodes, observa-se uma colocalizagao entre elas, o que € confirmado pela
analise do coeficiente de Pearson, cujo reforca uma forte tendéncia a colocalizagao
entre essas duas marcagdes no grupo inosina + PLA, quando comparada com o
grupo salina + PLA. A respeito da maior presenga de receptor A2A, situagdes de
estresse elevam os niveis de inosina e consequentemente dos receptores A2A
(WELIHINDA et al., 2016). Além disso, outra possibilidade que suporta esses niveis
elevados de receptor A2A nos nervos do grupo inosina + PLA, deve-se ao
tratamento exdégeno de inosina. Entretanto, considerando que oito semanas apos o
tratamento os niveis de receptores A2A permanecem elevados, hipotetiza-se que
decorra de uma manutengao da expressao deste receptor no grupo inosina + PLA,
diferindo do que observamos no grupo salina + PLA, onde estes niveis encontram-se
reduzidos. Outro fato a se considerar, diz respeito a presenca deste receptores nas
CS. STEVENS e colaboradores (2004) demonstraram que durante o
desenvolvimento, a mielinizagdo de axdnios eletricamente ativos € estimulada apos
a ligacao da adenosina ou de um dos seus agonistas ao receptor A2A nas CS de
fendtipo mielinico que cercam estes axoénios. Entretanto, a atuagédo dos receptores
A2A sobre as CS é desconhecida. Nossos resultados sugerem que apés a leséo, o
tratamento com inosina estimulou os receptores A2A presentes nas CS, levando
dessa forma a uma melhor mielinizagdo dos axbénios regenerados, como
evidenciado na maior marcacao para MBP, além de uma maior quantidade de fibras

mielinicas presentes na faixa ideal do g-ratio. Além disso, dada a sua presenga nas
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CS, é necessario investigar se durante a fase degenerativa, a inosina e o receptor
A2A interferem na reprogramacgao génica das CS e consequentemente antecipam a
progressao da degeneracéo.

Em seguida, para analisar quais as consequéncias do reparo do nervo e o
tratamento com inosina no musculo gastrocnémio, realizamos uma analise do peso
seco dos musculos e da morfologia e viabilidade das JNM. E consenso que quanto
maior o tempo de desnervagao do musculo apdés uma lesdo nervosa, determina o
grau de atrofia muscular, e consequentemente ocasiona a perda da viabilidade das
JNMs, decorrente da degeneracdo das mesmas (SULAIMAN E GORDON, 2000; LI
et al., 2020). Em um modelo de transecgdo, que representa um grau de
comprometimento elevado, com necessidade de reparo e, portanto, um maior tempo
de desnervacéo, € esperado que estes musculos sofram um maior grau de atrofia, o
que observamos em ambos 0s grupos ao analisar o peso seco do musculo
gastrocnémio. Porém, o grupo inosina + PLA apresenta um maior peso seco,
quando comparados com o grupo salina + PLA, inclusive quando normalizado pelo
seu lado contralateral. Isso representa uma menor perda ponderal de massa
muscular. Quando analisamos as JNMs, observamos uma maior quantidade, além
de uma maior preservagao da sua morfologia ideal em “pretzel” no grupo inosina +
PLA. Este resultado demonstra que o tratamento com a inosina, € capaz de diminuir
o tempo de inatividade do musculo gastrocnémio, devido a promocado da
regeneragao axonal, o que possibilita a formacao de novas sinapses funcionais com
as JNMs remanescentes, preservadas dessa forma pelo menor tempo de
desnervacéao (LI et al., 2020). Nossos resultados sdo comparados ao observado por
DURGCO e colaboradores (2020), onde a terapia combinada entre células tronco
derivadas do tecido adiposo humano e reparo com tubo PLA, foi capaz de reduzir a
atrofia muscular, além de garantir maior viabilidade e preservagéo da morfologia das
JNM (DURCO et al., 2020).

A respeito dos resultados da eletroneuromiografia e dos testes funcionais,
estes encontram-se em consonancia com os resultados obtidos nas analises
morfologicas. Na eletroneuromiografia, podemos observar que o grupo inosina +
PLA além de apresentar uma maior amplitude do PAMC, laténcia e velocidade de
condugao em quando comparados ao grupo salina + PLA, observamos que esses
valores se aproximam dos valores observados nos animais sem lesdo. Este dado é

um dado significativo, pois confirma o que foi observado tanto na contagem do
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numero total de fibras mielinicas, quanto na analise da raz&o-g. Este dado reforga o
papel desempenhado pela inosina na promogao de regeneragdo, como observado
anteriormente no tratamento de lesbes no SNC (BENOWITZ et al., 1999; CHEN et
al., 2002; KIM et al., 2013), além do que observamos apos uma lesao por
esmagamento (CARDOSO et al.,, 2019). Todos os resultados observados neste
trabalho, representam e justificam os resultados encontrados na andlise da
recuperacao funcional, visto que os animais do grupo inosina + PLA apresentam
uma recuperacao acelerada e total da sensibilidade tanto dolorosa (pin prick test),
quanto da sensibilidade tatil protopatica (analgesimetro), quando comparados ao
grupo salina. Em relagdo ao IFl, a recuperagdo deste ndo é proxima a sua
normalidade, porém se aproxima de sua passada normal. Analisando considerando
a biomecanica, este animal tornaria sua marcha e suas atividades de vida diaria,
mais funcionais que os animais do grupo salina. PESTANA e colaboradores (2018),
demonstraram em uma analise comparativa de 3 tipos de tubos, que o tubo de PLA
por si, foi capaz de promover a recuperagao da sensibilidade apés a lesdo. Porém, a
respeito da fungdo motora, 0 mesmo nao foi capaz de apresentar uma recuperagao
avancada. Em nosso trabalho, o grupo salina + PLA, que representa os dados
previamente descritos (PESTANA, et al., 2018), apresenta como unica diferencga,
uma recuperagao proxima a normalidade da fungdo sensitiva. Contudo, o grupo
inosina + PLA, demonstra uma antecipada e total recuperag¢ao da fung¢ao sensitiva e
uma recuperacao robusta da funcdo motora. Esses resultados estdo de acordo com
0 observado anteriormente em trabalhos que analisam a recuperagao funcional de
animais tratados com inosina, tanto no SNC (ZAl et al., 2011; KIM et al., 2013;
DACHIR et al., 2014), quanto no SNP (CARDOSO et al., 2019).

Entretanto, apesar da inosina estimular uma maior regeneragdo no grupo
inosina + PLA, a recuperagao da fungédo motora ndo é completamente atingida,
diferente do que é observado na recuperagao da fungao sensitiva. Estes resultados
reforcam que neste tipo mais grave de lesdo, o reparo e o tratamento, apesar de
apresentar respostas positivas, ainda nao possibilitam a recuperacdo préximo ou
total da fungdo motora. Dessa forma, é possivel investigar diversas solu¢des para
essa problematica. Uma delas é a utilizagdo de recursos manuais, utilizados na
fisioterapia, como mobilizacado neural, a fim de estimular a mobilidade do nervo, além

de favorecer a diminuicdo de fibroses, fator conhecido como obstaculo para a
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regeneragao deste modelo. Outro recurso que apresenta resultados notaveis na
recuperacao da fungdo motora € a combinagdo entre tratamento e protocolo de
exercicios aerobicos. GOULART e colaboradores (2014) observaram que a
associacdo entre com tubo de policaprolactona, enxerto de CS, e insercdo num
protocolo de exercicios aerdbicos, apresentaram uma melhor regeneragdo e
consequente recuperagado da fungcdo motora, comparado ao grupo que realizou o
protocolo de exercicios, porém sem enxerto de CS. Investigar a associagdao do
tratamento com inosina e exercicio aerdbico, torna-se uma opg¢ao com perspectiva
de potencializagdo dos resultados observados apenas com o tratamento com

inosina.

6. CONCLUSAO

O estudo mostrou que a associagcdo do reparo do nervo com PLA, e o
tratamento intraperitoneal com inosina uma hora apos a lesdo e durante 7 dias,
promove uma robusta regeneracgdo, além de estimular a angiogénese, resultando
em uma menor perda ponderal de massa muscular nos musculos gastrocnémios,
além de apresentar uma maior quantidade de JNMs, tanto em quantidade, quanto
em morfologia ideal em “pretezel”’. Além disso, observamos uma maior organizagao
do microambiente e uma melhor mielinizagao das fibras nervosas. Observamos um
aumento dos receptores A2A no microambiente, sugerindo que os melhores
resultados observados no grupo inosina, tem relagdo com o aumento desse
receptor. Por fim, a eletroneuromiografia confirma a maior regeneragéo e
mielinizagdo observada no grupo inosina, refletindo em uma melhor recuperagéo das

funcdes motora e sensitiva dos animais.
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