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RESUMO

TABOADA, Tiago B. EFEITOS DO EXERCICIO E INOSINA APOS LESAO E
REPARO DO NERVO ISQUIATICO DE CAMUNDONGOS. DISSERTACAO
(MESTRADO EM MEDICINA - ANATOMIA PATOLOGICA), FACULDADE DE
MEDICINA, UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, RIO DE JANEIRO,
2024.

As Lesdes do Nervo Periférico (LNP) representam uma significativa fonte global
de incapacidade, manifestando-se através de comprometimento sensorio-motor que
resulta em impactos negativos na funcionalidade e, frequentemente, leva ao
afastamento das atividades laborais. Essas lesdes podem ter origem trauméatica e
ndo-trauméatica, sendo as mais graves de dificil resolucdo. Ainda que as abordagens
terapéuticas utilizadas para acelerar a regeneracédo e recuperar as funcdes do nervo
periférico sejam amplamente conhecidas, restabelecer a funcionalidade prévia a lesdo
tem se mostrado um grande desafio na pratica clinica. Por isso, diversas modalidades
terapéuticas vém sendo estudadas de forma isolada ou associadas. Neste trabalho,
escolhemos algumas estratégias que sdo amplamente estudadas em nosso grupo de
pesquisa, como a tubulizacdo, como modelo de reparo e, como estratégias de
tratamento, a inosina e o exercicio em esteira. Dessa forma, o objetivo deste trabalho
€ avaliar os efeitos do exercicio em esteira e da inosina na regeneracdo do nervo
isquiatico, apés lesdo por transeccao e tubulizacdo em camundongos. Para isso,
foram utilizados camundongos C57/BI6, machos, com idades de 8-12 semanas, que
tiveram seus nervos transeccionados. Os cotos proximais e distais, foram suturados
a uma ortese tubular de poli-acido latico, permitindo um intervalo de 3 cm. Os animais
foram tratados, por via intraperitoneal, de acordo com a alocacao, com solucao salina
ou inosina (70 mg/ml) 1 h apos a leséo e, diariamente, ao longo da primeira semana.
A partir da segunda semana até a oitava semana, iniciamos o protocolo de exercicio,
onde os animais foram colocados em uma esteira motorizada a uma velocidade 6-
12m/min, por 10 min, trés vezes por semana. Previamente a lesdo e, semanalmente,
ao longo das oito semanas de sobrevida, os animais foram analisados através de
testes funcionais (n=4). Para avaliar a funcionalidade motora, foi utilizado o indice de
Funcao do Isquiatico (IFl), para a sensitiva, o teste da picada do alfinete e teste da
pressdo crescente da pata. Ao final da sobrevida, foi realizada a eletrofisiologia, em
seguida os animais foram perfundidos com paraformaldeido e os tecidos foram

coletados para analises morfoldgicas qualitativas e quantitativas (n=3). No0ssos



resultados mostram que o tratamento com inosina combinado ao exercicio em esteira
melhora a recuperacdo funcional com melhores pontuacdes no IFl a partir da 62
semana, no teste da picada do alfinete ao final da sobrevida e uma resposta a
menores estimulos no teste da presséao crescente da pata a partir da 42 semana. Além
disso, promove a regeneracdo do nervo isquidtico apOs transeccdo e reparo
apresentando um maior numero total de fibras mielinicas e dentro da faixa
preconizada como ideal, maiores areas da fibra, axénio e mielina, aumenta a area
imunomarcada para NF200 e A2Ar. previne a morte neuronal no corno anterior da
medula espinal e nos ganglios da raiz dorsal, além de atenuar a perda ponderal e a
hipotrofia do musculo gastrocnémio. Assim, nossos resultados demonstram que a
associacao de inosina e exercicio em esteira pode ser uma alternativa importante na

recuperacao de lesdes do nervo periférico.



ABSTRACT

TABOADA, Tiago B. EFFECTS OF EXERCISE AND INOSINE AFTER LESION AND
REPAIR OF THE SCIATIC NERVE IN MICE. DISSERTACAO (MESTRADO EM
MEDICINA - ANATOMIA PATOLOGICA), FACULDADE DE MEDICINA,
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, RIO DE JANEIRO, 2024.

Peripheral Nerve Injuries represent a significant global source of disability,
characterized by sensorimotor impairment leading to negative impacts on functionality
and often resulting in work disability. These injuries can have traumatic or non-
traumatic origins, with the most severe ones being difficult to resolve. Despite the well-
known therapeutic approaches to accelerate peripheral nerve regeneration and restore
function, achieving pre-injury functionality remains a major challenge in clinical
practice. Therefore, various therapeutic modalities are being studied either in isolation
or combination. In this study, we selected some strategies widely investigated in our
research group, such as tubulization as a repair model, and inosine and treadmill
exercise as treatment strategies. The aim of this study is to evaluate the effects of
treadmill exercise and inosine on sciatic nerve regeneration following transection injury
and tubulization in mice. Male C57/BI6 mice aged 8-12 weeks had their nerves
transected, and the proximal and distal stumps were sutured to a Polylactic Acid
tubular orthosis, allowing a 3 cm gap. Animals were treated with either saline or inosine
(70 mg/ml) 1 h post-injury and daily throughout the first week. From the second to the
eighth week, the exercise protocol started, with animals placed on a motorized
treadmill at a speed of 6-12 m/min for 10 min, three times a week. Prior to injury and
weekly over the eight-week survival period, animals were assessed using functional
tests (n=4): the Sciatic Functional Index (SFI) for motor function, the pinprick test for
sensory function, and the paw pressure test for increasing pressure. At the end of the
survival period, electrophysiology was conducted, then the animals were perfused with
paraformaldehyde and tissues were collected for qualitative and quantitative
morphological analyses (n=3). Results demonstrate that treatment with inosine
combined with treadmill exercise improves functional recovery, with better SFI scores
from the 6th week, improved response in the pinprick test at the end of the survival
period, and response to lower stimuli in the increasing paw pressure test from the 4th
week. Additionally, it promotes sciatic nerve regeneration following transection and
repair, exhibiting a higher number of total myelinated fibers within the ideal range,
larger fiber, axon, and myelin areas, increases the area immunostained for NF200 and



A2Ar, prevents neuronal death in the anterior horn of the spinal cord and in the dorsal
root ganglia, and attenuates weight loss and gastrocnemius muscle hypotrophy. These
findings demonstrate that the combination of inosine and treadmill exercise could be

a significant alternative in the recovery of peripheral nerve injuries.



SUMARIO

1. LN EERI0] 16 [07:X 0 IR 16
1.1. O SISTEMA NERVOSO PERIFERICO........ccoiiiieiee e 16
1.2.  LESAO DO NERVO PERIFERICO ......ccciiiiiiiiieieieiee et 21
1.2.1. Classificacdo das Lesdes do Nervo PerifériCo ........cccccvvvviiiiiieeeeeeeeiinnnnnnn, 21
1.2.2. Degeneragao Walleriana ..............uuuuuuuimiiiiiiiiiiiiiiii e 22
1.3. RESPOSTAS A LESAO DO NERVO PERIFERICO..........cccoovvriiiieiirieieesienns 25
1.4. ESTRATEGIAS DE REPARO.......cooiiiieeeeeeeeieee e, 25
140, TUBDUIZAGEOD ...t 26
I [ Y 17 1 - P 27
I T €= o [ o] [ o LU 29
2. OBUJETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eaaarnees 30
2.1, OBJIETIVO GERAL ...uttiiiiiiii ittt e e e e e aee e e e e s 30
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS......ccoiiiiieeeeteeeeeeee et 30
3. MATERIAIS E METODOS. ...ttt en e 31
3.1. ANIMAIS E PROCEDIMENTO CIRURGICO .......coeoveieeciecieeeeececee e 31
3.2. PREPARO E ADMINISTRACAO DOS TRATAMENTOS ......cccceeveeveeecienenn 32
I J20 I [ 1o 1= | o = NSRRI 32
3.2.2. Protocolo de eXerciCio fiSICO ....uceiiiiiiiiiiiiiicc e 32
3.3.  GRUPOS EXPERIMENTALIS ...ttt 33
3.4. DESENHO EXPERIMENTAL ..conii et 33
3.5, TESTES FUNCIONAIS ... .o e e s 34
3.5.1. indice de fUNCEOD dO ISQUIALICO ......ccviiveeeeieeeee e, 34
3.5.2. Teste da picada do alfinete (Pin Prick TeSt) .....ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 35
3.5.3. Teste de pressao crescente na pata (Analgesimetro digital - Von Frey
LIL=] o] 1T odo ) SO PSRP 35
3.5.4. Eletroneuromiografia.......cccccciiiiiiiiiiiiiiiie e 36
3.6. PERFUSAO E OBTENGCAO DOS TECIDOS .......coeoveeeeeeeeeeeeceeeeece e e eeeeenns 37
3.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA .......cceoveieeieeeeeeeeeeenns 38
3.8.’ PREPARO DQ MATERIAL PARA CORTES SEMIFINOS E ULTRAFINOS E
ANALISE MORFOMETRICA ... ..ottt e e e e e e e e e e e e e 38
3.9. MICROSCOPIA OPTICA (MO) ...cuoeieeiieeeeeeeeeeeeeeee e 40
3.10. IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ).....ceoveueeeeeeceeeeeeeee e 40
3.11. QUAN'[IFICA(;AO DE NEURONIOS SENSITIVOS DOS GRD E DOS
MOTONEURONIOS DA MEDULA ESPINAL ......cuttiiiiiiiieeee et 42
3.12. ANALISE DOS MUSCULOS GASTROCNEMIOS. ........c.coovviviirirecieiceeienas 42

3.13. ANALISE ESTATISTICA . ..o oottt 43



4. RESULTADOS ...t e et e e e eennes 43

4.1. INDICE DE FUNCAO DO ISQUIATICO.......couiiiieeieeeecee e 43
4.2. TESTE DA PICADA DO ALFINETE (PIN PRICK TEST) ..vveoeiiieeeeeeeeee e, 46
4.3. TESTE DE PRESSAO CRESCENTE NA PATA (ANALGESIMETRO DIGITAL-
VON FREY ELETRONICO).......ociiiieiiei ettt sttt 46
4.4. ELETROFISIOLOGIA ..ottt e, 48
4.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA .......cceooiiieieeeeee e 49
4.6. MORFOLOGIA E MORFOMETRIA .....ooiiiiiteete et 51

4.7. ANALISE DE NEUROFILAMENTOS E RECEPTORES PURINERGICOS ....56
4.8. QUANTIFICACAO DE CORPOS CELULARES DE MOTONEURONIOS E

NEURONIOS SENSITIVOS oo 57
4.9. ANALISE DOS MUSCULOS GASTROCNEMIOS .......oooiieeeieeeeeeeee e, 59
5. DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt e e e eae st ee e 63
6. CONCLUSAO ... et 69

REFERENCIAS .. oottt e, 71



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Al - receptor de adenosina (ou P1) 1

A2a - receptor de adenosina (ou P1) 2a

A2b - receptor de adenosina (ou P1) 2b

A3 — receptor de adenosina (ou P1) 3

AMPK - do inglés “Activated Protein Kinase”

ATP - do inglés “Adenosine Triphosphate”

BDNF - do inglés “Brain Derived Neurotrophic Factor’
CS - Células de Schwann

DW - Degeneracédo Walleriana

GAP-43 - do inglés “Growth Associated Protein-43”
HMDS - Hexametildissilazano

HE - Hematoxilina e Eosina

LD - Laténcia Distal

LNPs - LesBes do Nervo Periférico

LP - Laténcia Proximal

IFI - Indice de Func&o do Isquiatico

IHQ - Imunohistoquimica

IL-1 - do inglés “Interleukin 1”

MET - Microscopia Eletrénica de Transmissao
MEV - Microscopia Eletrénica de Varredura

MO - Microscopia Optica

Mst3b - do inglés “Mammalian sterile 20-like kinase-3b”
NGF - do inglés “Nerve Growth Factor”

NGS - do inglés “Normal Goat Serum”

PAMC - Potencial de A¢ao Muscular Composto
PBS - do inglés “Phosphate-Buffered Saline”
PFA - Paraformaldeido

PL - do inglés “Print Lenght”

PLA - do inglés “Polylactic Acid”

SEM - do inglés “Standard Error of the Mean”
SNC - Sistema Nervoso Central

SNP - Sistema Nervoso Periférico

TNF- a - do inglés “Tumor Necrosis Factor Alpha
TS - do inglés “Toe Spread”

VCN - Velocidade de Conducao Nervosa



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Principais transi¢cfes nalinhagem do precursor da célula de Schwann

(S P ) e 18
Figura 2. Desenhos tridimensionais esquematicos mostrando a ultraestrutura
de uma fibra mielinica e uma amieliniCa........cccccccciiiiiii 19
Figura 3. Diagramas esquematicos das estruturas da bainha de mielina.......... 20
Figura 4. llustracdo esquematica da conducéo saltatéria.........cccceeeeeeevvvevennnnnnnn. 21
Figura 5. Progresséo da degeneracdo Walleriana e regeneracdo de axdnios apos
N S 24
Figura 6. Representacdo esqueméatica da degradacdo da inosina e seus
MECANISMOS U BGA0 ...coeeeeeee oo 29
Figura 7. Desenho experimental. Representacédo grafica dos materias e métodos
ULIHIZAd0S NESTE ESTUTO ...ceeeiiiiiii e e e e e e e e eeannes 34
Figura 8. Representag8o dO PAMC .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 37
Figura 9. Esquema ilustrativo dos trés segmentos do nervo e seus respectivos
PrOCESSAMENTOS ....eiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nn e eaee 38
Figura 10. Esquema ilustrativo das 5 areas quantificadas em cada amostra....40
Figura 11. indice de FUNGAOD dO ISQUIALICO .......covveveeieieeecie e 45
Figura 12. Teste da Picada do AIfINEe ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
Figura 13. Teste de Pressao Crescente Na Pata...........ccccuuuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnies 47
Figura 14. EletrofiSiologia. ..o 49
Figura 15. Microscopia Eletronica de Varredura da 6rtese tubular de PLA ....... 50
Figura 16. Microscopia Eletronica de Varredura das Orteses tubulares e os
NEIVOS €M SEU INTEIIOT cooieiee e 51
Figura 17. Morfologia doS Nervos em regeneragao..............eeeueeuemmemmmmmnnnmnnnnnnnnnnns 52
Figura 18. Ultraestrutura dos nervos em regeneracdo. Cortes ultrafinos do
segmento B dos nervos isquiaticos dos animais dos 4 grupos .....ccccceceeeeeuvvnneee. 53
Figura 19. Morfometria doS Nervos em regeneracao ..........cccccuueeuemmmmmnmmmnnnnnnnnnnns 55
Figura 20. Andlise da area relativa imunomarcada para NF-200......................... 56
Figura 21. Analise da area relativa imunomarcada para A2Ar .......ccccevveervvennnnnne 57
Figura 22. Quantificagcdo de corpos celulares de motoneurénios e neurdnios
LT 0 S LA 01U 59
Figura 23. Analise dos mUsculos gastroCNEMIOS. ............uuuuuuiuiiimiiiniiiiiiiiiiiiiianens 60

Figura 24. Analise morfolégica dos musculos gastrocnémios corados com HE



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Tabela com a descricéo dos 4 grupos utilizados e procedimentos aos
quais foram SUDMELIAOS. .....coii i 33

Tabela 2. Descricéo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados........... 41



16

INTRODUCAO

As lesbes do nervo periférico (LNP) sdo a causa mais comum de lesGes do
sistema nervoso (HOUSHYAR; BHATTACHARYYA; SHANKS, 2019). As LNP
representam uma significativa fonte global de incapacidade, manifestando-se através
de comprometimento sensoério-motor que resulta em impactos negativos na
funcionalidade e, frequentemente, leva ao afastamento das atividades laborais
(NAVARRO et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2013; MODRAK et al., 2020; LAVORATO et
al. 2023). Notavelmente, 59% dos casos ocorrem em pacientes com idades
compreendidas entre 18 e 35 anos, sendo a média de idade registrada de 34,6 anos.
Além disso, a incidéncia de LNPs € significativamente maior em homens do que em
mulheres, com uma proporcao aproximada de 5 para 1 (TAYLOR et al., 2008, NADI
et al., 2018).

Os dados acerca da epidemiologia das LNP sdo escassos, dificultando
evidenciar as demandas das populacfes envolvidas e a tomada de decisdo embasada
em estratégias que diminuam os riscos e impactos desta condicdo ndo sé na
qualidade de vida dos acometidos como também do sistema de saude (RALPH N.A.
MURPHY et al., 2023).

Estas lesGes podem ter origem traumatica ou ndo-traumatica. No caso das
lesbes traumaticas, destacam-se causas como colisbes envolvendo veiculos
motorizados, lesdes penetrantes, laceracdes, projéteis de arma de fogo, quedas,
fraturas, lesdes por tracao e esmagamento. Por outro lado, as causas nado-traumaticas
abrangem neuropatias de compressdo, neuropatia diabética, vasculopatias e
infecc6es (CAMPBELL, 2008; OSBORNE, ANASTAKIS e DAVIS, 2018).

1.1. O SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

O sistema nervoso periférico (SNP) tem como principal funcdo transmitir a
informacdo entre os centros superiores e os o6rgaos efetores (ROSS e PAWLINA,
2016; BEAR, 2017; SCHUNKE et al., 2019), sendo formado pelos nervos cranianos e
espinais, responsaveis por conduzir os impulsos eferentes, que partem do sistema
nervoso central (SNC) e aferentes que retornam para ele; pelos ganglios, que séo
agregados de corpos celulares neuronais fora do SNC; e por terminagdes nervosas
especializadas. O SNP é formado por dois tipos celulares: o neurénio e as células da
glia. O neurdnio é considerado a unidade funcional do sistema nervoso, formado por
um corpo celular (ou soma) onde estdo presentes as organelas da célula e onde

ocorre a sintese de proteinas; por prolongamentos denominados dendritos que
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recebem estimulos de outros neurbnios ou do ambiente; e o0s axonios,
prolongamentos efetores que emitem estimulos do corpo celular para outras células.
Ja as ceélulas da glia, conhecidas como neuroglia periférica, sdo ceélulas de
sustentacao, que consistem em células de Schwann (CS), células da glia entérica e
células satélites, importantes para o suporte fisico, nutricional e para a funcionalidade
dos neurdnios. (LENT, 2010; ROSS e PAWLINA, 2016; BEAR, 2017; SCHUNKE et
al., 2019)

Quando se trata do SNP, o impulso nervoso percorre 0s nervos periféricos
constituidos por axénios e CS, além de vasos sanguineos e tecido conjuntivo. Os
tecidos conjuntivos fornecem suporte estrutural e organizacdo as estruturas que
compdem o nervo. Eles também sdo responsaveis por envolver e proteger esses
componentes contra danos mecanicos, além de facilitar a transmissao eficiente de
impulsos nervosos ao longo do nervo. Sao divididos em trés camadas, da mais interna
para a mais externa observamos o endoneuro formado por tecido conjuntivo frouxo
associado a cada fibra nervosa, o perineuro formado por tecido conjuntivo
especializado que circunda o fasciculo nervoso e o epineuro que consiste em tecido
conjuntivo denso ndo modelado, circundando e unindo os fasciculos nervosos em um
unico feixe. Cada por¢cdo possui suas caracteristicas funcionais e morfolégicas
especificas (ROSS e PAWLINA, 2016; MODRAK et al., 2019; WANG, 2019).

Em geral, as fibras nervosas séo constituidas por um axdnio e seus envoltorios.
Estes envoltorios sdo produzidos por células especificas, no caso do SNP, pelas CS.
Os precursores das CS sao as células gliais dos primeiros nervos embrionarios. Eles
sdo gerados a partir da crista neural e, por sua vez, geram CS imaturas (JESSEN,
MIRSKY E LLOYD, 2015). A partir desse momento, as CSs podem se diferenciar em
dois fendtipos principais, um mielinizante e um n&o mielinizante (Remak) e, em casos
de leséo, as CSs ainda podem se desdiferenciar em um fenétipo de reparo (Blinger)
conforme podemos observar na Figura 1. Os ax6nios de menor calibre sdo
normalmente envoltos pelas CS n&o mielinizantes,no entanto, elas se associam com
mais de um axonio, constituindo as fibras amielinicas (Figura 2, A). Em contrapartida,
nas fibras mielinicas (Figura 2, B), axénios de maior calibre serdo envoltos pelas CS
mielinizantes, que se organizam formando um invélucro lamelar concéntrico
denominado bainha de mielina, basicamente constituida por lipidios, resultando em
um envoltério altamente isolante para permitir a conducéo saltatoria. (JESSEN e
MIRSKY, 2005; LENT, 2010; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2017).
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Figura 1. Principais transi¢cbes na linhagem do precursor da célula de Schwann (SCP). O
diagrama mostra as transi¢cdes de desenvolvimento e induzidas por lesdo. Setas pretas ininterruptas,
desenvolvimento normal; setas vermelhas, a resposta a lesdo das CS; setas pontilhadas,
dediferenciacdo das células de Bingner em células mielinicas e Remak pdés-reparo. As datas
embrionérias (E) referem-se ao desenvolvimento do camundongo. (Modificado de Jessen e Mirsky,
2012). Disponivel em: JESSEN, MIRSKY e LLOYD, 2015.
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Figura 2. Desenhos tridimensionais esquematicos mostrando a ultraestrutura de uma fibra
mielinica (A) e uma amielinica (B). 1. Nucleo e citoplasma de célula de Schwann; 2. axbnio; 3.
microtdbulos; 4. neurofilamentos; 5. bainha de mielina; 6. mesaxénio; 7. nodo de Ranvier; 8.
interdigitacao dos prolongamentos das CS no nodo de Ranvier; 9. vista lateral de um ax6nio amielinico;
10. ldmina basal. Adaptada de Krsti (RV: Ultra struture of the Mammalian Cell. Springer-Verlag, 1979).
Disponivel em: JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2017.

No SNP a bainha de mielina € formada a partir da sobreposicdo de camadas
lipoproteicas, estabelecidas pelo citoplasma das CS, que envolvem o axénio de forma
nao continua, ou seja, uma regido axonal é coberta por ela, enquanto outra fica
desnuda, com exposi¢cao do axolema (Figura 3). Esta regido desprovida de mielina é
rica em canais de sodio dependentes de voltagem e € denominada nodo de Ranvier,
enguanto a regido delimitada por dois nodos de Ranvier consecutivos (area recoberta
pela mielina) € chamada de internodo. Ademais, € possivel observar que as alcas
terminais de mielina fazem contato direto com a membrana do axdnio, numa regido
conhecida como paranodo, onde a membrana interna da CS e do axolema subjacente

entram em contato. Esta organizacdo permite que o impulso nervoso chegue
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rapidamente até a célula alvo, pois ndo se propaga continuamente pela membrana do
axbénio, mas sim “salta” diretamente de um nodo de Ranvier para o outro como
observado na figura 4 (KANDEL, 2014; MARTINEZ et al., 2014).
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Figura 3. Diagramas esquemaéticos das estruturas da bainha de mielina. Esses diagramas mostram
apenas algumas camadas de mielina compacta para simplificacdo. A. No SNP, a CS envolve o axénio
e 0 mesaxobnio, onde a membrana plasmatica da SC entra em contato consigo mesma, é espiralada
em lamelas concéntricas em torno do axoénio e firmemente disposta para formar a mielina compacta.
B. Perspectiva longitudinal de um axénio mielinizado no SNP. No final de cada segmento de mielina
compacta (internodo) esta um nodo de Ranvier, que ndo é coberto por mielina. Entre o nodo e o
internodo estd a regido paranodal com estruturas altamente especializadas. As alcas laterais e as
incisuras de Schmidt-Lantermann s&o regides contendo citoplasma da SC onde as membranas néo
estdo compactadas. C. Axbénio mielinizado é mostrado parcialmente em seccao transversal (AX-C) e
parcialmente longitudinal (AX-L). Adaptado de QUARLES, 2002.
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Figura 4. llustracdo esquemética da conducdo saltatéria. Em um axdnio mielinizado, a
despolarizacéo ocorre durante um potencial de acdo de um nodo de Ranvier e espalha-se ao longo do
interior do axénio até o préximo nodo (setas azuis), onde os canais de sodio voltagem-dependentes
permitem que se reiniciem. Dessa forma, o potencial de acdo parece saltar de nodo em nodo a medida
que viaja ao longo do axénio (setas vermelhas). Adaptada de: REECE et al., 2014.

1.2. LESAO DO NERVO PERIFERICO

Quando a continuidade da estrutura do nervo é comprometida ha a interrupcao
da propagacao do impulso nervoso que acarreta em déficits das atividades motoras,
sensitivas e autondmicas, caracterizando a lesao do nervo periférico. A gravidade das
lesbes dos nervos periféricos € classificada dependendo da ocorréncia de
desmielinizacdo e da extens&do do dano axonal e do tecido conjuntivo (CHOI et al.,
2016; BILLET et al., 2019; NOCERA e JACOB, 2020).
1.2.1. Classificacdo das Lesdes do Nervo Periférico

Em 1942, Seddon classificou as LNPs em 3 niveis de severidade, definindo-os

como: neurapraxia, lesbées compressivas as quais tém resolucdo rapida dos sintomas;
axonotmese, onde se observa uma perda na continuidade do axdnio com preservagao
da continuidade do nervo; neurotmese, na qual ocorre secgdo completa da
continuidade do nervo sem preservacdo de nenhuma de suas estruturas conjuntivas.
Posteriormente, Sunderland (1951) redefine essa classificacdo em 5 graus,
considerando além da gravidade da lesdo as suas caracteristicas histopatoldgicas,
critérios eletrodiagndsticos e clinicos associados a capacidade regenerativa,
considerando a necessidade ou nao de intervencgdao cirargica. Os dois primeiros graus
correspondem aos propostos por Seddon (1942), dessa forma, grau |, neurapraxia e
grau ll, axonotmese; ja nos graus lll e 1V, considerando os aspectos histopatolégicos
da leséo, temos diferentes estruturas acometidas, sendo que no grau lll, os axénios e

o endoneuro estdo danificados, mas o perineuro ndo é acometido; no grau IV, os
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axbnios, o endoneuro e o0 perineuro estdo danificados, mas o0 epineuro esta
preservado e por fim, o grau V, que corresponde a neurotmese, ou seja, a transec¢ao
completa do nervo.
1.2.2. Degeneragédo Walleriana

Descrita por Augustus Waller em 1850, a degeneracédo Walleriana (DW) é uma
forma estruturada de degeneracao axonal caracterizada inicialmente pela dissolucéo
dos elementos do citoesqueleto axonal, produzindo detritos axonais e de mielina. E
um fenbmeno complexo que se inicia apos lesdes que levam a interrupcdo da
continuidade axonal (WALLER, 1850; ALLODI et al., 2012; COLEMAN e HOKE,
2020). Caracterizada pela perda do contato do axénio com o corpo neuronal, a LNP
além de privar o axénio de sua fonte de sintese de proteinas, glicoproteinas, lipidios
e carboidratos, deflagra uma série de respostas moleculares e celulares sucedidas
por degeneracao e posterior fragmentacdo de seu segmento distal (GORDON, 2020).

Ao ter a sua continuidade axonal interrompida, as fibras nervosas distais ao
local da lesdo perdem o contato com o corpo celular neuronal desencadeando uma
cascata de eventos (Figura 5). Além das respostas celulares provocadas pelos
axobnios lesionados, a DW é acompanhada pela mudanca das CSs, que assumem
um fenotipo de reparo e pela ativacao da resposta imune (CHEN; PIAO e BONALDO,
2015). As CSs iniciam o processo de depuracdo do microambiente facilitando a
degradacdo da mielina e expressam fatores quimiotaticos que atraem as células do
sistema imune inatas (neutrofilos, macrofagos e células dendriticas) e células
adaptativas (células T e B), dentre estas, os macrofagos se destacam pois séo eles
gue auxiliam no processo de fagocitose tanto dos detritos axonais quanto de mielina
a fim de produzir um ambiente que suporte e promova a regeneragao e o crescimento
axonal (GAUDET; POPOVICH e RAMER, 2011, HUANG et al., 2024). Os macréfagos
também estdo presentes nos ganglios da raiz dorsal (GRD) para regular o processo
de regeneracdo do ax6nio. Em contraste com os nervos lesionados, o aumento de
macrofagos nos GRDs origina-se principalmente da proliferacdo de macrofagos
residentes, e ndo da infiltracdo de macrofagos derivados de mondcitos sanguineos
(HUANG et al., 2024). Em concomitancia, no corpo celular, inicia-se um processo de
cromatolise, onde o corpo celular incha devido a fragmentacdo dos corpusculos de
Nissl que se dispersam pelo citoplasma (ALLODI et al., 2012).

Na porcédo axonal adjacente ao corpo celular, conhecida como coto proximal,

inicia-se o0 processo de regeneracdo axonal. Este processo € iniciado através de
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cones de crescimento, 0s quais se estendem em direcdo ao coto distal do axdnio
danificado. O crescimento direcional desses cones é guiado pelas CSs que se
proliferam dentro da lamina basal original formando as bandas de Buingner, ao longo
do caminho até alcancar seu destino alvo. Uma vez |4, ocorre o estabelecimento de
novas sinapses e o inicio do processo de remielinizacdo do axénio regenerado (CHEN
et al., 2007; NAVARRO et al., 2007; ALLODI et al., 2012).

Apés a conclusdo bem-sucedida da regeneracao axonal, as CSs restabelecem
sua associagdo com o0 axonio. Isso resulta na interrupcdo da expressao de fatores
troficos e de seus receptores, e as CSs retomam sua diferenciacdo para um fenotipo
mielinizante. Nesse processo, 0s segmentos do axénio sdo envolvidos, um de cada
vez, por uma bainha composta por diversas camadas de membrana celular extensa.
Essa mielinizagdo progressiva resulta na formac¢ao dos nodos de Ranvier, os quais
sdo caracterizados por uma interrupcdo na bainha de mielina. Esse processo de
remielinizacdo é crucial para a restauracao da funcédo axonal e é regulado por uma
série de fatores (NAVE, 2010; ALLODI et al., 2012; GLENN; TALBOT, 2013).

Hoje, sabe-se que a DW € uma resposta protetora e contribui para a
recuperacdo da funcdo nervosa, principalmente por propiciar um ambiente favoravel

para a regeneracao (CHANG et al., 2016).
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Figura 5. Progressao da degeneracao Walleriana e regeneracdo de axénios ap6s LNP. Um Unico
axdnio com CS mielinizantes associadas é mostrado. Embora a fagocitose e a degeneragdo da mielina
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das CS formando as bandas de Biingner. 5. Axénio regenerado com sucesso. Disponivel em: GAUDET;
POPOVICH e RAMER, 2011.

1.3. RESPOSTAS A LESAO DO NERVO PERIFERICO

O SNP exibe uma alta capacidade regenerativa (NOCERA e JACOB, 2020).
Existem trés principais mecanismos de reparo apos LNP: remielinizacdo de axénios
poupados e desmielinizados, brotamento colateral e regeneragdo axonal. Na
neuropraxia, as CSs assumem um fendétipo de reparo, permitindo a producdo de nova
mielina (WANG et al., 2019; MODRAK et al., 2020). LesGes axonais parciais se
recuperam através do brotamento colateral, aumentando o numero de fibras
musculares controladas por um Unico axénio. Em lesdes completas, como no caso da
transeccdo, a recuperacdo depende de uma taxa de regeneracdo axonal de
aproximadamente 1 mm/dia, em humanos, com alguma variacdo desta taxa
relacionada a fatores do paciente (idade) e fatores da lesdo (local da leséo,
mecanismo da lesdo, proximidade da lesé&o ao corpo celular, tempo e tipo de reparo)
principalmente por afetar a capacidade regenerativa intrinseca dos axonios
(GORDON, SULAIMAN e BOYD, 2003; NAVARRO et al., 2007, IRISARRI, 2023).
Durante a regeneracéao, pode ocorrer formacao de fibrose, dificultando a recuperacéo.
Nas lesGes mais graves, a desorganizagéo fascicular e a presenca de fibroses no
nervo prejudicam ainda mais a recuperacao, especialmente para as fibras motoras.
As fibras sensoriais podem ter uma recuperacao ligeiramente melhor (LOPES et al.,
2022).

O reparo do nervo lesionado acontece em diversos estagios, abrangendo o
corpo da célula nervosa, o segmento entre 0 neurdnio e a area danificada (coto
proximal), o proprio local da lesdo, o segmento entre a area lesada (coto distal) e 0
orgao alvo (MODRAK et al., 2020).

1.4. ESTRATEGIAS DE REPARO

Geralmente, a principal estratégia utilizada na clinica é a neurorrafia, sendo
considerada o padrao-ouro para lesées com menos de 3 cm de distancia entre cotos
nervosos (HOUSHYAR, BHATTACHARYYA e SHANKS, 2019). Esta se da pela
sutura coto a coto do nervo seccionado, sendo necessaria a congruéncia entre as
fibras para que a regeneracao ocorra de forma adequada. Para lesbes mais extensas
a estratégia amplamente utilizada € o enxerto, ou seja, o nervo acometido é
substituido por outro nervo do mesmo individuo (autoenxerto) ou de aloenxerto

bY

(enxerto de individuos geneticamente diferentes, mas que pertencem a mesma
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espécie). O mais comum € a utilizacao de nervos sensitivos para realiza¢do do enxerto
no qual normalmente utiliza-se o nervo sural, que é um nervo majoritariamente
sensitivo (KHALED et al., 2023).

Dada as desvantagens das estratégias citadas anteriormente, a falta de
resultados significativos na restauracdo da funcionalidade prévia e ao avanco da
tecnologia e das técnicas disponiveis, outras estratégias passaram a ter um maior
foco, como a tubulizacdo (GOULART et al., 2014; GOULART et al., 2016; MARTINEZ
et al.,, 2018; DURCO et al., 2020), as terapias celulares (GOULART et al., 2014;
DURCO et al., 2020), terapias génicas (MODRAK et al., 2020), e as terapias
moleculares com a utilizacdo da inosina (CARDOSO et al., 2019). Outras estratégias
complementares podem ser utilizadas para potencializar a regeneracdo e a
recuperacado funcional, como as terapias baseadas em exercicios (GOULART et al.,
2014).

Ainda que as abordagens terapéuticas utilizadas para acelerar a regeneracao
e recuperar as funcdes do nervo periférico sejam amplamente conhecidas,
restabelecer a funcionalidade prévia a lesdo tem se mostrado um grande desafio na
pratica clinica. Por isso, diversas modalidades terapéuticas vém sendo estudadas de
forma isolada ou combinadas (MODRAK et al., 2020; KHALED et al., 2023).

Neste trabalho, escolhemos algumas estratégias que sdo amplamente
estudadas em nosso grupo de pesquisa, como a tubulizagdo, como modelo de reparo
(GOULART et al.,, 2014; MARTINEZ et al.,, 2018; DURCO et al.,, 2020) e, como
estratégias de tratamento, a inosina (CARDOSO et al., 2019) e o exercicio em esteira
(GOULART et al., 2014). Além disso, a literatura descreve diversos beneficios de tais
estratégias, como podemos observar a seguir.

1.4.1. Tubulizacéo

Como alternativa para as lesfes mais graves e extensas onde o autoenxerto
costuma ser a estratégia adotada como conduta inicial, vem sendo estudado o uso de
enxertos tubulares, também conhecido como tubulizacéo, que a principio eram feitos
de material sintético, visando reconstruir e reconectar as extremidades do nervo
transeccionado, reduzindo entdo as evolugdes negativas citadas previamente.
Diversos materiais bioldgicos ja foram testados como veias descalcificadas de dentro
para fora, vasos sanguineos, artérias, xenoenxertos, fiboras musculares, conduites
0sseos, dentre outros. No entanto, ha preocupacfes sobre seu uso devido a

disponibilidade limitada e formag&o de neuroma, resultando em sensacdo de dor e
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morbidade do local doador (HOUSHYAR, BHATTACHARYYA e SHANKS, 2019;
VIJAYAVENKATARAMAN, 2020; KHALED, 2023).

Os enxertos eram produzidos a partir de diferentes tipos de polimeros
sintéticos, sendo os seus materiais e formatos adaptados para a demanda especifica
do nervo lesionado, evitando entdo tor¢cdes e luxacbes, que eram comumente
encontrados na clinica ap0s a enxertia com materiais biologicos, além disso, podendo
guiar a direcdo do nervo em regeneragao, isolar o axonio regenerado do tecido
cicatricial e proteger o nervo regenerado contra a compressao circundante (CHIONO
e TONDA-TURO, 2015; HOUSHYAR, BHATTACHARYYA e SHANKS, 2019).

Ao longo do tempo, os enxertos tubulares sintéticos de materiais nao
biodegradaveis foram sendo substituidos por enxertos tubulares biodegradaveis.
Dessa forma, ndo € necesséria a realizacdo de uma nova intervencao para retirada
da ortese. Por serem feitos de polimeros biocompativeis e bioabsorviveis, os tubos
biodegradaveis se tornaram a principal e mais promissora estratégia para permitir uma
regeneracao mais eficaz e com um menor risco de eventos adversos a intervencao.
Por ser uma boa alternativa aos enxertos nos casos em que ha perda de tecido
nervoso que impossibilita a neurorrafia direta, muitos estudos seguem modelos
utilizando enxertos tubulares, como alguns estudos do nosso grupo de pesquisa, nos
quais foram utilizados enxertos de poli-acido latico (PLA, do inglés “polylactic acid”)
(GOULART et al., 2014; GOULART et al., 2016; MARTINEZ et al., 2018; DURCO et
al., 2020).

1.4.2. Inosina

Uma das estratégias comumente utilizadas e que possui resultados
promissores na regeneracdo é a terapia molecular. Dentre elas, 0 uso da inosina tem
sido amplamente estudado em modelos de lesdo no SNC (BENOWITZ et al., 1999;
HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004; LIU et al., 2006; CONTA e STELZNER, 2008;
KURICOVA et al., 2014; MUTO et al., 2014).

A Inosina é um nucleosideo de purina, produto da deaminacdo da adenosina,
e possui propriedades imunomoduladoras, neuroprotetoras e analgésicas. Esses
efeitos refletem diretamente no potencial terapéutico observado nos processos
patolégicos (PINTO et al., 2021). Formada nos meios intracelular e extracelular, a
inosina possui inUmeros mecanismos de acéo, tais como ligacado aos receptores de
adenosina ou P1 (RALEVICK e BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK e RALEVIC, V,

2013), aumento da producao de acido Urico, que possui caracteristicas antioxidantes
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por eliminar o peroxinitrito, garantindo a neuroprotecdo devido a diminuicdo do
estresse oxidativo (CONTA e STELZNER, 2008; TOMIGA et al., 2020) e regulacdo da
proteina GAP-43, além da ativacdo da enzima Mst3b, desempenhando um papel
importante na via de sinalizacdo de fatores tréficos, cruciais no processo de
crescimento axonal (IRWIN et al., 2006; RIBEIRO et al., 2016). Essas caracteristicas
dao a esta purina um potencial imunomodulador, além de ser um agente neuroprotetor
(HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004; LIU et al., 2006; CONTA e STELZNER, 2008).
Além disso, a inosina atua através da ligacdo a um dos quatro subtipos de receptores
de adenosina ou P1R: Al, A2A, A2B e A3, que se encontram expressos em ceélulas
de tecidos como encéfalo, medula espinal, baco e, principalmente, em leucdcitos,
células imunes de origem linféide (JUNQUEIRA et al., 2016). Dentre eles, acredita-se
que os receptores A2A e A2B apresentam papel crucial no controle da inflamacao
(VIRGILIO e VUERICH, 2015). Pode-se considerar também o0 aumento da
degranulacao dos mastoécitos através do envolvimento com receptores A3, diminui¢ao
in vitro na producdo de algumas citocinas anti-inflamatérias (TNF-a, IL-1) em
macrofagos, linfécitos e neutrofilos (HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004). Ademais,
a inosina garante a preservacdo de células gliais e neuronais durante privacédo de
glicose e oxigénio, através do seu metabolismo intracelular. A enzima purina
nucleosideo fosforilase degrada a inosina em hipoxantina, liberando nesse processo
uma ribose-1-fosfato, que se isomeriza a outras trés riboses-1-fosfato, formando uma
ribose-5-fosfato. Esta nova ribose-5-fosfato € convertida por enzimas da cadeia das
pentoses (transaldostases e transquelotases) em glicose-6-fosfato, e este
intermediario entra na via glicolitica, formando moléculas de ATP (JURKOWITZ et al.,
2002; HASKO, SITKOVSKY e SzZABO, 2004). Esses mecanismos estdo
representados na figura 6.
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Adenylyl ciclase activation
AMP
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Figura 6. Representagdo esquematica da degradacdo da inosina e seus mecanismos de acgéo.
Disponivel em: ALMEIDA, CARDOSO e MARTINEZ, 2021.

Recentemente, um estudo do nosso grupo apresentou resultados positivos do
uso da inosina em um modelo compressivo do nervo isquiatico (CARDOSO et al.,
2019), sendo o pioneiro no uso dessa molécula no SNP. Nesse caso, o tratamento
com inosina foi capaz de promover neuroprotegao, evitando a morte de neurdnios no
corno anterior da medula espinal e nos GRD, além de acelerar a regeneracao do nervo
isquiatico e reduzir o numero de macrofagos circulantes duas semanas apos a leséo,
indicando a aceleragdo do processo inflamatorio e antecipando a recuperacdo das
funcdes motoras e sensoriais.

1.4.3. Exercicio

Outra estratégia terapéutica que tem demonstrado efeitos benéficos é a
realizacdo do exercicio fisico. Assim como a inosina, o exercicio fisico tem
demonstrado efeitos benéficos tanto na regeneracdo do nervo lesionado quanto na
recuperacdo das funcdes motoras e sensitivas em diferentes modelos de leséo do
sistema nervoso (GOULART et al., 2014; GORDON e ENGLISH, 2015; ALVES et al.,
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2018; SUN et al., 2019; JAISWAL, et al., 2020; DAVAA et al., 2021; BILCHAK,
CARON, e COTE, 2021; KUMAR et al., 2021).

O exercicio fisico ap6s lesdo axonal leva ao consumo de ATP celular,
resultando na ativagdo de AMPK promovendo a regeneracdo de axOnios e
recuperacdo funcional (KUMAR et al.,, 2021). O exercicio aerdbico pode ainda
promover a expressao da 6xido nitrico sintase que pode promover o reparo do tecido
nervoso (SUN et al., 2019). Além disso, o0 exercicio tem capacidade de normalizar a
regulagcédo positiva de fator de crescimento nervoso (NGF, do inglés “Nerve Growth
Factor”) e fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés “Brain Derived
Neurotrophic Factor”) induzida por lesdo nervosa, estando associado a uma
regeneracao nervosa periférica mais rapida (ALVES et al., 2018). Os efeitos benéficos
do exercicio fisico ainda estdo associados a atividade do motoneurdnio, sendo esta
necessaria para melhorias na recuperacao da funcao motora (JAISWAL, et al., 2020).
Terapias baseadas em exercicios estdo associadas a inumeras formas de
plasticidade, que vao desde a formacéo de novos circuitos, prevencao de apoptose e
crescimento axonal que provavelmente contribuem para o reparo neural e
recuperacdo funcional, possivelmente relacionadas a sintese de fatores troficos
(BILCHAK, CARON, e COTE, 2021). Além disso, mudancas epigenéticas no cortex
motor do cérebro desencadeadas pelo exercicio podem contribuir para melhorias
funcionais induzidas pelo exercicio (DAVAA et al., 2021).

Apesar de possuirem inimeros beneficios ja descritos, 0 uso combinado da inosina e
do exercicio fisico podem se tornar complementares. Ambos demonstraram ter efeito
neuroprotetor e imunomodulatério, porém nao se sabe se a combinacéo dessas duas
estratégias pode potencializar seus efeitos além de acelerar a regenerag¢do do nervo
periférico e antecipar a recuperacao funcional.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e da inosina na regenerac¢ao do nervo

isquiatico, apos lesao e reparo do nervo isquiatico em camundongos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e do tratamento com inosina na
recuperacdo motora dos animais submetidos a lesdo por transecc¢éao e tubulizacédo do

nervo isquiatico, através do Indice de Funcéo do Isquiético;
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- Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e do tratamento com inosina na
recuperacdo da sensibilidade dos animais submetidos a lesdo por transeccao e
tubulizac@o do nervo isquiatico, através dos testes da picada do alfinete e de presséo
crescente na pata;
- Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e do tratamento com inosina na
regeneracao do nervo isquiatico dos animais submetidos a lesédo por transeccéo e
tubulizacéo através da eletrofisiologia;
- Verificar, através da microscopia eletrénica de varredura, a ultraestrutura da ortese
tubular antes do implante e se ha regeneracédo do nervo isquiatico no seu interior ao
final da sobrevida dos animais.
- Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e do tratamento com inosina na
regeneracao dos nervos isquiaticos dos animais submetidos a lesédo por transeccao e
tubulizacdo deste nervo através de imuno-histoquimica para os receptores A2A e
NF200 e analises dos cortes semifinos e ultrafinos;
- Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e do tratamento com inosina dos animais
submetidos a lesé@o por transeccdo e tubulizacdo do nervo isquiatico através da
qguantificacdo dos neurbnios no corno anterior da medula espinal e nos ganglios da
raiz dorsal;
- Avaliar os efeitos do exercicio em esteira e do tratamento com inosina na morfologia
dos musculos gastrocnémios dos animais submetidos a lesdo por transeccdo e
tubulizagao.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. ANIMAIS E PROCEDIMENTO CIRURGICO

Foram utilizados camundongos machos, adultos (8-12 semanas de idade) da
linhagem C57/Bl6 que foram pesados e anestesiados com Ketamina (100 mg/kg) e
Xilazina (15 mg/kg) por via intraperitoneal. Assim que 0s animais apresentaram o
efeito da anestesia, foi realizada a tricotomia do membro posterior direito de cada
animal e o nervo isquiatico foi exposto através de uma incisédo longitudinal na face
posterior do ter¢o proximal da coxa utilizando uma lamina de bisturi n°10, sem secc¢ao
muscular. Apds exposi¢do, o nervo isquiatico foi transeccionado com auxilio de uma
micro tesoura oftalmica, em sua porc¢ao proximal a 2 mm do forame isquiatico maior
e, 0 nervo foi suturado na extremidade proximal e distal do enxerto tubular de PLA,
através do epineuro, com um fio de monofilamento de nylon 10.0. O comprimento total

da ortese foi de 5mm e, as suturas foram feitas de modo a deixar um intervalo de 3
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mm entre as por¢des proximais e distais do nervo. Apos a transeccao e tubulizagéo,
a musculatura foi reposicionada sobre o nervo e a pele do animal foi suturada
utilizando um fio de monofilamento de nylon 6.0. Por fim, o animal foi transferido para
uma gaiola onde permaneceu em repouso até sua recupera¢do. Todo o procedimento
cirdrgico foi realizado com auxilio de uma lupa cirdrgica com aumento de 12 e 20
vezes (Opto FI04, SP, Brasil) para melhor visualizacéo.

Este trabalho foi autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais em
Pesquisa (CEUA) do Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ, conforme o Protocolo n°
089/22 estando todos os procedimentos realizados na pesquisa de acordo com as
recomendacdes do comité de ética.

3.2. PREPAROE ADMINISTRAQAO DOS TRATAMENTOS
3.2.1. Inosina

Para o preparo da solucao salina 0,9% utilizamos 0,9 g de Cloreto de Sodio
(Sigma Aldrich®) em 100 ml de agua destilada e para o preparo da solucdo Inosina
foram utilizadas 2,8g de Inosina (Sigma Aldrich®) + 40 mg de bicarbonato de sddio em
40 ml de agua mili-g. A solubilidade da inosina aumenta em pH elevado, garantindo
assim a sua maxima solubilizacdo (Kim et al., 2013). Dessa maneira, o pH tanto da
solucéo salina quanto o da Inosina foi ajustado para 9,4, utilizando Hidroxido de Sodio
a 2 M (Sigma Aldrich®)

Uma hora ap0s a lesdo por transeccdo, os animais foram separados
randomicamente em quatro grupos de acordo com o tratamento administrado, e
receberam solucdo salina ou inosina (dose de 70 mg/ml). O tratamento foi
administrado durante sete dias, por via intraperitoneal, iniciando 1 hora apés a cirurgia
e sendo finalizado no 7° dia previamente a realizac&o do primeiro teste funcional e do
inicio do protocolo de exercicio.

3.2.2. Protocolo de exercicio fisico

Os animais foram submetidos a ambientacdo de uma semana com o aparelho
de esteira antes do inicio dos protocolos experimentais. O treinamento em esteira foi
iniciado no 7° dia apods a lesdo. Os camundongos foram colocados em uma esteira
motorizada (Insight, Brasil) em uma velocidade de banda de 6-12 m/min, de acordo
com as capacidades do animal, e foram treinados em periodos de exercicios de 10
min, 3 dias por semana (as segundas, quartas, e sextas-feira), conforme descrito por
Goulart e colaboradores (2014), e Massoto e colaboradores (2020). Os animais

realizaram o protocolo na esteira nessa velocidade com pouca ou nenhuma
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persuasdo. O protocolo de treinamento foi realizado semanalmente, até completar 8
semanas da data da cirurgia, totalizando 7 semanas de treinamento. Os grupos salina
e inosina foram manuseados e colocados em esteira sem movimento pelo mesmo
tempo que os grupos exercitados, para evitar viés de estresse pela manipulacdo entre
0S grupos.
3.3. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para analisar os efeitos do exercicio fisico e da inosina na regeneragdo do
nervo isquiatico, apds lesdo por transeccdo e reparo com oOrtese tubular em

camundongos, os animais foram divididos em 4 grupos:

Grupos Procedimento

Salina Animais foram submetidos a cirurgia e
posteriormente tratados com solugao

salina por via intraperitoneal

Inosina Animais foram submetidos a cirurgia e
posteriormente tratados com solugéo

Inosina por via intraperitoneal

Salina + Exercicio Animais foram submetidos a cirurgia e
posteriormente tratados com solugéo
salina por via intraperitoneal. Além disso,
realizaram o protocolo de exercicio em

esteira.

Inosina + Exercicio Animais foram submetidos a cirurgia e
posteriormente tratados com solugao
inosina por via intraperitoneal. Além
disso, realizaram o protocolo de

exercicio em esteira.

Tabela 1. Tabela com a descricdo dos 4 grupos utilizados e procedimentos aos quais foram
submetidos.

3.4. DESENHO EXPERIMENTAL
Abaixo esta representado um desenho experimental de todas as etapas do

estudo. (Figura 7).
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Animais: . Protocolo: ﬁerfuséo dos animaia
C57/BI6 (8-12 Tratamento: Esteira motorizada PEA 4%
simagas) Via intraperitoneal Velocidade: 6-12m/min Coleta dos materiais:
€Sao: ' . ) Nervo isquiatico
Transecgio do nervo Salina (70 mg/kg) Duragc&o: 10min GRD (84 L5)
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Testes funcionais: MO
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Teste da Picada do Alfinete Analise estatistica:
= Anova Oneway
Teste da Pressao Crescente Pés teste Tukey
Eletrofisiologia (82 Semana) Qeste de Kruskal Walliy

Figura 7. Desenho experimental. Representagcéo grafica dos materias e métodos utilizados neste
estudo.

3.5. TESTES FUNCIONAIS
3.5.1. indice de funcéo do isquiatico

Para a andlise da marcha do animal, realizamos o indice de Funcgédo do
Isquiético (IFI) no periodo pré-operatorio e semanalmente até a oitava semana apos
a lesdo. Para isso, utilizamos um corredor com 45 x 6,5 cm que permite que 0s animais
caminhem livremente por todo seu trajeto (DE MEDINACELI, FREED e WYATT, 1982;
INSERRA, BLOCH e TERRIS, 1998), a fim de obter a impressao das suas pegadas.
O fundo do corredor por onde o animal caminhou foi recoberto com um papel Canson
branco (A4 140 g/m?) e suas patas posteriores foram pintadas com tinta preta a base
d’agua. Entdo, o animal foi colocado gentiimente para caminhar livremente pelo
corredor. Apos obtencédo da impressao das patas, foram escolhidas aquelas nas quais
o animal andava num passo moderado para posterior mensuragao e quantificacao.
Caso houvesse necessidade, 0os animais repetiam o teste até que fossem obtidas
marcacOes mensuraveis (INSERRA, BLOCH e TERRIS, 1998).
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Para andlise do IFI, foram medidos os parametros de abertura dos dedos (TS),
gue compreende a distancia entre o primeiro e quinto dedos, e o comprimento da
pegada (PL), que compreende a distancia entre o terceiro dedo e o coxim traseiro.
Estas medidas foram obtidas tanto do lado experimental (E) quanto do lado normal
(N), e calculadas usando a formula proposta por INSERRA, BLOCH e TERRIS (1998):
ETS — NTS) _512x (EPL - NPL)

NTS NPL
Onde: IFI = indice de fungéo do isquiatico; ETS = Abertura dos dedos da pata com

IFI = 118,9 * (

lesdo; NTS = Abertura dos dedos da pata sem leséo; EPL= Comprimento da pata com
lesdo; NPL = Comprimento da pata sem lesao.
3.5.2. Teste da picada do alfinete (Pin Prick Test)

Para avaliacdo da sensibilidade dolorosa cutédnea no periodo pré-operatério e
semanalmente até a oitava semana apoés a leséo, utilizamos o teste da picada do
alfinete, no qual os animais foram alocados em caixas de acrilico, cujo assoalho é
uma rede de malha igual a 5 mm? composta de arame ndo maleavel de 1 mm de
espessura, com espelhos posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacao,
facilitando a visualizacao das plantas das patas dos animais. Apos a adaptacdo dos
animais ao ambiente do teste, um alfinete entomoldgico (alfinete entomol6gico
fabricado em aco inox sem estanho, 0,25 mm de diametro — Papillon) foi gentilmente
pressionado na superficie plantar das patas traseiras, sem mové-las ou penetrar na
pele do animal (DECOSTERD e WOOLF, 2000). A superficie plantar lateral da pata
traseira inervada pelo nervo isquiatico foi dividida em 5 areas. Uma resposta foi
considerada positiva quando o animal rapidamente removeu sua pata, € 0
camundongo recebeu uma pontuacao de 1 para esta area, sendo entao testado para
a proxima. Se nenhuma das aplicacdes obteve resposta positiva, a nota geral foi 0. A
pontuacado do teste varia entre 0 (perda total da sensibilidade dolorosa cutanea) e 5
(sensibilidade dolorosa cutanea normal) (Ma et al., 2011).

3.5.3. Teste de pressao crescente na pata (Analgesimetro digital - Von Frey
eletrénico)

Para avaliar a sensibilidade ao estimulo mecanico, utilizamos o estesiometro
eletrbnico (Modelo EFF 302 — Analgesimetro Digital (Von Frey), Insight Instruments),
gue consiste em um transdutor de pressao conectado a um contador digital de forca
expressa em gramas (g). A precisédo do aparelho é de 0,1 g. O aparelho foi calibrado

para registrar uma forca maxima de 150 g, mantendo a precisdo de 0,1 g até a forca
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de 80 g. O contato do transdutor de pressdo com a pata dos animais foi realizado por
meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5 mm de diametro adaptada
a este. Os camundongos foram colocados no mesmo aparato espelhado descrito no
topico 3.5.2. Foi aplicada, por entre as malhas da rede, uma pressao linearmente
crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o animal produzisse
uma resposta caracterizada como sacudida da pata estimulada. O valor expresso no
aparelno no momento da retirada da pata foi observado e anotado. Realizamos 3
estimulos, e a média dos valores expressos em gramas foi utilizada.
3.5.4. Eletroneuromiografia

Para analisar a regeneracdo axonal apds lesdo por transecc¢ao e tubulizacéo
do nervo isquidtico, realizamos a eletroneuromiografia. Os animais foram
anestesiados com Ketamina (100 mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg) por via intraperitoneal
e 0 nervo isquiatico foi novamente exposto conforme descrito anteriormente, bem
como o musculo gastrocnémio e seu tendao. Com as estruturas expostas, foi utilizado
o aparelho PowerLab 4/35 (AdInstruments — PowerLab 4/35), um estimulo elétrico foi
deflagrado sobre o nervo isquiatico, atraveés de um eletrodo bipolar em gancho, com
catodo distando 2mm do anodo. Foram utilizados eletrodos de agulha para registro do
potencial de acdo muscular composto (PAMC) representado na figura 8. O eletrodo
ativo foi inserido no muasculo gastrocnémio, enquanto o eletrodo referéncia foi
posicionado sobre seu tendao. O eletrodo de aterramento foi posicionado sob a pele
do animal. O programa foi configurado para liberar um estimulo de 10V. O PAMC do
nervo foi analisado através do Software LabChart 8 (Adinstruments). Os parametros
analisados foram amplitude (mV), laténcia (ms) e velocidade de conducdo nervosa
(m/s) do PAMC, de onde poderemos inferir o numero de fibras musculares
reinervadas. A Velocidade de Conducdo Nervosa (VNC) foi calculada através da
determinacdo do tempo que o estimulo levou para percorrer a distancia entre os locais
de estimulacédo da Laténcia Proximal (LP) e da Laténcia Distal (LD); isto é, o tempo
de conducéo. Esse tempo, expresso em milissegundos (ms), pode ser calculado pela
seguinte férmula:

Tempo de condugdo = LP — LD

A laténcia pode ser definida como o tempo entre a aplicacdo do estimulo e 0
inicio da deflexdo da resposta obtida nos dois locais de estimulacdo; proximal e distal.
Para que fosse medida a distancia entre os dois locais de estimulacéo, foi marcado o

centro entre os eletrodos utilizados para a aplicacdo do estimulo, tanto nos locais de
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estimulacdo proximal quanto distal, medindo-se, portanto, em milimetros (mm) a
distancia entre eles. A VCN (em metros por segundo, m/s) foi calculada usando a

seguinte férmula:

Disténcia entre os dois locais de estimulagcdo (mm)
VCN (m/s) = ( p )
Tempo de condugéo (ms)

20 -

% Laténcia (ms)
u .
Amplitude (mV)
-20 -

Figura 8. Representacdo do PAMC. No tracado acima podemos observar como foram obtidos os
valores de amplitude (mV) e laténcia (ms) dos animais analisados. Sendo a amplitude o valor da
distancia entre o ponto mais alto (crista) e mais baixo da onda (vale). Para laténcia, foi considerada a
distancia entre o ponto inicial de registro do estimulo e o ponto onde a onda comeca a decrescer.

3.6. PERFUSAO E OBTENCAO DOS TECIDOS

Oito semanas ap0s o tratamento, os animais foram anestesiados com
Ketamina (100 mg/kg) e Xilazina (15 mg/kg) e perfundidos intracardialmente com uma
solucéo fixadora de paraformaldeido a 4% (PFA 4%) em Tampéao Fosfato a 0,1 M ou
PFA 4% + Glutaraldeido a 2% em Tampao Fosfato a 0,1M. Apés a perfusdo, os
animais foram dissecados e foram retirados 0s seguintes materiais: musculos
gastrocnémios direito e esquerdo, nervo isquiatico direito (experimental) e esquerdo
(controle); medula espinal no nivel de L4-L5; GRD a nivel de L4 e L5 direito e
esquerdo; 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 abaixo (Figura 9). ApGs a disseccdo os segmentos A e B foram
deixados em um eppendorf para pos-fixagdo em Tampédo Cacodilato 0,1M +
Glutaraldeido 2,5% e e os demais materiais foram preservados em eppendorfs em
PFA 4%.
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Figura 9. Esquemailustrativo dos trés segmentos do nervo e seus respectivos processamentos.
A. Segmento proximal do nervo processado para microscopia eletrbnica de varredura (MEV); B.
Segmento médio do nervo regenerado, processado para microscopia eletrénica de transmisséo (MET);
C. Segmento distal a lesao, processado para as analises imunohistoquimicas (IHQ). Imagem de prépria
autoria.

3.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Para verificar as caracteristicas gerais da értese tubular e a presenca de nervo
em seu interior, utilizamos a microscopia eletrénica de varredura (MEV), oito semanas
apos a cirurgia. Apos a fixacdo por imersdo, como descrito anteriormente, o segmento
A de cada nervo foi lavado em tampdao cacodilato 0,1M (pH 7,4), pos-fixado em OsO4
1% + 0,8% de ferrocianeto de potassio + 5 nM de cloreto de calcio em tampéo
cacodilato 0,1M (pH 7,4), por duas horas, e em seguida foi lavado em tampéao
cacodilato 0,1M e agua destilada. O segmento foi desidratado em concentracfes
crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 80% e 90%, por duas vezes de cinco minutos
cada, e 100%, por duas vezes de 15 minutos) e solucdo de hexametildisilazano
(HMDS) (primeiramente em uma propor¢ao de 1:1 com etanol 100% e, em sequéncia,
isoladamente com HMDS 100% por 10 minutos cada). Por fim, a amostra foi
metalizada através de um metalizador (Denton Vaccum Desk Il, Estados Unidos da
América). As amostras foram posicionadas cuidadosamente num suporte contendo
fita de adesiva de carbono e pulverizadas com ouro por 30 segundos a 40 m. O
suporte contendo as amostras foi levado ao microscopio eletrénico de varredura (EVO
MAL0 - ZEISS) para andlise e obtencéo das eletromicrografias. O tubo biodegradavel
ndo implantado também foi analisado por este método, visando a sua caracterizagdo
ultraestrutural.
3.8. PREPARO DO MATERIAL PARA CORTES SEMIFINOS E ULTRAFINOS E
ANALISE MORFOMETRICA
Apés a fixacdo por perfusdo e a pés-fixagdo em Tampdo Cacodilato 0,1 M +

Glutaraldeido 2,5% ou PFA 4% como citados anteriormente, foram separados para
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processamento para microscopia eletrénica os seguintes materiais: 0s segmentos B
dos nervos isquiaticos direito e esquerdo. Os materiais foram lavados em Tampao
CaCO 0,1 M trés vezes e pos fixados numa mistura de Tetroxido de Osmio 1% em
Tampédo CaCO 0,1 M, Ferrocianeto de potéssio 0,8% e cloreto de calcio a 50 nM por
aproximadamente 2 horas. As amostras foram lavadas em Tampédo CaCO 0,1 M e
colocadas em solucao aquosa de acetato de uranila a 1%. As amostras foram lavadas
trés vezes em tampéo fosfato a 0,1M (pH 7,4), desidratadas em uma bateria gradual
de acetonas (30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%), emblocadas em resina epoxi, e
deixadas numa estufa a 60°C para polimerizacao por 48 horas.

Apods a polimerizacéo, cada bloco foi desbastado para retirada do excesso de
resina e cortes transversais semifinos de 300 nm foram feitos em um ultramicrétomo
(MT-600-XL-RMC, inc). Os cortes semifinos foram colocados em laminas e corados
com azul de toluidina para analise através de um microscépio optico (Zeiss Axioscope
2 plus). Os cortes ultrafinos foram obtidos no mesmo ultramicrétomo, com espessura
entre 60 e 70 nanbmetros, coletados em grades de cobre com 300 quadriculas e
contrastados em solugcéo aquosa de acetato de uranila (5%) durante 30 minutos e em
citrato de chumbo (1%) durante 10 minutos. As grades contrastadas foram analisadas
e fotografadas em microscépio eletrénico de transmissao, modelo Zeiss 900, operado
a 80 kV, em uma magnitude de 6000x.

Para as andlises morfométricas , amostras de cinco areas dos mesmos cortes
semifinos transversais foram obtidas em uma ampliacdo de 100x, como ilustrado na
figura 10. Para cada amostra, os seguintes parametros foram calculados: area da
fibra, drea do axonio, area da mielina e razdo G. A area de mielina foi medida
subtraindo a area do axonio da area da fibra. A razdo G foi calculada dividindo o
didmetro axonal interno pelo diametro externo da fibra e os resultados foram
separados em faixas de 0-0,12, 0,13-0,26, 0,27-0,40, 0,41-0,54, 0,55-0,68, 0,69-0,82,
0,83-1,0. Além disso, foi obtida a média das razfes G. A razdo G mais eficiente do

nervo isquiatico esta em torno da faixa de 0,55 a 0,68 (Chomiak e Hu, 2009).
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Figura 10. Esquema ilustrativo das 5 areas quantificadas em cada amostra. Cada imagem das
secdes transversais semifinas foi obtida em uma ampliagdo de 100x e cinco areas foram quantificadas
a fim de obter a area da fibra, rea do axdnio, area da mielina e raz8o G de cada amostra.

3.9. MICROSCOPIA OPTICA (MO)

Apds a disseccdo e a pos-fixacdo como citados anteriormente, foram
separados para cortes congelados 0s seguintes materiais: os segmentos C dos nervos
isquiaticos direito e esquerdo, medula espinal e ganglios da raiz dorsal direito e
esquerdo. Os materiais foram lavados em tampéo fosfato 0,1M trés vezes e
crioprotegidos em sacarose 10%, 20% e 30% + tampao fosfato a 0,1 M. Apds o final
da crioprotecdo, os materiais foram congelados em OCT (Tissue Tek®). Apos
congelamento, cortes de 10pm de espessura dos nervos Isquiaticos, de 12um de
espessura dos GRD e de 20um de espessura de medula espinal foram obtidos
utilizando um criostato (Leica CM 1850) e coletados em laminas gelatinizadas para
realizacdo das imuno-histoquimicas e coloracées de rotina.

3.10. IMUNO-HISTOQUIMICA (IHQ)

Para visualizar a presenca dos neurofilamentos e sua localizacéo, realizamos
uma marcacao por IHQ para NF200 (SIGMA, diluicdo 1:1.000). Além disso, foi
realizada uma outra marcacéo para o receptor A2A (Invitrogen, diluicdo 1:200) a fim
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de investigar os mecanismos envolvidos no processo de regeneracdo dos nervos.
Para tal, foram utilizadas laminas contendo os cortes das amostras estudadas
(conforme descrito no item 3.9 para MO). As laminas foram inicialmente colocadas na
estufa a 37°C por cinco minutos. As laminas foram lavadas duas vezes por cinco
minutos em solucédo tampéo fosfato salina (PBS) pH 8,0 e para bloqueio de sitios
inespecificos utilizamos soro normal de cabra a 10% em PBS contendo triton (PBS-
triton) a 0,3% por uma hora na temperatura ambiente em uma camara escura. Em
seguida, as amostras foram lavadas uma vez por cinco minutos em PBS e apés a
lavagem, colocamos o anticorpo primario, por toda a noite na geladeira a 4°C, em
camara escura e umida.

No dia seguinte, as laminas foram lavadas em PBS quatro vezes por 5 minutos
cada, seguida de adicdo do anticorpo secundario (Alexa 488 e Alexa 546, diluicdo
1:600) por uma hora e meia. Logo apoés as laminas terem sido lavadas uma vez por
dez minutos em PBS, colocamos o marcador nuclear DAPI, numa diluicdo de 1:10.000
em &gua destilada. Por fim, as |aminas foram lavadas em PBS quatro vezes por 5
minutos e uma vez em agua destilada e, por fim, montadas com laminulas utilizando
Fluoromount (SIGMA-4680, USA).

IHQ Produzido em/ Diluicdo Fabricante
Fluoresce em

Anticorpo Primario | Coelho 1:200 Invitrogen
Policlonal (Anti-

A2Ar)

Anticorpo Primario | Camundongo 1:1.000 SIGMA
Monoclonal

(Anti-NF200)

Anticorpo Verde 1:600 Invitrogen
Secudario
Alexa Fluor 488
Cabra anti-
camundongo

Anticorpo Vermelho 1:600 Invitrogen
Secudario

Alexa Fluor 546
Cabra anti-coelho

Tabela 2. Descrigdo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados.
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3.11. QUANTIFICACAO DE NEURONIOS SENSITIVOS DOS GRD E DOS
MOTONEURONIOS DA MEDULA ESPINAL

Para avaliar efeito neuroprotetor do exercicio em esteira e da inosina
guantificamos os motoneurdnios no corno anterior da medula espinal nas alturas de
L4 e L5 e os neurdnios sensitivos nos GRD de L4 e L5. Para a quantificacdo dos
neurénios no corno anterior da medula, utilizamos 5 cortes transversais de 20um,
obtidos através do criostato e corados com cresil violeta a 0,1% (Nissl), e a partir das
micrografias com aumento de 20 vezes, realizamos a quantificacdo dos nucléolos dos
motoneurdnios presentes no corno anterior da medula nos grupos. Para garantir que
apenas 0s motoneurbnios sejam contados, tracamos uma linha perpendicular e
anterior ao canal central da medula espinal.

Para quantificarmos os nucléolos dos neurénios sensitivos nos GRD, utilizamos
oito cortes transversais, de 12 um, obtidos através do criostato e corados com cresil
violeta a 0,1% (Nissl) e a partir das micrografias com aumento de 20 vezes.

3.12. ANALISE DOS MUSCULOS GASTROCNEMIOS

Para as andlises do peso seco (em gramas) dos musculos gastrocnémios do
lado ipsilateral a lesdo e ao contralateral, amostras de tecido fixadas em
paraformaldeido a 4% foram pesadas em uma balanca analitica apds serem levadas
para secagem com auxilio de papel de filtro até que o peso se mantivesse constante.
Posteriormente o peso seco do musculo gastrocnémio do lado ipsilateral a lesdo foi
normalizado utilizando como denominador o peso seco do musculo gastrocnémio do
lado contralateral a lesédo (sadio).

Para analisar o numero de fibras musculares e a area média das fibras
musculares de cada grupo, amostras de tecido fixado em paraformaldeido a 4% foram
lavadas em tampao fosfato 0,1 M trés vezes e crioprotegidos em sacarose 10%, 20%
e 30% + tampéo fosfato a 0,1 M. Apoés o final da crioprotecdo, os materiais foram
congelados em OCT (Tissue Tek®) e, posteriormente, congelados a -20°C. O material
ja congelado foi cortado em criostato (Leica CM 1850), obtendo-se cortes transversais
com 20 um de espessura. Foram colhidos 4 cortes seriados em laminas gelatinizadas
e armazenados para posterior realizagdo da coloragcéo de rotina. Para a coloragao
com Hematoxilina e Eosina (HE), os cortes foram levados para uma estufa a -57°C
por 10 min, posteriormente foram mergulhados duas vezes em agua destilada para
remocao do OCT (Tissue Tek). Entdo foram imersos na Hematoxilina por 3 minutos,

novamente em agua destilada e, em seguida, em Eosina por 2 minutos. Por fim, foram
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desidratados em concentracfes crescentes de etanol (70%, 80% e 90%, por 1 minuto
cada e 100%, por duas vezes de 1 minuto). Para a diferenciacdo, os cortes foram
mergulhados em Xilol por duas vezes de 1 minuto cada. A coloragao foi realizada em
cada um dos 4 cortes e foi visualizada por microscopia optica.

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Para calcular o tamanho da amostra, utilizamos as seguintes informacdes:

- Nimero de grupos - nimero de popula¢gdes sendo comparadas;

- Desvio padrao estimado e menor diferenca a ser detectada - para a estimativa
do desvio padrdo e da menor diferenca a ser detectada foram considerados trabalhos
anteriores do grupo que realizaram testes e analises similares as utilizadas neste
trabalho (CARDOSO et al., 2019);

- Nivel de significancia (a) - utilizamos o mais usual que € uma significancia de
5%;

- Poder da amostra (1-B) - foi utilizado o mais usual que € um poder de 80%.
Como resultado, obtivemos um n = 3.

Este estudo também segue os principios éticos dos 3Rs (Substituicdo do inglés
“‘Replacement”, Reducdo do inglés “Reduction”, e Aprimoramento do inglés
“‘Refinement”), buscando minimizar o niumero de animais utilizados e reduzir o
sofrimento animal.

Para analise estatistica, os resultados obtidos foram analisados através do
GraphPad Prism 9 (GraphPad Inc.) e foram apresentados em forma de média e + erro
padrdao da média (SEM, do inglés “Standard Error of the Mean”). Para analise dos
dados, como foram analisados 3 ou mais grupos, foi utilizada a anélise de variancia
ANOVA one-way, com um teste de comparacdes multiplas post hoc de Tukey, para
as analises paramétricas e o Teste de Kruskal Wallis, para as nao-paramétricas.
Todos os resultados foram apresentados como média + SEM e valores de p < 0,05
foram considerados significativos.

4. RESULTADOS
4.1. INDICE DE FUNCAO DO ISQUIATICO

Para avaliar a recuperacdo da fungdo motora em animais lesionados,
utilizamos IFI (n = 4). O IFI é avaliado por meio da marcacdo e medi¢do das patas dos
animais, e os resultados sao analisados de acordo com a férmula estabelecida por
INSERRA, BLOCH e TERRIS (1998). Na figura 11-A, podemos perceber os padrdes

de pegadas obtidos no teste para as semanas 0 (pré-lesédo), 1 (logo apés a leséo) e 8
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(final da sobrevida). Na quantificacdo, os resultados demonstram que, na sexta
semana, os animais do grupo Inosina + Exercicio (-67,544 + 3,849) apresentaram um
melhor indice no teste quando comparado ao grupo Salina (-97,619 + 1,833; p =
0,0003) e ao grupo Inosina (-88,088 + 1,552; p = 0,0088), enquanto que o grupo Salina
+ Exercicio (-76,915 + 4,217) teve melhores resultados em relacédo ao grupo Salina (-
97,619 + 1,833; p = 0,0036). Na sétima semana os resultados se mantém para 0s
grupos Inosina + Exercicio (-77,640 £ 0,779; p = 0,0137) e Salina + Exercicio (-77,827
+ 5,877; p = 0,0108) quando comparados ao Salina (-101,556 = 0,813). Ao final da
sobrevida, o grupo Inosina + Exercicio (-71,252 + 3,782) mantém melhores resultados
guando comparado ao grupo Salina (-92,549 + 5,191; p=0,476) (Figura 11, B). Este
resultado sugere que os animais do grupo Inosina + Exercicio mantiveram um melhor
IFI quando comparados ao grupo Salina, sugerindo que esse grupo possui uma

melhor qualidade de marcha.



45

A Saline Inosine Saline + TT lnosine + TT|
1 3 v g LI 0°
v ,
‘.‘. I3 ‘,‘. - ‘.’ o "f‘
- Y - "
x ’ ‘,- ¥ ‘ ‘.’
; ) .o : 'y .
€ si = |
X _ - " »
, - e
‘ -
; " .‘

) ™ % 2

Y

indide de Funcéo do Isquiatico

-20 -

-40 =

-60-

-80 =

indice de Fungio do Isquidtico

-100-

-120 1 1 1 1 1 1 1 1 I

@ Salna @ Inosina @ Salina+ Exercicio @ Inosina + Exercicio

Figura 11. indice de Func¢&o do Isquiatico. A. Impresséo da pata dos animiais dos quatro grupos na
semana 0 (pré-lesdo), 1 (pos-lesdo) e 8 (final da sobrevida). B. Resultados do IFI ao longo das 8
semanas. Observe que a partir da 62 semana, os animais dos grupos exercicio (azul e vermelho)
apresentaram um indice mais elevado quando comparado ao grupo salina (verde) e o exercicio
combinado com inosina obteve melhores resultados ao grupo inosina (Roxo). O resultado dos grupos
exercicio se mantém em relacdo ao salina na sétima semana. Ja na oitava semana, somente 0 grupo
Inosina + Exercicio possui um melhor indice quando comparado ao salina. Para o IFl: n = 4. Dados
apresentados em média + SEM. (*Inosina + Exercicio x Salina, # Salina + Exercicio x Salina e & Inosina
+ Exercicio x Inosina). (*, # para p < 0,05; ##, && para p < 0,005 e *** para p < 0,0005).
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4.2. TESTE DA PICADA DO ALFINETE (PIN PRICK TEST)

Para avaliacdo da sensibilidade dolorosa cutanea, utilizamos o teste da picada
do alfinete (n = 4). Com os resultados obtidos é possivel observar que na oitava
semana apos a lesdo por transecc¢do, os grupos Inosina + Exercicio (4 £ 0,408,
p=0,0072), Salina + Exercicio (4,25 + 0,25, p=0,0072) e Inosina (4,5 £ 0,289,
p=0,0023) obtiveram melhores pontua¢des quando comparados ao grupo salina (2,75
+ 0,25), mostrando uma recuperacdo mais avancada da sensibilidade dolorosa
cutanea, com diferenca estatisticamente significante, p=0,0381 (Figura 12). Este
resultado sugere uma possivel antecipacdo na regeneracao de fibras sensitivas dos

animais dos grupos que receberam alguma intervencédo quando comparados ao grupo

salina.
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Figura 12. Teste da Picada do Alfinete. Grafico apresentando os resultados obtidos no teste da
picada do alfinete. Observem que para este teste, 0s animais dos grupos Inosina + Exercicio
(azul), Salina + Exercicio (vermelho) e Inosina (roxo) apresentam uma maior pontuagao no teste
quando comparados ao grupo salina (verde). Para o teste da picada do alfinete: n = 4. Dados
apresentados em média + SEM. (p<0,005).

4.3. TESTE DE PRESSAO CRESCENTE NA PATA (ANALGESIMETRO DIGITAL-

VON FREY ELETRONICO)
Para avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecénico, utilizamos o teste

de pressao crescente na pata (n = 4). Com os resultados obtidos é possivel observar
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gue ja na segunda semana o0s animais do grupo Salina + Exercicio (1,642 + 0,124)
apresentaram resposta a um menor estimulo quando comparados aos grupos inosina
(2,492 £ 0,136; p = 0,0091) e salina (2,233 £ 0,162; p = 0,0246). Na quarta semana
apos a transeccao, os animais submetidos ao protocolo de exercicio em esteira,
grupos Inosina + Exercicio (1,233 £ 0,091) e Salina + Exercicio (1,233 + 0,152),
apresentaram resposta a menores pressdes quando comparados aos grupos que nao
foram submetidos ao mesmo protocolo, grupos Inosina (2,050 + 0,050; p < 0,005) e
Salina (1,825 + 0,098; p < 0,0005). Na quinta semana o resultado se mantém para o
grupo Inosina + Exercicio (0,755 + 0,103) em relacdo ao Salina (1,608 + 0,222; p =
0,0056). Na sexta semana, os grupos Inosina + Exercicio (0,833 £ 0,038), Salina +
Exercicio (0,950 + 0,065) e Inosina (0,972 £ 0,120) apresentaram resposta a menores
estimulos quando comparados ao grupo salina (1,633 + 0,129; p < 0,0005). Enquanto
gue na sétima semana os resultados se mantém apenas para 0s grupos submetidos
ao exercicio, grupo Inosina + Exercicio (0,650 * 0,073) e Salina + Exercicio (0,683 +
0,102) quando comparados ao Salina (1,108 + 0,044; p < 0,05) (Figura 13). Este
resultado sugere de forma mais evidente uma possivel antecipacdo na regeneracao
de fibras sensitivas dos grupos submetidos ao protocolo de exercicio em esteira

guando comparados ao grupo salina.
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Figura 13. Teste de Presséo Crescente na Pata. Grafico apresentando os resultados obtidos no teste
de pressédo crescente na pata. Observem que para este teste, os animais dos grupos submetidos ao
protocolo de exercicio em esteira (azul e vermelho) apresentaram resposta a um menor estimulo
guando comparados ao grupo inosina e ao grupo salina, na quarta semana apos a lesdo. Na sexta
semana o resultado se repete e o Inosina (Roxo) também apresenta resposta a um menor estimulo
guando comparado ao grupo Salina (Verde). Ja na sétima semana somente os animais dos grupos
submetidos ao exercicio apresentam resposta a menores pressdes quando comparados ao salina. Para
o teste de pressao crescente na pata: n = 4. Dados apresentados em média + SEM. (* p < 0,05; ** p <
0,005; *** p < 0,0005).

4.4. ELETROFISIOLOGIA

Para analisar a regeneracdo axonal a partir do PAMC apés lesdo por
transeccao e tubulizacdo do nervo isquiético, realizamos a eletroneuromiografia (n =
3) (figura 14). Ao realizarmos a quantificacao dos tracados, foi possivel perceber que
0s grupos Inosina + Exercicio (1,0007 £ 0,000033), Salina + Exercicio (1,0007 +
0,000019) e Inosina (1,0007 = 0,000044) nao tiveram diferenca significativa em suas
laténcias quando comparados ao grupo sem lesdo (1,0007 + 0,000057). J& o grupo
salina (1,0009 + 0,000011) apresentou maior laténcia que os demais grupos (p < 0,05)
(Figura 14, B). Também foi possivel observar que, em relagcdo as amplitudes, os
grupos inosina + exercicio (12,95 + 0,35; p < 0,05) e o inosina (15,87 + 0,74; p <
0,0005), apresentaram maior amplitude quando comparados ao grupo salina (7,15 +
0,86), assim como o grupo controle sem leséao (13,31 + 0,21; p < 0,005), 0os grupos
tratados com inosina e inosina + exercicio tém amplitudes semelhantes ao grupo sem
lesé@o, ndo apresentando diferenca significativa. (Figura 14, C). Por fim, em relacéo a
velocidade de conducgé&o nervosa, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (Figura 14, D).
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Figura 14. Eletrofisiologia. A. Tracado do potencial de acdo muscular composto dos grupos sem leséo
(laranja), inosina + exercicio (azul), salina + exercicio (vermelho), Inosina (rosa) e Salina (verde). B-D.
Gréficos apresentando a laténcia, amplitude e a velocidade de conduc¢do do PAMC dos 5 grupos. B.
Note que o grupo Salina possui uma maior laténcia ao compararmos com 0s demais grupos (p < 0,05),
C. O grupo inosina + exercicio e o inosina apresentaram uma maior amplitude quando comparados ao
grupo salina (p < 0,05). O grupo inosina também teve uma maior amplitude em relagéo ao grupo salina
+ exercicio (p < 0,05) D. N&o houve diferenca significativa entre as velocidades de condugdo nervosa
dos 5 grupos. Para a eletrofisiologia: n = 3. Dados apresentados em média + SEM. (* p<0,05e *p <
0,005).

4.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Inicialmente realizamos uma analise qualitativa da parede do tubo de PLA. Em um
primeiro momento, observamos um corte transversal da ortese de PLA utilizada no
processo de reparo por tubulizagdo do nervo isquiatico dos 4 grupos (Figura 15, A).
Em seguida, observamos o aspecto trabecular das paredes do tubo em maiores
aumentos (Figura 15, B-C). Por fim, observamos o aspecto poroso da ortese, numa
imagem de maior magnificacdo de uma trabécula (Figura 15, D), indicando que a
ortese € permeavel, possibilitando a interacdo da regido interna da Ortese com o
ambiente externo.
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tubo de PLA utilizado na tubulizac&@o do nervo isquiético dos 4 grupos. B-C. Paredes do tubo em maior
aumento, onde é possivel observar o aspecto trabecular do tubo. D. Trabécula do tubo em maior
aumento, onde observamos o aspecto poroso do tubo.

A andlise por MEV mostrou que, apdés oito semanas, todos 0S grupos
apresentaram o nervo regenerado no interior das oOrteses tubulares (Figura 16, A-H).
Também foi possivel perceber que os grupos que receberam intervengdo com inosina
(Figura 16, B e F) e/ou exercicio (Figura 16, C-D e G-H) apresentaram nervos mais
espessos quando comparados ao grupo salina (Figura 16, A e E).
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Figura 16. Microscopia Eletrénica de Varredura das orteses tubulares e os nervos em seu
interior. A-H. Cortes transversais das 6rteses tubulares e nervos dos quatro grupos. A, E. Salina, B,
F. Inosina, C, G. Salina + Exercicio, D, H. Inosina + Exercicio. Barra de escala 200um (A-D) e 20pum
(E-H).

4.6. MORFOLOGIA E MORFOMETRIA

Apés oito semanas de sobrevida, os nervos foram processados, e foram
realizadas as analises morfométricas no segmento B, com finalidade de avaliar o
microambiente e a regeneragdo axonal apds leséo por transeccao e tubulizagdo do
nervo isquiatico (n = 3). Nas figuras 17 e 18 podemos observar cortes semifinos
(Figura 17, A-H) e ultrafinos (Figura 18, A-D) dos grupos Salina, Inosina, Salina +
Exercicio e Inosina + Exercicio. A partir destas imagens, podemos observar o
microambiente e organizacao tecidual dos segmentos B dos nervos isquiaticos em
regeneracao. Através da analise qualitativa dos cortes semifinos e ultrafinos é possivel
observar uma melhor organizacéao tecidual, os fasciculos nervosos encontram-se mais
organizados e uma presenca marcante de fibras mielinicas nos grupos nos quais 0s
animais foram submetidos ao protocolo de exercicio em esteira e/ou ao tratamento

com inosina, sendo confirmados tais resultados nas analises morfométricas.
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Figura 17. Morfologia dos nervos em regeneracdo. A-H. Cortes semi-finos dos segmentos B dos
nervos isquiaticos dos animais dos 4 grupos. Os nervos dos grupos que receberam o tratamento com
inosina, exercicio e tratamento combinado (B-D) possuem uma maior area total e um maior nimero de
fibras mielinicas (stas brancas) quando comparados ao grupo salina (A). Barra de escala = 100 pm.
Ainda podemos observar em uma maior magnificagdo (E-H) que os grupos que receberam tratamento
(F-H), aparentam ter um ambiente mais organizado quando comparados ao grupo salina (E). Barra de
escala = 20 pm.

Salina
Inosina

N

o )
0 -
o t
= o
% X
L 11
+ +

©
g £
s Q
n £

Figura 18. Ultraestrutura dos nervos em regeneracdo. Cortes ultrafinos do segmento B dos
nervos isquiaticos dos animais dos 4 grupos. Os grupos que receberam tratamento com inosina,
exercicio e tratamento combinado (B, C e D) aparentam ter mais fibras mielinicas (setas pretas),
guando comparados ao grupo salina. Além disso, o grupo Inosina + Exercicio (D) aparenta ter maiores
axbnios (asterisco) quando comparados aos demais grupos (A, B e C). Barra de escala =2 um.

A andlise morfométrica corrobora o que foi visualizado na morfologia, onde os
grupos Inosina + Exercicio (1.442,00 + 22,50), Salina + Exercicio (1.320,00 + 96,00)
e Inosina (1.133,00 + 182,50) apresentaram um maior numero de fibras mielinicas
quando comparados ao grupo Salina (328,00 + 56,71; p < 0,05) (Figura 19, A). Nao
foi observada diferenca significativa em relacdo ao nimero de vasos sanguineos
(Figura 19, B). Ao avaliarmos as areas dos axonios, de mielina e das fibras mielinicas
(Figura 19, C-E), constatamos que para valores da area do axénio (Figura 19, C), area
de mielina (Figura 19, D) e area da fibra (Figura 19, E), o grupo Inosina + Exercicio
(4,657 + 0,559; 3,456 + 0,796 e 9,010 + 0,952) apresentou maiores areas quando
comparados ao grupo Salina (2,50 £ 0,115; 1,115 £+ 0,106 e 5,576 * 0,484; p < 0,05).
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A analise da Razdo G demonstrou que os segmentos B dos nervos isquiaticos em
regeneracao dos animais que receberam Inosina (51,55 + 3,224; p = 0,0072), Salina
+ Exercicio (48,97 + 3,545; p = 0,0170) e Inosina + Exercicio (47,14 + 1,392; p =
0,0321) apresentaram um maior percentual de fibras mielinicas dentro da faixa de 0,55
a 0,68, descrita por Chomiak e Hu (2009) como mais eficiente. Assim como na faixa
imediatamente acima, de 0,69-0,82, temos o grupo Inosina (21,63,0 = 5,017; p =
0,0217) e Inosina + Exercicio (30,26 + 3,311; p = 0,) com um maior percentual de
fibras nesta faixa quando comparados ao grupo Salina (4,47 + 2,070). Ainda, 0 grupo
Inosina + Exercicio apresentou maior percentual de fibras mielinicas dentro desta faixa
guando comparado ao grupo Salina + Exercicio (13,01 + 0,4759; p = 0,0020) (Figura
19, F). Além disso, nas duas faixas abaixo da preconizada por Chomiak e Hu (2009),
obtivemos diferencas significativas entre os grupos tratados com inosina e exercicio
guando comparados ao grupo salina (p < 0,05). Quando analisamos as médias das
razdes G de cada grupo, observamos que 0s grupo inosina + exercicio (0,62 + 0,01,
p = 0,0103) e inosina (0,6033 + 0,0088, p = 0,0319) apresentam média e medidas de
disperséo dentro da faixa descrita como mais eficiente, enquanto o grupo salina
(0,5333 + 0,0240) tem sua média fora da faixa preconizada (Figura 19, G). Relacéo
entre as Razdes G e os diametros dos axdénios dos grupos Salina (Figura 19, H),
Inosina (Figura 19, 1), Salina + Exercicio (Figura 19, J), Inosina + Exercicio (Figura 19,
K).
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Figura 19. Morfometria dos nervos em regenerac¢do. A. Namero de fibras mielinicas. B. NUmero de
vasos sanguineos. C. Area dos axodnios (um?2). D. Area de mielina (um?). E. Area das fibras mielinicas
(um32). As areas dos ax6nios, de mielina e das fibras do grupo inosina + exercicio sdo maiores que as
do grupo salina de forma estatisticamente significativa. F. Razdo G dos segmentos B do nervo isquiatico
em regeneracdo distribuido em faixas. Os grupos que receberam tratamento com inosina, isolado e
combinado com exercicio apresentaram uma maior porcentagem de fibras mielinicas na faixa
preconizada por Chomiak e Hu (2009). G. Média da Razéo G dos segmentos B do nervo isquiatico em
regeneracdo, demonstrando que os animais dos grupos inosina + exercicio e do grupo inosina,
obtiveram médias dentro da faixa descrita por Chomiak e Hu (2009), enquanto o grupo salina fica, em
média, abaixo dessa faixa com resultado estatisticamente significante. H-K. Relacdo entre as Razdes
G e os didmetros dos axénios (um) dos grupos Salina (H), Inosina (1), Salina + Exercicio (J), Inosina +
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Exercicio (K). Para as analises morfométricas: n = 3. Dados apresentados em média + SEM. (* p < 0,05
e ** p < 0,005. *** p < 0,0005).

4.7. ANALISE DE NEUROFILAMENTOS E RECEPTORES PURINERGICOS

Para avaliar a presenca e distribuicdo de axdnios nos nervos isquiaticos dos
animais dos quatro grupos, foi realizada uma IHQ para NF200 e posteriormente a
quantificacdo da &rea de marcacdo (n = 3). Podemos observar que 0s cortes
transversais dos nervos isquiaticos dos animais que receberam as intervengdes com
inosina e/ou exercicio (inosina, salina + exercicio e inosina + exercicio) aparentam ter
uma marcacao mais intensa para essa proteina quando comparados ao grupo salina
(Figura 20).

A guantificagdo da area relativa imunomarcada nos nervos isquiaticos mostrou
diferenca significativa entre os grupos inosina, salina + exercicio e inosina + exercicio
(42,70 + 1,271; p = 0,0464; 42,25 + 2,181; p = 0,0095; 53,69 + 2,000; p < 0,0001,
respectivamente) quando comparados ao grupo salina (26,64 + 0,0003409), em
relacdo a porcentagem da area de fluorescéncia para NF200 (Figura 20, E). Além
disso, o0 grupo que recebeu as terapias combinadas apresentou maior porcentagem
de area marcada quando comparado aos grupo inosina (p = 0,0002 e salina +
exercicio (p = 0,0001).
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Figura 20. Analise da area relativa imunomarcada para NF-200. A-D. Observe as marcacdes do
grupo salina (A) e, em maior intensidade nos grupos inosina (B), salina + exercicio (C) e inosina +
exercicio (D). Barra: 10 um. E. Quantificacdo da area relativa imunomarcada para NF-200 (A-D). Para
a andlise da area imunomarcada para NF-200: n = 3. Dados apresentados em média + EP. (*** p <
0,0002 e **** p < 0,0001).
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Para avaliar a presenca e localizacdo dos receptores de adenosina A2A nos
nervos isquiaticos dos animais dos quatro grupos, foi realizada uma IHQ para A2Ar e
posteriormente a quantificacdo da area de marcacao (n = 3). Podemos observar que
0S cortes transversais dos nervos isquiaticos dos animais que receberam as
intervencdes com inosina e/ou exercicio (inosina, salina + exercicio e inosina +
exercicio) aparentam ter uma marcagao mais intensa para essa proteina quando
comparados ao grupo salina (Figura 21).

A quantificacdo da area relativa imunomarcada (%) nos nervos isquiaticos
mostrou diferenca significativa entre os grupos inosina, salina + exercicio e inosina +
exercicio (35,23 +1,185; 37,50 + 1,439; 36,98 £ 2,794; p < 0,0001, respectivamente)
quando comparados ao grupo salina (20,81 + 1,502), em relacdo a porcentagem da
area de fluorescéncia para A2Ar (Figura 21, E).
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Figura 21. Andlise da arearelativaimunomarcada para A2Ar. A-D. Observe as marcagdes do grupo
salina (A) e, em maior intensidade nos grupos inosina (B), salina + exercicio (C) e inosina + exercicio
(D). Barra: 10 um. E. Quantificacdo da area relativa imunomarcada para o receptor A2A (A-D). Para a
andlise da area imunomarcada para A2Ar: n = 3. Dados apresentados em média = EP. (**** p < 0,0001).

4.8. QUANTIFICACAO DE CORPOS CELULARES DE MOTONEURONIOS E
NEURONIOS SENSITIVOS

Para avaliar a capacidade neuroprotetora, ou seja, de aumentar a
sobrevivéncia de células nervosas em animais submetidos a lesdo por transeccéo e

tubulizac&o do nervo isquiatico, 8 semanas apoés a leséo, realizamos a contagem dos
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nucléolos dos neurdnios sensitivos nos GRD (n = 3) (Figura 22, A-H) e dos
motoneurdnios no corno anterior da medula espinal (n = 3) (Figura 22, J-Q). Com o0s
resultados obtidos, observamos que ao final da sobrevida, os grupos que receberam
as intervencgfes (inosina, salina + exercicio e inosina + exercicio) apresentaram um
maior numero de nucléolos evidentes de neurdnios sensitivos (46,67 + 0,882; 50,00 +
3,464; 60,33 + 5,044) quando comparados aos animais do grupo salina (28,00 +
4,359). O mesmo é percebido ao analisarmos o numero de motoneurénios, onde 0s
animais dos grupos que receberam as intervengfes (inosina, salina + exercicio e
inosina + exercicio) apresentaram um maior nimero de nucléolos evidentes (88,33 +
5,487; 89,33 £ 2,404; 91,00 * 4,583) quando comparados aos animais do grupo salina
(67,00 = 1,528). Sendo essas diferencas estatisticamente significativas com p < 0,005
nas comparacgdes entre o grupo inosina + exercicio e o grupo salina e p < 0,05 para
as comparacfes entre 0s grupos inosina e salina + exercicio e o grupo salina. Esses
resultados nos permitem demonstrar que as intervencdes propostas, com o uso da
inosina e a realizacdo de exercicio em esteira, sdo capazes de promover uma maior
sobrevivéncia de neurbnios sensitivos e motores, 8 semanas apés a lesdo e reparo

do nervo isquiatico in vivo.
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Figura 22. Quantificacdo de corpos celulares de motoneur6nios e neurdnios sensitivos. A-H.
Cortes transversais de ganglios da raiz dorsal e J-Q. Cortes transversais de medulas, corados com
cresil violeta a 0,5% em aumentos de 20x (A-D; J-M) e 63x (E-H; N-Q). A, E, J, N. grupo salina; B, F,
K, O. grupo inosina; C, G, L, P. grupo salina + exercicio; D, H, M, Q. grupo inosina + exercicio. Neles
podemos observar uma diferenca significativa entre os grupos que receberam intervengdo com inosina
e/ou exercicio, apresentando maiores quantidades de nucléolos e respectivamente um maior nimero
de corpos de neurbnios (setas vermelhas) sensitivos e motores como apresentado nos gréficos (I; R,
respectivamente) quando comparados ao grupo salina. Para as analises quantitativas dos nucléolos
evidentes de neurdnios sensitivos e motores: n = 3. Setas representam Dados apresentados em média
+ SEM (* p < 0,05 e ** p < 0,005). Barra: 10 um (A-D; J-M) e 2 um (E-H; N-Q).

4.9. ANALISE DOS MUSCULOS GASTROCNEMIOS

ApoOs 8 semanas, foram retirados os musculos gastrocnémios lateral e medial,
direito (intervencéo) e esquerdo (controle) dos 4 grupos analisados (n = 3). Observou-
se ja de forma qualitativa que os animais dos grupos que foram submetidos ao
protocolo de exercicio apresentaram tanto no lado lesionado como no controle
contralateral masculos mais volumosos do que aqueles que ndo foram submetidos ao
protocolo em esteira motorizada (Figura 23, A). Ao quantificarmos 0s pesos secos de
forma isolada, percebemos que o grupo inosina + exercicio (0,49 + 0,05) apresentou
um maior peso em gramas quando comparado aos grupos inosina (0,42 £ 0,04; p <
0,05) e salina (0,33 + 0,02; p < 0,005) e o grupo salina + exercicio (0,46 + 0,002)

apresentou um maior peso quando comparado ao grupo salina (0,33 = 0,02; p < 0,05)
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(Figura 23, B). Ao normalizarmos os pesos tendo como denominador o musculo
contralateral, essa diferenca se mantém apenas para o0 grupo inosina + exercicio (0,09
*+ 0,01) em relacdo ao grupo salina (0,05 + 0,005; p < 0,05) (Figura 23, C). Para as

andlises dos musculos gastrocnémios: n = 3. Dados apresentados em média + EP.
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Figura 23. Analise dos musculos gastrocnémios. A. Imagem dos musculos gastrocnémios medial e
lateral direitos (lesados) e esquerdos (controle sem lesédo) dos 4 grupos. B. Peso seco em gramas dos
musculos gastrocnémios medial e lateral lesionados dos animais dos 4 grupos. C. Razédo entre 0 peso
seco dos musculos gastrocnémios lesionados e o controle dos 4 grupos. Para as analises dos musculos
gastrocnémios: n = 3. Dados apresentados em média + EP (* p < 0,05 e ** p < 0,005).

A analise histoldgica dos cortes transversais dos musculos gastrocnémios
corados com HE (Figura 24, A-D) permitiu avaliar as diferencas da morfologia dos

quatro grupos experimentais, onde foi possivel observar que os animais que foram
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submetidos ao protocolo de exercicio em esteira aparentavam ter mais fibras do que
0s animais dos grupos que nao foram submetidos ao exercicio. Ainda, que a area das
fibras musculares dos grupos que receberam inosina e/ou exercicio, aparentemente
era maior do que a dos animais do grupo salina. A partir da quantificagéo (Figura 24,
E-F), observamos que os achados qualitativos foram confirmados, onde os animais
dos grupos inosina (13,95 £ 0,3152, p = 0,0004), salina + exercicio (13,23 £ 0,2979, p
= 0,005) e inosina + exercicio (13,24 + 0,3082, p = 0,0047) apresentaram maiores
areas de fibra muscular, em um?2 (Figura 24, E) quando comparados aos animais do
grupo salina (11,33 + 0,3277). Além disso, os animais que foram submetidos ao
protocolo de exercicio em esteira (inosina + exercicio, 624,0 + 12,86, p = 0,0007,
salina + exercicio, 540,0 + 66,09, p = 0,0033), apresentaram um maior nimero de
fibras (Figura 24, F) quando comparados aos animais do grupo salina (242.7 £ 19,64),
resultado que também € visto ao compararmos 0 grupo inosina + exercicio ao grupo
inosina (364,0 = 38,02, p = 0,0075).
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Figura 24. Analise morfolégica dos musculos gastrocnémios corados com HE. Cortes
transversais do musculo gastrocnémio dos animais dos grupos A. Salina; B. Inosina; C. Salina +
Exercicio e D. Inosina + Exercicio. E. Média da area das fibras musculares (um?). F. Numero de fibras
musculares. Barra: 10 ym. Para as analises morfolégicas dos misculos gastrocnémios: n = 3. Dados

apresentados em média £ SEM.
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5. DISCUSSAO

Muitos estudos destacam o potencial regenerativo do SNP, principalmente
quando comparado ao SNC. Ainda que o SNP tenha uma maior plasticidade,
restabelecer a funcionalidade prévia a LNP, sobretudo em leses mais extensas,
permanece como um grande desafio desde modelos experimentais até a translacao
para a clinica. Nos casos em que ha perda tecidual importante, a recuperacao da
funcionalidade geralmente é parcial, evidenciando a importancia de novos modelos e

tratamentos que potencializam esta recuperacao.

Alguns fatores sdo determinantes para o progndstico do paciente apdés uma
leséo de nervo periférico, como a idade, distancia ao 6rgéo alvo e a extensao e tipo
de lesdo. Estes fatores ndo sdo modificaveis e servem como parametros para o
desenvolvimento de potenciais modelos a serem estudados (GORDON, SULAIMAN
e BOYD, 2003; NAVARRO et al., 2007; SERGER et al., 2022; IRISARRI, 2023). Ja
outros fatores podem ser modificaveis, como tornar o microambiente, tdo importante
para regeneracdo, mais favoravel, seja através de modificacbes fisicas, como, por
exemplo, o uso de enxertos tubulares (GOULART et al., 2016; MARTINEZ et al., 2018;
DURCO et al., 2020).

Outra forma de favorecer a regeneracdo é através do uso de terapias
moleculares, como através do uso da inosina (CARDOSO et al., 2019) ou de terapias
baseadas no exercicio, que além de modular o microambiente séo capazes de ativar
0S motoneurdnios promovendo uma neuroplasticidade positiva para a recuperacao
funcional (GOULART et al., 2014; JAISWAL, et al., 2020).

A recuperacao funcional é o objetivo principal apés as LNP e normalmente
refletem uma regeneracdo adequada do nervo, sendo que, um dos principais
modificadores de desfecho € o tempo de regeneracédo, fator este inversamente
proporcional a uma boa regeneracdo. Acelerar a regeneracdo dos axodnios é
frequentemente considerado um alvo terapéutico chave para melhorar a recuperacéo
funcional (GORDON, 2020). Neste contexto, investigamos os efeitos do exercicio em
esteira e da terapia molecular com inosina na regeneracdo e na recuperacao da

funcionalidade apds a leséo e reparo do nervo isquiatico de camundongos.
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O treinamento em esteira foi escolhido por possuir algumas vantagens em
relacdo a outras modalidades, tais como: (i) o gestual do exercicio é consistente com
0 gestual didrio dos camundongos; (i) os camundongos se exercitam
independentemente em seus respectivos corredores, nao interferindo uns com os
outros e, portanto, tendo menos interacdes potencialmente confusas entre si; e (iii)
comparado com as demais modalidades de treinamento, 0 movimento da esteira pode
ser mais preciso em termos de regulacdo da carga do exercicio, inclinagdo da

superficie e velocidade (SUN et al., 2019).

Para reparo do nervo isquiatico, foi utilizado o enxerto tubular de PLA, uma
técnica que ja possui resultados promissores, demonstrando, em estudos anteriores,
um aumento no numero de fibras mielinicas e uma melhor recuperacdo da
funcionalidade dos animais submetidos a este procedimento, sendo o enxerto tubular
de PLA eficaz para dar suporte ao crescimento axonal tornando-se uma alternativa
potencial ao autoenxerto (GOULART et al., 2016; DURCO et al., 2020). Ainda que
tenha bons resultados, o uso isolado desta estratégia ndo possibilita uma recuperacéo
funcional proxima a apresentada anteriormente a lesdo. Dessa forma, o uso de
terapias complementares associadas pode ser uma alternativa viavel para melhorar a

recuperacao apés o evento lesivo.

De fato, nossos resultados funcionais demonstraram que ndo somente o
exercicio em esteira ou a inosina de forma isolada foram capazes de melhorar e
antecipar a recuperagao funcional dos animais, como seu uso combinado
potencializou essa recuperacdo. Em estudos prévios, as terapias baseadas em
exercicio foram capazes de gerar uma melhora funcional apos a LNP (SERGER et al.,
2022), sendo associadas principalmente a capacidade do exercicio em regular
positivamente fatores tréficos como o BDNF e o NGF (ALVES et al., 2018). Além disso,
0 exercicio exige a ativagdo do motoneur6nio, sendo esta indispensavel para uma
melhora na recuperacgao funcional (JAISWAL et al., 2020; MINEGISHI et al., 2022).
Da mesma forma, as terapias baseadas no uso de purinas, como a inosina,
demonstraram bons resultados em lesbes mais brandas, como as lesdes
compressivas do nervo isquiatico (CARDOSO et al., 2019) e em lesfes do trato cértico
espinal (BENOWITZ et al., 1999; KIM et al., 2013). A inosina, ao ser metabolizada,
apresenta propriedades neuroprotetoras e neuromoduladoras (JURKOWITZ et al.,
2002; HASKO, SITKOVSKY e SZABO, 2004). Ademais, por se tratar de um agonista
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dos receptores de adenosina, como o A2A e A3, acredita-se que o papel da inosina
na recuperacdo funcional esteja vinculado a regulacdo positiva de fatores
neurotréficos como BDNF e NGF e a neuroprotecdo (ALMEIDA, CARDOSO e
MARTINEZ, 2021).

Através do IFI, notamos que o grupo Inosina + Exercicio apresentou um melhor
indice em comparacéo aos grupos Salina e Inosina. Ainda, o grupo Salina + Exercicio
também mostrou melhor desempenho em relagdo ao grupo Salina. Esses resultados
sugerem que a combinacédo de Inosina e exercicio promoveu uma recuperacdo mais
eficaz da funcdo motora. Quando se trata das funcbes motoras, muitos animais
dependem de informacdes descendentes do cérebro para iniciar e executar
adequadamente tais funcOes, principalmente quando se trata da locomocao
(ROTTERMAN et al., 2019). Os animais que foram submetidos ao exercicio em esteira
apresentaram melhor desempenho quando comparados aos que néo foram expostos
ao protocolo de exercicio em esteira, demonstrando que o exercicio tem papel chave
na recuperacdo da funcdo motora. Terapias dependentes de atividade, como
exercicios em esteira, promovem a regeneracdo axonal e a recuperacao da funcéo
motora apds LNP. A promocéao da regeneracao axonal facilita a reinervacdo da juncéo
neuromuscular e, por meio do exercicio, ha& um aprimoramento aferente nos
motoneurdnios reconectando-o0s aos aferentes primarios e aos motoneurbnios que se
retrairam. Assim, atenuando as altera¢des na circuitaria medular e restabelecendo a
funcdo sinaptica (MINEGISHI et al., 2022).

Ainda sobre a recuperacdo funcional, nossos resultados evidenciaram que
tanto o exercicio em esteira quanto a administracdo de inosina foram eficazes na
melhoria da recuperacdo das funcbes somatossensoriais. No Teste da Picada do
Alfinete, realizado na oitava semana poés-lesdo, os grupos tratados com Inosina +
Exercicio, Salina + Exercicio e Inosina apresentaram pontuacdes superiores em
comparacdo ao grupo tratado apenas com Salina. Além disso, no analgesimetro,
observamos que o0s grupos submetidos ao protocolo de exercicio em esteira
responderam a menores estimulos pressoricos ja a partir da segunda semana, em
contraste com os grupos néo submetidos ao exercicio. Esses resultados indicam uma
recuperacdo mais préoxima da normalidade em relacdo a sensibilidade dolorosa
cutanea nos grupos que receberam intervengdes. Nossos resultados reforcam o que

foi apresentado por CARDOSO e colaboradores (2019) e GOULART e colaboradores
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(2014), que também indicaram que tanto a inosina quanto 0 exercicio,
respectivamente, foram capazes de melhorar e antecipar a recuperacao das funcées
somatossensoriais. Além disso, mostraram que a combinacao das duas intervencdes
pode ser uma estratégia para uma melhor recuperacgéo funcional tanto motora quanto

somatossensorial.

Sabe-se que tanto a regeneracdo quanto a remielinizacdo do axoénio estao
subjacentes a recuperacgdo funcional dos nervos periféricos (SERGER et al., 2022).
Na clinica, o padrdo ouro para avaliar a capacidade do nervo de propagar o potencial
de acédo € a eletroneuromiografia. A partir da analise do tracado eletromiografico do
PAMC, percebemos que tanto a inosina quanto o exercicio possuem uma influéncia
positiva na regeneracdo axonal. Sabe-se que ha uma correlacao positiva entre as
forcas de contracdo e as amplitudes do PAMC (GORDON, 2020). Vimos que 0s
grupos tratados, seja isoladamente ou com as terapias combinadas, apresentaram
valores semelhantes aos animais que ndo sofreram a lesdo. Ainda, 0os animais que
receberam somente o0 veiculo, apresentaram menor amplitude e laténcia,
evidenciando que as terapias aplicadas sao importantes aliadas na recuperacao dos

nervos lesionados.

Morfologicamente € possivel perceber que os grupos que receberam alguma
intervencao além do veiculo, apresentam uma melhor organizacao do microambiente
do nervo regenerado, principalmente no grupo que recebeu o tratamento combinado
(inosina + exercicio), apresentando maiores areas de axobnios, de mielina e,
conseguentemente, maiores areas das fibras, quando comparado ao grupo salina. De
acordo com CHOMIAK e HU (2019) para que uma fibra nervosa possua maior
eficiéncia na propagacgéo do impulso nervoso, é necessario que ela tenha uma razao
G ideal, na faixa de 0,55 a 0,68, o que pode ser observado no grupo inosina e no
grupo inosina + exercicio. Esses resultados apontam para uma regeneracdo mais
funcional nesses grupos. Tal resultado pode ser explicado pelo papel agonista da
inosina em relacdo aos receptores A2A, que podem regular positivamente a
expressado de GAP-43, sendo esta uma proteina fundamental na regeneragéo axonal
(IRWIN et al., 2006; RIBEIRO et al., 2016). Aléem disso, 0 exercicio é capaz de reduzir
as alteracdes na densidade do receptor A2A nas vias centrais de maneira a promover

uma melhor atividade locomotora (BAUER et al., 2020). Essas influéncias tanto da
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inosina quanto do exercicio e seus efeitos combinados apresentam importante papel

na organizacéo e na regeneracéo do nervo.

Estudos em modelos animais e na clinica humana demonstram que a
abordagem sistémica pode ser uma estratégia potencial para prevenir a
neurodegeneracado, podendo estar associados principalmente a regulacao positiva de
fatores neurotroficos como o BDNF e NGF (TARI et al., 2019). O efeito sistémico do
exercicio em esteira também é capaz de induzir essa neuromodulacédo (ALVES et al.,
2018), assim como a inosina (CARDOSO, MARTINEZ E ALMEIDA, 2021). A
neuromodulacdo pode estar associada a ativacdo de receptores de adenosina,

principalmente os receptores A2A, presentes nas CS.

Ao analisarmos tanto os GRD quanto o corno anterior das medulas espinais
dos animais, percebemos um maior numero de nucléolos de neurbnios sensitivos e
motores, respectivamente, indicando um maior nimero de neurdnios presentes nestas
regides, tanto nos grupos que receberam o tratamento com inosina, quanto nos que
foram submetidos ao protocolo de exercicio em esteira, quando comparados ao grupo
salina. Esses resultados sugerem um possivel efeito neuroprotetor nos grupos que

receberam alguma dessas intervencoes.

Além de termos observado um maior nimero de corpos de neurbnios presentes
nos GRD e no corno anterior das medulas espinais, as andlises por imuno-
histoquimica para NF200 revelaram que os animais dos grupos que receberam o
tratamento com inosina e/ou exercicio apresentaram uma melhor organizacéo tecidual
e maior area marcada quando comparados ao grupo salina. E sabido que, conforme
o axbnio amadurece, gradualmente adquire mais neurofilamentos pesados,
promovendo a formacao de um citoesqueleto axonal altamente estavel (PERROT et
al., 2008; YUAN et al., 2017). Os neurofilamentos sdo essenciais para o crescimento
radial e estabilidade estrutural das fibras mielinicas (PERROT et al., 2008; YUAN et
al., 2017). Este resultado corrobora nossos achados que mostraram maiores areas de
axonio, fibra e mielina nos animais tratados com inosina e exercicio, o que pode indicar

um processo de regeneragcdo mais avancgado.

Além disso, notamos uma maior area relativa imunomarcada para 0s

receptores A2A, indicando uma maior presenca de receptores A2A no microambiente
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de regeneracdo do nervo isquiatico. Em outros modelos, uma maior quantidade de
receptores A2A implicou em uma série de processos favoraveis a regeneracao
neuronal, incluindo reducdo da inflamacdo através da reducdo significativa da
infiltracdo de macrofagos (AWAD et al., 2006; PEDATA et al., 2014). Dessa forma, a
ativacdo dos receptores A2A pode levar a supressdo da resposta inflamatéria,
reduzindo a producéo de citocinas pro-inflamatdrias e diminuindo a ativacao de células
do sistema imune (AWAD et al., 2006; PEDATA et al., 2014), contribuindo para um
processo de regeneracdo bem-sucedido. Dessa forma, a maior presenca desses
receptores no microambiente dos nervos em regeneracao, pode explicar os melhores
resultados obtidos tanto nas analises funcionais quanto morfolégicas dos nervos dos
animais dos grupos inosina, salina + exercicio e inosina + exercicio quando

comparados ao grupo salina.

A denervacdo do musculo esquelético resulta em uma rapida e programada
perda de tamanho e desempenho muscular, denominada atrofia muscular (YANG et
al., 2020). Em nosso estudo, observamos que 0s animais dos grupos submetidos ao
protocolo de exercicio em esteira apresentaram um maior peso seco dos musculos
gastrocnémios do lado ipsilateral & lesdo quando comparados aos animais do grupo
salina; ainda, os animais do grupo inosina + exercicio, mantiveram a diferenca ao
normalizarmos os valores em relacdo ao lado contralateral. Sendo assim, a terapia
combinada pode ser uma boa estratégia para evitar a perda ponderal da musculatura,
apos lesao e reparo do nervo isquiatico.

Em nossos resultados, 0os animais dos grupos gue receberam inosina e/ou
exercicio, apresentaram maiores areas da fibra muscular quando comparados aos
animais do grupo salina. Sabe-se que a inervacdo desempenha um papel crucial no
desenvolvimento, maturacdo e funcionamento do musculo. O numero de fibras
musculares inervadas por um motoneurdnio, conhecida como razéo de inervacao, é
um dos trés determinantes da forca contrétil, sendo o tamanho da fibra muscular e a
forca especifica os outros dois fatores (GORDON; DE ZEPETNEK, 2016, MINEGISHI
et al., 2022). Ademais, a medida que as relagbes de tamanho das fibras retornam nos
musculos reinervados, as fibras nervosas recuperam seu tamanho normal (GORDON,
2020). Em concomitancia, os animais dos grupos submetidos ao protocolo de
exercicio apresentaram um maior numero de fibras musculares quando comparados

ao grupo salina. Além disso, os que receberam tratamento com inosina + exercicio
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apresentaram um maior numero de fibras também quando comparados ao grupo
inosina. Em geral, a associacdo do exercicio com a inosina apresentou melhores
resultados, indicando ser uma alternativa interessante na manutencdo da

musculatura.

Esses resultados sugerem de forma consistente que a combinacéo de inosina
e exercicio promoveu melhorias significativas na recuperacéao funcional, sensibilidade
cutédnea, e regeneracdo axonal em animais com lesédo por transeccdo seguida de
reparo com tubulizag&o do nervo isquiatico. Esses achados fornecem uma base sélida
para a compreensao dos mecanismos envolvidos na recuperacdo apos lesdo nervosa
e podem ter implicacbes importantes para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas futuras.

6. CONCLUSAO

1. Os animais do grupo Inosina + Exercicio mantiveram um melhor IFl ao longo
do tempo, indicando uma melhor qualidade de marcha em comparacdo ao
grupo Salina. A combinacao de inosina com exercicio parece ser eficaz na
melhoria da recuperacédo da funcédo motora apés lesdo do nervo isquiatico.

2. Para as andlises das funcdes sensitivas, os resultados sugerem de forma clara
uma possivel antecipacdo na regeneracdo de fibras sensitivas nos grupos
submetidos ao protocolo de exercicio em esteira em compara¢do ao grupo
Salina.

3. De acordo com a andlise da eletrofisiologia, os resultados sugerem que a
intervencdo com Inosina, especialmente quando combinada com exercicio,
pode promover a regeneracdo axonal de forma mais eficaz, aproximando o0s
valores dos grupos tratados aos do grupo controle sem leséo.

4. As analises morfolégicas e morfométricas sugerem que as intervengdes com
Inosina, especialmente quando combinadas com exercicio, promovem uma
melhor regeneracdo axonal e funcionalidade do nervo isquiatico apos leséo,
evidenciada pelo aumento no numero de fibras mielinicas, maiores areas de
axonio e mielina, e melhores percentuais na Razéao G.

5. Os resultados indicam que as intervenc¢des com Inosina e Exercicio em Esteira
sao capazes de promover uma maior sobrevivéncia de neurdnios sensitivos e

motoneurdnios, 8 semanas apods a lesédo e reparo do nervo isquiatico in vivo.
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Estes achados sugerem que tais intervengdes possuem uma forte capacidade
neuroprotetora, contribuindo para a recuperacéao funcional apos a leséo.

Os resultados da imunohistoquimica para NF200 indicam que as intervencdes
com Inosina, Exercicio em Esteira e a combinacdo de ambos promovem uma
maior presenca e distribuicdo de axénios nos nervos isquiaticos, evidenciada
pela maior area de marcacao para NF200. A terapia combinada (Inosina +
Exercicio) mostrou-se particularmente eficaz, apresentando a maior
porcentagem de area imunomarcada, sugerindo um efeito sinérgico das
intervencdes na promocao da regeneracdo axonal.

Os resultados da imunohistoquimica para A2Ar indicam que as intervencdes
com Inosina, Exercicio em Esteira e a combinacdo de ambos promovem uma
maior presenca e localizacdo dos receptores de adenosina A2A nos nervos
isquiaticos, evidenciada pela maior area de marcacao para A2Ar. Esses
achados sugerem que a Inosina e o Exercicio podem estar potencializando a
expressédo ou a disponibilidade dos receptores de adenosina A2A, o que pode
ter relevancia na regulacao de processos de reparo e regeneragao nervosa.
Os resultados evidenciam que o protocolo de exercicio em esteira motorizada,
especialmente quando combinado com Inosina, promove um aumento
significativo no volume dos musculos gastrocnémios, tanto em termos de peso
absoluto quanto de area e numero de fibras musculares. Esses achados
sugerem que a combinacgdo de Inosina e exercicio pode ter efeitos positivos na
recuperacdo muscular apos lesdo nervosa, destacando-se como uma

estratégia potencial para promover a reabilitacdo muscular.
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