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RESUMO

Apos lesao nervosa periférica ocorrem alteragdes morfoldgicas e funcionais no nervo.
Alguns processos sao iniciados apos a lesdo, como, a degeneracdo Walleriana, ¢ o
crescimento de brotos colaterais no coto proximal. As células de Schwann sdo componentes
importantes neste processo desempenhando diferentes funcdes. Alguns procedimentos
cirtirgicos estdo em estudo, como a tubulizagcdo, que pode ser associada a outras substancias,
para acelerar o processo regenerativo. De acordo com dados de um estudo, que utilizou
modelos de moscas epiléticas e hipocampo de camundongos, o extrato etandlico da planta
Aristolochia cymbifera apresentou agdo neuroprotetora no Sistema Nervoso Central. Diante
disso, o presente trabalho avaliou o efeito do extrato bruto da A. cymbifera apds neurotmese
do nervo ciatico em roedores. Para isso, fez-se a lesdo e a tubulizagdo do nervo ciatico ¢
durante dois meses foram feitos testes funcionais semanais. Findo os 60 dias, avaliou-se a
regeneracdo axonal e a atividade das células de Schwann através de imunofluorescéncia para
neurofilamento, S100B e NGFRp75. A partir dos resultados obtidos conclui-se que o
tratamento com A cymbifera, nao apresentou efeito neuroprotetor sobre a regeneragao nervosa

periférica.

Palavras — chave: Aristolochia cymbifera, Lesdo nervosa periférica, Nervo ciatico.
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1 INTRODUCAO

1.1 Composicao do nervo periférico

A composi¢ao dos nervos periféricos ¢ feita por feixes de axonios de neurdnios envoltos
em camadas de tecido conjuntivo. De acordo com sua origem, o nervo pode ser craniano, com
origem em estruturas do encéfalo, ou, espinhal, quando originado na medula espinhal. Os
principais componentes celulares do nervo periférico sdo as células perineurais, os
fibroblastos, os macréfagos e as células de Schwann, estas ultimas capazes de produzir a
bainha de mielina que envolve os axonios, isolando-os eletricamente o que permite a rapida
propagacao dos potenciais de agdo.

A unidade formada pela bainha de mielina junto com o axdnio ¢ denominada de fibra
nervosa (Guyton; Hall, 2011). Estas fibras periféricas sdo envolvidas por trés camadas de
tecido conjuntivo as quais juntamente com os componentes da matriz extracelular (MEC)
entram na composi¢do do nervo periférico. A camada mais interna ¢ chamada endoneuro, que
possui fibras de coldgeno tipo III orientadas longitudinalmente em relacdo ao axdnio (Cajal,
1959; Guth, 1956; Lundborg, 1993; Schmidt; Leach, 2003). A camada média é chamada de
perineuro, que origina os fasciculos devido a disposi¢do concéntrica das fibras de coldgeno
tipo I e III em relacdo aos grupos de axonios. Essa camada atua na manuteng¢ao da homeostase
do nervo, como barreira seletiva ao transito de substancias com alto peso molecular. A
camada mais externa ¢ denominada epineuro, que ¢ formada por tecido conjuntivo frouxo e
possui fibras de colageno tipo I em sua constituicao (Cajal, 1959; Guth, 1956; Lundborg,

1993) (Figura 1).
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Figura 1: Microscopia Eletronica de Varredura de corte transversal de nervo periférico, mostrando sua

composicao. Fonte: Abrams, 2015.

1.2 Lesao nervosa periférica

Ha trés classificagdes, segundo Seddon (1942), para as lesdes nervosas periféricas: a
Neurotmese, que designa a seccdo completa do nervo; a Axonotmese, lesdo que causa
degeneracgdo periférica distal por esmagamento ou estiramento, com preservacao parcial da
bainha e de estruturas de apoio mais intimos do nervo; e a Neuropraxia, que se caracteriza
pela temporaria perda das fungdes motoras e sensitivas no nervo, sem alteracdes estruturais
significativas.

Ao ocorrer uma lesdo, alguns processos sao iniciados como a degeneragdo Walleriana,
em que macrofagos e células de Schwann fagocitam as fibras do coto distal (Figura 2A).
Também, o coto proximal produzird brotos colaterais (Figura 2B) que irdo crescer e seguir

substancias troficas produzidas pelo o6rgdo denervado (Figura 2C) (Pistarini, 2015).
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Figura 2: Processo de regenerag@o axonal apds neurotmese (A-D). A: Nervo integro. B: Neurotmese ¢ inicio do
processo de degeneragdo Walleriana. C: Origem dos brotos colaterais a partir do coto proximal e formacao das
Bandas de Bungner pelas células de Schwann. D: Reinervagdo do o6rgdo-alvo. E: Formagdo de neuroma,

processo regenerativo insatisfatorio. Fonte: Isabel, 2010.

As células de Schwann sdo importantes para a regeneracdo axonal, pois ddo suporte ao
crescimento axonal, expressam varias integrinas receptoras de membrana, proveem um
substrato rico para o crescimento axonal e, realizam a mielinizacdo dos axdnios em
brotamento, além de formarem as Bandas de Bungner, através das novas células de Schwann
que sdo formadas, que vao aderindo a ldmina basal e formam um tubo, que ird induzir e
orientar o crescimento axonal em direcdo ao Orgdo alvo através da sintese de moléculas
neurotroficas (Schmidt; Leach, 2003; Viott, 2006).

Caso ocorra a regeneragdo do nervo, a mielinizacdo dos axdnios se d4 em um periodo
médio de oito dias, por outro lado, a regeneragdo funcional apds a reparagdo nervosa ¢ mais
complexa, dependendo de diferentes fatores, como, a natureza e o nivel da lesdo, o tempo de
denervagdo, o tipo e diametro das fibras nervosas afetadas, a idade do individuo e outras

variaveis individuais (Siqueira, 2007).



Com o objetivo de auxiliar o processo de regeneracao, alguns procedimentos cirurgicos ja
sao empregados como a sutura, podendo haver a utilizacao de aloenxertos, autoenxertos ou
xenoenxertos (Lee; Wolfe, 2000). E alguns estdo em estudo, como exemplo, as técnicas de
tubulizacdo, que podem utilizar diferentes materiais na confeccdo dos tubos, podendo se
inserir dentro deles elementos para testes na tentativa de uma melhora na regeneracao
(Colomé et al., 2008), sendo o silicone o material mais usado para esta confec¢ao devido suas
caracteristicas favordveis ao processo como, ndo ser carcinogénico, nao provocar reagdes
alérgicas, ser quimicamente inerte, entre outras (Delistoianov et al., 2008), porém, apresenta a

necessidade de posterior intervencao cirdrgica para sua retirada.

1.3 Tubuliza¢ao do nervo periférico

O processo de tubulizagdo ¢ feito através da introduc¢do dos cotos distal e proximal em
uma protese tubular, mantendo-se um espaco entre eles, fixados com pontos cirirgicos em
suas extremidades, na inten¢do de se reparar uma lesdo e realinhar os cotos, criando assim,
um ambiente favoravel a regeneracdo axonal orientada ao coto distal (Lundborg et al., 2004;
Pierucci et al., 2004). Uma limitacdo dessa técnica € a possivel necessidade de nova cirurgia
para a retirada da protese por conta do aumento na pressdo dentro do tubo a medida que o
nervo aumenta sua espessura, dificultando a vasculariza¢do no local e, consequentemente,

causando nova degeneracao (Terris et al., 1999).

1.4 Aristolochia cymbifera
Uma importante estratégia associada a conservagao da biodiversidade € a recuperacao dos
conhecimentos e das praticas associadas as plantas medicinais, que leva a descoberta de novos

medicamentos e a melhora da qualidade de vida das comunidades pobres (Leite, 2010).



Ao longo do tempo, inumeros pesquisadores vém demonstrando que extratos e Oleos
essenciais extraidos de algumas plantas possuem atividade bioldgica in vitro e in vivo,
atividades estas como efeito neuroprotetor € a¢ao positiva na regerenagao do tecido neural,
seja sobre os nervos periféricos bem como no Sistema Nervoso Central (SNC) (Peixoto, 2015;
Pereira, 2008; Rebougas, 2017).

A Aristolochia cymbifera pertence a familia Aristolochiaceae e € popularmente conhecida
como "cassat", "cipo-mil-homens", "jarrinha" ou "papo de peru". E uma planta trepadeira
perene, sem gavinhas, de ramos finos e flexuosos, com folhas simples de consisténcia
membranacea, flores solitarias verde-amareladas, com nervuras castanho-avermelhadas de até
sete centimetros de comprimento (Figura 3). Nativa do Brasil, das Guianas até¢ Minas Gerais e

Sao Paulo, apresenta odor desagradavel, proprio para atrair insetos (Tabach et al., 2013).

Figura 3: Aristolochia cymbifera

Partes como o caule e a raiz da A. cymbifera sao muito usadas no Brasil e em outros
paises da América do Sul por apresentarem agao diurética, sedativa, estomatica, entre outras
(Tabach et al., 2013), entretanto, ndo devem ser utilizadas durante a gestacao pois, apresentam
acdo abortiva. Segundo a literatura consultada, de modo geral, as raizes da 4. cymbifera sao
utilizadas sobre a forma de extrato (obtido por maceragdo ou percolacao), infusdo (utiliza-se
imersdo em agua quente para o preparo) e xarope (preparado com dgua quente e agucar)

(Santos, 2009).



Diferentes compostos quimicos foram observados a partir dos estudos fitoquimicos com a
planta, destacando-se os acidos aristoloquicos, que estdo correlacionados a toxicidade da
planta, pois sdo metabdlitos nefrotoxicos e carcinogénicos (Tabach et al., 2013), com isso,
estudos buscam analisar a possibilidade do uso prolongado de produtos a base de A.
cymbifera estar relacionado ao surgimento de danos renais permanentes, assim como a
possibilidade de desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Rauber, 2006).

Dados obtidos a partir de um trabalho realizado no Instituto de Genética da Universidade
Federal de Uberlandia, utilizando extrato etanolico da 4. cymbifera em moscas epiléticas e no
hipocampo de camundongos tratados com peconha neurotoxica, demonstraram funcao
neuroprotetora no Sistema Nervoso Central (dados ndo publicados, Andrade, 2015). Diante
disso, o presente trabalho avaliou o efeitodo extratobruto alcodlico da A.

cymbifera ap6s neurotmese e tubulizacdao do nervo cidtico em roedores.

2 JUSTIFICATIVA

Ha ainda falta de dados cientificos que demonstrem esta acdo neuroprotetora no Sistema
Nervoso Periférico da A. cymbifera e esse atributo se mostra importante pela sua possibilidade
de ser usado na pratica clinica como monoterapia ou adjuvante das técnicas protocoladas

existentes para neuropatias de nervos periféricos.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o possivel efeito neuroprotetor do tratamento com extrato alcoodlico de A.

cymbifera sobre a regeneracao nervosa periférica.



3.2 Especificos
Observar a reagao das células de Schwann e o crescimento axonal a partir do tratamento

com extrato da 4. cymbifera.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacao do extrato bruto alcodlico

O material botanico foi coletado na regido de Uberlandia, (voucher do espécime de
Aristolochia cymbifera estd depositado no herbarium da UFMG (BHCH 931)), apds secagem
em estufa foi triturado e submetido aos processos de extracdo por maceragdo com alcool
absoluto (macera¢do 1:5 — 50mg:250ml). Para isto, o material foi triturado, na presenga de
250ml de élcool absoluto, mantido em repouso ao abrigo da luz por 3 semanas antes de ser
filtrado. Apos filtragdo, o extrato obtido foi concentrado e os solventes removidos sob pressao

reduzida em rotavaporizador a 45°C e acondicionado em frascos bem vedados a -20°C.

4.2 Animais, tubuliniza¢ao e tratamento

Foram utilizados 21 ratos Wistar machos jovens (6 a 8 semanas, ~200g) disponibilizados
pelo Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Uberlandia
(protocolo CEUA 132/16, anexol). Apos anestesia (0,2ml de cetamina e 0,2ml de xilazina,
0,2ml1/100g peso corporeo, IP), os animais foram submetidos a tricotomia da coxa esquerda.
Em seguida, foram colocados em dectbito ventral sob lupa, a pele foi incisada e, afastando-se
a musculatura, o nervo cidtico foi exposto e transeccionado, utilizando-se tesoura cirargica.
ApoOs a retragdo dos cotos, estes foram introduzidos e fixados com cola adesiva (Figura 4)
(Liang et al., 2014), no interior de um tubo de silicone deixando-se um espaco de 6-7mm

entre os cotos. Encerrados os procedimentos de tubulizacao, o plano muscular foi recolocado



e a pele fechada com 3 pontos cirargicos (fio mononylon 6-0, Ethicon). Os animais foram

mantidos em biotério por um periodo de 60 dias, recebendo racao e agua ad libitum.

Figura 4: Tubulizac¢ao do nervo cidtico. As setas indicam os cotos inseridos no tubo de silicone.

Os animais foram separados em dois grupos: Controle n=9 (tratado com o diluente do
extrato - Tween 20) e Tratamento n=12 (tratado com o tratamento contendo o extrato). O
tratamento utilizado contendo o extrato foi: extrato bruto alcodlico da A. cymbifera diluido em
0,1% de Tween 20 e agua filtrada (300 ml, concentracao do extrato = 25mg/kg), administrado
por via oral a vontade. Cada caixa de animais (grupo Controle — 3 animais por caixa, grupo
Tratamento — 4 animais por caixa) recebia a cada 48 horas uma garrafa contendo 400ml de
agua filtrada e uma garrafa contendo 300 ml do tratamento adequado. Passadas 48 horas eram
feitas as trocas das garrafas e os volumes residuais eram anotados. A média da ingestao do
tratamento foi de 76,83ml/animal. O tratamento foi continuo durante os 60 dias de sobrevida

dos animais.

4.3 Avaliacao funcional do ciatico — IFC
O protocolo seguido foi o de Bain, Mackinnon e Hunter (1989). Os ratos foram treinados

uma semana antes da cirurgia a caminhar no aparato construido para a analise funcional com



dimensdes de 23x21x68cm (AxLxP). Foi realizada a coleta da impressao plantar pintando
com tinta atoxica as patas posteriores do animal e posicionando o mesmo para caminhar em
uma tira de papel 7,0 x 29,5 cm colocada no corredor da caixa de avaliagdo projetada para
esse experimento. As analises foram realizadas uma semana antes da cirurgia € uma vez por
semana apos a semana da cirurgia, até o final dos 60 dias de tratamento.

As tiras contendo as impressoes foram digitalizadas em scanner e analisadas utilizando o
programa UTHSCSA ImageTool. Os dados referentes a cada animal foram identificados
individualmente de modo a permitir o seguimento ao longo do tempo. Os pardmetros medidos
nas impressoes, tanto das patas normais como das patas afetadas, foram o comprimento da
pegada (PL, print length) e a abertura total dos dedos (TS, foe spread). Essas medidas (Figura
5) foram colocadas na formula do calculo do IFC (abaixo) e a pontuacao obtida anteriormente
a lesdo foi considerada 100% da fungdo, correspondendo, portanto a integridade do nervo, e

as demais pontuagdes obtidas no pds-cirirgico porcentagens relativas a pontuacao inicial.

- 1

/ PL Y (1

| -+ S >

Normal Axotamia
IFC = 174.9 (EPL—NPL) (ETS—NTS) 13.4
= O9x|——— x| —mom—] — i
NPL NTS




10

Figura 5: Medidas utilizadas no calculo do indice funcional do cidtico (Fonte: Inserra, Bloch e Terris, 1998).
IFC indice funcional do cidtico, ETS abertura total dos dedos (TS, foe spread) lado experimental, NTS abertura
total dos dedos (TS, foe spread) lado normal, EPL comprimento da pegada (PL, print length) do lado

experimental e NPL comprimento da pegada (PL, print length) do lado normal.

4.4 Eutanasia dos animais e extracao dos tecidos

Findo os 60 dias de experimento, os animais foram anestesiados com a mesma mistura
anestésica utilizada no procedimento cirurgico e submetidos a eutanasia com aprofundamento
da anestesia para realizagdo de torocotomia e perfusdo transcardiaca, respectivamente, com
solucao salina tamponada (50mL tampao fosfato com 0,9% de NaCl, 0,1M, pH 7.4; PBS) ¢
solugdo fixadora (50mL de paraformaldeido 4%). Com auxilio de material cirirgico adequado
e lupa, foram extraidos os nervos cidticos de ambos os lados (nervo esquerdo retirado com o
tubo). Todo o material extraido foi mantido em solugdo fixadora por 12h em temperatura de

4°C.

4.5 Imunofluorescéncia

Passado o periodo de fixagdo, o material foi desidratado em sacarose 20% e 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 histologicos
longitudinais dos nervos em criostato (-25°C, Microm, Heidelberg, Germany) com espessura
de 10 um. As seccdes foram entdo transferidas para laminas gelatinizadas previamente
climatizadas. As laminas prontas, contendo os cortes histologicos de nervo, foram estocadas a
-20°C at¢ a realizacao da técnica.

As laminas foram colocadas em temperatura ambiente para a climatizagdo, sendo entdo,
imersas e lavadas por trés vezes em PBS 0,01M. Em seguida, as laminas foram incubadas em

camara imida com 150ul de solugdo de albumina sérica bovina 5% em PBS 0,01M, pH 7,4
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por lh. Apos este periodo, os anticorpos primarios foram aplicados, com periodo de
incubagdo de 18 a 24h sob temperatura de 4°C em camera imida. Os anticorpos primarios

empregados estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos primarios que foram utilizados e suas descri¢des

ANTICORPOS DESCRICAO
Camundongo anti-neurofilamento (1:200, Sigma) Proteina do citoesqueleto de axdnios
Coelho anti-S100p (1:200, Santa Cruz) Proteina de receptor célcio dependente presente em células de
Schwann
Coelho anti-NGFR-p75 (1:200, Santa Cruz) Receptor de fator de crescimento de nervo (NGF) produzido

pela célula de Schwann

Em sequéncia a primeira incubagao, as laminas foram lavadas em PBS 0,01M, pH 7,4 ¢
incubadas com os anticorpos secundarios conjugados com particula fluorescente (Alexa Fluor
488 ou 594, Jackson Laboratories, USA) por lh protegidos da luz. Os espécimes foram
lavados em PBS 0,01M, pH 7,4 e montados com laminula em glicerol/PBS (1:1) contendo
DAPI (4’-6’- diamino -2- fenil-indol) marcador citoquimico de nucleo que marca DNA. O
material foi entdo observado e documentado utilizando-se um microscopio de fluorescéncia
(TS-100, Nikon) acoplado a cémera fotografica digital utilizando-se os filtros para
fluoresceina (488nm) e rodamina (594nm). Foi capturada uma imagem de cada nervo,
esquerdo e direito, de trés animais de cada grupo (um de cada caixa), com objetiva de 20x
para anti-S100B e anti-NGFRp75 e uma imagem do nervo esquerdo de um animal de cada
grupo, com objetiva de 10x para anti-neurofilamento. As imagens dos nervos com marcagdo
anti-neurofilamento foram analisadas qualitativamente. As imagens anti-S1003 e anti-
NGFRp75 foram usadas para quantificagdo da densidade de pixel através do software
IMAGE]J (versao 1.33u, National Institutes of Health, USA). Foram feitas cinco medidas de
forma aleatéria nas imagens obtidas, para que a quantificagcdo representasse da melhor forma

a marcagao apresentada.
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A partir da média dos animais para cada lado (lesionado e integro), calculou-se a razao
lado esquerdo (lesionado)/lado direito (integro) para cada animal. Por fim, foi calculada a
média aritmética de cada grupo e feita comparagdo entre esses valores. Os resultados foram

apresentados como médiaterro padrao (EP).

4.6 Analise estatistica

Foi realizada a andlise descritiva primeiramente para a analise da distribui¢ao dos dados
numéricos. A partir dos resultados descritivos, foi escolhido o teste ANOVA para a andlise da
distribui¢do dos resultados do teste funcional. E o teste U de Mann Whitney (ndo
paramétrico) para os dados obtidos a partir das imunomarcagdes. Assumiu-se para todos os

testes comparativos nivel de significancia de p<0,05.

S RESULTADOS

5.1 Analise funcional

Logo apods a cirurgia, os animais operados ndo se apoiavam na pata lesionada,
apresentando a pata caida e os dedos em completa aducdo, consequéncia da disfun¢do do
nervo cidtico. Durante o tempo de experimento os animais recuperam gradualmente a
capacidade de apoio sobre a pata lesionada com abdu¢do dos dedos. Foram avaliadas 212

impressoes de pegadas (Figura 6) (106 da pata lesionada e 106 da pata normal).
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Figura 6: Exemplos das impressdes das pegadas obtidas no teste funcional. A: Impressdes obtidas antes da

cirurgia. B: Impressoes obtidas apos a cirurgia, seta indica a pegada da pata com nervo lesionado.

Na Figura 7 estdo os resultados dos valores de IFC obtidos, observa-se que todos os
animais, antes do procedimento cirdrgico possuem a pontuagdo de 100% de fungao
preservada, caracterizando uma avaliagdo funcional do nervo cidtico normal ou integra. Apos
trés semanas da cirurgia os animais de ambos os grupos apresentavam a mesma reducao na
pontuacdo. No ponto 4 (4 semana apos a lesdo) o grupo Controle apresenta leve melhora na
pontuacdo que gradualmente aumenta até o ponto 7 (7* semana apos a lesdo), tendo uma
pequena queda no ponto 8 (8* semana ap0s a lesdo). Ja o grupo Tratamento, no ponto 4 ainda
apresenta queda na pontuacdo, que aumenta no ponto 5 (5 semana ap6s a lesdao), diminui
novamente no ponto 6 (6* semana apds a lesdo) e aumenta até o ponto 8 se aproximando do
grupo Controle, mas sempre abaixo deste. Contudo, os grupos nao apresentaram diferenca

estatisticamente significativa, segundo o teste estatistico realizado.
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Figura 7: Teste do indice funcional do ciatico (IFC) que analisa a recuperacdo funcional apds lesdo do nervo.

A linha azul - ct corresponde ao grupo Controle e a linha vermelha - tto ao grupo Tratamento.

5.2 Imunofluorescéncia

As Figuras 8, 9 e 10 mostram imunomarcagdes em cortes longitudinais dos nervos
cidticos coletados, com os anticorpos anti-S100B, anti-NGFRp75 e anti-neurofilamento,
respectivamente.

A proteina S100p, pertence a familia das proteinas S100 e possui um sitio de ligacdo ao
calcio. A analise da expressdo dessa proteina indica a reagdo das células de Schwann, ja que a
isoforma P € a tnica encontrada nos nervos periféricos, nas células de Schwann e ¢ altamente
expressa apos uma lesdo nervosa, estando relacionada a ativagcdo mais intensa destas células
no coto proximal do nervo lesionado, principalmente apds a primeira semana de lesdo, apos
esse periodo seus niveis de expressao diminuem se aproximando do nivel basal (Assis, 2015;
Spreca et al., 1989).

A imunomarcacao anti-S100B (Figura 8 A-F) mostra uma maior expressao da proteina nos

nervos lesionados dos animais do grupo Tratamento apdés 60 dias de experimento,



15

correspondente a uma maior atividade das células de Schwann. J4 os animais do grupo
Controle, apresentam uma expressao menor da proteina pelas células de Schwann, o que ¢ o
esperado para o tempo pos-lesdao analisado (Spreca et al., 1989). O grafico (Figura 8G)
apresenta a quantificacdo da intensidade de marcacdo e o resultado do teste estatistico
realizado a partir da imunomarcagao de anti-S100B. Este demostra ndao haver diferenca
estatistica entre os grupos Controle e Tratamento, indicando, entretanto, uma tendéncia de

maior reatividade para o grupo Tratamento.
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Figura 8: Imunomarcagéo anti-S100f em cortes longitudinais do nervo ciatico. A-C: grupo Controle nervo
lesionado, A: animal 1dacaixa A, B: animal 1 da caixa B, C: animal 1 da caixa C. D-F: grupo Tratamento nervo
lesionado, D: animal 1 da caixa D, E: animal 1 da caixa E, F: animal 1 da caixa F. Observa-se uma maior
imunomarcagdo nos nervos lesionados do grupo Tratamento (D-F). G: Grafico da relacdo da densidade de pixel
da imunomarcagao anti-S100p entre os lados esquerdo (lesionado) e o direito (integro) de cada grupo no nervo
ciatico. Teste U de Mann Whitney, p<0,05. Barra azul — grupo Controle, barra vermelha — grupo Tratamento.

Escala= 100um.

O fator de crescimento neural (NGF) é uma neurotrofina importante para o crescimento e
sobrevivéncia de diversos neuronios e que possui papel fundamental na regeneragdo de nervos
periféricos. Os efeitos do NGF sdo mediados por um receptor de superficie celular de alta
afinidade e um receptor neurotrofico de baixa afinidade, o NGFRp75 (Receptor Neurotrofico
p75) (Sofroniew; Howe; Mobley, 2001). Durante o processo de regeneragao do nervo, apos a
fase inicial, ocorre o aumento da expressdo deste receptor pelas células de Schwann, que
passam a expressar um fenotipo molecular pro-regenerativo, que se assemelha ao das células
de Schwann imaturas e ndo mielinizadas (Martins et al., 2005). Desta forma, a analise destes
receptores indica a presencga destas células de Schwann reparadoras.

A Figura 9 apresenta a imunomarcagdao anti-NGFRp75 e mostra expressao maior da
proteina no grupo Controle, o que indica a presenca de células de Schwann de fenotipo pro-
regenerativo. Enquanto, no grupo Tratamento, esta expressdo se mostra menor,
consequentemente indicando menor presenca de células de Schwann reparadoras. O grafico
(Figura 9G) apresenta a quantificacdo da intensidade de marcagdo e o resultado do teste
estatistico realizado a partir das imunomarcagao de anti-NGFRp75. Este demostra nao haver
diferenca estatistica entre os grupos Controle e Tratamento, indicando, entretanto, tendéncia

de menor marcacdo para o grupo Tratamento.
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Figura 9: Imunomarcagao anti-NGFRp75 em cortes longitudinais do nervo ciatico. A-C: grupo Controle nervo
lesionado, A: animal 1dacaixa A, B: animal 1 da caixa B, C: animal 1 da caixa C. D-F: grupo Tratamento nervo
lesionado, D: animal 1 da caixa D, E: animal 1 da caixa E, F: animal 1 da caixa F. Observa-se uma menor
imunomarcagao nos nervos lesionados do grupo Tratamento (D-F). G: Grafico da relagdo da densidade de pixel
da imunomarcacao anti-NGFRp75 entre os lados esquerdo (lesionado) e o direito (integro) de cada grupo no
nervo ciatico. Teste U de Mann Whitney, p<0,05. Barra azul — grupo Controle, barra vermelha — grupo

Tratamento. Escala= 100um.
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Neurofilamento, uma das classes de filamentos intermedidrios, ¢ encontrado nos corpos
celulares, dentritos e, principalmente, no axoplasma de neurdnios, tendo como fun¢do a
manutencao da forma dos axonios ¢ a estabiliza¢ao destes.

Na imunomarcagdo anti-neurofilamento (Figura 10) ¢ possivel ver que a disposi¢cdo dos
axonios nos cortes longitudinais dos nervos lesionados de ambos os grupos ¢ semelhante. Os
axonios estdo organizados de forma linear e paralela e apresentam lacunas, evidenciando o

acontecimento de um processo de regeneracao.

CONTROLE TRATAMENTO

Figura 10: Imunomarcag¢ao anti-neurofilamento em cortes longitudinais do nervo ciatico. A: grupo Controle e
B: grupo Tratamento. Observa-se a organiza¢do dos axonios ¢ as lacunas (indicadas pelas setas) semelhantes em

ambos os grupos. Escala= 100pm.

6 DISCUSSAO

Apobs uma lesdo nervosa periférica ocorrem alteracdes morfoldgicas e funcionais, com
modifica¢des no corpo celular, nos segmentos distal e proximal a lesdo, no local da lesdo e
nos oOrgdos denervados (Silva; Camargo, 2010). Entdo, tem-se inicio o processo de
regeneragdo axonal, tendo como componente importante as células de Schwann, assim, algo

que possa influenciar neste processo pode-se favorecer ou ndo o reparo tecidual e funcional
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do nervo lesionado. Tendo essa perspectiva, o presente trabalho avaliou o efeito da planta
Aristolochia cymbifera ap6s lesdo do nervo ciatico.

Diante dos resultados pode-se observar que, apds a lesdo houve prejuizo da fungdo dos
musculos inervados pelo nervo, o que levou os animais apresentarem a marcha prejudicada.
Os animais tratados com o extrato da A. cymbifera tiveram sua recuperagao funcional sempre
inferior ao grupo Controle especialmente nas primeiras semanas apos a lesdo, mas essa
diferenca nao foi significativa estatisticamente, € os niveis de recuperagao foram aproximados
na 8 semana ap0s a cirurgia. Os ensaios de imunofluorescéncia realizados indicam axdnios
ainda em processo de regeneracdo (alinhados) apds dois meses da lesdo, o que condiz com os
resultados obtidos no teste funcional que indicam que a integridade funcional ainda ndo foi
atingida, além disso, a imunomarcagdo anti-neurofilamento mostra resultados semelhantes do
processo regenerativo apds o periodo de experimento, entdo faz sentido, que os niveis de
recuperagdo funcional apds o mesmo periodo de tempo também sejam semelhantes, como
mostrado na Figura 7.

Nos resultados das imunofluorescéncias, também nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos. No entanto, foi possivel observar que os
animais do grupo Tratamento apresentaram uma tendéncia de maior expressao de S100 e
menor de NGFRp75 apos 60 dias da lesdo. Isso nos informa sobre a situagdo das células de
Schwann no nervo. A imunomarca¢do anti-S100B, nesse tempo de lesdo, ja se encontraria
proxima ao seu nivel basal, ja que essas c€lulas estdo mais ativas especialmente nas primeiras
semanas apo6s axotomia. Nesse momento, a expressao de NGFRp75 poderia estar mais
elevada indicando o fenotipo pro-regenerativo com grande atividade de sintese de fatores de

crescimento, j que o processo regenerativo ainda estava em andamento.
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Em vista da importancia do processo inflamatorio para o sucesso da regeneragao axonal,
uma possivel explicacdo para essa discrepancia nas respostas das células de Schwann no
grupo Tratamento, ¢ a acdo anti-inflamatdria apresentada pela A. cymbifera (Melo, 2016).
Esta ac¢do poderia influenciar, por exemplo, na infiltragdo dos macréfagos no tecido, que além
de realizarem a fagocitose dos residuos de mielina produzem neurotrofinas, como o IGF
(Fator de crescimento semelhante a insulina), que tem agao sobre a atividade das células de
Schwann, sendo assim, com a acdo anti-inflamatéria o processo inflamatorio seria
prejudicado, dificultando assim, a producdo de neurotrofinas que iriam induzir as respostas
adequadas das células de Schwann (Martins et al., 2005), de qualquer forma, teriam que ser
feitos experimentos para confirmar essa hipotese.

Desta forma, mesmo que ndo estatisticamente, qualitativamente os resultados das
imunomarcagdes anti-S100p e anti-NGFRp75 indicam que o tratamento com o extrato total
alcodlico de A. cymbifera tem a possibilidade de influenciar as respostas das células de
Schwann. Talvez outros métodos de administragdo do extrato ou mesmo fragdes deste possam
ser usados numa tentativa de potencializacdo dos efeitos da planta sobre as células de

Schwann.

7 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos a partir deste trabalho conclui-se que o tratamento com o

extrato bruto da A. cymbifera apdés neurotmese do nervo ciatico, ndo possui efeito

neuroprotetor no processo de regeneracao nervosa periférica.
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ANEXO 1

Comiszao de Eticana
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeito do Extrato da
Aristolochia cymbifera na Regeneragdo Axonal, Plasticidade
Sinaptica e Gliose apds Lesdo Nervosa Periférica”, protocolo n°
132/16, sob a responsabilidade de Renata Graciele Zanon — que
envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunigo de 09 de dezembro de 2016.

(We certify that the project entitled "Efeito do Extrato da Aristolochia cymbifera na Regeneragio
Axonal, Plasticidade Sinaptica e Gliose apds Lesdo Nervosa Periférica”, protocol 132/16, under
the responsibility of Renata Graciele Zanon - involving the production, maintenance and/or use
of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of
Decree n°® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of
December 09th, 2016).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/03/2017 Término: 30/09/2020
Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Ratos Wistar

Numero de animais 69

Peso / Idade 200 g — 5-10g / 8 semanas — 1-3 dias
Sexo Machos e Fémeas

Origem / Local CEBEA — UFU / ARFIS

Numero da Autorizagdo SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 14 de fevereiro de 2017.
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Prof. Dr. Licio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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