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EFEITO DO SELANTE DE FIBRINA BthTL NA REGENERACAO AXONAL E
RECUPERACAO FUNCIONAL APOS LESAO NERVOSA PERIFERICA

Raphael Teixeira Borges, Renata Graciele Zanon

RESUMO
Frente a uma lesao de nervo periférico, o procedimento empregado apresenta limitagdo quanto
ao tipo e tempo de lesdo, nao se tendo um resultado positivo referente a recuperacao da
func¢do. O uso de proteses tubulares que orientam e protegem a area de lesdo e a possibilidade
de, dentro dessa protese, se inserir substancias que atuem de forma positiva no processo de
regeneragdo nervosa ¢ uma perspectiva na clinica atual. Nesse sentido, este trabalho teve o
objetivo de estudar o crescimento axonal e as respostas das células de Schwann em nervos
comprometidos por transec¢ao total (neurotmese), submetidos ao processo de tubulizag¢ao (os
cotos nervosos sdo inseridos dentro de uma proétese tubular de silicone) com o uso de um
selante de fibrina desenvolvido em nossa Universidade (patente PI-0406273-6), que oferece
um arcabouco bioldgico dentro da protese que pode favorecer a recuperagdao axonal. Apos 45
dias da lesdo, os nervos foram analisados e comparados com grupos controles. Para o estudo
foram usadas andlises funcionais (motora e sensitiva) ¢ imunofluorescéncia. Em relagdo a
recuperagdo motora o presente estudo observou uma melhora ao longo do tempo, porém nao
obteve melhora significativa comparando os grupos. Nas imunofluorescéncia observou-se
mais presenga de fendtipos pro-regenerativos no grupo tubo+cola. A perspectiva € que o
trabalho contribuiu com a técnica de reparo e utilizacdo de selante para melhorar/auxiliar a
recuperagao do nervo periférico. Além disso, incentivam-se mais pesquisas com outras
substancias que possam ter efeito sobre a regeneragdo e que tenham maior eficiéncia no
aspecto funcional, devolvendo, ao individuo comprometido pela lesdo, os movimentos e a

sensibilidade.

Palavras-chave: células de Schwann, neurotmese, crescimento axonal, selante.



ABSTRACT

In the case of a peripheral nerve injury, the procedure has limitations regarding the
type and time of injury, not having a positive result regarding the recovery of the function.
The use of tubular prostheses that guide and protect the area of injury and the possibility of
inserting substances that act positively into the nerve regeneration process within this
prosthesis is a perspective in current practice. In this sense, this paper aimed to study the
axonal growth and schwann cell responses in nerves damaged by total transection
(neurotmesis), submitted to the tubulization process (the nerve stumps are inserted into a
silicone tubular prosthesis) with the use of a fibrin sealant developed at our university (patent
pi-0406273-6), which provides a biological framework within the prosthesis that may favor
axonal recovery. 45 days after the injury, the nerves were analyzed and compared with control
groups. For the study we used functional analysis (motor and sensory) and
immunofluorescence. Regarding motor recovery, the present study observed an improvement
over time, but did not obtain significant improvement comparing the groups.
Immunofluorescences showed more presence of pro-regenerative phenotypes in the
tube+sealant group. The perspective is that the work contributed with the repair technique and
use of sealant to improve/assist the recovery of the peripheral nerve. In addition, further
research with other substances that may have an effect on regeneration and that have greater
efficiency in the functional aspect is encouraged, returning movements and sensitivity to the

individual affected by the injury.

Key-words: Schwann cells, neurotmesis, axonal growth, sealant.
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1. INTRODUCAO

1.1 Nervos periféricos: funcio e caracteristicas estruturais

Os nervos sao definidos por feixes de fibras nervosas envolvidas por uma camada de
tecido conjuntivo com func¢do de proporcionar a comunicacdo do Sistema Nervoso Central
com a regido periférica do corpo, podendo ser oOrgdos efetores e/ou de sensibilidade,
garantindo ao individuo executar movimentos, perceber estimulos sensoriais, € a interagao
com tudo que o cerca (KANDEL et al, 2013). As fibras nervosas podem ser mielinizadas ou
ndo. As fibras mielinizadas sdo as que possuem um revestimento denominado bainha de
mielina produzida pelas células de Schwann (glia do nervo), a qual proporciona isolamento
elétrico e entre uma bainha e outra permaneceum espaco livre, denominado Noédulo de
Ranvier. Com isso, os impulsos nervosos conseguem se propagar de maneira mais rapida. Em
contrapartida, as ndo mielinizadas possuem apenas o revestimento da membrana plasmatica
das células de Schwann, sendo os impulsos nervosos propagados nessas fibras mais lentos
(KANDEL et al, 2013; SIMIONESCU, 2016).

Além das fibras de mielina tem-se o tecido conjuntivo frouxo denominado endoneuro,
que nada mais ¢ do que fibroblastos dispersos, fibras coldgenas e reticulares sintetizadas pelas
c¢lulas de Schwann. Separando as fibras em fasciculos, tem-se o perineuro, formado por
camadas concentradas de fibroblastos modificados que se ligam por meio de zbnulas de
oclusdo, o que garante uma protegdo contra agentes nocivos. E por ultimo tem-se o epineuro,
que reveste um conjunto de fasciculos, sendo denso ndo modelado e tendo como objetivo

garantir a prote¢do, resisténcia e um pouco de elasticidade (GUYTON & HALL, 2011).

1.2 Lesao e regeneracao em nervos periféricos

As lesdes de nervos periféricos sdo relativamente comuns, porém uma recuperagao
adequada e de sucesso ¢ rara, e devem-se considerar varios fatores, como idade, tamanho da
lesdo, e, principalmente o nivel da lesdo. Essas lesdes sdo classificadas em trés tipos segundo
Seddon (1942), podendo ser neuropraxia, axonotmese e neurotmese. Pelo grau de
complexidade da lesdo temos a neuropraxia que se enquadra em uma lesdo leve, com
desmielinizagdo, porém sem perda da integridade axonal, podendo levar a perda temporaria
das fung¢des motoras e sensitivas do nervo. A axonotmese € a lesdo que causa dano ao axdnio,
porém o epineuro e perineuro se mantém intactos. J4 na neurotmese ocorre 0 rompimento

total do nervo.



Apobs uma lesdo por esmagamento ou transeccdo, as fibras distais a lesdo sofrem
degeneragdo por meio de um processo conhecido como degeneragdo walleriana. A
degeneracdo Walleriana. Nessa etapa, comegard a degeneracdo, com a perda do arranjo de
mielina das células de Schwann, que adjunto aos macrofagos fagocitardo as fibras do
segmento (coto) distal, desconectado, do nervo. Enquanto o coto proximal produz brotos
colaterais que irdo crescer e seguir substancias troficas produzidas pelo 6érgao denervado (Ide,
1996). No coto proximal do nervo, as fibras degeneram de maneira retrograda até chegar ao
proximo nddulo de Ranvier. Nesses axonios, originam-se cones de crescimento a partir dos
quais ocorre a regeneragdo ao longo das bandas de Biingner. As células de Schwann sao
fundamentais para a regeneragdo axonal, uma vez que dao suporte ao crescimento axonal e
expressam vdrias integrinas receptoras de membrana e moléculas neurotroficas (MILNER et
al, 1997), além de formar as Bandas de Bungner, estruturas tubulares através das quais
crescem os brotos axonais em direcdo ao 6rgdo denervado (FRISEN, 1997). Lesdes proximas
ao corpo do neurdnio podem levar a morte do corpo celular (GAUDET, POPOVICH,
RAMER, 2011; ROTSHENKER, 2011; SULLIVAN et al, 2016).

O tipo de intervencdo cirurgica em casos de neurotmese varia conforme o tamanho da
lesdo. Em secgdes totais de curta extensdo opta-se por realizar a neurorrafia, isto €, a uniao
dos cotos seguida da sutura do epineuro. Ja em casos de lesdes de grande comprimento ou de
perda importante de tecido neural, a técnica considerada padrao-ouro € o enxerto autdlogo de
nervo, sendo o nervo sural o doador mais comum (JONES, EISENBERG E JIA, 2016;
PFISTER et al, 2007).

1.3 Tubulizacio

A tubulizacdo ¢ um método cirirgico de tratamento de lesdes totais do nervo. Esse
processo tem como meta ajudar no direcionamento dos axonios durante o processo de
regeneracdo e crescimento, permitindo assim uma melhor difusdo de fatores neurotroficos,
levando a uma melhor regeneracdo e recuperagdo do local afetado. Esse procedimento ¢
realizado através da inser¢do do coto distal e do proximal em uma protese tubular, mantendo-
se um espago entre eles, e criando-se um ambiente favoravel a regeneracao axonal, além de
gerar uma prote¢do as fibras nervosas em regeneracdo, evitando a formagdo de neuromas
(LUNDBORG et al., 2004; PIERUCCI et al., 2004).

Ao longo dos anos, varios materiais tém sido testados como potencias candidatos a
protese tubular. Sabe-se que dos condutores artificiais testados, os que mais se destacam sao

os polimeros de lactato e os tubos de silicone, porém seus beneficios ao processo regenerativo
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sdo limitados pela auséncia de uma arquitetura interna que proporcione o crescimento €

orientacdo dos axonios e das células da glia (JOHNSON et al., 2005).

1.4 Selantes de fibrina

No interior de tubos, podem-se adicionar substincias que permitam um ambiente mais
interessante para a regeneracdo nervosa, dentre eles, destacam-se os selantes de fibrina. Sao
materiais compostos por fibrinogénio e trombina, os quais sdo combinados apenas no
momento da aplicagdo do produto, resultando numa solugdo de solidificagdo rapida que adere
ao tecido, auxiliando na cicatrizacio (ATRAH, 1994). Observa-se que esses materiais
auxiliam na quimiotaxia do infiltrado inflamatorio durante o reparo de lesdes, na melhora em
processos de cicatrizacdo de feridas, na reducdo da perda de sangue e na prote¢do contra
infecg¢des bacterianas (GASPAROTTO et al, 2013; OKUDA et al, 2014).

Os pesquisadores da UFU, Oliveira e colaboradores (2016) demonstraram ser possivel
induzir a formagdo de selante de fibrina misturando-se 5 pg de uma nova serina protease
patenteada com o nome “BthTL” (obtida a partir de peconha da serpente Bothrops moojeni)
registrada pelo nimero de patente PI-0406273-6, a uma solugdo saturada de fibrinogénio
bovino. Os pesquisadores afirmaram que o selante em questao permaneceu estavel por mais
de dez dias e seu tempo de degradacdo ndo alterou na presenca de ions Ca*" ou aprotinina.
Essas caracteristicas podem permitir o uso da cola produzida como agente hemostatico em
diversos procedimentos cirurgicos (como esplenectomia, trauma hepatico, cirurgia
cardiotoracica, microcirurgia oftalmica, entre outros) e como um vedante em rupturas de
nervos ¢ tenddes (BARROS et al, 2009; KRAM et al, 1990; OLIVEIRA et al, 2016). A adicao
de selante de fibrina ao lumen de préteses tubulares para o reparo de lesdes de nervo pode
funcionar como uma matriz que proporcionaria a proliferacdo e orientagdo de axdnios e
células de Schwann e, dessa forma, contribuir com o sucesso da regenera¢do. Tendo em vista
o potencial uso de colas de fibrina em neurocirurgia e no reparo de nervos periféricos nosso
trabalho traz a proposta de adicionar o selante desenvolvido em nossa Universidade associada

a técnica de tubulizagao apds neurotmese do nervo isquiatico em ratos.

2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que lesdes em nervos periféricos ocorrem com bastante frequéncia e
suas consequéncias levam a um grande prejuizo ao individuo que pode perder a capacidade
motora e a sensibilidade, esse estudo tem como proposta testar o uso de condutores nervosos

artificiais, junto com o selante de fibrina BthTL, proporcionando a reestruturacao do axonio.
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Caso comprovado a regeneracdo axonal e funcional de nervos periféricos através desse

método abre-se uma nova alternativa para o tratamento desse tipo de lesdo.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Investigar os efeitos do selante de fibrina BthTL na regeneragdo axonal e recuperagao

funcional do nervo isquidtico apds neurotmese.

3.2 Objetivos especificos

. Analisar a reacao das células de Schwann e o crescimento do axdénio lesionado apos ser
tubulizado com proétese de silicone preenchida com selante de fibrina.

. Analisar a recuperacgdo funcional sensitiva e motora do nervo isquiatico tubulizado com

prétese de silicone preenchida com selante de fibrina.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e tubulizacao

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos jovens (6 a 8 semanas, 200-250g)
disponibilizados pelo CBEA. Apoés anestesia (0,2ml de cetamina e 0,2ml de xilazina,
0,2ml/100g peso corporeo), os animais foram submetidos a tricotomia da coxa esquerda. Em
seguida, colocados em decubito ventral no microscopio cirirgico. A pele foi incisada e,
afastando-se a musculatura, o nervo isquidtico exposto e transeccionado. Apods retracdo dos
cotos, estes foram introduzidos e fixados no interior de um tubo de silicone deixando-se um
espaco de 4mm entre os cotos. Encerrados os procedimentos de tubulizagdo, o plano muscular
foi retornado e a pele suturada (Figura 1). Os animais foram mantidos em biotério por um
periodo de 45 dias, recebendo ragdo e 4gua a vontade, em ciclo de claro/escuro de 12h.

Esses animais foram divididos em dois grupos de 10 animais cada, sendo o primeiro o
grupo controle, que sofreu a neurotmese e adi¢do do tubo de silicone. Enquanto os outros 10
animais além da neurotmese e o tubo de silicone receberam os tubos com o selante de fibrina.
Ap0s os 45 dias os animais foram novamente anestesiados e eutanasiados através de perfusao
transcardiaca com solugdo salina tamponada (50 ml de tampao fosfato com 0,9% de NaCl
0,1M, pH 7,40) e solugao fixadora (50ml de formaldeido 3,7%). Apds a aplicagdo, foi retirada
a parte do nervo isquiatico de ambos os lados para comparacdo da regeneracdo em

microscopio para leitura da imunofluorescéncia.
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Figura 1: Processo de tubulizacdo. A-D mostra a colocacdo
cirargica do tubo na coxa esquerda do animal. E- Nervo
regenerado retirado apos 45 dias do tubo. F-G esquema
mostrando como fica tubo e nervo apds cirurgia ¢ tubo com o
selante de fibrina em seu interior.

tube

selant

4.2 Analise motora e sensitiva

Para a anélise motora utilizou-se o Indice Funcional do Isquiatico (SFI), e foi realizada
com base no protocolo descrito por Medinaceli e colaboradores (1984) e Inserra e
colaboradores (1998), com adaptacdes propostas por Marcolino e colaboradores (2013).
Nesse sentido, os animais foram treinados uma semana antes da cirurgia a caminhar no
aparato construido para a analise funcional (Figura 2A e 2B), cujas dimensdes sdo 23 cm x
21cm x 68 cm (Altura x Largura x Profundidade). Os animais tiveram suas patas posteriores
pintadas com tinta atoxica, o que possibilitou a coleta da impressdo plantar através da
caminhada sobre tira de papel colocada no corredor da caixa de avaliagdo. As analises foram
realizadas trés dias antes da cirurgia e, apds o procedimento cirirgico, uma vez por semana
até cessar o periodo de sobrevida. Os dados de cada animal foram identificados
individualmente, de modo a permitir seu acompanhamento ao longo do tempo.

As tiras de papel contendo as impressdes plantares foram, posteriormente, digitalizadas
e analisadas por meio do software Imagel] 1.48V. Os parametros medidos nas impressoes
(Figura 2C), tanto das patas normais como das patas comprometidas, foram o comprimento da

pegada (PL, “print length”), a abertura total dos dedos (TS, “foe spread”) e abertura dos
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dedos intermediarios (IT, “intermediate toes™). Essas medidas foram, entdo, inseridas na
férmula do céalculo do SFI (Figura 2D).

A pontuagdo obtida anteriormente ao procedimento cirirgico foi considerada funcdo
normal, correspondendo, portanto, a integridade do nervo. As demais pontuagdes obtidas
durante o periodo de sobrevida foram expressas como porcentagens relativas a pontuacao

inicial.

'_‘ s [P
[ e/
TS
(EPL—NPL) . (ETS—NTS) . (EIT~NIT)
NPL PXTTNTS SYTNIT

D | srr= -383« 8,8

Figura 2: Aparato e calculo utilizados para o SFI. A e B- Aparato utilizado para o teste motor. C- Esquema
das medidas realizadas apos obteng¢do da impressdo plantar das patas normal e lesionada. D- Formula do
indice funcional do isquiatico (SFI). EPL: comprimento da pegada no lado lesionado. NPL: comprimento da
pegada no lado normal. ETS: abertura total dos dedos no lado lesionado. NTS: abertura total dos dedos no
lado normal. EIT: abertura dos dedos intermediarios no lado lesionado. NIT: abertura dos dedos
intermediarios no lado normal.

Fonte: imagens 4C e 4D - MARCOLINO et al, 2013

O uso de filamentos de von Frey (von Frey, 1896) é um método para avaliaf a
sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico bastante utilizado clinicamente. Para o teste, a
ponteira € aplicada em angulo reto na regido central da pata traseira do animal sob pressdo
crescente, sendo assim ao sentir a dor o animal tem o reflexo de retirada da pata seguida de
sacudidas dela. Ao notar tal resposta o estimulo ¢ cessado. A intensidade de hiperalgesia ¢
quantificada pela variagdo da pressdo aplicada, obtida subtraindo-se o valor observado antes
do procedimento experimental (0 hora) do valor de reacdo. Esse procedimento foi realizado

trés dias antes do procedimento cirtrgico, € apos, semanalmente.

4.3 Imunofluorescéncia

Apobs os 45 dias de sobrevida do animal e o periodo de fixagdo do nervo, o material
passou por desidratacdo em sacarose 20% e foi incluido em Tissue-Tek (Miles Inc, USA) e
congelado a -40°C em isopentano resfriado em nitrogénio liquido. Dos blocos congelados

com o material, foram obtidos cortes histoldgicos longitudinais e transversais dos nervos em
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criostato (-25°C, Microm, Heidelberg, Germany) com espessura de 10 um. As secgdes foram
entdo transferidas para laminas gelatinizadas previamente climatizadas. As laminas prontas,
contendo os cortes histologicos de nervo, foram imersas e lavadas por trés vezes em PBS
0,01M. Em seguida, as laminas foram incubadas em camara umida com 150ul de solugdo de
albumina bovina 5% em PBS 0,01M, pH 7,4 por 1h. Apds este periodo, os anticorpos
primarios foram aplicados, com periodo de incubacdo de 18 a 24h sob temperatura de 4°C em

camera umida. Os anticorpos primarios empregados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Anticorpos primarios utilizados e sua descricao

Camundongo anti-neurofilamento

. Proteina do citoesqueleto de axonios
(1:200, Sigma)

Coelho anti-S100 beta (1:200, Santa Proteina de receptor célcio dependente presente

Cruz) em células de Schwann

Coelho anti-NGFR-p75(1:200, Santa | Receptor de fator de crescimento de nervo (NGF)

Cruz) produzido pela célula de Schwann
Policlonal de coelho para anti-GAP-43 Cones de crescimento neuronal durante o
(1:200, Abcam) desenvolvimento e regeneragao do axonio
Camundongo anti-Iba (1:300, Santa Proteina de ligagao a calcio especifica de
Cruz) macrofagos e microglia

Em sequéncia a primeira incubacdo, as laminas foram lavadas em PBS 0,01M e
incubadas com os anticorpos secundarios conjugados com particula fluorescente (Alexa Fluor
488 ou 594, Jackson Laboratories) por 1h protegidos da luz. Os espécimes foram lavados em
PBS 0,01M e montados com laminula em glicerol/PBS (1:1) contendo DAPI (4’-6’- diamino -
2- fenil-indol) marcador citoquimico de nucleo. O material foi observado e documentado
utilizando-se um microscépio de fluorescéncia (TS-100, Nikon) acoplado a camera
fotografica digital utilizando-se os filtros para fluoresceina (488nm) e rodamina (594nm).
Sendo capturada uma imagem de cada nervo, esquerdo e direito, com objetiva de 20x, para
cada animal. As imagens dos nervos foram analisadas qualitativamente e quantitativamente
com o Software ImageJ para densidade de pixel e comparado com o grupo controle (tubo

vazio).
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4.4 Analise estatistica

Foi utilizado o software GraphPad Prism 5.0, no qual foi executado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov a fim de verificar o tipo de distribuicdo de dados,
resultando na escolha especifica de testes estiticos considerando nivel de

significancia de P<0,05.
5. RESULTADOS

5.1 Recuperaciao motora e sensitiva

Apos duas semanas do procedimento cirurgico, iniciou-se a andlise motora e sensitiva,
por meio do Indice Funcional do Isquiatico (SFI) ¢ do Von Frey respectivamente. Tendo
objetivo de acompanhar a melhora dos animais, esperando assim diminuir a distancia PL, IT e
TS, ou seja, o andar do animal ficar mais semelhante ao normal, voltando ao valor mais
proximo de SFI antes da lesdo e, aumentando a sensibilidade ao longo do tempo.

Os resultados obtidos do SFI (Figura 3A) evidenciaram que ndo houve diferenca
estatistica na melhora motora quando comparado o grupo tubo vazio com o tubo+cola, porém,
houve melhora ao longo dos 45 dias apds tratamento ao se analisar cada grupo
individualmente. Comparado esses dados pods-lesdo com as andlises feitas do SFI antes da
lesdo (av0), notou-se que nao se obteve uma recuperacao total da integridade da func¢ao.

Ja em relacdo a andlise sensitiva Von Frey, notou-se que o grupo tubo vazio apresentou
maior limiar de nocicep¢do nas patas, ou seja, esses animais precisaram receber mais carga
para realizar o reflexo de retirada da pata em comparagdo ao grupo tubo+cola ( p<0,05). Essas
observagdes mostram que o grupo contendo selante sentiu a pressdo aplicada com menos

carga, mostrando, portanto, maior sensibilidade na pata lesionada.
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Figura 3: Avaliacdes motora ¢ sensitiva. A- SFI. Zero (0) indica a fun¢do do nervo integro. As demais
avaliagdes (av) foram realizadas semanalmente durante o periodo de sobrevida dos animais dos grupos tubo
vazio (linha azul), tubo+tcola (linha vermelha). Nao houve diferenca nas avaliagdes motoras em nenhum dos
grupos durante todo o periodo de sobrevida. Teste ANOVA one way com pds-teste de Newman-Keuls. (* =
p<0,05). B- Medidas do Von Frey eletronico para as patas lesionada tubo vazio e tubo+cola. Grupo tubo+cola
(linha vermelha) apresentou menor limiar de nocicep¢do quando comparado ao tubo vazio (linha azul). Teste
ANOVA one way com pos-teste de Newman-Keuls. (* = p<0,05).

5.2 Maior atividade das células de Schwann e de macroéfagos em nervos
regenerados do grupo selante BthTL
Foram realizadas imunomarcagdes para analise de macrofagos (Iba-1), da atividade da CS
(S100 B) e fendtipo pro-regenerativos (NGFRp75) das CS. As médias dos grupos foram
plotadas em grafico de barras e comparadas estatisticamente (Figura 4). A analise das
imunomarcagdes para Iba-1 mostrou maior presenga de macrofagos nos nervos regenerados
quando comparados ao nervo integro, o que era esperado. O grupo tubo+cola mostrou maior
quantidade de Iba-1, ou seja, houve mais presengca de macrofagos. As CS mostraram uma
atividade levemente mais elevada (p = 0,09) nos nervos lesionados, com maior expressao de
S100B em relagdo ao nervo integro. No entanto, a grupo tubo+cola, apresentou maior
expressao de NGFRp75, indicando CS trabalhando em favor da regeneragdo do nervo,

comparando ao grupo tubo vazio e controle.
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Figura 4: Cortes longitudinais com imunomarcagdes anti Iba-1 (A-C), S1008 (D-F) e NGFRp75 (G-I) em
nervos integros (controle - barra branca) e regenerados (tubo vazio - barra azul; tubo+cola - barra laranja).
Graficos (linha inferior) mostrando média, erro padrdo e comparagdo estatistica entre os grupos. Teste
ANOVA one way com pés-teste de Newman-Keuls. *** = p<0,001 e * = p<0,05. Escala = 100 um.

5.3 Maior expressao de GAP-43 em nervos lesionados

Observou-se uma maior expressao de Gap-43 nos nervos que sofreram a lesdo, o que
era esperado uma vez que a proteina GAP-43 estd presente em axonios em crescimento, em
regides especificas denominadas cones de crescimento. Em relacio ao GAP-43, as
imunomarcagdes nos segmentos regenerados, notou-se aproximadamente o dobro de
expressdo em nervos do grupo tubo vazio em comparagdo ao tubo com cola. Portanto, maior

presenca de cones de crescimento em seus axonios.
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Para avaliar a disposi¢do dos axonios no nervo foi utilizado o anti-neurofilamento, no
nervo integro observaram-se axonios em zigue-zague (Figura 5 A e D), sendo esse um padrdo de
normalidade. J4, apos a lesdo, os axonios comegam a crescer em linha reta dentro das bandas de
Biingner (Figura 5 B, C, E e F). Nesse sentido, na imunomarcag¢ao anti-neurofilamento realizou-
se uma andlise qualitativa comparativa, em que foi observada a presenca de alinhamento e
espacos entre os axonios. Dessa forma, a organizacdo do citoesqueleto axonal em todos os
grupos se deu em um arranjo reto ¢ de maneira semelhante, com alguns espagos que parecem

“quebras” das linhas imunomarcadas por neurofilamento (setas).

controle tubo vazio tubo+cola

NF

GAP-43

GAP-43 Figura 5: Cortes longitudinais com imunomarcagdes anti neurofilamento

(A-C) e anti-GAP-43 (D-F) em nervos integros (controle-barra branca) e

80 regenerados (tubo vazio-barra azul, tubo+cola- barra laranja). Setas

indicam espagos entre axdnios em crescimento. Grafico (linha inferior)

mostrando média, erro padrdo e comparagdo estatistica entre os grupos

para a expressdo de GAP-43. Teste ANOVA one way com pods-teste de
Newman-Keuls. *** = p<0,001 e * = p<0,05. Escala= 100 pm.

60

404

densidade de pixel (x10%)

6. DISCUSSAO
Para as lesdes do nervo periférico do tipo neurotmese, o reparo ¢ realizado por meio
cirtirgico, sendo a mais comum sutura do epineuro distal com o proximal, no entanto, tendo

algumas limitagdes. Nesse contexto, o emprego de condutores nervosos associados a substancias
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que possibilitem uma matriz interna propicia a reestruturagdo do axoOnio surge como uma
alternativa as técnicas de reparo cirtrgicas estabelecidas (PANAGOPOULOS,
MEGALOIKONOMOS E MAVROGENIS, 2017; RICCIO et al, 2018). Neste trabalho, foram
utilizados tubos de silicone preenchidos por selante de fibrina para reparo de nervo isquiatico
seccionado. Nao foi possivel notar recuperacao motora, porém observou maior sensibilidade no
grupo com selante de fibrina no interior do tubo. Sendo as fibras nervosas sensitivas mais finas e,
algumas, ndo mielinizadas, a recuperacdo estrutural e funcional dessas levam um menor tempo
em relacdo as fibras motoras, mais grossas e mielinicas. O que pode explicar o resultado obtido
em relagdo as avaliagdes funcionais. Adicionalmente, buscou-se avaliar a qualidade do processo
regenerativo analisando, para tanto, a presenca de CS e de macréfagos nos nervos; o
comportamento das CS e o crescimento axonal.

Durante a primeira semana apos a injuria, as CS participam ativamente da retirada de
debris de mielina e de restos axonais. Essa atividade ¢ de extrema importancia para a posterior
regeneragdo axonal, visto que os debris de mielina contém glicoproteina associada a mielina e
outros inibidores do crescimento do axonio (DUBOVY, 2011; DUBOVY, JANCALEK E
KUBEK, 2013). As CS retiram debris de mielina por meio da fagocitose mediada por lectina
(DUBOVY, 2011) e da autofagia (JESSEN E MIRSKY, 2016). Os macrofagos, entdo, chegam
ao local da lesdo apds 3 a 5 dias do inicio da degeneragdo Walleriana e alcancam um pico na
porcdo distal aproximadamente 15 dias apds a injuria, persistindo no local da lesdo ao longo do
processo de regeneragao (DUBOVY, 2011).

Evidéncias anteriores sugerem que os macrofagos interagem com as CS, incluindo a
regulacdo da migracdo, mitose e reprogramacdo (CATTIN et al, 2015; CHEN et al, 2015;
MARTINI et al, 2008, STRATTON et al, 2016). Stratton e colaboradores (2018) mostraram que
a presenca de macrofagos € essencial para o sucesso do processo de regeneracao e encontraram
um ligante derivado de macrofagos que promove a desdiferenciagdo das CS que assume um
fenotipo regenerativo e atua na mielinizacdo e crescimento axonal. Neste trabalho, as
imunomarcagdes anti-Iba (marcador de macrdéfago) e anti-NGFRp75 (receptor p75 para NGF,
bastante expresso em CS com fendtipo proé-regenerativo) permitiram demonstrar,
respectivamente, um grande acumulo de macrofagos e de CS com fenotipo em prol da
regeneracdo axonal na presenca do selante BthTL. Esses resultados em conjunto mostraram que o
selante BthTL proporciona maior resposta das CS frente a lesdo e aumento da presenca de
macrofagos.

Nos axdnios em crescimento em dire¢do ao Orgdo alvo, encontram-se cones de

crescimento, que sdo as pontas axonais elongando-se; nelas, destaca-se a proteina 43 associada

20



ao crescimento (GAP-43), uma neuromodulina intracelular que, uma vez fosforilada, induz a
estabilizacdo dos filamentos de actina localizados no cone de crescimento, proporcionando
elongacdo e correta orientacdo dos axonios regenerados (CARRIEL et al, 2014; SKENE et al,
1996). A expressdo de GAP-43 em segmento integro ocorre em locais pontuais e pode ser
explicada pelo processo continuo de plasticidade do tecido; j& em segmento regenerado, sua
expressao ¢ indicativa de axdnios recém-formados, ainda imaturos, que vao comegar a passar
pelo processo de reorganizacdo e estabilizacdo do citoesqueleto (CARRIEL et al, 2014). Assim,
era de se esperar que observassemos um aumento significativo na expressdo desta proteina nos
dois grupos (tubo vazio e tubo+cola) quando comparado aos nervos integros. A maior expressao
de proteina GAP-43 em segmentos regenerados do grupo tubo cola evidencia uma maior
quantidade de cones de crescimento e, portanto, maior frequéncia de ramos axonais em
elongacdo nesse grupo quando comparado ao nervo integro. Porém o tubo vazio apresentou
ainda mais expressdao de GAP-43 do que o tubo+cola o que foi uma surpresa, uma vez que se
esperava um maior aporte de fatores tréficos no grupo tubo+cola ja que foi o grupo que mostrou
maior presenca de CS pro-regenerativas.

Allodi e colaboradores (2012) afirmaram que ao longo do processo de elongacdo axonal ¢é
esperada uma maior quantidade de fibras na por¢ao distal dos segmentos regenerados, visto que
cada axonio em regeneragdo pode originar, inicialmente, mais de dez ramos. Também afirmaram
que, com o passar do tempo, os brotos axonais que ndo crescem de forma apropriada em sentido
de refazer as conexdes periféricas tendem a sofrer atrofia e desaparecer, ja os axdnios que
conseguem reinervar os o0rgaos-alvo passam por um processo de maturagdo, com aumento de se
didmetro. Sob esse ponto de vista, a presen¢ca de maior quantidade de cones de crescimento
observado pela maior expressao de GAP-43 pode ndo indicar regeneragdo mais eficiente, mas
pode, por outro lado, indicar um estdgio mais atrasado do processo regenerativo, anterior a

maturagdo e mielinizagdo axonal.

7. CONCLUSAO

A anélise conjunta dos resultados, por fim, mostra que o selante BthTL provocou maior
ativacdo de CS e recrutamento de macrofagos, o que pode ter sido positivo para o processo de
regeneracdo nervosa periférica, com aceleragdo do processo.Todavia, os dados da andlise
sensitiva e motora possuem limitacdes, sendo ideal realizar mais testes em aparelho mais
sensivel, como substituir o SFI manual que foi utilizado por um eletronico. Além disso, os testes
funcionais talvez precisem de maior tempo de analise, maior que 45 dias usados no presente
trabalho, uma vez que outros trabalhos que usaram metodologia semelhante mostraram um

retorno funcional somente ap6s 60 dias pés-lesdo (IMAN et al, 2017; Pestana et al., 2018).
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