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RESUMO

As lesbes nervosas periféricas geram um impacto negativo na qualidade de vida dos
individuos. Ainda nao existe um tratamento totalmente eficaz e que acelere a
recuperacao sensorio-motora e promova melhora funcional e alivio da dor apés uma
lesdo nervosa. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do tratamento com
diacereina (DIA) no modelo experimental de esmagamento do nervo isquiatico em
camundongos. A DIA é um farmaco com atividade analgésica e anti-inflamatdria que
ja é utilizada na clinica para o tratamento da osteoartrite. Neste estudo foram utilizados
camundongos Suigos machos, separados aleatoriamente em seis grupos (n= 8 por
grupo): FO (Falso-operado + veiculo); FO + DIA (Falso-operado + DIA 30 mg/kg); LNI
(Lesao do nervo isquiatico + veiculo); LNI + DIA 3, 10 e 30 mg/kg (leséo do nervo
isquiatico + tratamento com DIA nas doses de 3-30 mg/kg). A DIA ou veiculo foram
administrados 24 horas apés procedimento cirurgico, por via intragastrica (gavagem),
duas vezes por dia. A lesdo do nervo isquiatico direito foi gerada pelo esmagamento
por 30 s com uma pinga hemostatica. Na primeira etapa do estudo verificamos que a
lesdo do nervo provocou um quadro algico intenso (hiperalgesia/alodinia) e déficits
funcionais nos animais em comparagao aos grupos falso-operados, sendo que o
tratamento com diacereina, principalmente na dose de 30 mg/kg, acelerou a
recuperacao sensorio-motora do animal e apresentou redugdo da hiperalgesia e
melhora da fungdo motora. Além disso, os animais do grupo LNI apresentaram um
comportamento de desesperanca, anedonia e falta de bem-estar que foi
significativamente inibido pelo tratamento com DIA (30 mg/kg). Em outra etapa dos
experimentos, foi verificado histologicamente que no 15° dia apds a lesao os animais
submetidos ao esmagamento do nervo isquiatico apresentaram destruicao tecidual,
degeneragao das fibras nervosas e presenca de células inflamatdrias, em contraste
com os animais falso-operados, em que foram visualizadas fibras nervosas intactas e
organizagéao tecidual. Nos animais submetidos a lesdo e tratados com DIA 30 mg/kg
(LNI+DIA 30 mg/kg) observou-se ainda diminuigdo das areas em degeneragao e do
processo inflamatdério. Na morfometria, o grupo LNI apresentou redugao significativa
dos didametros das fibras nervosas, dos axénios e da bainha de mielina comparados
aos grupos falso-operados, sendo que o grupo LNI+DIA 30 mg/kg apresentou
recuperacao significativa de todos os parametros analisados em relagdo ao grupo LNI.
Em adicdo, foi observado no nervo isquiatico direito 7 dias apds a lesao o aumento
significativo da concentragdo da interleucina 1 beta (IL-1B8) e redugédo do fator de
crescimento derivado do encéfalo (BDNF) nos animais operados (grupo LNI), sendo
que o tratamento dos animais com DIA evitou o0 aumento de IL-1B e a reducao de
BDNF. Conclui-se que a diacereina, administrada terapeuticamente pela via oral,
promoveu reducdo da hiperalgesia e do comportamento de desesperanca, anedonia
e falta de bem-estar. Além disto, foi observado que a DIA também acelerou a
regeneragcao nervosa periférica promovendo a recuperagao funcional por um
mecanismo de acao que depende, pelo menos em parte, da redug¢ao da concentracao
da IL-18 e aumento do BDNF. Esses dados analisados e conjunto, fornecem
evidéncias cientificas para o uso terapéutico incremental da DIA nas condicbes
patologicas associada a les6es nervosas periféricas.

Palavras-chave: Traumatismos dos Nervos Periféricos. Regeneragdo nervosa.
Hiperalgesia. Reposicionamento de Medicamentos.



ABSTRACT

Peripheral nerve injuries have a negative impact on individuals' quality of life. There is
still no fully effective treatment that accelerates sensorimotor recovery and promotes
functional improvement and pain relief after a nerve injury. This study aimed to
evaluate the effect of diacerein treatment (DIA) on the experimental model of sciatic
nerve crush in mice. DIA is a drug with analgesic and anti-inflammatory activity that is
already used in the clinic for treat osteoarthritis. In this study, male Swiss mice were
used, randomly separated into six groups (n = 8 per group): FO (False-operated +
vehicle); FO + DIA (False-operated + diacerein 30mg/kg); SNI (Sciatic nerve injury +
vehicle); SNI + DIA in doses of 3, 10 and 30mg/Kg (sciatic nerve injury + treatment
with diacerein in doses of 3-30 mg/kg). DIA or vehicle was administered 24 hours after
the surgical procedure, intragastrically (gavage), twice a day. The lesion of the right
sciatic nerve was generated by crush for 30 s with a hemostat. In the first stage of the
study, we found that the nerve injury caused intense pain (hyperalgesia/allodynia) and
functional deficits in animals compared to the false-operated groups. Moreover, the
treatment with diacerein, mainly at the dose of 30mg/kg, it accelerated the animal's
sensorimotor recovery and showed a reduction in hyperalgesia and improved motor
function. Also, the SNI group's animals showed a behavior of hopelessness,
anhedonia, and lack of well-being that was significantly inhibited by treatment with DIA
(30 mg/kg). In another stage of the experiments, it was histologically verified that on
the 15th day after the injury, the animals submitted to sciatic nerve crush presented
tissue destruction, degeneration of nerve fibers and the presence of inflammatory cells,
in contrast to the false-operated animals, in which intact nerve fibers and tissue
organization were seen. In animals submitted to the lesion and treated with DIA
30mg/kg (SNI + DIA 30mg/kg), there was also a decrease in the areas in degeneration
and in the inflammatory process. In morphometry, the SNI group showed a significant
reduction in the diameters of nerve fibers, axons and myelin sheath compared to the
false-operated groups. The SNI + DIA 30mg/kg group showed significant recovery of
all parameters analyzed to the SNI group. Besides, a considerable increase in the
concentration of interleukin 1 beta (IL-1B) and a reduction in the brain-derived growth
factor (BDNF) in the operated animals (SNI group) was observed in the right sciatic
nerve 7 days after the injury. The treatment of animals with DIA prevented an increase
in IL-18 and a reduction in BDNF. It is concluded that diacerein, administered
therapeutically orally, reduced hyperalgesia and the behavior of hopelessness,
anhedonia, and lack of well-being. In addition, it was observed that DIA also
accelerated peripheral nerve regeneration, promoting functional recovery by a
mechanism of action that depends, at least in part, on reducing the concentration of
IL-18 and increasing BDNF. These data analyzed and taken together provide scientific
evidence for the incremental therapeutic use of DIA in pathological conditions
associated with peripheral nerve injuries.

Keywords: Peripheral Nerve Injuries. Nerve Regeneration. Hyperalgesia. Drug
Repositioning.
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1INTRODUGAO

O sistema nervoso é dividido em sistema nervoso central (SNC), composto pela
medula espinal, tronco encefalico e encéfalo, e sistema nervoso periférico (SNP)
formado pelos nervos periféricos que sdo compostos por feixes de fibras nervosas que
fornecem uma via de comunicacdo entre o SNC e areas periféricas do corpo
(HUSSAIN et al., 2020), sendo responsaveis pela parte motora e sensitiva dos
membros superiores e inferiores (GEUNA et al., 2009).

Contudo, os nervos sao estruturas delicadas e suscetiveis a qualquer tipo de
lesdo (HUSSAIN et al., 2020). Estima-se que cerca de 3% de todos os pacientes que
sofreram algum tipo de trauma apresentam lesdes nos nervos periféricos e mais de
50.000 procedimentos relacionados com o reparo de nervos periféricos séo realizados
anualmente nos Estados Unidos (MODRAK et al., 2020).

Dentre os fatores etioldgicos comumente descritos para as lesdes nervosas
periféricas (LNPs) incluem principalmente acidente automobilistico, assim como leséo
penetrante, ferimento por arma de fogo, esmagamento, compressao, tragao,
isquemia, fraturas como de quadril, f€émur, tibia e fibula, lesdes ocupacionais e lesdes
relacionadas a esportes (THATTE et al., 2019). Na cidade de Sao Paulo (SP — Brasil),
46% dos acidentes de transito geram alguma lesdo no sistema nervoso periférico, e
em outros paises como Canada o mesmo indice chega a 52% (CASTILLO-GALVAN
et al., 2014; KOUYOUMDJIAN, 2006).

Em termos de localizagdo anatdémica, os nervos comumente lesionados nos
membros superiores incluem: ulnar, mediano e radial, juntamente com o plexo
braquial, enquanto nos membros inferiores o nervo isquiatico € o nervo fibular
profundo sdo os mais envolvidos. Além disso, os estudos epidemioldgicos constatam
que a incidéncia de LNP traumatica € maior no sexo masculino do que no feminino
(em torno de 75% e 25%, respectivamente), sendo considerada uma causa importante
de incapacidade em pessoas com idade entre 18 e 35 anos (CIARAMITARO et al.,
2010; ESER et al., 2009; MIRANDA; TORRES, 2016).

No estudo de Kouyoumdjian, Gracga e Ferreira (2017) foram avaliados exames
de um total de 1.124 pacientes com LNP entre os anos de 1989 a 2014. Dentre os
principais resultados verificaram que a média de idade dos pacientes foi de 34,2 anos.

As LNPs foram mais frequentes no sexo masculino (76,7%) do que no sexo feminino
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(23,3%). As lesdes nos membros superiores representaram 72,6% dos casos,
comprometendo principalmente nervos ulnar, plexo braquial, mediano e radial. Em
21,4% dos pacientes apresentaram lesbes em membros inferiores, principalmente no
nervo fibular e isquiatico e 6% das lesdes foram na face. A causa mais comum da LNP
foi acidente veicular que representou quase metade de todos os casos (46,4%).

Os estudos também mostram que as LNPs podem resultar em grandes
prejuizos sociais e econdmicos (MODRAK et al., 2020). Dependendo da localizagao,
intensidade e tipo de lesdo nervosa, pode ocorrer uma recuperacdo incompleta do
nervo. Neste caso, nota-se importante prejuizo sensorio-motor juntamente com o
aparecimento de dor neuropatica. Essa condi¢gdo leva a um impacto negativo nas
atividades de vida diaria e na qualidade de vida dos individuos acometidos pela lesao,
causando incapacidades fisicas e auséncias/absenteismo no trabalho, sendo um
fardo significativo para os pacientes e para o sistema de saude (OSBORNE;
ANASTAKIS; DAVIS, 2018; WANG et al., 2019; WOJTKIEWICZ et al., 2015).

Apesar dos procedimentos diagndsticos modernos e técnicas microcirurgicas
avangadas (MODRAK et al., 2020), ainda existe certa dificuldade em encontrar
tratamentos que melhorem as condigdes clinicas do paciente com lesao (HUSSAIN et
al., 2020). Portanto, existe uma necessidade de novas estratégias terapéuticas para
promover a recuperacao funcional e aprimorar o reparo do nervo em pacientes com
LNP (HUSSAIN et al., 2020; MODRAK et al., 2020).

1.1 CLASSIFICAGCAO CLINICA DAS LESOES NERVOSAS PERIFERICAS

As LNPs foram classificadas de acordo com Seddon (1943) e Sunderland
(1951). Segundo Seddon (1943) a classificagao da lesdo nervosa é separada em trés
tipos bem definidos: a neuropraxia que é a forma mais branda de lesao do nervo, com
leve perda motora e sensitiva, ndo havendo dano aos axdnios ou aos tecidos
conjuntivos; a axonotmese, comumente vista em lesdes por esmagamento, ha perda
da continuidade axonal e subsequente processo de degeneragdo do axénio distal a
lesdo, conhecido por degeneracdo Walleriana; e a neurotmese, em que o0 nervo é
seccionado, ou seja, existe a separagao completa do nervo em coto proximal e distal,
com desorganizagao do axdénio causada por uma fibrose tecidual com consequente

interrupcdo do crescimento axonal. Na neurotmese a recuperagao nao € completa
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sem intervencéo cirurgica (Figura 1) (CAILLAUD et al., 2019; CHUI et al., 2018;
GRINSELL; KEATING, 2014; MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013).

Figura 1 — Classificagao da LNP de acordo com Seddon (1943).
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Legenda: Desenho esquematico que representa a fibra nervosa normal e os trés graus de lesdo do
nervo: Neuropraxia, axonotmese e neurotmese. Fonte: adaptado de MARTINS et al. (2013).

No modelo proposto por Sunderland (1951), a classificagao foi feita com base
em caracteristicas histopatoldgicas, e nos critérios eletrofisiolégicos e clinicos ligados
a capacidade de regeneragao com ou sem intervengao cirurgica. A partir disso, a LNP
foi separada em cinco graus de severidade (Figura 2) (CHUI et al., 2018; GRINSELL;
KEATING, 2014).

A lesdo de primeiro grau é semelhante a neuropraxia de Seddon, que
corresponde a compressao do nervo periférico, causada por pressao direta no tronco
nervoso ou compressao da raiz nervosa, esse tipo de lesao afeta comumente os
nervos que cruzam superficies dsseas ou passam entre estruturas rigidas, como na
sindrome do tunel do carpo (nervo mediano) (WAHAB et al., 2017) e na sindrome do
tunel do tarso (nervo tibial) (DONEDDU et al., 2017). Outro exemplo é a lombociatalgia
que é causada por inflamagéo ou compressao das raizes nervosas lombossacrais (L4-
S1), as quais formam o nervo isquiatico, ocasionando dor lombar que irradia para os
membros inferiores e pode levar a déficits funcionais (CAILLAUD et al., 2019; JENSEN
et al., 2019).

A lesdo de segundo grau € equivalente a axonotmese, a qual € subdividida em

mais dois graus de lesdo: o terceiro grau, em que, além de ter lesdo no axdénio, ha
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também lesdo no endoneuro, e 0 quarto grau que apresenta lesdo no axénio,
endoneuro e perineuro. Todos eles sdo considerados mais graves que o grau | e
comumente essas lesdes sdo causadas pelo esmagamento do nervo periférico e
também podem ser induzidas por acidentes automobilisticos (CAILLAUD et al., 2019;
CHUI et al., 2018; GRINSELL; KEATING, 2014).

Por fim, a lesdo de quinto grau € semelhante a neurotmese de Seddon, com
secc¢ao completa do nervo, separando-o em coto proximal e distal, sendo esta lesao
a mais grave de todas. A causa mais frequente é a secgao transversal ou laceragéo
dos nervos periféricos, por meio de um objeto cortante (por exemplo, faca e vidro
quebrado etc.). Para reparar este tipo de lesdo é necessaria uma intervencao
cirargica, como a implantagdo de um autoenxerto. Outra solugdo, no caso de perda
de tecido, é a implantagéo da reconstrucao tubular utilizando materiais bioldgicos e/ou
materiais sintéticos (CAILLAUD et al., 2019).

Figura 2 — Classificagdo da LNP de acordo com Sunderland (1951).
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Legenda: Desenho esquematico que representa os diferentes graus de lesdo da classificagdo de
Sunderland. Grau [: interrupgao temporaria da bainha de mielina sem perda da continuidade axonal.
Grau lI: Perda de continuidade do axénio e de sua bainha de mielina, os tecidos conjuntivos do nervo
estdo preservados. Grau lll: 0 axénio e o endoneuro estao lesionados. Grau IV: 0 axénio, o endoneuro
e o perineuro estao lesionados. Grau V: o nervo é seccionado. Fonte: adaptado de CAILLAUD et al.
(2019).
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1.2 MODELO EXPERIMENTAL DE LESAO NERVOSA PERIFERICA

Pesquisas sobre lesdo nervosa periférica tém o objetivo de acompanhar as
alteracbes morfologicas e moleculares que ocorrem em todo o nervo durante o
processo de lesao e de regeneragao (GEUNA, 2015; MENORCA; FUSSELL; ELFAR,
2013). Para isso, existem diferentes modelos que utilizam animais com o intuito de
pesquisar a regeneragdo do nervo periférico (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE;
NAVARRO, 2004).

Nesses trabalhos, os roedores (ratos e camundongos) sao os animais mais
utilizados, pois seu sistema fisiolégico e a distribuicdo de troncos nervosos sao
semelhantes aos humanos. Além disso, 0 uso desses animais € considerado uma
abordagem interessante por possibilitar o estudo de mecanismos e vias relacionadas
a regeneragado (MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013; SAVASTANO et al., 2014).

Este tipo de lesdo continua sendo pesquisado em uma grande variedade de
nervos como no nervo isquiatico, femoral, facial, mediano etc. Dentre eles, o principal
nervo encontrado nesses estudos é o nervo isquiatico (GEUNA, 2015; MENORCA,;
FUSSELL; ELFAR, 2013). Em roedores, o nervo isquiatico € predominantemente
composto pelas raizes nervosas de L3 a L5, e aproximadamente na fossa poplitea se
divide em nervo tibial, fibular e sural, seu tronco nervoso apresenta um comprimento
consideravel o que facilita a procedimento cirurgico (RIGAUD et al., 2008;
RODRIGUEZ; VALERO-CABRE; NAVARRO, 2004).

Apos as LNPs, a capacidade de regeneragao dos axdnios e da recuperagao
funcional depende do local, do tipo e da gravidade da leséo e isto ira determinar a
necessidade ou ndo da intervencgdo cirurgica. Os tipos mais comuns de lesdo em
modelo experimental sdo: esmagamento do nervo que leva a uma axonotmese e a
transecgdo completa do nervo (neurotmese) (RODRIGUEZ; VALERO-CABRE;
NAVARRO, 2004).

No modelo de esmagamento do nervo isquiatico a lesdo ocorre por meio de
uma pinga cirurgica serrilhada ou nao serrilhada, sem lesionar a estrutura conectiva
do nervo (especialmente o epineuro), ou seja, os segmentos proximais e distais ao
local da lesdo permanecem conectados, permitindo que os axbnios se regenerem e
atinjam seus alvos musculares (CAILLAUD et al., 2019; GEUNA, 2015).
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A desvantagem deste modelo experimental € a taxa de regeneragdo, em
animais € mais rapida, ou seja, a resolugcédo da lesdo ocorre em poucas semanas,
diferente do que € encontrada em humanos. Mesmo assim, € um modelo experimental
muito utilizado e adequado para estudar as alteragbes relacionadas com a
regeneragao nervosa, tanto em nivel celular como em nivel molecular, ao longo do
tempo (ALVITES et al., 2018)

Todavia, este modelo também possui vantagens, apdés a lesdo os animais
também apresentam dor neuropatica e déficits funcionais, que sao consequéncias
comuns e observadas nas LNPs em humanos (ALVITES et al., 2018; IRINTCHEYV,
2011). De acordo com a classificacdo, a axonotmese € o segundo tipo de lesdo mais
encontrado entre os pacientes acometidos com a LNP, o que permite uma translacao
do modelo animal com a clinica (ALVITES et al., 2018; CASTILLO-GALVAN et al.,
2014).

Diante disto, o modelo torna-se o mais adequado para o estudo da regeneracao
de nervos periféricos, bem como para tragar estratégias de tratamento para quadro
algico, déficits funcionais e para possibilitar e/ou acelerar o processo de reparo do
nervo lesionado (GEUNA, 2015; MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013).

1.3 PROCESSO DE DEGENERACAO E REGENERACAO DO NERVO PERIFERICO

Quando ocorre uma lesdo no nervo periférico acontece uma complexa rede de
respostas multicelulares que geram alteracdes fisiolégicas e metabdlicas que
compreende principalmente a regido proximal e a regido distal a lesao
(DEFRANCESCO-LISOWITZ et al., 2015; HUSSAIN et al., 2020). Na parte proximal
do axoénio, inicia-se a formagdo de cones de crescimento em direcdo a regiao
desnervada. Ja na regiao distal a lesao ocorre a degeneragao Walleriana (DW), esse
processo inicia-se em torno de 24 a 48 horas apds a lesdo e € uma forma Unica e
estruturada de degeneragdo dos axénios, etapa importante para dar inicio a
regeneragao do nervo periférico (Figura 3 e 4) (CAILLAUD et al., 2019; HUSSAIN et
al., 2020).

Os neutrdfilos, macréfagos e linfocitos T, fazem parte do grande numero de
células imunes que sao recrutadas apos a lesao (CHEN; PIAO; BONALDO, 2015). O

recrutamento dessas células ocorre dentro de horas, dias ou semanas e sao
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responsaveis pela fagocitose e produgdo de citocinas pré e anti-inflamatérias
(GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011) (Figura 4).

Além das células imunes, as células de Schwann (CS) sdo consideradas as
principais células que desempenham um papel fundamental na degeneragéo
Walleriana (GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011). Primeiramente, as CS presentes
no segmento distal da lesao iniciam um processo de diferenciagdo. Dentro de 48
horas, essas células regulam negativamente as proteinas da mielina (como a proteina
de mielina periférica (PMP22) e a proteina zero (PO)) e se proliferam rapidamente
para regular a expressao génica de uma infinidade de moléculas (como algumas
citocinas e fatores neurotroficos) que irdo auxiliar no processo de degeneragéao e
reparo (MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013).

Diante disto, as células de Schwann apresentam uma fungao inicial que é
auxiliar na fagocitose de residuos axonais e de mielina, esses restos de mielina
contém moléculas, como a glicoproteina associada a mielina (MAG), que atuam como
uma barreira para a regeneragédo pois inibem o crescimento axonal (BURNETT,;
ZAGER, 2004; GAUDET; POPOVICH; RAMER, 2011).

Além de proliferarem e fagocitarem os detritos, as CS secretam fatores
troficos, citocinas e quimiocinas, tendo como objetivo recrutar células imunes, como
mastécitos e macrofagos para o local da lesdao (CHEN; PIAO; BONALDO, 2015). A
proteina quimiatraente de mondécito 1 (MCP-1), também conhecida como ligante 2 de
quimiocina (CCL2), o fator inibidor de leucemia (LIF), o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) a interleucina 1 beta (IL-1B) s&do exemplos de mediadores secretados pelas
CS e que favorecem o recrutamento dos macroéfagos ao tecido lesionado (CAILLAUD
et al., 2019; MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013). Adicionalmente, os macréfagos
infiltrados nos nervos lesionados também expressam e produzem varios fatores, como
CCL2, TNF-a e IL-1B, contribuindo assim para o recrutamento adicional de
monadcitos/macrofagos no inicio da lesao (CHEN; PIAO; BONALDO, 2015) (Figura 4).

Esse recrutamento, acumulo e ativagado de macréfagos, ocorre por volta do 2°
e 3° dia apds a lesdao, como resultado da onda inflamatdria inicial, e atingem niveis
maximos no 7° e 14° dia apds a lesdo, sendo que a migragao dessas células ocorre
principalmente por via hematopoiética, passando pelas paredes dos capilares
(MIETTO; MOSTACADA; MARTINEZ, 2015; ROTSHENKER, 2011). Os macrofagos,

realizam a fagocitose dos detritos celulares juntamente com as células de Schwann,
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aumentando drasticamente a taxa de remocao desses detritos celulares no coto do
nervo distal lesionado (ALLODI; UDINA; NAVARRO, 2012; MIETTO; MOSTACADA;
MARTINEZ, 2015). Evento considerado importante para criar o ambiente mais
propicio para o crescimento axonal (CATTIN; LLOYD, 2016).

Além disso, os macréfagos também podem ser agrupados em fenétipo proé-
inflamatorio (M1) e fendtipo anti-inflamatorio (M2). Os macrofagos M1 estéo presentes
nos estagios iniciais da LNP e sdo responsaveis pela ativacdo da resposta
inflamatadria, e aproximadamente uma semana apos a leséo os macréfagos nos locais
da lesdo comegam a ser polarizados para o fenétipo M2, os quais podem contribuir
com a remodelacéao e reparo do tecido nervoso (DEFRANCESCO-LISOWITZ et al.,
2015).

Nao obstante, as trilhas de regeneragcéo é outro fenébmeno importante que
ocorre durante o processo da recuperagao da lesdo nervosa. Para tal, no processo de
reparo as CS adotam uma morfologia alongada permitindo que se alinhem para formar
uma coluna ao redor do axonio, esse alinhamento € denominado de bandas de
Bungner, sendo um substrato essencial para orientar o crescimento axonal (JESSEN,;
MIRSKY; LLOYD, 2015).

Por fim, a combinagdo do conjunto de caracteristicas pro-regenerativas, a
regulagdo negativa da producédo de mielina que resulta em um novo fenétipo para a
CS e o recrutamento de células imunes (como os macrofagos) para o local da leséo,
desempenham um papel importante no processo de degeneragcdo e regeneragao
axonal (JESSEN; MIRSKY; LLOYD, 2015; ROTSHENKER, 2011).
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Figura 3 — Eventos celulares apds lesdo do nervo periférico — Degeneragao
Walleriana.
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Legenda: Representacao esquematica da degeneracao Walleriana e da regeneragado. DO: representa
0 momento em que o nervo periférico foi lesionado. D2: Dois dias apds a lesdo, mostra a degeneragao
Walleriana, onde os axdnios comegam a se degenerar, as células de Schwann (CS) se tornam ativadas
e ocorre a migragao de macréfagos para o local da lesdo para realizarem a fagocitose. D5: Cinco dias
apos a lesdo, mostra os macrofagos e as CS continuando a limpeza do coto distal por meio da
fagocitose de restos axonais e de mielina. D7: Sete dias apos a lesdo, mostra os fatores de crescimento
como o NGF e BDNF, os quais irdo auxiliar no reparo do nervo. D14 e D21: Do dia 14 até o dia 21,
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mostra o alinhamento das CS para formar as bandas de Biingner que irdo guiar o recrescimento axonal.
D60: Dois meses apds a lesao o nervo apresenta uma aparéncia quase normal, com seu axénio, bainha
de mielina e envoltoérios conjuntivos (endoneuro, perineuro e epineuro). Fonte: adaptado de CAILLAUD
et al. (2019).

Figura 4 — Eventos inflamatorios ativados apos LNP
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Legenda: Alteragbes inflamatérias na degeneragado walleriana. Metaloproteases de matriz séo
produzidas por macréfagos e CS aumentando a permeabilidade da barreira hematoneural. Além disso,
o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), a substancia P, a bradicinina e 6xido nitrico
sdo liberados apds a lesdo e induzem hiperemia e edema, promovendo a migrac¢ao celular (como de
mondcitos e linfécitos T). As quimiocinas CCL2 e CCL3 atraem e guiam os mondcitos/macréfagos para
o local da lesdo. Macréfagos e mastécitos liberam prostaglandinas e as citocinas IL-183, IL-6, IL-18,
TNF-a e LIF. O TNF-a tem efeito autdcrino sobre os macréfagos e aumenta a sintese e a liberagédo de
citocinas. O TNF também promove mais infiltracdo de macréfagos. Fonte: Adaptado de Scholz e Woolf
(2007).

1.3.1 Citocinas pré-inflamatérias na degeneragao e regeneragao nervosa

periférica

Como comentado anteriormente, algumas citocinas séo liberadas pelas CS e
macréfagos apos a lesdo do nervo periférico (CAILLAUD et al., 2019). Na fase de
degeneragdao as citocinas pro-inflamatérias desencadeiam a destruicdo tecidual,
ativam células para produzir quantidades maiores de mediadores inflamatérios e
recrutam leucocitos para o local da lesdo. Esse ciclo de retroalimentagdo da
fragmentacdo do nervo, proliferagdo celular, influxo de células imunoldgicas e
liberagdo de citocinas mantém o processo inflamatério por longos periodos apos a
lesao (MIETTO; MOSTACADA; MARTINEZ, 2015).
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O TNF-a e a IL-1B sdo exemplos de citocinas pro-inflamatérias que mais
atuam na lesdo do nervo periférico (ROTSHENKER, 2011). Elas sao liberadas
primeiramente pelas CS, que sdo as primeiras células ndo neuronais a responder a
axonotmese. Diante disto, as CS regulam rapidamente a expresséo e a producao de
TNF-a e da IL-1B. A secrecao de TNF-a é detectada dentro de 5 a 6 horas apds a
lesdo. Ja a IL-1B, tem sua secrecdo detectada entre 5 a 10 horas apds a lesao,
atingindo niveis maximos em 24 horas, sendo seguida por um pico no 14° dia apds a
lesdo (DEFRANCESCO-LISOWITZ et al., 2015; MIETTO; MOSTACADA; MARTINEZ,
2015).

De acordo com a literatura, apdés uma LNP os niveis aumentados de TNF-a e
da IL-1B estdo presentes tanto no nervo isquiatico como em regides do sistema
nervoso central (SNC), como o cortex pré-frontal, hipocampo e amigdala (GUI et al.,
2016; NASCIMENTO et al., 2015). Esse intenso processo inflamatério desencadeado
apods a lesao esta envolvido na geragcao e manutengdo da dor neuropatica com a
presencga de hiperalgesia e ou alodinia, além de estar relacionado com a depressao
(FAROOQ et al., 2017; LEES et al., 2015).

1.3.2 Fatores de crescimento na lesao nervosa periférica

Na LNP também ocorre producao de diferentes fatores neurotréficos que sao
peptideos responsaveis por manter o crescimento e a sobrevivéncia dos axdnios, e
também de neurbnios motores e sensitivos apds danos teciduais (LYKISSAS et al.,
2007; ROTSHENKER, 2011).

O fator de crescimento do nervo (NGF), as proteinas associadas ao
crescimento (GAP43), o fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF), a
neurotrofina-4/5 (NT-4) e neurotrofina-3 (NT-3), sdo exemplos de fatores neurotroficos
liberados, principalmente pelas CS, apés uma LNP (FAWCETT; VERHAAGEN, 2018;
MIETTO; MOSTACADA; MARTINEZ, 2015).

Com relacado ao BDNF, ele é considerado uma neurotrofina importante nesse
processo de reparo tecidual. Essa neurotrofina pode ser encontrada em niveis baixos
no nervo periférico sem lesédo e, apdés um trauma no nervo, sua expressao aumenta
na tentativa de sustentar a sobrevivéncia e o crescimento dos axdnios (ALLODI;
UDINA; NAVARRO, 2012; MCGREGOR; ENGLISH, 2019). Outros estudos mostram
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que a administragdo de BDNF exogeno também promove o recrescimento axonal
(LYKISSAS et al., 2007; ZHENG et al., 2016).

De uma maneira geral, esses fatores de crescimento medeiam seus efeitos na
fibra nervosa apods ligarem-se a receptores especificos, como o receptor quinase da
tropomiosina (Trk) e o receptor neurotrofico comum p75 (p75NR). O Ultimo é
classificado como um receptor de baixa afinidade para as neurotrofinas. Por outro
lado, a familia de receptores Trk é mais especifica: o0 NGF liga-se ao trkA, o BDNF e
a NT-4/5 ligam-se ao trkB e a NT-3 liga-se ao trkC (ALLODI; UDINA; NAVARRO, 2012;
BOYD; GORDON, 2003).

A ligagao das neurotrofinas aos seus receptores resulta na ativagao de varias
vias de sinalizagao intracelular. Mais especificamente, quando as neurotrofinas se
ligam aos receptores Trk, trés principais enzimas sdo ativadas e consideradas as
principais reguladoras do crescimento axonal: a proteina quinase A (PKA), o
fosfatidilinositol-3 quinase (PI-3K) e a fosfolipase C gama (PLC-y). Diante disto, as
neurotrofinas apresentam papel importante na regeneragéo nervosa (LYKISSAS et
al., 2007).

1.4 CONSEQUENCIAS DA LESAO NERVOSA PERIFERICA

Como visto anteriormente, as principais consequéncias da LNP sao a presenca
de dor neuropatica e de déficits funcionais que prejudicam a qualidade de vida e geram
grande incapacidade fisica nos individuos acometidos com esse tipo de lesao
(HUSSAIN et al., 2020).

1.4.1 Dor neuropatica

A dor é definida pela Associagao Internacional do Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain, |IASP) como “uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a, ou semelhante aquela associada a, dano real ou potencial
ao tecido”. Entdo a dor é uma experiéncia pessoal que é influenciada em varios graus
por fatores bioldgicos, psicolégicos e sociais (RAJA et al., 2020).

Quando a dor é aguda, possui um valor biolégico importante de preservagao

da integridade do individuo, pois € um sintoma que alerta para ocorréncias de les6es
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no corpo. A dor crénica, por sua vez, ndo possui essa caracteristica. Por causar
absenteismo, incapacidade temporaria ou permanente, morbidade e elevados custos
ao sistema de saude, a dor crdnica, tem sido considerada um problema de saude
publica, a qual gera um grande impacto socioecondmico (NETO et al., 2009; YALCIN;
BARTHAS; BARROT, 2014). Em geral, caracteriza-se dor cronica quando ela
permanece por mais de trés meses. Estima-se que a prevaléncia de dor crdnica no
mundo atinge em média 35,5% da populagdo e no Brasil € uma condi¢do clinica
frequente afetando em torno de 41% da populagdo (POSSO et al.,, 2016;
VASCONCELOS; ARAUJO, 2018).

Um dos principais tipos de dor crénica € a dor neuropatica, a qual € causada
por uma lesdo ou doenca que afeta o sistema somatossensorial, e pode estar
relacionada com disturbios metabdlicos (por exemplo, neuropatia periférica diabética),
neuropatia relacionada a infeccdo (por exemplo, neuralgia pos-herpética), doengas
autoimunes do sistema nervoso (por exemplo, esclerose multipla) e lesao traumatica
do sistema nervoso central e periférico (por exemplo, lesées da medula espinal e
ciatalgia, respectivamente) (ALLES; SMITH, 2018; LEES et al., 2015; TUTOGLU et
al., 2015; YALCIN; BARTHAS; BARROT, 2014). Sendo que a prevaléncia de dor
neuropatica pode chegar a 17,9% da populagdao em geral (VAN HECKE et al., 2014).

Dependendo da gravidade da lesdo/doenga que gera a dor neuropatica, a
populacdo acometida pode apresentar alguns sintomas que incluem dor espontéanea,
alodinia (percepg¢éao da dor de estimulos indcuos), hiperalgesia (percepgéo aumentada
da dor de estimulos nocivos), parestesia ou disestesia (formigamento, agulhadas,
sensacao de queimagao e choque elétrico) e hipoestesia (diminuigao da sensibilidade)
(TODOROVIC; JEVTOVIC-TODOROVIC, 2013; YALCIN; BARTHAS; BARROT,
2014).

A dor também engloba o componente afetivo que inclui sentimentos de
aborrecimento, tristeza, e depressdo em resposta a um estimulo nocivo. A partir disso,
sabe-se que a dor neuropatica pode estar associada com as alteragbes emocionais
(depresséo e falta de motivagao), prejudicando a qualidade de vida do individuo
acometido (DOAN; MANDERS; WANG, 2015; LEES et al., 2015; MACHELSKA,
2011).

Como discutido anteriormente, na LNP as células do sistema imune

(mastdcitos, macréfagos, CS) coordenam uma resposta inflamatéria que visa a defesa
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contra patdgenos e a reparacéo do tecido nervoso. Essas células imunes ativadas
secretam metaloproteases e mediadores vasoativos, aumentando assim a
permeabilidade dos vasos sanguineos locais, e expressam quimiocinas que recrutam
mais neutroéfilos circulantes, macréfagos derivados de mondcitos e linfécitos. Durante
esse processo, algumas células liberam citocinas pré-inflamatérias (IL-1B € TNF-a) e
mediadores inflamatorios, incluindo trifosfato de adenosina (ATP), histamina,
substancia P, bradicinina, prostaglandinas e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina, sendo que essas alteracdes podem sensibilizar os nociceptores, promover
hiperalgesia e alodinia, o que contribui para a dor neuropatica (LEES et al., 2015;
NICKEL et al., 2012).

A inflamacéao continua leva a uma resposta imune adaptativa e a infiltracdo de
células T, as quais contribuem para o desenvolvimento e progressao da dor
neuropatica em modelos animais, particularmente pela secrecéo de citocinas pro-
inflamatdrias. No entanto, as células T também expressam citocinas anti-inflamatérias
importantes para minimizar a hipersensibilidade a dor, auxiliando na resolu¢do da
inflamacao e restauracdo da homeostase. Portanto, a secrecao de citocinas pelas
células imunes inatas e adaptativas desempenha um papel importante na regulagao
do ambiente inflamatério e na modulacdo do desenvolvimento e progressao da dor
neuropatica (LEES et al., 2015).

1.4.2 Alterag6es emocionais

Disturbios envolvendo o sistema nervoso periférico, como no caso das LNPs,
podem ter impacto negativo nas atividades de vida diaria e no bem-estar dos pacientes
(WOJTKIEWICZ et al., 2015). Os estudos epidemiolégicos mostram que os niveis
aumentados de dor e incapacidade fisica sao fatores preditivos para pontuagdes
baixas em questionarios que avaliam a qualidade de vida (CIARAMITARO et al., 2010;
WOJTKIEWICZ et al., 2015).

Como foi relatado anteriormente, a dor neuropatica também €& acompanhada
por déficits emocionais e cognitivos, sendo que a depresséo e a dor compartilham um
alto grau de comorbidade (DOAN; MANDERS; WANG, 2015, FONSECA-
RODRIGUES et al., 2020). No estudo de Ohayon e Schatzberg (2010), verificaram a

relacdo de dor e transtorno depressivo, alguns resultados mostraram que 66,3% dos
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individuos com depresséao relataram ter dor crénica. Em 57,1% dos casos, a dor
apareceu antes do episodio depressivo. Além disso, individuos depressivos com dor
intensa, acabam apresentando insdnia severa, retardo psicomotor, sentimentos de
inutilidade ou culpa, fadiga e dificuldade de concentragéo.

Os estudos pré-clinicos também indicam que a dor e depressao estao
relacionadas e que a depressao pode piorar os comportamentos de dor (DOAN;
MANDERS; WANG, 2015). Nas pesquisas experimentais que envolvem LNP, como
no modelo de constricdo crénica do nervo, mostram que além da dor neuropatica os
animais apresentam comportamento de desesperanga e anedonia, sintomas que
estdo associados com a depressao em humanos, além de apresentarem déficits
cognitivos (FONSECA-RODRIGUES et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2015).

Diante disto, compreender o mecanismo envolvido na lesdo nervosa periférica
que leva a alteragbes emocionais, permitira que novas alternativas terapéuticas sejam
feitas para melhorar a qualidade de vida e favorecer a recuperagédo funcional
(CIARAMITARO et al., 2010; DOAN; MANDERS; WANG, 2015).

1.4.3 Déficits funcionais

Além do quadro algico, muitos pacientes apresentam uma recuperagao
motora incompleta, com perda parcial ou total da fungdo motora, pois nem sempre a
regeneragao traz resultados funcionais bem-sucedidos apods as lesdes nervosas
(GRINSELL; KEATING, 2014; HOKE, 2006).

De uma maneira geral, a regeneracao e a recuperacao funcional irdo depender
do grau de degeneracéo, do processo inflamatério e da gravidade inicial da lesdo. Nas
lesdes de primeiro grau (neuropraxia) as alteragdes patolégicas sdo leves ou
ausentes, onde ocorre apenas o bloqueio da condug¢ao nervosa, sem a presencga de
degeneracdao do nervo e dificimente ocorre prejuizo motor (BURNETT; ZAGER,
2004).

Em lesbes de segundo grau, como na axonotmese, existe pouca alteragao
histolégica no local ou préximo da lesdo, entretanto, na regido distal a alteragao
histologica envolve a fragmentacédo dos axdnios e da mielina. Existe a presenga de
um processo inflamatorio, e neste tipo de lesdo os déficits funcionais estdo presentes
(BURNETT; ZAGER, 2004; CAILLAUD et al., 2019).
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Por outro lado, as lesbes de terceiro grau (neurotmese), envolvem a retragao
das extremidades das fibras nervosas. O trauma vascular local gera hemorragia e
edema, que resultam em uma intensa resposta inflamatéria. Os fibroblastos proliferam
e ocorre uma cicatriz fibrosa densa no segmento lesionado, nesses casos a lesao é
mais grave, sendo necessario o0 reparo cirurgico para tentar restaurar as fungdes
sensorio-motoras (CAILLAUD et al., 2019).

Além da gravidade da lesédo, quando ocorre um trauma, o nervo apresenta
uma taxa de crescimento axonal em torno de 1 a 2 mm/dia, ou seja, o processo de
regeneracgao é lento. Diante disto, a inervagdo dos musculos torna-se comprometida
prejudicando o retorno da fungéo motora (CHAN et al., 2014; HOKE, 2006; SIQUEIRA,
2007). Portanto, acelerar o processo de regeneragao dos axdnios seria ideal para uma
completa recuperagao funcional (GRINSELL; KEATING, 2014).

1.5 ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS PARA A REGENERACAO E RECUPERAGAO
FUNCIONAL

Atualmente, houve diversos avancgos significativos na regeneragao do nervo
periférico em humanos, no que diz respeito a otimizacdo de técnicas cirurgicas
(HOKE, 2006). Até o momento n&o existem medicamentos disponiveis na clinica para
acelerar a regeneragado nervosa. No entanto, diversas moléculas como, peptideos,
horménios, fatores de crescimento tém sido apresentados como substancias
potenciais para melhorar e acelerar o reparo do tecido nervoso, minimizando a morte
neuronal e promovendo o crescimento axonal, o que leva a uma recuperacao
funcional ap6és a lesdo nervosa (PANAGOPOULOS; MEGALOIKONOMOS;
MAVROGENIS, 2017).

Dentre as substancias/farmacos que apresentam esse poder regenerativo as
principais sao: acetil L-carnitina (ALCAR), tacrolimus (FK506), eritropoetina (EPO), N-
acetilcisteina (NAC), ibuprofeno, propionato de testosterona e metilcobalamina
(vitamina B12) (Quadro 1), as quais podem atuar ativando ou inibindo diversas vias
moleculares, como a fosfatidilinositol 3- quinase/proteina quinase B (PI-3K/Akt),
quinase regulada por sinal extracelular (Ras-ERK), adenosina monofosfato

ciclico/proteina quinase A (AMPc/PKA) e quinase associada a Rho (Rho-ROK), as
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quais estao relacionadas com a regeneragao do tecido nervoso (CHAN et al., 2014;
PANAGOPOULOS; MEGALOIKONOMOS; MAVROGENIS, 2017).

A via de sinalizagédo PI3K/Akt € uma via de sobrevivéncia celular e é ativada,
por exemplo, quando o fator de crescimento do nervo (NGF) se liga a seu receptor
Trk. Isso promove a ativagdo de proteinas adaptadoras como Gab-1 e Ras, que
fosforilam e ativam, respectivamente, a Akt e ERK-1/2. Essas moléculas inibem a
apoptose e estimulam o crescimento de neuritos e a montagem do citoesqueleto
(BOTA; FODOR, 2019; CHAN et al., 2014).

A ativacdo do AMPc intracelular também auxilia no processo de regeneracéo.
Quando ativado gera a formagéo de PKA que por meio da inibicdo da Rho-A GTPase
bloqueia os efeitos da MAG (glicoproteina que inibe o crescimento do nervo). Além
disso, o AMPc e a PKA regulam positivamente a arginase | por meio da fosforilagéo
de CREB (proteina de ligagcao ao elemento de resposta ao AMPc) e isso promove a
sintese de poliaminas, auxiliando no crescimento axonal (CHAN et al., 2014).

Apods a lesdo do nervo periférico, a RhoA GTPase juntamente com a quinase
associada a Rho (ROK), tem o papel de inibir o crescimento do axénio e, portanto,
causa um bloqueio na regeneracao. Diante disto, alternativas farmacoldgicas podem
ser utilizadas para bloquear os efeitos dessa via e assim auxiliar o crescimento
neuronal (CHAN et al., 2014).

A maior parte dos estudos que utilizam as substancias/farmacos citados
anteriormente, e que podem atuar nessas vias regenerativas, ainda estdo em fase
inicial (pré-clinica). Entretanto, a Acetil-L-carnitina (ALCAR) e o tacrolimus ja
apresentaram algum resultado na pesquisa clinica (BOTA; FODOR, 2019; CURRAN
et al., 2019; PHAN; SCHUIND, 2012).

ALCAR é um peptideo mitocondrial envolvido no transporte de lipidios e
demonstrou ser eficaz na neuroprotec¢ao do sistema nervoso central e na regeneragao
do nervo periférico. Foi aplicado clinicamente a varias neuropatias periféricas
sistémicas, incluindo neuropatia diabética, neuropatia téxica anti-retroviral e
neuropatia periférica induzida por quimioterapia. Seus efeitos podem estar
relacionados com a regulagao positiva da tirosina quinase A e ERK-1/2 e a diminuigéo
de proteinas apoptdéticas como caspase-3. Além de demonstrar, uma melhora na
recuperacao funcional e histolégica em estudos experimentais de LNP (BOTA;
FODOR, 2019; CHAN et al., 2014).
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Na fase clinica, Curran et al., (2019) desenvolveram um estudo clinico duplo-
cego, randomizado e controlado por placebo para avaliar o efeito do ALCAR na
sindrome do tunel do carpo grave. Vinte pacientes foram separados para receber o
tratamento com ALCAR ou placebo. Contudo, verificaram que ALCAR né&o apresentou
beneficios superior ao placebo para esses pacientes.

Com relagdo ao Tacrolimo (FK506), um imunossupressor utilizado para
suprimir a rejeicao de transplantes como de figado e rins, comegou a ser pesquisado
em pacientes com lesdo do nervo periférico, ja que em estudos pré-clinicos observou-
se melhora na regeneragao nervosa, induzindo a proliferagao de CS e melhorando o
reparo axonal. O mecanismo exato de seu efeito regenerativo permanece incerto,
mas, sugere-se o aumento da expressao da proteina associada ao crescimento (GAP-
43) e do fator de crescimento transformador 1 beta (TGF-13) (PANAGOPOULQS;
MEGALOIKONOMOS; MAVROGENIS, 2017).

No estudo de fase Il, Phan e Schuind (2012) analisaram a tolerancia e o efeito
do FK506 apds o reparo do nervo, por meio de sutura ou autoenxerto. Os pacientes
que participaram do estudo receberam FK506 (via oral) por 60 dias. A dose inicial
utilizada foi de 0,075 mg/kg por dia (dividida em duas doses por dia), e a dose oral foi
ajustada com base nas concentragdes sanguineas monitoradas constantemente. Ao
final do estudo, foi demonstrado que nenhum efeito colateral indesejavel foi observado
durante ou apos o tratamento, ja que em altas doses este farmaco pode ser toxico,
entretanto, o FK506 nao apresentou evidéncias significativas de que acelera a
regeneragao nervosa em pessoas com lesdo do nervo periférico.

Diante disto, observa-se que ha pouco avanco no tratamento com farmacos
para a regeneragdo nervosa. Assim, buscam-se alternativas terapéuticas que
minimizem os danos causados pela LNP e que acelerem a regenerag¢ao nervosa para

melhorar a funcionalidade e a qualidade de vida dos individuos acometidos.
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Quadro 1 — Opgdes terapéuticas para regeneragao do nervo periférico

Intervengao

Propriedades

Mecanismo de agao

Efeitos observados

clinicas

Aumenta neurotrofinas;
Regula positivamente a

Neuroprotecao;
Aumenta o nimero e

rejeicdo dos érgéos
apos o transplante

proliferacdo CS e
remove os detritos de
mielina

Acetil L- tirosina quinase A, e o didmetro dos
carnitina Antioxidante ERK 1/2; diminui a
~ , axoénios e aumenta a
expressao de proteinas da bainh
apoptéticas (Ex.: espessura da bainha
caspase-3) - de mielina
Aumenta o numero
Ativaggo da ERK: mi‘(ﬁ :‘i’z‘gglfss .
. Imunossupressor; Ativacao da GAP-43 e L
Tacrolimus Diminui o risco de TGF-1p: Induz a espessura da mielina
(FK506) ’ € o0 brotamento

axonal;
Neuroprotecéo; Taxa
de regeneragao
axonal aumenta

Eritropoetina

Horménio; Estimula
a hematopoese.
Utilizada para tratar

Ativa receptor EPO;
Aumenta peptideo
relacionado ao gene da

Aumenta didmetro do
axonio, da bainha de
mielina e o nimero
de fibras nervosas;

N -
acetilcisteina

anemia na calcitonina (CGRP); Melhora a
insuficiéncia renal | Ativacdo PI3K/Akt, Jak- recuperacio
crénica STAT e NFkB ional:
funcional;
Neuroprotecéo -

Utilizado como
agente mucolitico
em doencgas
respiratorias

Ativa Ras-ERK e JAK-
STAT; Regula
negativamente caspase-
3 (proteina proé-
apoptética)

diminui a morte
neuronal; Promove a
regeneragao nervosa
sensorial através de
enxerto

Ibuprofeno

Anti-inflamatorio
nao esteroide

Inibe cascata de
sinalizagdo RhoA

Melhora recuperagao
funcional; Aumenta a
area e espessura dos

(Vitamina B12)

(AINE) . o
axonios mielinizados
Atenua a expressao de Auxilia na
. Esteroide GFAP; Aumenta a ~
Propionato de . ~ , recuperacao
anabolizante - expressao de BDNF; . .
Testosterona . ~ " funcional; Acelera
andrégeno Regulacao positiva de taxa de regeneracio
GAP-43 generag
Auxilia na
Metilcobalamina Anemia Ativagdo ERK 1/2 e Ark recuperagao

funcional e na
mielinizacdo axonal

Fonte: (BOTA; FODOR, 2019; CHAN et al., 2014; FERNANDEZ et al., 2018; PANAGOPOULGQGS;

MEGALOIKONOMOS; MAVROGENIS, 2017).
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1.6 FARMACOLOGIA DA DIACEREINA: ESTUDOS PRE-CLINICOS E CLINICOS

A diacereina (acido 4,5-diacetoxi-9,10-dihidro-9,10-dioco-2-
antracenecarboxilico) é derivado de uma antraquinona encontrada em plantas do
género Cassia com moderada atividade analgésica e anti-inflamatéria e seu
metabalito ativo € a reina (acido carboxilico 4,5-bi (oxiacetil) 9,10-dioxi-2 antraceno).
Sendo que, a diacereina é totalmente convertida em reina antes de atingir a circulagao
sistémica e esta € eliminada pela via renal (MARTEL-PELLETIER; PELLETIER,
2010).

Em geral, esta droga € administrada por via oral, na dose de 50 mg, duas vezes
ao dia. Sabe-se que o pico de concentragdo ocorre em 2,5 horas e a meia vida para
eliminacdo é de 4,5 horas. Ainda, a diacereina apresenta um efeito residual de 4 a 8
semanas apos a interrupcao do tratamento (CONCEICAO et al., 2012; NICOLAS et
al., 1998; PANOVA; JONES, 2015; PELLETIER et al., 2000). Este medicamento n&o
afeta a sintese de prostaglandinas, portanto, ndo tem efeito deletério no trato
gastrointestinal. Entretanto, pode apresentar como efeito adverso diarreia leve a
moderada. Além disso, pode alterar a coloragéo da urina para um amarelo-intenso
sendo que este fato acontece devido a eliminagao dos metabdlitos da diacereina no
trato urinario e n&o tem significado clinico (PANOVA; JONES, 2015).

Foi desenvolvida principalmente para o tratamento da osteoartrite (OA), a forma
mais comum de artrite, a qual é caracterizada por uma degradagao progressiva da
cartilagem articular que gera um quadro algico, processo inflamatério nas articulagées,
instabilidade, rigidez e perda de movimento. Pode afetar qualquer articulagdo, mas os
joelhos, quadris e maos sao as articulagbes mais estudadas em ensaios clinicos. No
total, 10% da populagédo mundial com 60 anos ou mais tem dor ou incapacidade devido
a OA (FIDELIX et al., 2014; PAVELKA et al.,, 2016). Nesses casos as pesquisas
mostram que os efeitos benéficos da diacereina estdo relacionados com a sua
capacidade de diminuir a dor e inflamacgéo, além de diminuir a migragao de neutréfilos,
inibir citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1B, inibir a sintese de
macromoléculas especificas de cartilagem e de metaloproteinases, impedindo a
degradagdo da cartlagem e minimizando os efeitos da osteoartrite
(KONGTHARVONSKUL et al., 2015; PANOVA; JONES, 2015; PAVELKA et al., 2016).
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Louthrenoo et al. (2007) realizaram um estudo clinico randomizado e duplo-
cego, mostrando a eficacia, segurancga e o efeito residual da diacereina no tratamento
da osteoartrite de joelho. Os pacientes foram tratados duas vezes ao dia por um
periodo de 16 semanas com diacereina (50 mg) ou com o piroxicam (10 mg). Apos o
término dos tratamentos os pacientes permaneceram em observagao por um periodo
de 8 semanas. A avaliagédo da dor, rigidez e movimento das articulagdes, ocorreu por
meio de um conjunto de questionarios padronizados, além do questionario de
qualidade de vida SF-36 e do registro dos efeitos adversos, sendo essas avaliagdes
realizadas mensalmente. Verificaram que a diacereina foi tdo eficaz quanto o
piroxicam na reducdao da dor e na melhora da fungado, além disso, a diacereina
apresentou efeito residual. Apds o término do tratamento a dor aumentou rapidamente
no grupo de piroxicam, enquanto permaneceu estavel no grupo diacereina.

Brahmachari et al. (2009), também demostraram a eficacia e seguranga da
diacereina na OA de joelho. Foi realizado um ensaio clinico randomizado, controlado
por placebo, com 12 semanas de duracdo, sendo 8 semanas de tratamento e 4
semanas sem tratamento para avaliar o efeito residual do farmaco. Os pacientes foram
separados em dois grupos: tanto o grupo tratado com diacereina (50 mg) como o
grupo placebo tomaram capsulas uma vez ao dia, durante os primeiros 10 dias e, em
seguida, duas vezes ao dia até o final da 82 semana de tratamento. As capsulas
placebo eram idénticas ao farmaco ativo em aparéncia e sabor.

Cada paciente foi acompanhado mensalmente durante as 12 semanas. Sendo
avaliado a dor ao movimento por meio de uma escala visual analdgica (VAS), foi
utilizado diferentes questionarios como o indice de osteoartrite WOMAC
(Universidades Western Ontario e McMaster), para avaliar rigidez, funcgao fisica etc.,
além de registrarem todos os efeitos adversos ao longo do estudo. No final foi
demonstrado a eficacia da diacereina no alivio da dor e na melhora da fungéo fisica.
A diacereina reduziu efetivamente a dor, comecando a partir de 4 semanas e durou
até o final das 12 semanas, e embora os efeitos adversos foram com mais frequéncia
no grupo tratado com diacereina do que no grupo placebo, em sua maioria
apresentaram intensidade leve a moderada (BRAHMACHARI; CHATTERJEE;
GHOSH, 2009).

Todavia, além de estudos clinicos, pesquisas pré-clinicas tém sido realizadas

com o intuito de utilizar a diacereina em outras lesdes ou doencas, devido ao seu



42

mecanismo de acdo analgésico/antinociceptivo e anti-inflamatério. O estudo de
GADOTTI et al.,, (2012) avaliou o efeito antinociceptivo da diacereina em
camundongos e seu possivel mecanismo de ag&do. Os autores mostraram que a
diacereina exerce uma acgao antinociceptiva sistémica, espinal, supra-espinal e local
de inicio rapido e prolongado (até 4 horas) contra a nocicepgéo visceral induzida pelo
acido acético em camundongos. Além disso, a diacereina foi capaz de inibir a
transmissao glutamatérgica através de receptores ionotropicos e metabotropicos, bem
como a atividade de citocinas pro-inflamatorias (IL-18 e TNF-a).

No trabalho de ZUNIGA-ROMERO et al., (2014), foi avaliada a possivel
interacdo antinociceptiva entre a diacereina e alguns antiepilépticos (carbamazepina,
topiramato e gabapentina) na nocicepgao induzida por formalina em ratos Wistar
fémeas. A administragéo local desses farmacos (inje¢cao subcutanea na pata posterior
direita), assim como por via oral (gavagem) mostraram efeito antinociceptivo.

Outro estudo como o de Quintéao et al. (2005), os autores mostraram que a
administracao tanto de diacereina como a de gabapentina (utilizada para o tratamento
de dor neuropatica), produzem inibicdo da alodinia mecanica induzida por injegao
intraplantar de carragenina e pelo Adjuvante de Freud Completo (CFA), sendo que o
efeito da diacereina permaneceu durante 48 horas apds o tratamento, enquanto que
a gabapentina persistiu apenas por 24 horas. Foi verificado também que a
administracao da diacereina minimiza a dor neuropatica induzida por ligadura parcial
do nervo isquiatico, podendo ser uma alternativa para dor neuropatica e inflamatéria.

Além destas pesquisas, SILVA et al. (2017) avaliaram os efeitos
antinociceptivo, antiedematogénico e condroprotetor da diacereina em modelo de
inflamacgédo articular induzida por CFA, e verificaram o envolvimento da
metaloproteinase do tipo 9 (MMP-9), do potencial receptor transiente de vanildide 1
(TRPV1) e das células gliais no mecanismo de acao da diacereina. No geral, este
estudo mostrou que a diacereina diminui a nocicep¢ao e edema, além de reduzir o
dano articular e a hipersensibilidade associada a inflamacéao induzida por CFA através
da inibicdo da ativagao astroglial e diminuindo a expressdo de TRPV1 e MMP-9 na
medula espinal de rato.

Diante de todo esse contexto, o presente estudo utilizou testes
comportamentais, bem como analises histologicas e bioquimicas, para verificar a

hipotese de que a diacereina (Artrodar®) € capaz de reduzir a dor e a inflamacao e
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incrementalmente possa apresentar algum potencial para acelerar o processo de
regeneragao do nervo periférico e assim recuperar a fungao motora apés uma lesao

do nervo.



44

2 JUSTIFICATIVA

As lesbes nervosas periféricas (LNPs) s&o consideradas um grande problema
relacionado a saude, representando uma fonte significativa de morbidade na
populacao em geral (FOSTER et al., 2019; HUSSAIN et al., 2020). Exibem uma ampla
gama de sinais e sintomas dependendo do tipo da lesdo, podendo causar
incapacidades fisicas, com comprometimento motor e sensorial, dor neuropatica, além
da depressao que se destaca como a alteracdo emocional mais presente nesses
casos, resultando na reducédo da qualidade de vida dos pacientes (ALVITES et al.,
2018; CHERIF et al., 2020; HUSSAIN et al., 2020; LU; LI; LIU, 2019; ZHANG; AN,
2009).

Adicionalmente alguns dados mostram que aproximadamente 75% dos casos
de LNPs acontecem no sexo masculino em idade produtiva, com incidéncia média de
350.000 casos por ano nos Estados Unidos (MIRANDA; TORRES, 2016;
SJEKLOCHA; GATZ, 2021).

Dentre as estratégias terapéuticas as cirurgias para reparo do nervo tornam-se
a principal via de tratamento para esses casos. Entretanto, apresentam desvantagens
como o tempo de internagéo longo, o risco de imunossupressao, além de nao garantir
uma recuperacao total do paciente, e ser um tratamento caro (HUSSAIN et al., 2020).
De acordo com Sjeklocha & Gatz (2021), o custo médio para a recuperagao de LNP’s
de membros inferiores nos Estados Unidos é de aproximadamente 6 mil dolares em
pacientes sem internagao e 20.000 a 60.000 ddlares em pacientes com internacgao.
Segundo base de dados utilizada por Foster et al. (2019), os fatores mais relevantes
para determinar maior custo foram o tempo de internacéo e local da lesao.

As terapias farmacoldgicas também sdo um recurso para os pacientes com
LNPs, e incluem antidepressivos triciclicos (amitriptilina), inibidores da recaptagéo de
serotonina e norepinefrina (Duloxetina), antiepilépticos (Gabapentina) e opioides
(tramadol), os quais atuam principalmente na dor neuropatica (ATTAL; BOUHASSIRA,
2015). Mas infelizmente, os medicamentos disponiveis também possuem limitagdes,
pois ndo contribuem com a regeneragéo nervosa e a recuperagao funcional em casos
graves (HUSSAIN et al., 2020).

Como comentado anteriormente, os estudos com farmacos que atuam em vias

celulares e moleculares envolvida no processo de regeneragédo nervosa, que podem



45

auxiliar na recuperacgao funcional, sdo incipientes e ndo apresentam grandes avangos
na literatura. Diante disto, existe uma necessidade de mais pesquisas sobre o tema.
Sabendo que o processo de LNP gera sérias consequéncias para os individuos
acometidos, prejudicando a qualidade de vida, além de n&o existir comercialmente
medicamentos que acelerem o processo de recuperagao apoés a lesao, justifica-se o
presente estudo. A partir disso, esta pesquisa propds estudar a diacereina, um
farmaco que possui propriedades analgésicas e antiinflamatérias (MARTEL-
PELLETIER; PELLETIER, 2010), em um modelo experimental de lesdo por

esmagamento do nervo isquiatico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o tratamento com diacereina no modelo experimental de esmagamento

do nervo isquiatico em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do tratamento com diacereina na hiperalgesia mecanica e

térmica (frio) em animais com lesdo do nervo isquiatico.

Avaliar a fungdo motora, comportamento de desesperancga, anedonia e bem-
estar dos animais submetidos ao esmagamento do nervo isquiatico, tratados ou nao

com diacereina.

Verificar o potencial da diacereina no processo de regeneragao, por meio da

analise morfolégica e morfométrica do nervo isquiatico no 15° dia apés a leséo.

Analisar a concentracdo da citocina pro-inflamatéria (IL-1B) e do fator de
crescimento derivado do encéfalo (BDNF), no nervo isquiatico de animais submetidos

ao esmagamento do nervo isquiatico e tratados com diacereina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E CONDICOES DE ALOJAMENTO

O presente estudo caracteriza-se como uma pesquisa pré-clinica, quantitativa
e randomizada. Para isso foi utilizado um total de 196 camundongos Suigos, machos,
com idade média de 8 semanas e pesando entre 25-40g, obtidos do biotério central
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), os quais foram mantidos no
biotério setorial do Laboratério de Neurobiologia da Dor e Inflamacédo (LANDI). O
biotério setorial LANDI é equipado com 1 Estante Ventilada (ALESCO®) e com 3
sistema de Estante de Mini isoladores (ALESCO®), a qual fornece melhor qualidade
de vida e protegdo aos animais, uma vez que o sistema de circulagédo do ar vinculado
a este tipo de sistema injeta o ar diretamente no mini-isolador, em fluxo continuo e de
baixa velocidade, garantindo uma troca de ar ideal e bem-estar dos animais.

Desta maneira, os animais permaneceram em caixas padréao de polipropileno
(30x20x13cm), sendo 4 camundongos por caixa, essas caixas foram mantidas num
mini-isolador (Alesco®), permanecendo em ambiente com temperatura de 22+1°C,
com ciclo de 12 horas claro e 12 horas escuro, recebendo agua e ragao ad libitum. A
racao fornecida era industrial, proveniente do biotério central da UFSC. A agua para
os animais era filtrada. E a exaustao de ar/ventilagao foi por meio de ar-condicionado.
Todas as caixas foram limpas e trocadas 3 vezes por semana, colocando maravalha
limpa fornecida pelo biotério central. A cada troca de caixa foi avaliada a necessidade
de repor a ragao industrial e sempre houve o cuidado de manter o local limpo e evitar
contaminagao.

Antes da realizagao dos testes comportamentais os animais foram mantidos na
sala de experimentos para aclimatacdo por pelo menos 1 hora. Este trabalho foi
aprovado pelo comité de ética de uso de animais da UFSC (CEUA/UFSC) sob o
numero: 3042250219 e os experimentos descritos foram realizados de acordo com as
normas éticas para o estudo de dor com animais de laboratério (ZIMMERMANN,
1983).
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4.2 MODELO DE LESAO POR ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO

Prévio ao procedimento cirdrgico de esmagamento do nervo isquiatico, os
animais foram pesados e anestesiados com cloridrato de cetamina (80 mg/kg -
anestésico dissociativo) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg - anestésico que promove
sedacédo, analgesia e relaxamento muscular) por via intraperitoneal, essa anestesia
pode produzir uma sedacado em torno de 30 minutos, tempo suficiente para realizar o
procedimento cirurgico (DAMY et al., 2010). Apds a aplicagdo dos anestésicos, foi
realizada a verificagdo do estado de consciéncia do animal (observado pela auséncia
de resposta motora ao pingamento da cauda e das pregas interdigitais), em seguida,
0s animais foram posicionados para realizar a tricotomia no local do procedimento
cirurgico.

Posteriormente, foi realizada uma incisdo curvilinea na coxa direita do animal,
iniciando acima e medialmente ao trocanter maior do fémur e terminando préximo a
fossa poplitea, ao nivel da insercao dos musculos isquiotibiais, expondo o nervo
isquiatico por meio da divulsdo do musculo biceps femoral, e com uso da pinca
hemostatica nao serrilhada foi realizado o esmagamento do nervo isquiatico, por um
periodo de 30 segundos. A pressao de pingamento foi padronizada para todos os
animais, utilizando-se como referéncia o primeiro dente da cremalheira, sendo todos
0s pingamentos realizados pelo mesmo individuo (BRIDGE et al., 1994).

Para a etapa da histologia foi realizada uma sutura epineural com fio estéril nao
absorvivel (7.0) para marcar o local do esmagamento (para posteriores analises
morfolégicas e morfométricas). Por fim, foi realizada a sutura externa com fio
absorvivel (Ethicon, 4-0) e realizada a assepsia no local com anti-séptico (Povidine®),
assim, os animais foram alojados nas mesmas condi¢des pré-cirurgicas, e separados
de acordo com o seu grupo experimental. Foi utilizado soro fisioldgico (0,9%) aquecido
(37°C), administrado por via subcutédnea (dose de 3% do peso corporal do animal)
para auxiliar na recuperagao do animal (CONCEA, 2018). Além disso, os animais
também foram monitorados apds a cirurgia por aproximadamente duas horas. Os
animais dos grupos falso-operados foram submetidos ao mesmo procedimento

cirurgico, mas o nervo isquiatico nao foi lesionado (Figura 5).
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Figura 5 — Esmagamento do nervo isquiatico direito

Legenda: Etapas do procedimento cirlrgico de esmagamento do nervo isquiatico. A — Apds a anestesia
o camundongo foi submetido a tricotomia na regido da cirurgia. B — Incisdo na coxa posterior direita. C
— Ap6s a divulsdo muscular foi encontrado o nervo isquiatico direito. D — Realizado o esmagamento do
nervo com uma pinga hemostatica durante 30 segundos. E — Seta branca mostra a sutura/ponto
epineural realizada apds a lesédo do nervo. F — Sutura epineural em maior aumento. G — Sutura externa
da pele. Fonte: da autora.

4.3 TRATAMENTO COM DIACEREINA

Vinte e quatro horas apds o procedimento cirurgico, os animais receberam o
tratamento com diacereina (TRB Pharma, Sao Paulo, Brasil) ou veiculo por via
intragastrica (gavagem). Sendo o veiculo 6% de tween 80 e 94% de salina (mesmo
utilizado para preparar a diacereina). Os tratamentos foram realizados duas vezes ao
dia, de manha (= 8:00) e a tarde (= 17:00).

Dependendo do grupo experimental os animais receberam 10 ml/kg de veiculo
ou foram tratados com diferentes doses de diacereina: 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30 mg/kg

(abaixo a descricdo de cada grupo experimental).

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os camundongos foram separados aleatoriamente em seis grupos:

e FO (Falso operado + veiculo) — animais submetidos a gavagem com solugao

salina e 6% tween 80.
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FO + DIA 30 mg/kg (Falso operado + diacereina 30 mg/kg) — animais

submetidos a gavagem com diacereina na dose de 30 mg/kg.

e LNI (Lesdo do nervo isquiatico + veiculo) — animais submetidos ao
esmagamento do nervo isquiatico e gavagem com solugéo salina e 6 % tween
80.

e LNI + DIA 3 mg/kg (Les&o + diacereina 3 mg/kg) — animais submetidos ao
esmagamento do nervo isquiatico e tratados com diacereina na dose de 3
mg/kg.

e LNI + DIA 10 mg/kg (Lesao + diacereina 10 mg/kg) — animais submetidos ao
esmagamento do nervo isquiatico e tratados com diacereina na dose de 10
mg/kg.

e LNI + DIA 30mg/kg (Leséo + diacereina 30 mg/kg) — animais submetidos ao

esmagamento do nervo isquiatico e tratados com diacereina na dose de 30

mg/kg.

4.5 ETAPAS DA PESQUISA

Esta pesquisa foi separada em 3 experimentos (etapas), em todas as etapas
os animais foram submetidos ao protocolo de esmagamento do nervo isquiatico e ao
protocolo de tratamento. Além disso, os testes comportamentais foram repetidos ao
longo da pesquisa. Essa repeticdo dos experimentos teve o intuito de demonstrar a
reprodutibilidade do estudo e de obter um n amostral satisfatério para analise
estatistica.

No experimento 1, subdividido em A e B, foram realizados os testes
comportamentais. No experimento 2 o intuito foi coletar o nervo isquiatico para analise
histologica e no experimento 3 a finalidade foi fazer analises bioquimicas no nervo
isquiatico. Abaixo uma breve descrigdo de cada etapa (Tabela 1).

Experimento 1: Todo o experimento teve duracdo de 28 dias. Nesta fase os
animais foram submetidos a gavagem com diacereina ou veiculo, sendo tratados por
21 dias consecutivos. Este experimento foi subdividido em A e B (Figura 6).

e Experimento 1A: Foram realizadas as avaliagdes da hiperalgesia
mecanica (Von Frey), hiperalgesia térmica (teste acetona — frio), comportamento de
guarda da pata (dor-espontanea), indice funcional dinamico (IFD) e escada horizontal
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(EH). Com o objetivo de verificar a reprodutibilidade dos resultados, esses testes
comportamentais foram repetidos em duas etapas, em cada etapa foi utilizado 24
animais (sendo 4 animais por grupo), ou seja, utilizou-se 48 animais no total,
separados em seis grupos experimentais (conforme descrito no item 4.5 — grupos
experimentais).

e Experimento 1B: Na primeira etapa do estudo, ainda foram realizadas as
avaliacbes da atividade locomotora (campo aberto), do comportamento tipo-
depressivo (suspensao pela cauda, nado for¢gado e preferéncia por sacarose) e o do
bem-estar animal (teste do ninho). Esses testes comportamentais também foram
repetidos em duas etapas, e em cada etapa foi utilizada 18 animais. No total foram
utilizados 36 camundongos separados em quatro grupos: FO; FO+DIA 30 mg/kg; LNI
e LNI+DIA 30 mg/kg.

Experimento 2: Esta fase teve duracao de 15 dias, e os animais foram tratados
por 14 dias. No final do experimento (15° dia) foi coletado o nervo isquiatico direito
para analise histoldgica. Foram utilizados 32 animais separados nos seguintes grupos:
FO; FO+DIA 30 mg/kg; LNI e LNI+DIA 30 mg/kg.

Experimento 3: Esta fase teve duracdo de 7 dias e os animais receberam
tratamento por 6 dias. Este experimento foi repetido em duas etapas (A e B):

e Experimento 3A e 3B: Foi coletado o nervo isquiatico no 7° dia apés o
procedimento cirurgico, para analisar as concentragdes da IL-13 e do BDNF por meio
de Kits de ELISA. Foram utilizados 40 animais em cada etapa (total 80) separados
nos seguintes grupos: FO; FO+DIA 30 mg/kg; LNI e LNI+DIA 30 mg/kg.



52

Tabela 1 — Delineamento das etapas com numero de animais. O experimento ocorreu
em trés momentos diferentes: durante 28, 15 e 7 dias.

Duracgao do
experimento

Descrigcao dos experimentos
(Etapas)

Experimento A Experimento B

Experimento 1
28 dias

Avaliagdo comportamental
(emocionalidade) —
Experimento repetido duas
vezes.

Avaliagdo comportamental
(hiperalgesia
mecanica/térmica) e fungao
motora) — Experimento
repetido duas vezes.

Numero total de animais =48 Numero total de animais = 36

Experimento 2
15 dias

Coletado o nervo isquiatico
direito no 15° dia apds LNI
para histologia
N =32

Experimento 3
7 dias

Coletado o nervo isquiatico
direito no 7° dia apds LNI para
analise de IL-13 e de BDNF

Coletado o nervo isquiatico
direito no 7° dia apds LNI
para
analise de IL-13 e de BDNF

n=40 n= 40

Figura 6 — Linha do tempo dos testes comportamentais.

Experimento 1

VF VF VF
VF TA TA TA
IFO  Ta CGP CEP CGP
EH cGp IFD ™ EH Ps PS5 PS SC NF IFD IFD
1 N N A A I A e
20-1> 0010304 5 > 7 8 >10 11> 12 > 13 > 14 > 15 > 16 » 20 > 21 2?> 28 >Dias
Procedimento | EH VF CA VF  EH EH | EH
Cirirgico (LNI): TA i
i CGP cGp :
\ IFD IFD )

[

Dia 1 ao Dia 21 - Tratamento
com diacereina ou veiculo (2x
ao dia)

Legenda: Mostra os testes comportamentais e os dias em que os animais foram avaliados. VF: Von
frey; TA: Teste da acetona; CGP: Comportamento de guarda da pata; CA: Campos aberto; IFD: indice
funcional dindmico; EH: Escada horizontal; SC: Suspensdo pela cauda; NF: Nado forcado; PS:
Preferéncia por sacarose; TN: Teste do ninho; LNI: Lesao do nervo isquiatico. Fonte: da autora.
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4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

Nesta sessdo sera detalhado os testes comportamentais, sendo eles a
hiperalgesia mecanica e térmica, comportamento de guarda da pata, campo aberto,
teste de fungdo motora (indice funcional e a escada horizontal), e testes de
emocionalidade como: desesperancga (teste de suspenséo pela cauda e nado for¢gado)

anedonia (teste de preferéncia por sacarose) e bem-estar do animal (teste do ninho).

4.6.1 Hiperalgesia mecanica: Teste do filamento de Von Frey

A hiperalgesia € uns dos sintomas presentes apds uma LNP, para avalia-la nos
animais foi utilizado o filamento de Von Frey manual (VFH, Stoelting, Chicago, USA)
pelo método de frequéncia (KIM et al., 2016; UHELSKI; KHASABOVA; SIMONE,
2015). Primeiramente os animais foram colocados individualmente, durante 30
minutos, para ambientar em caixas de acrilico transparentes (9x9x8 cm) sem fundo e
cobertos com tampa, posicionada sobre uma plataforma elevada feita em malha de
arame de 6mm, para permitir o acesso do filamento de von Frey a superficie ventral
das patas posteriores na regido do calcaneo.

Apos o periodo de ambientacéao, o filamento (0,4 g) foi aplicado dez vezes na
pata posterior direita de cada camundongo, e entre cada aplicagado foi feito um
intervalo de 5 segundos. Para esse método de avaliagao foi respeitado alguns critérios
como: aplicacao feita perpendicularmente a superficie plantar, com pressao suficiente
para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-se assim pressao total, sendo os
animais avaliados quando as quatro patas estavam acomodadas sobre a tela e a
resposta de retirada foi considerada quando o animal retirou totalmente a pata da tela
de apoio. Por fim, o numero total de respostas de retirada da pata, frente ao estimulo
do filamento, foi contabilizado e expresso em porcentagem. (Figura 7).

Esse teste foi realizado na parte da manha e teve inicio 1 hora apds os animais
serem tratados com diacereina ou veiculo.

Essa avaliag&o foi realizada antes do procedimento cirurgico (basal), no 3°, 7°,
14°, 21° e no 28° dia apds o esmagamento do nervo.
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Figura 7 — Avaliagao da hiperalgesia mecanica com o filamento de von Frey (0,4 g)
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Legenda: Camundongo dentro da caixa de acrilico sob a plataforma elevada feita de malha de arame
e o filamento de von Frey (0,4 g) aplicado na regido plantar da pata posterior direita do animal. Fonte:
da autora.

4.6.2 Comportamento de guarda da pata (dor espontéanea)

Durante o tempo de ambientacao do teste do von Frey, cada camundongo foi
avaliado com o objetivo de quantificar o comportamento de guarda da pata,
considerado um indicador de dor espontanea. Nesta avaliagdo foi observado a pata
posterior direita do animal e por meio de uma escala subjetiva foi dada uma pontuacgao
de 0 a 5, sendo: 0 = normal, a pata repousa normalmente no chao; 1 = a pata repousa
levemente no chao e os dedos estéo flexionados/encurvados; 2 = ocorre eversao do
pé; 3 = ocorre rolamento de peso parcial (somente o calcanhar esta posicionado no
chao); 4 = nao rolamento e protegdo sem peso (pata permanece elevada); 5 = evita
qualquer contato com o membro e lambe a pata operada (Figura 8) (ATTAL et al.,
1990; SILVA et al., 2017). Essa pontuagao foi analisada antes e nos mesmos dias que

o teste da hiperalgesia mecanica (Basal, 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dia).
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Figura 8 — Comportamento de guarda da pata

Legenda: llustragdo demonstrando as diferentes pontuagdes do comportamento de guarda da pata em
um roedor. Fonte: (ATTAL et al., 1990).

4.6.3 Hiperalgesia térmica ao frio — Teste da acetona

Apos a avaliagdo da hiperalgesia mecéanica os animais permaneceram na
plataforma, e depois de 15 minutos, foi iniciado o teste de hiperalgesia térmica. Nesta
avaliacao, o estimulo ao frio foi verificado utilizando o teste da acetona. Para isso, foi
aplicado 100 ul de acetona a superficie plantar da pata posterior direita de cada
animal. Os camundongos foram observados durante 20 segundos apds cada
aplicacao de acetona. Foi considerado o tempo gasto para lamber, morder e sacudir
a pata avaliada, dentro de uma pontuacao de 0 a 3, sendo: 0 — nenhuma resposta; 1
— rapida retirada da pata ou agitagdo em um tempo menor que um segundo; 2 —
repetida agitacédo ou elevagdo da pata em um tempo menor que trés segundos; e 3 —
comportamentos anteriores com um tempo maior que trés segundos (Figura 9)
(FLATTERS; BENNETT, 2004).

O teste da acetona foi realizado apos a avaliacdo da hiperalgesia mecénica e

nos mesmos dias (Basal, 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dia apés a leséo).
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Figura 9 — Hiperalgesia térmica (teste da acetona)

Legenda: llustragao representando o teste da acetona. Foi utilizado uma seringa para esguichar 100 pl
de acetona na pata posterior direita de cada animal. Fonte: Elaborada pela autora, usando o programa
Mind the Graph.

4.6.4 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto foi realizado com o intuito de verificar se a lesao do
nervo isquiatico e/ou o tratamento poderiam interferir na atividade locomotora do
animal. Para isso os animais foram submetidos ao teste no 10° dia apds ao
esmagamento do nervo isquiatico. O aparato consiste em uma caixa com dimensdes
40x60x50 cm. O fundo da caixa é dividido em 12 quadrados iguais e foi contabilizado
0 numero de total cruzamentos que o camundongo executou com todas as quatro
patas, tanto no centro como nas laterais da caixa. Esse teste foi realizado na parte da
manha e teve inicio 1 hora apds os animais serem tratados com diacereina ou veiculo.
Essa avaliacao teve duragao de 5 minutos e entre cada animal a caixa foi limpa com
alcool 70% (Figura 10) (NUCCI et al., 2012).
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Figura 10 — Teste do Campo aberto

Legenda: Teste do campo aberto para avaliar a atividade locomotora do camundongo. Fonte: da autora.

4.6.5 indice funcional do nervo isquiatico

Para avaliar os déficits motores que sao evidentes apds a lesdao nervosa, os
animais caminharam por uma pista de vidro (42 x 8,5 x 9cm), sendo que abaixo do
vidro havia uma camera Web Cam (Logitech®) acoplada a um computador, pela qual
foram obtidas imagens da marcha do animal. O método é baseado na medida de
parametros pré-estabelecidos nas impressdes da pata posterior dos animais, sendo
mensurado: o comprimento da pata (PL ou print lenght) que é a distancia entre os dois
pontos mais extremos da pegada no sentido longitudinal (entre calcanhar e a ponta
do 3° dedo); e o espalhar total dos dedos (TS ou total spread) que é a distancia entre
os dois pontos mais extremos da pegada, no sentido transversal (entre o 1° e 5° dedo).
Essas medidas foram realizadas tanto do lado experimental (E, ipisilateral da lesao)
quanto do lado normal (N, contralateral da lesdo) (Figura 11) (BAPTISTA et al., 2007;
MEDINACELI; FREED; WYATT, 1982).

Tais medidas foram realizadas pelo programa Image-Pro Plus 6.0
(MediaCybernetics, Inc.® - Estados Unidos da América) e analisadas no programa
Microsoft Office Excel 2016 com a seguinte férmula (1) (BAPTISTA et al., 2007;
INSERRA; BLOCH; TERRIS, 1998):
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indice funcional dinAmico do nervo isquiatico (IFD):

IED = 11819.M_51,2.M_7,5 (1)
NTS NPL

(ETS: distancia total dos dedos do lado experimental; NTS: distancia total dos dedos do lado normal;
EPL: comprimento da pata do lado experimental; NPL: comprimento da pata do lado normal).

Os resultados foram expressos em percentual negativo da fungdo normal, em
que 0 (zero) corresponde a fungdo normal e -100 (menos cem) a disfungao total
(BAPTISTA et al., 2007; INSERRA; BLOCH; TERRIS, 1998).

Os animais foram treinados no aparato uma vez por dia por uma semana, antes
do esmagamento do nervo isquiatico, para se familiarizarem ao aparato e ao
procedimento. Esta avaliacdo foi realizada antes da cirurgia (pré - lesdo), no 3°, 7°,

14°, 21°, 28° dia ap6s procedimento cirurgico.

Figura 11 — indice funcional do nervo isquiatico

Legenda: Mensuragdes realizadas nas patas posteriores dos camundongos. ETS: distancia total dos
dedos do lado experimental; NTS: distancia total dos dedos do lado normal; EPL: comprimento da pata
do lado experimental; NPL: comprimento da pata do lado normal. A — Camundongo com les&o no nervo
isquiatico. B — Camundongo falso-operado. Fonte: da autora.
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4.6.6 Teste da escada horizontal

A escada horizontal € um teste motor e de coordenagao, esta avaliagao permite
medidas quantitativas da fungdo motora do animal e tem a intengdo de avaliar os
déficits funcionais que ocorrem apds a leséo do nervo (METZ; WHISHAW, 2009).

A escada horizontal é constituida por uma pista de 100 cm de comprimento e
10 cm de largura, com duas paredes laterais transparentes de 100 cm de comprimento
e 20 cm de altura. A escada foi posicionada em cima da bancada e elevada a 15 cm.
O piso da pista de caminhada é formado por degraus (bastdes removiveis) que foram
posicionados em torno de 1 a 4 cm de distancia entre eles, sendo modificado a
disténcia dos degraus a cada sessdo de treinamento para impedir que os animais
aprendessem a tarefa. Uma camera de video Web Cam (Logitech®) foi posicionada
na parte lateral da escada para gravar as imagens obtidas da caminhada do animal.

Por meio deste teste foi avaliado os passos do animal ao longo da escada
horizontal utilizando uma pontuacdo de 0 a 6. Cada animal realizou trés caminhadas
por sessdo (em cada caminhada foi estabelecido um padréo diferente) e foi obtida
uma média da pontuagao (Figura 12).

Nesta pesquisa essa pontuacao foi aplicada no membro posterior direito,
sendo: 0 — Erro total (a pata ndo pisa no bastédo e erra o passo); 1 — Deslizamento
profundo (a pata pisa no bastdo, mas escorrega e desliza entre os bastdes); 2 — Um
ligeiro deslize (a pata pisa no bastdo, escorrega levemente, mas ndo cai entre os
bastdes e nao interrompe o ciclo da marcha); 3 — Substituigéo (a pata pisa no bastao,
mas antes de realizar a descarga de peso sobre 0 membro, rapidamente levanta a
mesma pata e coloca em outro degrau; 4 - Corregdo (o membro avaliado corrige o
passo); 5 — Pisada/colocagao parcial (a pata pisa no bastdo com o calcanhar ou com
os dedos); 6 - Pisada/colocagao correta (a pata foi colocada no bastdao com suporte
total de peso) (ALANT et al., 2013; METZ; WHISHAW, 2009; RIBEIRO et al., 2017).

Primeiramente os animais foram treinados a caminhar ao longo da escada
horizontal antes do procedimento cirurgico por 3 dias. Esta avaliagdo ocorreu antes
da cirurgia de esmagamento do nervo isquiatico e no 4°, 8°, 15°, 20° e 27° dia apos a

cirurgia.
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Figura 12 - Teste da escada horizontal

Legenda: Exemplo de diferentes padrdes utilizados no teste da escada horizontal. A — Mostra a
distancia de 1cm entre cada bastdo. B e C — Mostra dois diferentes padrées com distancia de 1cm a
4cm entre os bastdes. Fonte: da autora.

4.6.7 Teste de suspensao pela cauda

Para avaliar o comportamento de imobilidade dos animais que pode ser
associado a desesperanga, que € um sintoma presente em humanos com depressao,
foi realizado o teste de suspensao pela cauda de acordo com Steru et al. (1985). No
15° dia apds 0 esmagamento do nervo isquiatico, os animais foram mantidos em uma
sala sem estimulos sonoros. Os camundongos foram visualmente isolados por um
compartimento, e cada camundongo foi suspenso e fixado a uma mesa a 50 cm do
chao por meio de uma fita adesiva colocada na cauda (Figura 13). Este teste teve
duracdo de 5 minutos, o qual foi filmado com uma camera webcam (Logitec®)
posicionada na frente do animal. As imagens foram gravadas e posteriormente foi
contabilizado o tempo de imobilidade. E caracterizado um comportamento tipo-
depressivo, quando o animal permanece grande parte do tempo imdvel. Esse teste foi
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realizado na parte da manha e teve inicio 1 hora apds os animais serem tratados com

diacereina ou veiculo.

Figura 13 — Teste de suspensao pela cauda

Legenda: Exemplo de dois camundongos no teste de suspenséo pela cauda. Foi contabilizado o tempo
de imobilidade de cada camundongo. Fonte: da autora.

4.6.8 Teste de natagao forcada - FST

Os camundongos colocados dentro de um tanque com agua sem condi¢cdes de
escapar apresentam comportamento de imobilidade que pode ser associado a
desesperancga, a exemplo do teste de suspensdo pela cauda, que € um sintoma
presente em humanos com depressao. Para a realizagao do teste de natagao forgada,
os animais foram colocados individualmente em um recipiente cilindrico (didmetro 20
cm, altura 30 cm), contendo 15 cm de agua a 25 + 1°C. Esse teste teve duracao de 6
minutos, e entre um animal e outro, a agua do recipiente cilindrico foi trocada por agua
limpa. Esse teste foi flmado com uma camera webcam (Logitec®), conectada a um
computador, a qual foi posicionada 30 cm acima do recipiente com agua. As imagens
foram gravadas e posteriormente avaliado o tempo de imobilidade de cada animal.
Cada camundongo foi considerado imoével quando permaneceu flutuando na agua,
sendo que foi aceito no teste os movimentos necessarios para manter a cabega acima
da agua (Figura 14). Uma diminuicao da duragao da imobilidade foi considerada uma
atividade do tipo antidepressiva (CAN et al., 2011). Apos este periodo, os animais
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foram retirados da agua, gentilmente secados com papel absorvente e retornaram as
suas respectivas caixas. Este teste teve inicio 1 hora apds os animais serem tratados

com diacereina ou veiculo e foi realizado no 16° dia apds procedimento cirurgico.

Figura 14 - Teste do nado forgado

Legenda: Figura representando o teste do nado forgado em camundongos. Fonte: da autora.

4.6.9 Teste preferéncia por sacarose

Para avaliar o comportamento de anedonia em camundongos, um sintoma
presente e relevante da depressdao em humanos, foi utilizado o teste de preferéncia
por sacarose (KREMER et al, 2020; WILLNER et al, 1987). Este teste
comportamental consiste em um protocolo de livre escolha entre duas solugdes, (1)
agua e (2) sacarose (1%) que é doce e mais palatavel que a agua. Para este teste os
animais ja estavam separados em seus respectivos grupos e para evitar o estresse
do isolamento, os animais nao foram separados.

No 10° dia apés lesao do nervo isquiatico os camundongos foram habituados
a beber agua em duas garrafas por 24h (1°dia do teste). Apds habituagao inicial, uma
das garrafas de agua foi substituida por uma solugdo de sacarose (1%) que
permaneceu na caixa do animal por 24h (2° dia do teste). Depois desse periodo foi

verificado a consumo (volume) de dgua e sacarose ingerido pelo animal. No 3° dia de
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teste a posigao das garrafas foi invertida para evitar o viés da preferéncia do animal
por um lado especifico, no final (apds 24h) foi verificado novamente o consumo de
agua e sacarose dos animais (Figura 15).

Para estimar a preferéncia de sacarose por animal, o volume total consumido
foi dividido pelo numero total de animais em cada caixa (MANOUZE et al., 2019). Por
fim, a preferéncia por sacarose da caixa foi calculada como uma porcentagem do
volume de sacarose ingerido dividido pelo volume total de liquidos ingeridos (sacarose

+ agua), de acordo com a seguinte formula (2):

Preferéncia por sacarose (%) = 100 - __ Vsacarose 2)

Vsacarose+Va’gua

Figura 15 - Teste de preferéncia por sacarose
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Legenda: Figura representando o teste de preferéncia por sacarose. 1° dia: Os camundongos foram
ambientados com 2 garrafas de agua. 2° dia: Uma garrafa de agua foi trocada por uma de sacarose e
apos 24hs verifica o consumo de sacarose e agua. 3° dia: A posigcédo das garrafas foi invertida e apds

24hs verifica 0 consumo de sacarose e agua. Fonte: Elaborada pela autora, usando o programa Mind
the Graph.

4.6.10 Teste do Ninho

A construcao do ninho € normal em todo o reino animal. No caso de pequenos
roedores como os camundongos, o ninho é construido tanto por machos como por
fémeas e serve nao somente para a reproducdo, mas também para manter o corpo
aquecido, podendo ser conveniente para abrigar roedores de seus predadores. E
considerado um habito natural e pode ser um indicador de bem-estar animal
(KREMER et al., 2020).

Para avaliar a construgdo do ninho, aproximadamente 1 hora antes do ciclo

escuro (= 18 horas da tarde), os animais foram transferidos para gaiolas individuais e
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receberam uma porgao de algodao para construirem seus ninhos. Cada porcao de
algodao pesava aproximadamente 3g. Apos 12h os ninhos foram avaliados em uma
pontuacgéo entre 1 a 5, em que: 1) algodao >90% intacto, 2) Algodao esta 50 — 90%
intacto, 3) <560% do algodao rasgado, mas nao formou um ninho, 4) >90% do algodao
rasgado, ninho identificado, mas plano e 5) ninho formado, com muros mais altos que
o corpo do animal (DEACON, 2006). Uma pontuagéo baixa na construgdo do ninho
pode estar associada a desesperanca ou diminuicdo da motivacdo, sintomas
caracteristicos em humanos com depressao (KRAEUTER; GUEST; SARNYAI, 2019).

Este teste ocorreu no 5° dia apds a lesdo do nervo isquiatico.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA

Em outra etapa do estudo (experimento IlI), no 15° dia do procedimento
cirdrgico, os animais foram eutanasiados por overdose de CO: e foi coletado o nervo
isquiatico direito (regido distal a lesdo), o qual foi fixado por 24 horas em
paraformoldeido a 4% em solugao salina tamponada com fosfato (PBS) — pH 7,2.

Posteriormente o nervo foi desidratado em alcool, diafanizado em xilol, infiltrado
e emblocado em parafina e seccionado transversalmente em 5 ym de espessura no
micrétomo (Rotativo Leica RM2255). Além disso, foi realizado o procedimento para
confec¢cdo de laminas histologicas, com coloracdo em hematoxilina e eosina (HE)
(utilizada para analise morfolégica) e azul de toluidina (utilizada para analise
morfométrica). Este procedimento foi realizado no processador de amostras Leica
TP1020, no emblocador de amostras Leica EG1150H e no micrétomo Rotativo Leica
RM2255 do Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia da Universidade Federal
de Santa Catarina (LAMEB/UFSC).

As laminas histoldgicas confeccionadas foram fotomicrografadas no aparelho
Olympus BX41 (LAMEB/UFSC). Nesta etapa o nervo foi fotomicrografado, utilizando
a objetiva de 100x, em quatro campos. Posteriormente foi estimado o numero total de
fibras nervosas (N), a média da densidade das fibras nervosas (N/mm?), o didmetro
da fibra nervosa (DFN), o diametro do axénio (DAX), a espessura da bainha de mielina
(EBM = (DFN — DAX)/ 2), e o quociente G (QG = DAX/DFN). Esses parametros foram
quantificados em uma area de 0,01068 mm?/campo, por meio do programa Image Pro-

Plus 6.0 e utilizando o zoom de 50% do proprio programa (Figura 16).
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Para o numero total de fibras nervosas foram contabilizados todos os axénios
de cada um dos campos e somados. No caso da densidade das fibras nervosas, o
numero de axénios foi dividido pela area do campo. Para o calculo dos DFN, DAX e
EBM foi selecionado de modo aleatdrio aproximadamente 25 fibras nervosas em cada
campo.

Com relacdo a andlise morfolégica, foram observadas e descritas as
caracteristicas visualizadas no laminario, quanto as seguintes estruturas: epineuro,
perineuro e endoneuro, fibra nervosa, infiltrado inflamatério e células de Schwann
(ANTUNES et al., 2019).

Figura 16 — Analise morfométrica do nervo isquiatico
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Legenda: A: Exemplo esquematico da analise morfométrica. O nervo isquiatico foi fotomicrografado em
quatro campos, utilizando a objetiva de 100x, posteriormente foi mensurado o numero e a densidade
das fibras nervosas, o DFN, o DAX, a EBM e o QG. B: Exemplo de fotomicrografia (objetiva de 100x
com zoom de 50% do programa Image Pro-Plus 6.0) do nervo isquiatico de camundongos Swiss no
15° dia apos a lesédo, com coloragdo em azul de toluidina. Fonte: A: elaborada pela autora, usando o
programa Biorender; B: da autora.

6 Quociente G (QG)
(QG = DAXDFN)
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objetiva 100x

4.8 QUANTIFICAGCAO DE IL-18 E DO FATOR NEUROTROFICO DERIVADO DO
ENCEFALO

Em outro conjunto de experimentos (Experimento Ill), no 7° apds a lesao, os
animais foram eutanasiados e foi dissecado o nervo isquiatico direito. As amostras
foram imediatamente congeladas e estocadas a -80°C. Para a homogeneizacao as
amostras foram colocadas em tampao fosfato (PBS), que contém inibidores de
proteases e detergentes (cloreto de benzameténio (0,1 mM); cloreto de sddio (NaCl
0,4 M); &cido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) (10 mM); Tween® 20 (0,05%);

albumina sérica bovina (BSA) (0,5%); aprotinina e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF)), e
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posteriormente foram centrifugadas a 3000 rpm a 4°C por 10 minutos, e o
sobrenadante foi coletado e estocado novamente a -80°C. A concentragao proteica foi
determinada usando o método de Bradford (BRADFORD, 1976). Aliquotas de 100 L
foram utilizadas para verificar os niveis da IL1-B (88-7013) e do BDNF (DY248) por
meio de ensaio de imunoabsorgdo enzimatica (ELISA), utilizando, respectivamente,
os kits da Invitrogen e R&D, seguindo o protocolo do fabricante. A absorbancia para
todas as proteinas estudadas foi mensurada utilizando um leitor de placas de 450 e
550 nm (Multileitora infinite m200 TECAN — LAMEB/UFSC) e os valores estéo

expressos como pg/mg de proteina.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram analisados quanto a sua normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk. Nos testes comportamentais, para os dados paramétricos foi utilizado a
analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias com pos-teste de Bonferroni, e
para os dados ndo paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com péds teste
de Dunn. Na analise morfométrica do nervo foi realizado ANOVA de duas vias com
pos teste de Student-Newman Keuls, sendo o mesmo teste utilizado para a analise da
citocina e do fator neurotrofico. Os resultados expressos como média * erro padrao
da média. Foi empregado um nivel de significancia para a = 0,05. Todas as analises

e graficos foram realizados no programa GraphPad Prism 8.0.
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5RESULTADOS

5.1 TRATAMENTO COM DIACEREINA REDUZ A HIPERALGESIA MECANICA E
TERMICA AO FRIO DE CAMUNDONGOS SUBMETIDOS OU NAO A LESAO DO
NERVO ISQUIATICO.

A lesdo por esmagamento do nervo isquiatico induziu hiperalgesia nos
animais do grupo operado (LNI), que foi evidente do 3° até o 28° dia apos a leséo [F
5, 35) = 8,581; p<0,0001], tendo diferenga significativa com os grupos falso-operados
[F (5,35 = 15,67; p<0,0001] (Fig. 17A). Além disto, é possivel observar que a resposta
ao filamento de von Frey dos animais do grupo FO foi semelhante ao do grupo FO +
DIA 30 mg/kg (Fig. 17A). Todavia, os animais lesionados e tratados com diacereina,
independente da dose, apresentaram evidente reducédo da hiperalgesia no decorrer
do tempo de tratamento e observagao, sendo significativa do 3° ao 21° dia para a dose
de 30 mg/kg [F (5, 35 = 8,581; p<0,0001], apresentando também diferenca significativa
em relagdo aos animais do grupo LNI [F s 35 = 15,67; p<0,0001] (Fig. 17B).
Adicionalmente, os dados analisados da area sob a curva e apresentados na figura
17C claramente mostram diferenga significativa entre os grupos [F (s, 42) = 18,73;
p<0,0001], sendo que o efeito da diacereina foi dependente da dose, onde a dose de
3, 10 e 30 mg/kg foram significativamente diferente do grupo lesionado (LNI)
(p<0,0047). Com base nestes resultados, fica claro que o tratamento com diacereina
foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecanica observada nos animais submetido a
lesdo do nervo isquiatico, sendo evidente que a diacereina na dose de 30 mg/kg
apresentou maior eficacia com reducdo de 86+7% da hiperalgesia (Fig. 16C). Diante
disto, para a continuidade do estudo e realizacdo dos experimentos adicionais foi
escolhida a dose de 3 mg/kg (menor eficacia, 49+11%) e a dose de 30 mg/kg (maior
eficacia, 8617%).

A figura 17D, mostra que a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico
também induziu hiperalgesia ao frio nos animais do grupo operado (LNI), que foi
significativo no 3° dia [F (5, 35 = 5,797; p=0,0005] e permaneceu elevado, porém n&o
significante até o 21° dia apos a lesdo, comparado com os animais dos grupos falso-
operados [F (4,28) = 12,66; p<0,0001]. Também é possivel observar que a resposta ao

teste da acetona dos animais do grupo FO foi semelhante ao do grupo FO + DIA 30
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mg/kg (Fig. 17D). Entretanto, somente os animais lesionados e tratados com
diacereina na dose de 30 mg/kg, mas ndo na dose de 3 mg/kg, apresentaram redugéo
significante da hiperalgesia ao frio no 3° dia apds a leséao [F (s, 35 = 5,797; p=0,0005],
tendo diferenga significativa ao comparar com o grupo lesionado (LNI) [F (4, 28) = 12,66;
p<0,0001] (Fig. 17E). A figura 17F apresenta os dados da area sob a curva e
claramente mostra diferenga significativa entre os grupos [F @, 35) = 15,14; p<0,0001],
sendo que a diacereina na dose de 30 mg/kg, mas nao dose de 3 mg/kg, promoveu
reducéo significativa da hiperalgesia ao frio, comparado ao grupo lesionado (LNI)
(p=0,0020).

Figura 17 — Efeito da diacereina sobre a hiperalgesia mecanica e térmica ao frio
observada nos camundongos submetidos ou ndo ao esmagamento do nervo
isquiatico.
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Legenda: Von frey de frequéncia (figuras A e B) e teste da acetona (figuras D e E) avaliados em
diferentes momentos (antes da leséo (basal) e 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dia apds LNI). Analise estatistica
realizada pela ANOVA de duas vias medidas repetidas com pés-teste de Bonferroni. Area sob a curva
do von frey (figura C) e do teste da acetona (figura F). Analise estatistica realizada pela ANOVA de
uma via com pos-teste de Bonferroni Os valores representam média + EPM de 8 animais por grupo.
Sustenido (#) mostra diferenca significativa quando comparado aos grupos falso-operados (FO e
FO+DIA 30 mg/kg); O asterisco (*) mostra diferenga significativa quando comparado ao grupo operado

(LND); (&) mostra diferenga significativa quando comparado ao grupo LNI+DIA (3 mg/kg). Fonte: da
autora.
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5.2 EFEITO DA DIACEREINA NO COMPORTAMENTO DE GUARDA DA PATA (DOR
ESPONTANEA) EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS OU NAO A LNI.

A lesdo por esmagamento do nervo isquiatico induziu o comportamento de
guarda da pata, um indicador de dor espontanea, nos animais do grupo LNI ao longo
das avaliagbes (do 3° dia até o 14° dia apds a lesao) [F (s, 35) = 56,36; p<0,0001], tendo
diferenga significativa com os animais dos grupos falso-operados [F (4, 28) = 48,13;
p<0,0001] (Fig. 18A). Foi observado também que a pontuagdo do comportamento de
guarda dos animais do grupo FO foi semelhante ao do grupo FO + DIA 30 mg/kg (Fig.
18A). Além disso, foi evidente que os animais lesionados e tratados com diacereina
de 30 mg/kg apresentaram uma pontuagao significativamente menor do 7° ao 14° dia
apos a leséo [F (5, 35 = 56,36; p<0,0001], tendo diferenga significativa com os grupos
LNI e LNI + DIA 3 mg/kg [F @, 28) = 48,13; p<0,0001] (Fig. 18A).

Esses resultados sdo destacados na figura 18B, grafico da area sob a curva,
o qual mostra diferenga significativa entre os grupos [F @, 35 = 15,14; p<0,0001], onde
a diacereina na dose de 30 mg/kg, promoveu reducéo significativa da pontuagcéo do
comportamento de guarda, comparado ao grupo lesionado (LNI) (p=0,0020). Isso
demonstra que os animais apresentaram comportamento relacionado a hiperalgesia

e o tratamento com diacereina de 30 mg/kg foi capaz de minimiza-lo.

Figura 18 — Efeito da diacereina na dor espontanea observada nos camundongos
submetidos ou n&o ao esmagamento do nervo isquiatico.
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Legenda: Comportamento de guarda da pata (dor-espontanea). A: Avaliagdo em diferentes momentos
(antes da lesdo (basal) e 3°, 7°, 14°, 21° e 28° dia apds LNI). Analise estatistica realizada pela ANOVA
de duas vias medidas repetidas com pds-teste de Bonferroni. B: Area sob a curva (basal até 28° dia
apos a lesdo). Analise estatistica realizada pela ANOVA de uma via com pos-teste de Bonferroni. Os
valores representam média + EPM de 8 animais por grupo. Sustenido (#) mostra diferencga significativa
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quando comparado aos grupos falso-operados (FO e FO+DIA 30 mg/kg); Asteriscos (*) mostra a
diferenga significativa quando comparado ao grupo LNI; (&) mostra diferenga significativa quando
comparado ao grupo LNI+DIA 3 mg/kg. Fonte: da autora.

5.3 EFEITO DA DIACEREINA NA ATIVIDADE LOCOMOTORA DOS ANIMAIS
SUBMETIDOS OU NAO AO ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO.

No 10° dia apds a LNI foi realizado o teste do campo aberto com o objetivo de
avaliar se a lesdo do nervo isquiatico e/ou o tratamento com diacereina influenciam
na locomocao dos animais.

De acordo com a anadlise estatistica feita pela ANOVA de duas vias,
verificamos que houve diferenca significativa na variavel lesao [F (1, 28) = 12,08;
p=0,0017], e ao analisar os grupos pelo pos-teste de Bonferroni, observa-se que os
animais do grupo submetido a lesdo do nervo isquiatico e tratado com veiculo
apresentaram diminuicdo significativa da locomogéo comparado aos grupos falso-
operados (FO e FO+DIA 30 mg/kg) (p<0,03). Além disso, verificamos que ambos os
grupos falso-operados (FO e FO + DIA 30 mg/kg) apresentaram uma atividade
locomotora semelhante, sendo que n&o houve diferenga significativa entre eles
(p>0,999), indicando que a diacereina por si sé néo prejudica a deambulagao, ou seja,
nao influéncia negativamente na atividade locomotora dos animais (Fig. 19).

Por outro lado, ndo houve diferenca significativa na variavel tratamento [F (1,
28) = 0,7049; p=0,4082], onde o grupo de animais lesionados e tratados com diacereina
na dose de 30 mg/kg, ndo apresentaram diferenca significativa com os demais grupos
(p>0,4), mesmo assim, observamos um aumento no numero totais de cruzamentos
em relagdo ao grupo LNI tratado com veiculo, indicando que apds o tratamento n&o

houve prejuizo na locomogao (Fig. 19).
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Figura 19 — Efeito da diacereina sobre atividade locomotora observada nos
camundongos submetidos ou ndo ao esmagamento do nervo isquiatico.
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Legenda: Atividade locomotora dos animais avaliada no 10° dia ap6s a LNI. Os valores representam
média £ EPM de 8 animais por grupo. A coluna em branco representa 0s animais que receberam veiculo
e as colunas hachuradas os animais que receberam diacereina de 30 mg/kg, sendo FO (falso-operado)
e LNI (lesdo do nervo isquiatico). Andlise estatistica realizada pela ANOVA de duas vias medidas
repetidas com poés-teste de Bonferroni. Sustenido (#) mostra diferenca significativa quando comparado
ao grupo falso-operado (FO e FO+DIA 30 mg/kg). Fonte: da autora.

5.4 EFEITO DA DIACEREINA NA RECUPERACAO MOTORA DE ANIMAIS
SUBMETIDOS OU NAO AO ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO

Ao analisar o indice funcional dindmico do nervo isquiatico (IFD) (Fig. 20A-C),
foi verificado que todos os animais avaliados antes da les&o, e os animais dos grupos
falso-operados (FO e FO + DIA 30 mg/kg) avaliados ao longo do tempo, apresentaram
indice funcional proximo de 0, indicando fungdo motora normal. Apds o procedimento
cirurgico de esmagamento do nervo isquiatico até o 14° dia de avaliacédo, observamos
que os animais do grupo LNI apresentaram déficit funcional significativo [F (s, 35) =
55,39; p<0,0001], sendo essa diferenga significativa em relacdo aos grupos falso-
operados (FO e FO+30 mg/kg) [F @, 28) = 30,12; p<0,0001] (Fig. 20A). Por outro lado,
os animais tratados com diacereina na dose de 30 mg/kg, mas ndao na dose de 3
mg/kg, apresentaram recuperag¢ao motora que foi significativa até o 7° dia de avaliagao
[F 5,35 = 55,39; p<0,0001] e permaneceu elevada, porém nao significativa até o 14°
dia apos a leséo, sendo essa diferencga significativa em relagdo aos animais do grupo
LNI [F @, 28) = 30,12; p<0,0001] (Fig. 20B).

Esses resultados sao destacados na figura 20C, grafico da area sob a curva, o
qual mostra diferenca significativa entre os grupos F (4, 35 = 21,67; P<0,0001].

Observa-se a presenga de déficit motor nos animais dos grupos LNI e LNI+DIA 3
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mg/kg comparados aos animais dos grupos falso-operados (p<0,0002), além de
evidenciar a recuperagdo motora significativa do grupo de animais tratados com
diacereina na dose de 30 mg/kg comparado ao grupo LNI (p=0,0065).

Com relacédo ao teste da escada horizontal (Fig. 20 D-F), verificamos que na
avaliacao basal (antes da lesdo), bem como os grupos falso-operados, apresentaram
uma pontuacgao proxima de 6, o que indica uma fungdo motora normal. Apds a lesdo
até o 15° dia de avaliagéo, verificamos que os animais do grupo LNI apresentaram
uma pontuagdo menor demonstrando prejuizo significativo da fungédo motora [F (s, 35)
= 149,6; p<0,0001], sendo essa diferencga significativa em relagdo aos grupos falso-
operados (FO e FO+30 mg/kg) [F @ 28 = 46,51; p<0,0001] (Fig. 20D). Em
contrapartida, os animais lesionados e tratados com diacereina, principalmente na
dose de 30 mg/kg, apresentaram significativa recuperagdo motora no decorrer do
tempo, do 3° ao 15° dia apds a lesdo [F (s, 35 = 149,6; p<0,0001], tendo diferenca
significativa em relagéo ao grupo LNI [F @4, 28) = 46,51; p<0,0001] (Fig. 20E).

A figura 20F apresenta a area sob a curva e mostra diferencga significativa entre
os grupos [F @, 35 = 47,87; p<0,0001], onde os grupos submetidos ao esmagamento
do nervo isquiatico, independente do tratamento, comparados aos grupos falso-
operados, apresentaram déficit significativo da funcdo motora apdés a leséo
(p<0,0001). Além disso, houve diferenga significativa dos grupos tratados com
diacereina comparado ao grupo LNI, o que evidencia uma melhora da recuperacgéo
motora apos o tratamento (p<0,0097).

Por fim, ambas as avaliagdes mostraram resultados semelhantes e destacam
que a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico ocasiona déficit funcional nos

animais e que a diacereina tem potencial para recuperar a fungao motora.
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Figura 20 - Efeito da diacereina na recuperagcdo funcional dos camundongos
submetidos ou ndo ao esmagamento do nervo isquiatico.
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Legenda: Figuras A e B - indice funcional dinamico (n = 8 animais por grupo). Figuras D e E — Escada
horizontal (n = 7 animais por grupo). Andlise estatistica realizada pela ANOVA de duas vias medidas
repetidas com pos-teste de Bonferroni. Area sob a curva do IFD do nervo isquiatico (figura C) e da
escada horizontal (figura F). Analise estatistica realizada pela ANOVA de uma via com pds-teste de
Bonferroni. Os valores representam média + EPM. Sustenido (#) mostra diferenca significativa quando
comparado ao grupo falso-operado (FO e FO+DIA 30 mg/kg); Asteriscos (*) mostra a diferenca
significativa quando comparado ao grupo LNI. Fonte: da autora.

5.5 EFEITO DA DIACEREINA NA DISFUNCAO EMOCIONAL DO TIPO
DEPRESSIVO CAUSADA PELO ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO

Nesta etapa do estudo, entre 0 5° e 0 16° dia apés 0 esmagamento do nervo
isquiatico, foram realizados testes comportamentais para verificar se a lesdo é capaz
de induzir um comportamento de desesperanca e anedonia nos animais, 0s quais
estdo associados ao comportamento depressivo em humanos, e diante disto analisar
o efeito da diacereina sob esse tipo de comportamento.

Para analisar o teste da suspensao pela cauda, nado forcado e preferéncia
por sacarose foi utilizado ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni. Para
analisar o teste do ninho foi utilizado teste de Kruskal-Wallis com pés teste de Dunn.

No teste da suspensdo pela cauda (Fig. 21A), verificamos que houve
diferencga significativa na variavel leséo [F (1, 32) = 5,137, p=0,03]. Onde observamos
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que os animais dos grupos falso-operados apresentaram tempo de imobilidade
semelhante, sem diferencga significativa entre eles (p>0,999). Em contrapartida, houve
aumento significativo do tempo de imobilidade no grupo LNI tratado com veiculo
comparado aos grupos falso-operados (FO e FO + DIA 30 mg/Kg) (p=0,0302),
caracterizando um comportamento tipo-depressivo nesses animais. Além disso,
verificamos diferenga significativa entre as variaveis lesdo e tratamento [F (1, 32) =
6,542, p=0,0155], onde os animais do grupo lesionado e tratado com diacereina na
dose de 30 mg/kg (LNI+DIA 30 mg/kg) apresentaram uma diminuig&o significativa do
tempo de imobilidade, comparado ao grupo LNI tratado com veiculo (p=0,0177).

O teste do nado forgcado (Fig. 21B) também foi utilizado para avaliar o
comportamento de desesperanca nos animais. Os resultados mostraram que houve
diferenga significativa na variavel lesdo [F ¢, 32) = 11,54, p=0,0018]. Sendo que os
grupos falso-operados nao apresentaram diferenga significativa no tempo de
imobilidade (p>0,999). Entretanto, os animais submetidos ao esmagamento do nervo
isquiatico (grupo LNI tratado com veiculo) apresentaram o comportamento tipo-
depressivo, com aumento significativo do tempo de imobilidade em relagao aos grupos
falso-operados (p<0,0201). Adicionalmente, também observamos diferencga
significativa entre as variaveis lesao e tratamento [F (1, 32) = 9,313, p=0,0046], sendo
gue os animais com lesdo tratados com diacereina na dose de 30 mg/kg apresentaram
tempo de imobilidade significativamente menor em relagéo ao grupo LNI tratado com
veiculo (p=0,0377).

A figura 21C apresenta os resultados do teste de preferéncia por sacarose.
Verificamos que a lesdo por esmagamento do nervo isquiatico causou o
comportamento de anedonia nos camundongos. Os resultados mostraram diferenca
significativa na variavel lesao [F (1, 68) = 399,8, p<0,0001], onde o grupo LNI tratado
com veiculo apresentou uma diminuicao significativa do consumo de sacarose quando
comparado aos grupos falso-operados (FO+ veiculo e FO+DIA 30 mg/kg) (p<0,0001).
Por outro lado, também houve diferenga significativa na variavel tratamento [F (1, 68) =
456,4, p<0,0001], onde o grupo lesionado e tratado com diacereina na dose de
30mg/kg foi capaz de aumentar a preferéncia por sacarose, apresentando diferenca
significativa quando comparado ao grupo LNI (p<0,0001), além de atingir percentual
semelhante ao grupo falso-operado tratado com diacereina na dose de 30mg/kg
(p>0,999).
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Com relagao ao bem-estar animal (Fig. 21 D e E), verificamos que o grupo
submetido somente a lesdo e tratado com veiculo (LNI) apresentou uma pontuagao
significativamente menor (p=0,0006) em relagdo ao grupo falso-operado (FO + DIA 30
mg/kg). Interessantemente, os animais lesionados e tratados com a DIA 30 mg/kg
apresentaram uma pontuagdo semelhante aos grupos falso-operados (p>0,999) e
significativamente diferente ao grupo LNI tratado com veiculo (p=0,0284) (Fig. 21D).
A figura 21E, mostra imagens representativas do ninho formado por cada grupo
experimental. Destacamos a imagem do grupo LNI + DIA que apresenta um ninho

semelhante ao dos grupos falso-operados (FO e FO + DIA).

Figura 21 — Efeito da diacereina na disfungdo emocional observada nos camundongos
submetidos ou ndo ao esmagamento do nervo isquiatico.
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Legenda: A — Suspensdo pela cauda (n= 9 por grupo). B — Nado forcado (n= 9 por grupo). C —
Preferéncia por sacarose (n= 9 por grupo). D — Teste do ninho (n= 9 por grupo). E — Fotos do teste do
ninho representando cada grupo. Os valores representam meédia + EPM. A coluna em branco
representa os animais que receberam veiculo e as colunas hachuradas os animais que receberam
diacereina, sendo FO (falso-operado), LNI (lesdo do nervo isquiatico) e DIA (diacereina). Para os
resultados do grafico A, B e C foi feita a analise estatistica pela ANOVA de duas vias com pos-teste de
Bonferroni. Para os resultados do grafico D foi realizada a estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn. Sustenido (#) mostra diferenga significativa quando comparado ao grupo falso-
operado (FO+veiculo e FO+DIA 30 mg/kg). Asterisco (*) mostra diferenga significativa quando
comparado ao grupo LNI tratado com veiculo. Fonte: da autora.
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5.6 EFEITO DA DIACEREINA NA REGENERACAO NERVOSA PERIFERICA APOS
A LESAO POR ESMAGAMENTO DO NERVO ISQUIATICO

Nesta etapa da pesquisa (experimento Il), os animais foram eutanasiados no
15° dia apds a leséo e apds foi coletado o nervo isquiatico direito para a histologia. Foi
utilizado os seguintes grupos: FO, FO + DIA (30 mg/kg), LNI e LNI + DIA (30 mg/kg)

e realizado as analises morfométricas e morfoldgicas.

5.6.1 Morfometria do nervo isquiatico

De acordo com a analise estatistica realizada pela ANOVA de duas vias com
poOs-teste de Newman-Keuls, os resultados mostram que os grupos falso-operados
(FO + veiculo e FO+DIA 30 mg/kg) apresentaram valores semelhantes, sem diferenca
significativa, em relagdo a quantidade de fibras nervosas e a densidade das fibras
nervosas (Fig. 22 A e B). Entretanto, os animais dos grupos submetidos a lesao,
independente do tratamento, diminuiram significativamente tanto a quantidade de
fibras nervosas [F (1,28) = 37,52; p = 0,0001] (Fig. 22A), bem como a densidade das
fibras [F (1,28) = 57,48; p < 0,0001] (Fig. 21B), quando comparados aos grupos falsos
operados.

Nos resultados das figuras 22 C, D e E, constatamos pela ANOVA de duas
vias que houve diferenga significativa na variavel lesdo ao analisar os seguintes
parametros: didametros da fibra nervosa (DFN) [F (1, 28) = 4,824; p = 0,0365] (Fig. 22C),
do axdnio (DAX) [F ¢1,28) = 6,270; p = 0, 0184] (Fig. 22D) e a espessura da bainha de
mielina (EBM) [F (1, 28) = 6,086; p = 0,0200] (Fig. 22E). Diante disto, verificamos pelo
pos-teste de Newman-Keuls que o grupo LNI tratado com veiculo diminuiu
consideravelmente esses parametros, quando comparado aos grupos falso-operados
(FO + veiculo e FO + DIA 30 mg/kg) (p<0,05). Além disso, observamos também
diferenga significativa em relagéo a variavel tratamento, onde o grupo tratado com
diacereina (LNI + DIA 30 mg/kg) apresentou um aumento significativo do DFN [F (1, 2s)
=7,998; p = 0,0086] (Fig. 22C), DAX [F (1,28)= 8,127; p = 0, 0081] (Fig. 22D) e da EBM
[F (1,28) = 11,20; p = 0,0023] (Fig. 22E), quando comparado ao grupo LNI tratado com
veiculo, além de apresentar valores proximos aos dos grupos falso-operados,

indicando uma possivel maturagéo da fibra nervosa.
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Ja o quociente G (QG) nado apresentou diferenca significativa entre os grupos
[F (1, 28) = 0,04516; p = 0,8332], demonstrando que o nervo, mesmo apos a lesdo,
apresenta uma boa velocidade de conducgao nervosa, com valores semelhantes aos

dos grupos falso-operados (Fig. 22F).

Figura 22 — Efeito da diacereina na regeneragao nervosa periférica apos lesao do

nervo isquiatico: analise morfométrica
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Legenda: Morfometria do nervo isquiatico direito realizada no 15° dia apds o procedimento cirurgico.
Os valores representam média + E.P.M de 8 animais por grupo. As colunas em branco representam os
animais que receberam veiculo e as colunas hachuradas os animais que receberam diacereina, sendo
FO (falso-operado), LNI (lesdo do nervo isquiatico), DIA (diacereina), (DAX) didmetro do axénio, (DFN)
didmetro da fibra nervosa, (EBM) espessura da bainha de mielina e (QG) quociente G. A analise
estatistica foi realizada pela ANOVA de duas vias com pés-teste de Newman-Keuls. Sustenido (#)
mostra diferencga significativa quando comparado aos grupos falso-operados (FO e FO+DIA 30 mg/kg).
Asterisco (*) mostra diferenca significativa quando comparado ao grupo LNI tratado com veiculo. Fonte:
da autora.

5.6.2 Efeito da diacereina na regeneragao nervosa periférica apés lesao do nervo

isquiatico: analise morfolégica.

Analise morfologica do nervo isquiatico foi realizada no 15° dia apds a lesao.
Neste periodo, ndés observamos que ambos os grupos falso-operados (FO e FO+DIA

30 mg/kg) apresentaram aspecto morfolégico normal, com seus envoltdrios
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conjuntivos integros (como epineuro, perineuro e endoneuro). As fibras nervosas
também se mostraram normais, com os axdnios envoltos por bainha de mielina, e
nucleos de células de Schwann na periferia da fibra (Fig. 23A e 23B).

Nos grupos submetidos a leséo (Fig. 23C a 23F), principalmente no grupo sem
tratamento (LNI), verificou-se que o modelo de esmagamento do nervo isquiatico do
presente estudo foi eficiente para causar lesdo do tipo axonotmese, pois a analise
histolégica do nervo mostrou eventos morfoldgicos caracteristicos da degeneragao
Walleriana (como destruigao tecidual, degeneracgéo das fibras nervosas e aumento de
células inflamatadrias).

No grupo submetido a lesdo sem tratamento (LNI), o processo de
degeneragdo foi mais evidente, apresentando intensa resposta inflamatéria e
diminuicdo da quantidade de fibras nervosas (Fig. 23C e 23D). Ja o grupo lesionado
e tratado com diacereina (LNI+DIA 30 mg/kg), apresentou aspectos morfologicos
diferentes do grupo LNI. Houve melhora da organizagao tecidual e recuperacéo das
fibras nervosas, com diminui¢cdo do infiltrado inflamatdrio, diminuicdo das areas em

degeneracao e aumento da quantidade de fibras nervosas (Fig. 23E e 23F).
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Figura 23 - Morfologia do nervo isquiatico.
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Legenda: Fotomicrografias em corte transversal do segmento distal do nervo isquiatico de
camundongos Swiss no 15° dia apés a lesdo, coloragdo com hematoxilina e eosina. Foi utilizado a
objetiva de 100x com escala de 20 um. A - Grupo falso-operado tratado com veiculo e B - Grupo falso-
operado tratado com diacereina na dose de 30 mg/kg, nesses grupos observa-se uma organizagao
tecidual com perineuro (PE), endoneuro (seta branca), grande quantidade de fibras nervosas intactas
(FN), mostrando axénio (*) e bainha de mielina (ponta de seta azul), além de nucleos de possiveis
células de Schwann (ponta de seta branca). C e D — Grupo com lesao tratado com veiculo (LNI), as
imagens mostram uma desorganizagao tecidual com intensa resposta inflamatéria (seta preta) e areas
com degeneracao (estrela) e poucas fibras nervosas integras (FN) com axdnio (*) e bainha de mielina
(ponta de seta azul). E e F — Grupo com lesdo tratado com diacereina (LNI + DIA 30mg/kg) mostra
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melhora na organizagcdo do tecido com diminuigcdo das células inflamatdrias, aumento de fibras
nervosas integras (FN) com axénio (*) e bainha de mielina (ponta de seta azul) e apresenta possiveis
nucleos da célula de Schwann (ponta de seta branca). Fonte: da autora.

5.7 EFEITO DA DIACEREINA SOBRE A CONCENTRACAO DA CITOCINA PRO-
INFLAMATORIA IL-18 E DO FATOR DE CRESCIMENTO DERIVADO DO
ENCEFALO (BDNF) NO NERVO ISQUIATICO.

Nesta etapa da pesquisa (Experimento lll), foi coletado o nervo isquiatico no
7° dia apods a lesao a fim de verificar os niveis de IL-18 e BDNF por meio de ELISA.
Esse experimento foi realizado nos seguintes grupos: FO, FO + DIA (30 mg/kg), LNI
e LNI + DIA (30 mg/kg).

De acordo com os resultados da ANOVA de duas vias com poés-teste de
Newman-Keuls, constatamos que a concentragcao da citocina pro-inflamatoéria IL-1
permaneceu alta no grupo de animais submetidos a lesdo e tratados com veiculo (LNI
+ veiculo), apresentando diferenga significativa quando comparado aos grupos falso-
operados [F (1,27) = 13,23; p=0,0011]. Contudo, foi observado que o grupo com leséo
e tratado com diacereina (grupo LNI+DIA 30 mg/kg) apresentou uma reducéo
significativa na concentragdo dessa citocina em relagédo ao grupo LNI tratado com
veiculo [F 1,27y = 9,944; p=0,0039], além disso, o grupo LNI+DIA 30 mg/kg n&o
apresentou diferenca significativa com os grupos falso-operados (Fig. 24A).

Com relacéo ao BDNF, foi utilizado a mesma analise estatistica e verificamos
que apos a lesdo houve uma redugao na concentragdo de BDNF no grupo LNI tratado
com veiculo, sendo significativamente diferente do grupo falso-operado [F (1.28) =
5,701; p=0,0239]. Além disso, observamos que o grupo lesionado e tratado com
diacereina (grupo LNI + DIA 30 mg/kg) apresentou niveis significativamente maiores
de BDNF quando comparado ao grupo LNI tratado com veiculo [F (1,28) =9,101;
p<0,0054] (Fig. 24B).
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Figura 24 - Efeito da diacereina sobre a concentracdo de IL-13 e de BDNF no nervo

isquiatico de camundongos.
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Legenda: Niveis de IL-13 (A) e de BDNF (B) no nervo isquiatico de camundongos no 7° apds cirurgia
de LNI. Os valores representam média £ E.P.M. de 8 animais por grupo. As colunas em branco
representam os animais que receberam veiculo e as colunas hachuradas os animais que receberam
diacereina, sendo FO (falso-operado), LNI (lesdo do nervo isquiatico) e DIA (diacereina). A andlise
estatistica foi realizada pela ANOVA de duas vias com pés-teste de Newman-Keuls. Sustenido (#)
mostra diferenga significativa quando comparado ao grupo falso-operado (FO). Asterisco (*) mostra
diferenga significativa quando comparado ao grupo LNI tratado com veiculo. Fonte: da autora.
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6 DISCUSSAO

Lesbes nervosas periféricas traumaticas geram grande incapacidade fisica,
principalmente nos adultos jovens em idade produtiva. Essas lesdes podem ocorrer
por esmagamento e até por ruptura completa do nervo periférico, sendo que, para
conseguir a recuperagao completa € necessario a regeneragao axonal e a reinervagao
de orgaos-alvo. A falha de qualquer um desses processos pode gerar uma
recuperacao incompleta, acarretando déficits funcionais e dor neuropatica comumente
observado em pacientes com lesdes dos nervos periféricos (ROBINSON, 2000;
ROTSHENKER, 2011).

Neste contexto, diferentes modelos experimentais de lesao traumatica do nervo
sdo amplamente pesquisados, com o intuito de investigar alteragdes moleculares e
celulares que ocorrem no nervo lesionado (GEUNA, 2015; SAVASTANO et al., 2014).
Dentre esses modelos, comumente € encontrado nos estudos o procedimento de
esmagamento do nervo isquiatico. Esse procedimento cirurgico geralmente é
realizado por meio de uma pinga que exerce a compressao ou esmagamento do
nervo, sem resultar em uma transecgdao completa dele, ocorrendo neste caso uma
axonotmese (BRIDGE et al., 1994). Neste modelo a analise das alteragdes
morfolégicas apds uma lesdo sdo também evidentes e desejaveis, o que torna
possivel analisar a regeneracao tecidual (MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013).

Apesar de diversas pesquisas abordarem a fisiopatologia da lesdo nervosa
periférica, ainda sdo escassos estudos com tratamentos que sejam capazes de
acelerar a recuperagao da fungdo sensorio-motora e da regeneragcédo do nervo
(MENORCA; FUSSELL; ELFAR, 2013). Com isso, esta pesquisa teve a intengao de
estudar o efeito do farmaco diacereina na leséo nervosa periférica.

Neste estudo utilizamos as doses de 3 mg/kg, 10 mg/kg e 30 mg/kg da
diacereina, e para relacionar essas doses com a clinica, a literatura apresenta célculos
capazes de converter as doses utilizadas nos animais em doses equivalentes aos
seres humanos com base na area de superficie corporal (ANDRADE et al., 2016;
NAIR; JACOB, 2016). Desta maneira, verificamos que as doses utilizadas no estudo
correspondem as doses de 0,24 mg/Kg, 0,81 mg/Kg e 2,43 mg/Kg de diacereina,
respectivamente, para um humano. Diante disto, verificamos que as doses utilizadas

nos animais foram diferentes do que é utilizado na clinica ao tratamento da
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osteoartrite, mas € importante ressaltar que a diacereina neste estudo foi utilizada
como forma de tratamento em um modelo de lesdo do nervo periférico e que os
animais que receberam a diacereina apresentaram pouco ou nenhum efeito adverso
(diarreia) com essas doses, semelhante ao encontrado no estudo de SILVA et al.
(2017) que utilizou a dose de 30 mg/kg da diacereina e esse farmaco nao produziu
alteragcdes gastrointestinais.

Com relacao aos primeiros resultados referentes aos testes comportamentais
com a finalidade de avaliar a fungao sensoério-motora. Verificamos, desde o inicio das
avaliagdes comportamentais, que os animais submetidos a lesdo por esmagamento
do nervo isquiatico apresentaram hiperalgesia mecanica e térmica. A hiperalgesia
térmica ao frio ficou evidente no 3° dia apds a lesdo e nao foi mais observada apos o
7° dia de avaliacdo. No entanto, os animais permaneceram com hiperalgesia
mecanica até 28° dia apds a indugao da neuropatia.

Estes dados estao de acordo com outras pesquisas que também utilizaram o
mesmo modelo de lesdo para desenvolver novas estratégias terapéuticas (GEUNA,
2015). Bobinski et al. (2011) mostraram em seu estudo que a lesdo por esmagamento
do nervo produziu hiperalgesia nos camundongos a partir do 7° dia apds a indugao da
neuropatia e a hiperalgesia ao frio a partir do 3° dia apos a lesdo. NASCIMENTO et
al. (2015) mostraram que os animais apresentaram hiperalgesia a partir do 6° dia apos
a LNI. Ambos os estudos evidenciaram dor neuropatica associada a lesao nervosa
em camundongos, sendo que a metodologia que utilizaram foi semelhante a do
presente estudo, apresentando o mesmo método de inducédo de neuropatia e forma
de avaliagcéo da hiperalgesia mecanica.

Entretanto, nosso estudo apresenta um diferencial comparado aos trabalhos
comentados anteriormente, em relagéo ao inicio da dor neuropatica e principalmente
0 momento que comega o efeito do tratamento. O quadro algico se iniciou a partir do
3° dia apos a lesdo do nervo isquiatico e a partir deste mesmo periodo os animais
tratados com diacereina comegaram a apresentar reduc¢ao da hiperalgesia, este efeito
persistiu até o final do tratamento, sendo que a dose 30 mg/kg da diacereina
apresentou melhor resposta terapéutica do que as demais doses testadas (3 mg/kg e
10 mg/kg).

Para confirmar as observagdes anteriores, uma medida semi-quantitativa

caracterizada pelo comportamento de protecdo da pata foi utilizada como um
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indicativo de dor espontanea nos animais, sendo determinada por uma pontuagao de
0 a 5 que analisa o posicionamento da pata (GREGORY et al., 2013). Neste teste
observamos que os animais com LNI apresentaram uma pontuagao de protecao da
pata superior aos animais falso-operados, demonstrando um quadro de dor
espontanea. Sendo que nos animais tratados com diacereina de 30 mg/kg a
pontuacgéo diminuiu consideravelmente. Este dado reafirma que a diacereina é capaz
de acelerar o processo de recuperagao do animal, possuindo efeito anti-hiperalgésico
desde o inicio da leséo.

Por mais que a literatura ainda nao apresente trabalhos relacionando o modelo
de esmagamento do nervo com a diacereina, nossos resultados corroboram com o
estudo de QUINTAO et al. (2005), que submeteram os animais & modelos de dor
inflamatdria e neuropatica. No modelo de dor inflamatoéria os animais receberam uma
injecao intraplantar com carragenina ou com o adjuvante completo de Freund (CFA),
e foram tratados com diacereina (doses 25-100 mg/kg), e verificaram, por meio do
teste do von frey, que este farmaco inibiu a alodinia mecanica.

Adicionalmente, também induziram a LNP por meio do modelo de ligadura
parcial do nervo isquiatico e foi verificado que a administragdo da diacereina nas
doses testadas reduziu a alodinia mecanica, mas nao de maneira dose dependente.
No entanto, o efeito antialodinico da diacereina cessou 2 dias apdés a interrupcéo do
tratamento. Embora o método e o modelo de les&o aplicados no nosso trabalho sejam
diferentes do encontrado no estudo de QUINTAO et al. (2005), em ambos a diacereina
se mostrou efetiva e apresentou efeitos satisfatorios, apontando este farmaco como
importante alternativa para o tratamento da dor neuropatica.

Além disso, segundo a literatura, um dos eventos que contribuem para a
iniciacdo e manutengdo da dor neuropatica é o envolvimento de citocinas pro-
inflamatoérias como TNF-a e a IL-1B. Logo apds a lesdao do nervo periférico, essas
citocinas sao liberadas por diversas células, como mastdcitos e macrofagos, tanto no
local da lesdo como na regido distal a lesdo, o que favorece o processo inflamatério e
resulta no dano axonal (KREMER et al., 2020; SCHOLZ; WOOLF, 2007). Sendo que
a IL-1B atinge um pico de secregéo ja no 1° dia apods a lesdo (ROTSHENKER, 2011).

No estudo atual, também verificamos que os animais com lesao e tratados com
veiculo apresentaram concentracdes elevadas de IL-1B comparado aos demais

grupos experimentais. Desta forma, o aumento das citocinas inflamatérias é
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importante na génese e manutencao da neuropatia, sendo que a citocina IL-1f3 parece
ser responsavel, pelo menos em parte, pela hiperalgesia dos animais apos a leséao
por esmagamento, demonstrada nas avaliagcbes comportamentais da presente
pesquisa (CIDRAL-FILHO et al., 2013; GUI et al., 2016; LEES et al., 2015; REN;
TORRES, 2009).

Trabalhos apontam que a diacereina se destaca como um farmaco anti-
hiperalgésico, devido a seu principal mecanismo de acdo, que € a inibicdo dessas
citocinas proé-inflamatoérias, especialmente a IL-18 (PANOVA; JONES, 2015;
PAVELKA et al., 2016; ZHANG et al., 2016). Ademais, no nosso estudo os animais
com lesao do nervo isquiatico e tratados com a diacereina, desde o 1° dia apés a
lesdo, apresentaram uma reducgao significativa da concentragdo de IL-13 no nervo
isquiatico ipsilateral a lesdo, o que corrobora com a literatura. Diante disto, percebe-
se que 0 mecanismo de agao da diacereina, reduzindo IL-13, contribui para seu efeito
anti-hiperalgésico.

Quando se trata de uma lesdo do nervo periférico € importante salientar que
dentre as suas consequéncias existe também o déficit motor ou perda da
funcionalidade do membro, ja que a inervagao para os musculos esta comprometida
(BOBINSKI et al.,, 2011; GRINSELL; KEATING, 2014; MARTINS et al.,, 2011,
MARTINS et al., 2018). Neste estudo, a funcionalidade em parte foi avaliada por meio
da locomocéao dos animais no teste do campo aberto, e mais diretamente através do
indice funcional dindmico e pela escada horizontal.

O teste do campo aberto teve o intuito de verificar o efeito da LNI na locomogéao
dos animais e relacionar com o quadro algico, além de mostrar que o farmaco utilizado
no estudo apresenta efeito anti-hiperalgésico sem comprometer a capacidade
locomotora dos animais. Segundo a literatura, se a locomogédo do animal estiver
comprometida devido ao tratamento com farmaco a andlise dos testes
comportamentais que envolvam o comportamento motor do animal pode estar
prejudicada (SEIBENHENER; WOOTEN, 2015). De acordo com esse teste,
verificamos que os animais com lesdao do nervo isquiatico, diminuiram a locomocéao
comparados com os animais sem lesdo (falso-operados), e que o0s animais
submetidos a lesdo e tratados com diacereina (30 mg/kg) ndo apresentaram prejuizo
na locomocao. Além disso, observamos que o tratamento com diacereina nao possui

um efeito sedativo, ja que ndo houve diferenga significativa entre os grupos falso-
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operados (FO e FO + DIA). Esses dados ressaltam que a diminuicao da locomogéao
ocorreu devido ao quadro de hiperalgesia apds a leséo, e que o tratamento foi capaz
de restaurar a locomog¢ao dos animais.

Ao avaliar a funcionalidade pelo indice funcional dindmico, sdo comparados
parametros das pegadas normal e experimental por uma férmula matematica, o que
fornece informagdes sobre a recuperacdo das conexdes sensorio-motoras
relacionadas com a marcha (BAPTISTA et al., 2007).

Assim, os parametros mensurados, como o comprimento da pata (PL) e o
espalhar dos dedos (TS), sdo considerados importantes para avaliar a funcionalidade
dos animais. TS é a medida mais importante para verificar a disfungcdo da marcha
quando ocorre a LNI. Este parametro pode ser usado isoladamente como um
indicativo do estagio da lesdo. O PL expressa a capacidade dos musculos
gastrocnémios e sbleo de manter o calcanhar elevado durante a caminhada em
roedores. Como esses musculos sao inervados pelo nervo isquiatico, quando
debilitados, ndo conseguem manter o angulo normal do tornozelo, deixando que uma
por¢cao maior da pata fique em contato com o chao (BAPTISTA et al., 2007; INSERRA,;
BLOCH; TERRIS, 1998).

Ja na avaliagao pela escada horizontal, os animais precisam caminhar ao longo
de uma escada horizontal na qual o espagamento dos degraus € variavel e é
periodicamente alterado. As mudangas no espagamento dos degraus impedem que
0s animais aprendam a localizagdo correta dos degraus e, assim, minimiza a
capacidade dos animais de compensar as deficiéncias através do aprendizado. Além
disso, alterar o espagamento entre os degraus permite que o teste seja usado
repetidamente em estudos de longo prazo (METZ; WHISHAW, 2009).

Desta forma, verificou-se na presente pesquisa que o modelo de lesao proposto
gerou déficits funcionais evidenciados pelos testes do indice funcional dinamico e pela
escada horizontal. O déficit funcional permaneceu até o 15° dia apds a lesdo de
esmagamento do nervo isquiatico. Este efeito pode ser decorrente de uma lesédo do
nervo que também afeta o componente muscular e gera hipotrofia resultando em uma
diminuicdo da forga muscular e de déficit funcional. Além disso, os animais
apresentaram quadro algico o qual pode ter contribuido com a perda funcional
(GRINSELL; KEATING, 2014). Contudo, constatamos que os animais tratados com a
diacereina na dose de 30 mg/kg apresentaram recuperagdo motora logo nos primeiros
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dias apds a lesao, tanto pela avaliagdo do indice funcional dindmico quanto pela
escada horizontal, mostrando um efeito inédito deste farmaco na neuropatia.

De acordo com a literatura, um dos problemas que também prejudica a
recuperacao funcional é o crescimento lento das fibras nervosas lesionadas
(COBIANCHI et al., 2017). E uns dos mecanismos relacionados com a recuperagao
motora é a producao de fatores neurotréficos apos a lesdo do nervo periférico. Esses
fatores neurotroficos s&o peptideos que regulam a sobrevivéncia neuronal e o
crescimento dos axdnios, os quais sao produzidos pelas células de Schwann e pelos
fibroblastos durante a degeneracao walleriana (ROTSHENKER, 2011). Dentre eles o
fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) contribui fortemente com a
regeneracao nervosa periférica (MCGREGOR; ENGLISH, 2019).

Vale destacar também que existem importantes vias intracelulares que quando
ativadas, por meio de receptores especificos, acabam sendo responsaveis pelo
processo de regeneragao e consequentemente pela recuperagdo sensoério-motora
(BOYD; GORDON, 2003; COBIANCHI et al., 2017). Um exemplo é a ligagdo do BDNF
em seu receptor tirosina kinase B (trkB), ativando a via PI3K-Akt e Ras-ERK,
promovendo a sobrevivéncia e a regeneragdao axonal (COBIANCHI et al., 2017).
Alguns estudos mostram que o BDNF enddgeno é necessario para a regeneragao e
remielinizacao dos nervos periféricos lesionados (BOYD; GORDON, 2003; ZHANG et
al., 2000). Entretanto, em casos de lesbes mais graves, alternativas terapéuticas que
aumentem esse suporte trofico acabam sendo benéficas para a regeneragéo
(COBIANCHI et al., 2017).

Zheng et al., (2016) demonstraram que a administracdo de BDNF resulta na
recuperacao funcional de camundongos apés lesao do nervo isquiatico. Para a analise
funcional foi utilizado o teste de espalhar dos dedos, o qual verificou que o grupo de
animais submetidos a lesdo do nervo isquiatico e o grupo com leséo e tratado com
anti-BDNF apresentaram déficits motores, ao contrario do grupo administrado com
BDNF que recuperou a fungdo motora. Outra analise realizada foi a histolégica onde
o BDNF aumentou a porcentagem de axdnios mielinizados.

Comparando nosso trabalho com a literatura, verificamos que os niveis de
BDNF no nervo isquiatico estavam significativamente mais altos no grupo com lesao
e tratado com diacereina na dose de 30 mg/kg comparado ao grupo lesao e tratado

com veiculo (LNI). Ainda ndo se sabe ao certo qual o mecanismo de ag¢ao do farmaco
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em relagdo ao aumento do BDNF, entretanto a literatura mostra que a liberacéo de
BDNF pelas células de schwann € um fato importante para auxiliar na regeneragao do
nervo (WILHELM et al., 2012; ZHANG et al., 2000). Assim, acredita-se na hipotese de
que o aumento da concentracdo de BDNF, talvez a nivel celular por meio das células
de schwann, pode ter auxiliado na regeneragcao nervosa € na recuperagao motora dos
camundongos. Tal fato, pode ser corroborado pelos achados encontrados nos estudos
histologicos e morfometricos do nervo isquiatico lesionado ou ndo e tratados com
diacereina.

A analise histologica foi baseada em parametros que avaliam principalmente o
numero e a densidade de fibras nervosas, os didmetros relacionados com as fibras
nervosas (DFN, DAX e EBM) e o quociente G (relacionado com a velocidade de
conducao nervosa). Todas essas variaveis juntamente com a analise funcional sdo
importantes para fazer um vinculo com a regeneragao (GEUNA et al., 2001).

Os resultados referentes a morfologia do nervo nos mostram que o grupo
lesionado apresentou caracteristicas referentes ao processo de degeneragao
Walleriana, com desorganizagdo tecidual e presenga de células do processo
inflamatdrio. Esses resultados corroboram com outros artigos que também mostraram
degeneragao das fibras nervosas apds lesao do nervo isquiatico (BOBINSKI et al.,
2011; MARTINS et al., 2011).

Contudo, no grupo lesionado e tratado com a diacereina, houve uma
recuperacao das fibras nervosas, com diminuicdo das areas em degeneragao e
aparentemente um aumento de fibras nervosas intactas. Na morfometria observamos
que nao houve diferenga significativa entre os grupos na analise do quociente G, o
que pode demonstrar que a velocidade de conducdo nervosa esta preservada
(TEODORI et al., 2011). O numero e a densidade de axdnios diminuiram nos grupos
submetidos a lesao, entretanto no grupo com lesdo e tratado com diacereina foi
observado um aumento em todos os didmetros relacionados com a fibra nervosa
(DFN, DAX e DBM). Tais achados reafirmam que o tratamento com diacereina tem
potencial terapéutico para auxiliar na regeneragéo nervosa e assim melhorar a fungéao
motora apds a lesédo do nervo.

Em nosso estudo, procuramos ainda confirmar que a lesdo nervosa periférica
pode contribuir com o aparecimento da disfungao da emocionalidade, além do quadro

de dor e da perda da funcionalidade ja confirmado e descrito anteriormente. De uma
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maneira geral, existe robustas evidencias na literatura que mostram que transtornos
de humor, como a depresséo, sao frequentemente observados em pacientes que
sofrem com a dor neuropatica (CHERIF et al., 2020; LU; LI; LIU, 2019; TORTA,;
IERACI; ZIZZ1, 2017). Ademais, alguns estudos pré-clinicos também corroboram com
a associacao de disfungdo emocional como o comportamento do tipo depressivo
presente em animais submetidos a lesdo do nervo periférico (KREMER et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2015; YALCIN; BARTHAS; BARROT, 2014) Para este estudo,
foram utilizados os testes de suspensao pela cauda, nado forcado, preferéncia por
sacarose e o teste do ninho, e os resultados mostraram que a lesdo nervosa gera
alteragdes na emocionalidade e que a diacereina foi capaz de minimizar o
comportamento tipo-depressivo e melhorar o bem-estar animal.

As principais teorias que envolvem o surgimento da depressdo estédo
relacionadas com as alteragdes no metabolismo das neuroaminas, onde ha uma
menor disponibilidade de dopamina, serotonina e/ou noradrenalina no sistema
nervoso central. Entretanto, a fisiopatologia da depressao também tem sido associada
principalmente com um intenso processo inflamatério no sistema nervoso central, que
implica no envolvimento de diversas citocinas pré-inflamatérias, como o TNF-a e
principalmente da IL-1B (FAROOQ et al., 2017; LEES et al., 2015).

Nascimento et al. (2015) mostraram que o modelo de esmagamento do nervo
isquiatico induz comportamento tipo-depressivo nos animais, o qual foi avaliado pelo
teste da suspensao pela cauda e pelo nado forcado. Os autores ainda demonstram
que os niveis elevados de TNF-a no nervo isquiatico, hipocampo e cértex pré-frontal
desempenham um papel importante na dor neuropatica induzida pela LNI, bem como
no comportamento tipo-depressivo.

GUI et al., (2016) mostraram que o aumento da concentragado de IL-1 € uma
das causas de dor crbnica, déficits de memodria e comportamento depressivo em
condi¢des que envolvem lesao no sistema nervoso periférico. Em seu estudo uma das
avaliagdes utilizadas para verificar o comportamento tipo-depressivo foi o nado
forgcado, e constataram que os animais apds a lesao apresentaram aumento do tempo
de imobilidade. Além disso, foi verificado aumento nos niveis de IL-1B no nervo
isquiatico, no plasma e em outras regides do sistema nervoso central (SNC) como:
corno dorsal da medula espinal, nucleo accumbens, hipocampo, cortex pré-frontal e

na amigdala. Em contrapartida, os animais que receberam a aplicagéo de anticorpo
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neutralizante de IL-1B (anti-IL-18) e os animais knockout para IL-1R1 n&o
apresentaram, comportamento tipo-depressivo e dor neuropatica (avaliada pelo von
frey up down), sendo que os niveis de IL-1p3 estavam baixos nas regides analisadas
do SNC. Portanto, a IL-1B pode ser um alvo para a preven¢ao da dor neuropatica e
dos disturbios cognitivos e emocionais relacionados.

Nosso estudo corrobora com a literatura, pois mostramos nos resultados que
os animais com LNP apresentam comportamento tipo-depressivo (desesperanga), e
foi verificado niveis altos de IL-1B no nervo isquiatico lesionado. Ao contrario dos
animais lesionados e tratados com diacereina na dose de 30 mg/kg, os quais
apresentaram redug¢ao do comportamento tipo-depressivo e niveis baixos de IL-13. A
partir disso, acreditamos que o tratamento proposto com diacereina esteja atuando
sob as citocinas pré-inflamatérias como no caso da IL - 1 beta, e mesmo que neste
estudo nao foi analisado os niveis de IL-1B no sistema nervoso central, acredita-se na
hipétese de que a diacereina pode estar atuando tanto em nivel periférico como no
SNC, minimizando assim os danos causados pela LNP, como o comportamento tipo-
depressivo dos animais.

Por fim, constatamos que a diacereina consegue minimizar os danos causados
pela lesdo nervosa periférica e ainda apresenta potencial para atuar na regeneragao
do nervo periférico (Fig. 25). Este trabalho gerou conhecimento e proporcionou que
novos estudos dentro dessa area sejam realizados, a fim de complementar os
resultados com outras analises como imuno-histoquimicas e bioquimicas que possam
reforgcar o mecanismo de acao da diacereina na lesédo nervosa periférica, e assim abrir

caminho para os estudos que envolvam a pesquisa clinica.
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Figura 25 — Diacereina como alternativa terapéutica na lesdo nervosa periférica:

evidéncias obtidas utilizando o modelo de esmagamento do nervo isquiatico em
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Legenda: A figura mostra os efeitos do tratamento com diacereina em camundongos submetidos a
lesdo do nervo isquidtico. Fonte: Elaborada pela autora, usando o programa Mind the Graph e

Biorender.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados da presente pesquisa concluimos que:

¢ O tratamento com diacereina, principalmente na dose de 30 mg/kg, reduz
a hiperalgesia mecénica e térmica, além de minimizar o comportamento de guarda da

pata nos animais submetidos a lesdo do nervo isquiatico;

¢ A diacereina (30 mg/kg) foi capaz de recuperar a fungdo motora, minimizar
comportamento de desesperanga, anedonia e melhorar o bem-estar dos animais

lesionados;

e Foi constatado também que a diacereina (30 mg/kg) tem potencial para
atuar na regeneracgao do nervo periférico. A analise histoldégica apresentou melhora
na morfologia geral do nervo pela diminuicdo da degeneragdo, do processo
inflamatdrio e pela presenca de fibras nervosas intactas. Além de aumentar o didmetro

da fibra nervosa, do axdnio e a espessura da bainha de mielina.

e O tratamento com diacereina (30 mg/kg) preveniu o aumento da
concentracao de IL - 13 (citocina presente na dor neuropatica) e promoveu o0 aumento
de BDNF (fator de crescimento que também esta relacionado com a regeneragao do

nervo periférico).

Diante disto, o tratamento com diacereina apds uma lesdo do nervo isquiatico,
mostra resultados satisfatérios tanto na recuperacdo sensorio-motora, como no
restabelecimento dos transtornos emocionais e bem-estar e na regeneragao do nervo
periférico. Fornecendo subsidios para que novas pesquisas sejam realizadas, na area

pré-clinica e principalmente na area clinica.

Por fim, esses dados analisados em conjunto, fornecem evidéncias cientificas
para o uso terapéutico incremental da diacereina nas condigbes patologicas

associada a lesdes nervosas periféricas.
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