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Inflamacao do tipo corpo estranho reduz
respostas regenerativas apos lesao
nervosa periférica

Foreign body inflammation diminished repair responses
after peripheral nerve injury

La inflamacion de cuerpos extrafos reduce las respuestas
regenerativas después de una lesion nerviosa periférica
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Resumo

Introducdo. A resposta ao corpo estranho resulta de um estimulo inflamatério persistente o
qual é mediado por varias linhagens celulares. A presenca de células inflamatoérias influencia
diretamente o comportamento das células de Schwann (CS). Método. Nesse sentido, nds
estudamos a interacdo entre o processo inflamatério crénico e o processo
degenerativo/regenerativo no nervo. Para tanto, usamos um modelo experimental de reacao
de corpo estranho induzida por implantes de esponja de poliéster-poliuretano ao redor do
nervo ciatico de camundongos apds lesdao por esmagamento. Interagdes in vitro entre as CS
e exsudatos da esponja também foram estudadas. Resultados. Os resultados mostraram
um grande infiltrado inflamatério com predominancia de macrofagos. CS foram observadas
dentro da esponja. Nos nervos envoltos por esponja foram observados reduzida expressao
de NGFRp75, maior producdao de colageno, reduzido nimero de fibras degeneradas e da
razdo g, pior recuperagdo funcional. Além disso, os resultados in vitro demonstraram que
macrdéfagos influenciaram a expressdao de NGFRp75. Conclusao. Esses resultados indicam
disfungdo da limpeza da mielina e prejuizo na remielinizagdo em nervos envoltos por
esponja.

Unitermos. crescimento axonal; inflamacdo; macréfago; célula de Schwann; degeneragdo
Walleriana; esponja

Abstract

Introduction. The foreign body response results from persistent inflammatory stimuli which
are mediated by the various cell lineages. The presence of inflammatory cells directly
influences the behavior of Schwann cells (SC). Method. In this sense, we studied the
interaction of the chronic inflammatory process and degenerative/regenerative processes in
the nerve. For that, we used an experimental model of foreign body reaction induced by
polyether-polyurethane sponge implants around the sciatic nerve of mice after crush injury.
In vitro interaction between SC and exudates from sponges also was studied. Results.
Results showed the sponge presented great inflammatory infiltrate with predominance of
macrophages. SC were observed inside the sponge. In the sponge wrapped nerves we



observed lower expression of p75NGFR, increased collagen production, lower number of
degenerate fibers and g-ratio, worse nerve functional recovery. Furthermore, in vitro results
demonstrated macrophage influence on p75NGFR expression. Conclusion. These results
indicate dysfunction of the myelin cleaning and failure of the remyelization in sponge
wrapped nerves.

Keywords. axonal growth; inflammation; macrophage; schwann cell; wallerian
degeneration; sponge

Resumen

Introducion. La respuesta de cuerpo extrafio es el resultado de un estimulo inflamatorio
persistente que estd mediado por varias lineas celulares. La presencia de células
inflamatorias influye directamente en el comportamiento celular de Schwann (CS). Método.
En este sentido, estudiamos la interaccidén entre el proceso inflamatorio crénico y el proceso
degenerativo/ regenerativo en el nervio. Para esto, utilizamos un modelo experimental de
reaccion de cuerpo extrafio inducida por implantes de esponja de poliéster-poliuretano
alrededor del nervio ciatico de ratones después de una lesidn por aplastamiento. También se
estudiaron las interacciones in vitro entre SC y exudados de esponjas. Resultados. Los
resultados mostraron un gran infiltrado inflamatorio con predominio de macréfagos. Se
observaron CS dentro de la esponja. En los nervios envueltos en esponja, se observd una
expresion reducida de NGFRp75, una mayor produccién de coladgeno, un nimero reducido de
fibras degeneradas y una relacidén g, peor recuperacidon funcional. Ademas, los resultados in
vitro demostraron que los macréfagos influyeron en la expresién de NGFRp75. Conclusién.
Estos resultados indican disfuncion de la limpieza de mielina y alteracion de la
remielinizacion en los nervios envueltos en esponja.

Palabras clave. crecimiento axonal; inflamaciéon; macréfago; Célula de Schwann;
degeneracion; esponja
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INTRODUCAO

Apds o esmagamento de um nervo periférico, a lamina
basal ao redor das unidades constituidas pelo axonio e
célula de Schwann (CS) estd intacta, e, o ax6nio é
seccionado em dois segmentos, um proximal que
permanece dentro de sua bainha de lamina basal nativa e
regenera em direcao ao 6rgao denervado, um segmento
distal no qual ocorre um conjunto de eventos denominado
Degeneracao Walleriana (DW). O neurofisiologista inglés

Augustus Waller' descreveu em 1850 as mudancas que
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ocorrem nos axobnios separados do corpo neuronal. O
processo se inicia (24 a 48 horas) pela degradacao da
mielina e proliferacdo da CS. Logo apds, ocorre a invasao
de células imunes, especialmente macréfagos. Macréfagos
invadem o local da lesao e atingem um pico em sete dias.
No entanto, no local da lesao, os macrofagos residentes ja
estdo ativos nas primeiras 24 horas e os neutréfilos
também podem ser vistos localmente??.
Independentemente do tempo que dura a DW, o
importante é que apds a lesao do nervo periférico, o coto
distal degenera enquanto as CS proliferam e
desdiferenciam para criar um ambiente permissivo para a
regeneracao axonal. Isso é, apos a lesao, as CS perdem
seu padrao caracteristico de expressao génica, passando
por uma desdiferenciacao, €, ao mesmo tempo, ativam um
fendtipo relacionado ao reparo®. As CS de reparo adotam
uma morfologia bipolar alongada e se alinham em colunas
formando as bandas de Bliingner que servem como tuneis
dentro dos quais o0s novos axdnios crescem?®*.
Paralelamente, as CS aumentam a expressao de fatores
que estimulam o crescimento axonal e apresentam maior
quantidade de marcadores caracteristicos de CS imaturas,
como o receptor neurotréfico p75 (NGFRp75) e a proteina
acida fibrilar glial (GFAP)**>,
A presenca de células do sistema imune inato
(neutrofilos, macrofagos e células dendriticas) e adaptativo
(células T e B), desempenham importante papel, porém

ainda nao tao bem compreendido, na degeneragao e
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regeneracdo do sistema nervoso periférico (SNP)®8. Assim,
0 sucesso da regeneracao axonal periférica estd associado
a uma presenca eficiente e persistente de células do
sistema imune responsaveis pelas reacdoes inflamatdrias
que se iniciam poucas horas apds a lesao do nervo
periférico.

Nesse contexto, uma melhor compreensao da
interacao entre inflamacao e degeneracao/regeneragao do
SNP pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficientes. Diante disso, o modelo de
inflamagao do tipo corpo estranho utilizando pequenos
pedacos de esponja de poliuretano, inicialmente descrito
por Grindlay e Waugh® e modificado por Andrade et al.'°,
pode servir como uma boa ferramenta para o estudo da
interacao entre SNP e inflamacao. A esponja implantada
induz uma reacdo inflamatéria com formacao de tecido de
granulacdo rico em células inflamatdérias, novos vasos
sanguineos e matriz extracelular. O uso de implantes de
esponja permite tanto o estudo do infiltrado inflamatério,
angiogénese e deposicao de matriz extracelular, como
também a andlise bioquimica dos fluidos coletados®'!.
Pondendo contribuir para o melhor entendimento da
interacdo entre as células imunes e o microambiente do

nervo apos lesao.
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METODO
Procedimentos in vivo

Cinguenta camundongos Swiss machos (6-8
semanas, ~25g) foram mantidos em ciclo claro/escuro de
12h com alimento e 4agua ad libitum. Todos os
experimentos com animais foram conduzidos seguindo as
diretrizes nacionais e internacionais sobre protecao de
animais e também foram aprovados pelo Comité de ética
local (CEUA/Protocolo UFU 060/13). Os animais foram
divididos em dois grupos: GRUPO CONTROLE (CT),
composto por 25 animais submetidos a compressdao do
nervo ciatico, e, GRUPO ESPONJA (SP, sponge group),
composto por 25 animais submetidos a mesma lesdo e um
fragmento de esponja (3x7x1mm, Comprimento X Largura
x Espessura) colocado envolvendo o local lesionado. Para a
cirurgia, os animais foram anestesiados com cloridrato de
cetamina e cloridrato de xilazina (1:1; 0,10ml/25g, IP) e
submetidos a uma lesao por esmagamento, usando pinga
de ponta fina nimero 4 e pressao constante por 20s no
nervo cidtico esquerdo préximo ao forame obturado'?. A
pata contralateral foi utilizada como controle interno.

Pegadas de 10 animais de cada grupo foram
utilizadas para o célculo do Indice Funcional do Ciatico (SFI,
sciatic functional index), conforme descrito por Inserra et
al.>. As andlises foram realizadas trés dias antes da lesdo e
2,4,8,12, 14 e 21 dias apds a cirurgia. Os valores do SFI
foram apresentados em grafico linear com comparagao

estatistica entre CT e SP considerando p<0,05.
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Todas as outras analises foram realizadas apods 14
dias de esmagamento do nervo. Para este propodsito, os
animais foram anestesiados (como descrito acima) e
submetidos a eutandsia através de perfusdo transcardiaca
com solucao salina tamponada com fosfato (20ml, tampao
fosfato 0,1M mais 0,9% NaCl, pH 7,4; PBS) e solucao
fixadora (20ml, formaldeido 3,7% ou Karnovsky:
glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido a 0,5% em PBS). Os
nervos ciaticos de ambos os lados, contra e ipsilaterais a
lesdo, foram extraidos. O nervo foi removido de modo a
deixar o local da lesdao na regido média do segmento
nervoso. O material perfundido com formaldeido foi
congelado a -40°C em isopentano. Seccoes longitudinais e
transversais dos nervos foram obtidas utilizando um
criostato (-25°C, Microm, Heidelberg, Alemanha). Os
nervos perfundidos de Karnovsky foram embebidos em
resina epoxi (EMbed812, Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, EUA).

Para realizar a imunofluorescéncia, laminas
histolégicas de oito animais de cada grupo foram
aclimatadas a temperatura ambiente, imersas e lavadas em
PBS e entdo incubadas em cdmara umedecida com 150yl
de solucao de albumina bovina a 5% em PBS por 1h. Os
anticorpos primarios foram adicionados e incubados por 12-
18h a 4°C: (camundongo anti-neurofilamento, 1:200
[Sigma-Aldrich, N2912, St Louis, EUA], coelho anti-
S100beta, 1:200 [Abcam, AB868 , Cambridge, UK], coelho
anti-NGFRp75, 1:400 [Sigma-Aldrich, N3908], marcador de
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macréfagos camundongo anti-IBA-1, 1:100 [Imuny,
Campinas, Brazil, IM0565], marcador de linfécitos T
hamster anti-CD3 conjugado com FITC, 1:200 [BD
Pharmingen, San Jose, EUA, 553061], marcador de
linfécitos B rato anti-CD19 conjugado com APC-CyTM7,
1:200 [BD Pharmingen, 557655], camundongo anti-
neutrofilo (ANCA) 1:100 [Imuny, IM0673]). Para anticorpos
nao conjugados, apds a primeira incubagao, as laminas
foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios
conjugados com particulas fluorescentes (Alexa Fluor 488
ou 594, Jackson Laboratories, PA, EUA) por 1h. Todas as
laminas foram enxaguadas e montadas com laminula em
glicerol/PBS (1:1) contendo DAPI (4'-6'-diamino-2-fenil-
indole, marcador nuclear, Sigma-Aldrich). O material foi
entdo examinado e documentado usando um microscopio
de fluorescéncia (TS-100, Nikon, Toquio, Japao) acoplado a
uma camera digital (OPT 12MP FLUO, Opticam, GA, EUA).
Para cada animal, trés imagens representativas foram
capturadas a partir de secdes dos nervos esquerdos
imediatamente distalmente ao local de esmagamento do
nervo. Adicionalmente, a esponja ao redor do nervo foi
fotografada. As imagens foram analisadas
quantitativamente por densidade de pixels usando o
software Imagel (versao 1.51n, Instituto Nacional de
Saude Wayne Rasband, EUA) por um avaliador “cego”. A
média para cada grupo foi calculada e a comparacao entre
esses valores foi realizada. Todos os resultados foram

expressos como meédiaxerro padrdo. Valores de p<0,05
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foram considerados significantes. Para os marcadores de
neurofilamentos e células imunes, apenas a analise
qualitativa foi realizada.

Coloragdbes com hematoxilina e eosina (HE) e
picrosirius red foram realizadas em cortes longitudinais de
nervos com e sem esponja. Apos a documentacao deste
material em microscépio de luz acoplado a camera digital, a
quantificacdo do colageno no nervo foi realizada utilizando
o software Imagel. Posteriormente, calculou-se a média
para cada grupo e realizou-se comparacao estatistica
considerando p<0,05.

A analise morfométrica do nervo lesionado (sete
animais por grupo) foi realizada em nervos incluidos em
resina, utilizando-se cortes transversais de O0,5um do
fragmento do nervo imediatamente distal ao local da lesao
obtidos em ultramicrétomo. Os cortes foram corados com
azul de toluidina e documentados em microscépio Leica
modelo DM500 acoplado a uma camera HD ICC 50 por
meio do software LEICA LAS EZ (v1.8.1, Leica
Microssystems Limited, Suica). As imagens foram
analisadas no software Imagel. Os diametros das fibras
mielinizadas, os didmetros dos ax6nios mielinizados, a
espessura da bainha de mielina e a razdo g'*!> foram
medidos em micrémetros. Os diametros foram calculados a
partir do perimetro (P) aplicando a férmula D=P/zx. A
espessura da mielina foi calculada pela diferenca entre os
diametros da fibra e do axoOnio dividido por dois. Além

disso, os numeros de fibras mielinizadas e fibras
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degeneradas foram contados. Posteriormente, calculou-se a
média para cada grupo e realizou-se comparacao estatistica

considerando p<0,05.

Procedimentos in vitro

Todos (o experimentos envolvidos com
procedimentos in vitro foram realizados de acordo com o
Comité de ética local (CEUA/Protocolo UFU 060/13). Trés
camundongos Swiss machos adultos (sob anestesia) foram
utilizados para o implante subcutdneo de discos de esponja
de poliuretano (diametro 1cm X espessura 3mm). Apds a
implantacdo, um animal foi deixado com a esponja por 1
dia, outro por 4 dias e outro por 10 dias. Apds esses
periodos, as esponjas foram extraidas e espremidas para
remover o maximo de exsudato possivel. Os exsudados
foram analisados e mantidos em freezer até o uso para
tratamento em culturas de CS.

O conteudo de neutrofilos nos exsudatos foi medido
pelo ensaio da atividade da mieloperoxidase (MPO)

/.1® e Cassini-Vieira et al.}’. Os

adaptada de Araujo et a
exsudatos removidos foram ressuspensos em tampao
NaPO, 0,05M (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio (Sigma-Aldrich), seguido por trés
ciclos de congelamento instantaneo em nitrogénio liquido. A
atividade de MPO foi realizada nas amostras de
sobrenadante medindo a absorbancia a 450nm utilizando
tetrametilbenzidina 1,6mM (Sigma-Aldrich) e H202 0,3mM

(Sigma-Aldrich). A reacao foi parada adicionando 50ml de
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H,SO, 4M. Os resultados foram expressos como OD/g de
tecido umido.

A atividade da N-acetil-b-D-glicosaminidase (NAG)
foi quantificada pela medida dos niveis da enzima
lisossomal em macréfagos ativados, adaptada de Cassini-
Vieira et al.'’. Os exsudatos foram incubados por 30min
com p-nitrofenil-N-acetil-beta-D-glucosaminida 2,24mM
(Sigma-Aldrich) preparado em tampao citrato/fosfato
(acido citrico 0,1M, Na,HPO, 0,1 M; pH 4,5) ( Proporcao
1:1). Parou-se a reacao adicionando 100ml de tampao
glicina a 266mM, pH 10,6 e determinou-se a absorbancia
em 400nm. Os resultados foram expressos como nmol/mg.

As culturas de CS foram preparadas de acordo com
os métodos de Brockes et al.'® e Assouline et al.*®. Os
nervos ciaticos de filhotes Swiss (2 dias) foram decapitados
e seus nervos ciaticos foram removidos e dissecados do
epineuro. Os segmentos nervosos foram incubados em
colagenase a 0,05% (Sigma-Aldrich) por 30min a 37°C e
incubados em 0,15% de tripsina (Sigma-Aldrich) por
20min. Apds a incubacao, as enzimas foram inativadas pela
adicao de soro bovino fetal (SFB; Sigma-Aldrich) e 0,01%
de DNAse (Invitrogen). A mistura foi centrifugada em
albumina de soro bovino a 3% (BSA; Sigma-Aldrich) a
1300 RPM durante 10 min e ressuspensa em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM, Invitrogen) com 10% de
SFB. Uma quantidade de 10“ células/poco foi semeada em
placa de cultura de 24 pocos (Corning/Costar Corporation,

MA, EUA) e o tratamento com diferentes exsudatos (1 dia,
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4 dias e 10 dias; 10% de exsudatos em DMEM 10% SFB)
foi iniciado apds 24h. As culturas foram mantidas a uma
temperatura de 37°C com atmosfera de 5% de CO, por 48h
e os tratamentos foram realizados em triplicata.

Apds, as células foram fixadas em paraformaldeido
4% por 10min (Reagen, Brasil) e lavadas em PBS. As
culturas foram incubadas durante 45 min com 1% de BSA
em PBS contendo 0,25% de Triton-X. A pureza das culturas
foi avaliada com o marcador S100B (dados nao
apresentados) e o anticorpo coelho anti-NGFRp75 (1:400,
Sigma-Aldrich) foi utilizado para analisar a presenca ou
auséncia do CS com fendtipo reparativo. Em sequéncia, as
células foram incubadas com anticorpo secundario anti-
coelho Alexa Fluor (1:500, Jackson Laboratories) durante
45 min em temperatura ambiente. Apds, as culturas foram
lavadas e guardadas com glicerol e DAPI para marcacao
dos nucleos. As culturas foram observadas sob um
microscopio equipado para aquisicao de fluorescéncia. Trés
areas aleatdérias de cada poco (trés pocos/grupo) foram
documentadas para analise quantitativa no software
Imagel para densidade de pixels e contagem de células. O

estudo estatistico foi realizado considerando p<0,05.

Rev Neurocienc 2019;27:1-28.

11



RESULTADOS

Reducao da recuperacao funcional e menor expressao
de NGFRp75 pelas CS em nervo envolto em
esponja/migracao de CS para a esponja

O Indice Funcional do Ciatico (SFI) avalia a recuperacao
do nervo pela marcha. As medidas sao feitas nas pegadas
dos animais e é feita uma comparacao entre a pegada
normal e a denervada e, assim, obtém-se um valor
relacionado a funcdo do nervo ciatico. A Figura 1 apresenta
em A as pegadas adquiridas até o 14° dia pds-cirurgico. O
grafico em B mostra a evolucao do SFI, comecando antes
da cirurgia e apds a recuperacao dos animais que
ocorreram por volta do 21° dia apds a axotomia. Observou-
se que 0s animais implantados com esponja apresentaram
pior recuperacao em uma fase mais tardia, entre 12 e 21,
dias apos a axotomia.

Na Figura 2 a expressao da proteina S100beta presente
nas CS foi semelhante nos dois grupos, no entanto, a
expressao dessa proteina foi verificada dentro da esponja
ao redor do nervo lesionado, indicando migracao dessas
células para o implante. A imunocoloracao para o receptor
NGFRp75, que esta presente em CS com fendtipo pro-
regenerativo, foi menos expressa no grupo esponja (Figura
2B e E). Além disso, os neurofilamentos foram marcados
para a avaliacdo qualitativa de axb6nios em crescimento.
Observando as imagens na figura 2C e F é possivel notar
uma maior presenca de pontos de desconexao (*) entre as

fibras nervosas, caracterizando o processo degenerativo.
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Figura 1. Indice funcional cidtico (SFI). A- Pegadas de grupos de controle e
esponja. B- Grafico mostrou evolugdo do SFI durante 21 dias apds a axotomia. A
linha cinza representa o grupo de esponja e a linha preta representa o grupo de
controle. Observe a evolugao inferior do SFI para o grupo esponja. O asterisco (*)
indica os pontos em que os grupos apresentaram diferenga estatistica entre os
valores do SFI (Anova unidirecional com pds-teste de Bonferroni, p<0,05). Seta
indica o ponto em que a eutanasia foi realizada para extracdo de tecido para outros
experimentos.

Maior deposicao de colageno e sinais de aparente
atraso da DW em nervos envoltos por esponja

A area seccional do nervo de ambos os grupos foi
similar (~9x10°um?); entretanto, os nervos envoltos com
esponja apresentavam um numero inferior de fibras

nervosas, especialmente fibras com caracteristicas de
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degeneracdo (Figura 3D, E e F). Em relacdao ao conteldo de
colageno I e III, notamos que o grupo esponja também
apresentou diferenga significativa, com maior expressao de

colageno (Figura 3G, H e I).

S100beta NGFRp75 Neurofilamento

controle

esponja

-
-
G H |

S100beta NGFRp75

Ti

Figura 2: Imunofluorescéncia em secgOes longitudinais do nervo ciatico apds
axotomia (A-F) e segmentos nervosos envoltos pela esponja (I-L). A-C representa
figuras do grupo de controle e D-F representa figuras do grupo de esponjas. A
coloragdo de S100beta mostrou expressao semelhante para ambos os grupos, no
entanto, a menor expressao de NGFRp75 foi detectada para o grupo esponja,
indicando uma reducdo do reparo de células de Schwann. O arranjo do
citoesqueleto axonal mostrado pelo neurofilamento revela varios pontos de
desconexao (*) para o grupo esponja. Os graficos em G e H mostram a
quantificacgdo da densidade de pixels para S100beta e NGFRp75 (Anova
unidirecional com pés-teste de Bonferroni, p<0,05). Cortes transversais (I-]) e
longitudinais (k-L) de esponja (sp) envolvendo o nervo (n): DAPI mostra os nucleos
e S100beta mostrou células Shwann (ponta de seta e seta) dentro da esponja.
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O tom amarelado, mais intenso no nervo do grupo
esponja, indica sobreposicao de colageno I (vermelho) e III
(verde).

As Figuras 3] e F mostraram as analises morfométricas:
o tamanho do didametro da fibra foi semelhante nos dois
grupos, uma pequena diferenca entre o predominio do
diametro da fibra no grupo esponja que mostra mais fibras
entre 4-5um comparado ao grupo controle que mostra
diametros entre 3-4um. Este dado sugere uma bainha de
mielina mais espessa para 0 grupo esponja, o que foi
confirmado pelo grafico de espessura da mielina (grupo
controle=0,50-0,75um, grupo esponja=0,75-1,0um).

A razao entre o diametro do axonio mielinico e da fibra
mielinica (razdao g) aponta se a espessura da mielina é
adequada para o tamanho do axoénio. Este valor serd
sempre menor que 1,0 (em torno de 0,6) e os axOnios
remielinizados terdao valores préximos a 1,0 (indicando
bainha de mielina mais fina)?°. O grafico da razdo g do
grupo esponja apresentou poucas fibras proximas ao valor
1,0 (em relagcao ao controle) e algumas fibras com razao g
menor que 0,5. Nesse caso, o menor numero de fibras com
mielina de espessura reduzida pode indicar duas coisas: o
processo de remielinizacao acelerada ou a mielina

danificada ainda nao foi degradada.
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Figura 3: Morfologia e morfometria dos nervos envoltérios controle e esponja. A-C
apresentou area transversal total para ambos os grupos. D-F mostra contagem de
fibras axotomizadas e degeneradas. Observe o numero reduzido de fibras
degeneradas para o grupo esponja (teste U de Mann-Whitney, p<0,05). Coloracao
em picrosirius G-I vermelha para os tipos de colageno I e III. O grupo de esponjas
mostrou um aumento de importacdo de expressdo de coldgeno em comparagdo ao
controle (Anova one way com o pods-teste de Bonferroni, p<0,05). J e K descrevem
a morfometria para o grupo controle e esponja, respectivamente. Observe a maior
espessura da mielina para o grupo esponja, juntamente com uma quantidade
significativa de fibras com baixa razdo g (0,25-0,50), indicando algum prejuizo no
processo de remielinizacdo.
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Reducdao de macrofagos e linfocitos T em nervo
envolto por esponja

A Figura 4 (A-C) mostra a analise das células imunes
No nervo e na esponja. A colaracao de HE mostrou grande
infiltrado inflamatdrio nos nervos e dentro da esponja (*).

A imunomarcacao identificou macréfagos (Iba-1),
neutroéfilos (Anca), linfécitos T (CD3 +) e linfocitos B (CD19
+) em segmentos longitudinais do nervo e esponja apos 14
dias de axotomia (Figura 4D-0).

Comparando os nervos de ambos o0s grupos, notamos
principalmente a reducao especialmente de macrofagos e
linfocitos T no grupo esponja e, em contraste, a alta
densidade dessas células no tecido inflamatorio no interior

da esponja (*).

Os exsudatos extraidos da esponja influenciam a
expressao de NGFRp75 por CS in vitro

As enzimas NAG (n-acetilglucosaminidase) e MPO
(mieloperoxidase) estdo associadas a resposta inflamatoria
mediada por macréfagos e neutrofilos, respectivamente. A
NAG é uma enzima produzida predominantemente por
macroéfagos, e sua atividade pode ser utilizada como meio
indireto de medida de macréfagos teciduais®'. A deteccdo
de MPO também tem sido utilizada como marcador de

infiltracdo neutrofilica®.
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nervo controle nervo esponja esponja

Figura 4: Marcacdo de células inflamatorias em segdes longitudinais de grupos
controle e esponja. Grupo de controlo (primeira coluna), nervo envolvido em
esponja (segunda coluna) e esponja (terceira coluna). Coloracao A-C HE mostrando
infiltrado inflamatdério e células de Schwann. D-O Imunofluorescéncia para
macrdfagos (IBA-1), neutrofilos (Anca), linfocito T (CD3, seta) e linfocito B (CD19,
seta). Essas marcacdes indicaram que os nervos envoltos em esponja tinham
menos macréfagos e linfécitos T em comparagdo com o controle. Em contraste, um
numero significativo de células inflamatodrias, especialmente macrofagos, foi
observado dentro da esponja (*). Em F destaca-se uma célula gigante que é uma
massa formada pela unido de macrofagos (°).
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Ao analisar as enzimas mencionadas nos exsudatos
extraidos das esponjas (Figura 5 A e B), notamos um
aumento progressivo da populacao de neutréfilos enquanto
0s macrofagos pareceram permanecer constantes em 1, 4
ou 10 dias de implantacdo subcutanea. Observamos uma
ligeira diminuicao da NAG nos exsudato de 4 dias.

Curiosamente, a imunofluorescéncia para NGFRp75
também mostra uma pequena diminuicio em sua
expressao por CS tratadas com exsudato de 4 dias (Figura
5Fel).

O tratamento com exsudado parece influenciar a
distribuicao das células in vitro.

As células tendem a aproximar-se umas das outras
enquanto as células controle (ndo tratadas) permaneceram
dispersas na superficie da placa de cultura. Foi também
observado um aumento na expressao de NGFRp75 com os

tratamentos (Figura 5).

DISCUSSAO

Apds uma lesdo do tipo axonotmese ou axotomia,
geralmente os axoOnios periféricos lesionados regeneram-se
espontaneamente, e varios fatores contribuem para essa
capacidade regenerativa. Apds a lesdao do nervo periférico,
0s axOnios distais degeneram enquanto as células de
Schwann (CS) desdiferenciadas e os macréfagos removem

os restos via fagocitose.

Rev Neurocienc 2019;27:1-28.

19



exsudato
atividade NAG
(nmol/mg peso Umido)
N
=)
1
atividade MPO
(OD/g peso Gimido)

-
o
1

o

dias

NGFRp75

CS tratadas com esxudato

I

o ER e
>
g ; -
=4 <
S 41 3 101
g 4 A e
- ©
- 8
@ .
© 24 g 8
o
[
a8
c c T T
E o : CA
«© NS ‘P W ooﬁ\ R

& R K R

Figura 5. Tratamento in vitro de células de Schwann com exsudatos extraidos de
esponjas que foram mantidas no subcutaneo durante 1, 4 ou 10 dias. Os graficos
A-B  mostram a atividade da N-acetil-b-D-glicosaminidase (NAG) e da
mieloperoxidase (MPO), que sdo medidas indiretas da populacdo de macréfagos e
neutréfilos nos exsudatos. C-F mostra colorao de p75NGFR para controlo (sem
tratamento), exsuda 1 dia, exsuda 4 dias e exsuda tratamentos de 10 dias. Note
que o tratamento com exsudados resulta na agregacao das células de Schwann. A
intensidade da marcagdao com p75NGFR foi menos intensa com o tratamento com
exsudatos de 4 dias (H, teste U de Mann Whitney, p<0,05). Isso pode indicar um
menor numero de células de Schwann de reparo na cultura.
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A desdiferenciacao refere-se ao estado em que os CS
revertem para um estado imaturo (CS de reparo) para
proliferar e auxiliar na regeneragdo®™.

Nesse contexto, um grande nimero de células imunes,
incluindo neutréfilos, macréfagos e células T, sao
recrutadas e contribuem com as respostas pos-lesao

®8 Tendo em vista a importadncia dessas células

nervosa
para os processos de degeneragao e regeneragcao axonal,
foi utilizado um modelo de inflamacdo constituido por um
implante de esponja de poliuretano ao redor do nervo
axotomizado. Observamos que estes implantes conduziram
a um maior prejuizo da recuperacao funcional e estrutural
do nervo, com reducdao de macrofagos e de CS com
fenotipo regenerativo no nervo axotomizado.

Esses resultados reafirmam a importancia da interacao
e da presenca de macréfagos e das CS para o sucesso do
processo de regeneracdo apds a lesdo nervosa®> %%,

O nervo envolto em esponja apds 14 dias mostrou
varios pontos de desconexdo entre as fibras nervosas e a
expressao menor de NGFRp75, indicando presenca reduzida
de CS de reparo em relacao ao controle (Figura 2). O
receptor p75 para NGF, um receptor caracteristico de CS
com fendtipo regenerativo, geralmente aumenta sua
expressdo apos lesdo?”. Esses dados estdo de acordo com o
IFC que avaliou a recuperacao funcional do nervo em
animais axotomizados. O grupo esponja apresentou pior

recuperacao funcional proximos das ultimas andlises, ainda
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apresentando caracteristicas de disfuncdo muscular com
aducao dos dedos do lado da lesao (Figura 1A).

Também observamos que a colocacdo da esponja ao
redor do nervo axotomizado criou um local de atracao para
as CS (veja a Figura 2] para S100beta, um marcador usado
para CS, dentro da esponja). Essa atracao pode ter sido
estimulada pela grande concentracao de macréfagos dentro
da esponja (Figura 4F). Nesse sentido, Zhan et al.?®
demonstraram que microvesiculas derivadas de macrofagos
promovem proliferacdo e migracao de CS. Varios estudos
demonstraram que o0os macrofagos nao  apenas
desempenham um papel fundamental na remocgao de restos
de mielina e modulam as atividades de CS?®, mas também
sao influenciados pelo microambiente lesionado local para
promover a regeneracao axonal ao liberar um grande
nimero de fatores relacionados a regeneracdao axonal,
incluindo proteinas da matriz extracelular, fatores de

626,27 = Nossos

crescimento, citocinas e quimiocinas
resultados mostraram, na Figura 4 (D-F), uma reducgao de
macrofagos no nervo axotomizado em comparagao ao
controle. Nesse sentido, a reducao dessas células pode ter
prejudicado os processos de DW e regeneracao axonal.
Além disso, contribuindo para essa ideia, o tratamento com
exsudatos em culturas de CS, mostrou uma relagao entre o
nivel de atividade de macréfagos (NAG) e a expressao de
NGFRp75. Além disso, as culturas tratadas com exsudatos

mostraram agregacao de CS, o que corrobora a capacidade
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das células imunes ou seus produtos de influenciar a
motilidade da CS.

Outras células inflamatorias também foram analisadas
no nervo e na esponja, entre elas os neutréfilos muito
presentes no interior da esponja, mas no nervo pouco
presente e com semelhanca para o controle. Em relagao
aos linfécitos B, um pequeno numero de células foi
observado no nervo e na esponja. No entanto, os linfocitos
T parecem estar mais presentes no nervo envolvido pela
esponja, o que pode ter sido estimulado pelo implante e
indicar uma pior qualidade do processo regenerativo®.
Esses autores sugerem um papel adverso dos linfocitos T e
B na recuperacao da funcdo motora e na mielinizacao apés
lesao do nervo femoral.

As modificacoes causadas pelo implante de esponja
impactaram negativamente a regeneracao do ciatico e,
aparentemente, uma reducdo das respostas proé-
regenerativas das CS trambém contribuiu para esse dano.
Os dados morfométricos e contagem de fibras sugerem
alteracao na atuacao das CS (Figura 3). Os nervos envoltos
em esponja mostraram uma quantidade reduzida de fibras
degeneradas. Diametros de fibras e axOnios mielinizados
foram semelhantes para ambos os grupos. A espessura da
bainha de mielina foi mais espessa para 0s nervos com
esponja e a razao g mostrou pior processo de
remielinizacao para o grupo esponja. O conjunto desses
dados pode sugerir que o processo de DW foi atrasado,

provavelmente por causa de um processo de limpeza dos
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debris de fibras lesionadas mais lento, ja que houve menos
células para essa atividade, o que resultou em menor
numero de fibras degenerativas.

Além disso, a Figura 3 mostra as secoes transversais do
nervo de ambos os grupos mostrando areas semelhantes.
No entanto, como vimos acima, menos fibras foram
observadas no grupo esponja (Figura 3D-F), nesse caso,
outro componente pode estar preenchendo o nervo para
que resulte em areas de seccdo transversal semelhantes.
De fato, a quantidade de «coldageno I e III foi
substancialmente aumentada nos nervos envoltos em
esponja. A presenca de coloracao amarela nos nervos
esponjosos mostrou a presenca de colageno I e III no
interior do nervo (Figura 3G-I). Sabendo que no endoneuro
temos especialmente colageno tipo III (verde) e no
epineuro principalmente, coldgeno tipo I (vermelho)®®, o
aumento da coloragcao amarelada pode significar um
espessamento tanto do endoneuro quanto do epineuro. A
producao de proteinas e coldageno a partir da matriz
extracelular do nervo apds a axotomia é impulsionada
principalmente pela interacdo entre CS e macréfagos®.
Fatores produzidos por macréfagos podem influenciar as CS
e os fibroblastos do tecido conjuntivo do nervo estimulando
a producdo de mais colageno, uma vez que a populagdao de
macrofagos no microambiente ao redor do local da lesdo é
aumentada. Se essa producao for em excesso pode, até
mesmo, levar a cicatrizacao epineural que, por sua vez,

pode impedir a regeneracdo axonal®®.
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CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados confirmam a importancia
da interacao entre CS e células imunes, especialmente os
macréfagos. O implante de esponja sequestrou CS do
nervo, influenciou a densidade de células inflamatdrias
locais e aumentou a deposicdo de colageno no nervo. E
como consequencia desses achados, sugere-se ter havido

comprometimento da DW e atraso da remielelizagao.
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